Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by B-Digital

NAET N

lo I/&
a

S % ? g
SN 7@
R A
3‘},§ ?n.
6

°E|=ERN"

UNIVERSIDADE FERNANDO PESSOA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS E PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES DO GRAO DE CAFE VERDE

LILIANA DO CEU GOMES VIEIRA

PORTO, 2015


https://core.ac.uk/display/61021641?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




Z
>
m
-
<

()

‘4,0
©)
)
-

N £
SN | 78
B A
‘ﬁ,§ 7 o
ko)

qOEFER“P“&

UNIVERSIDADE FERNANDO PESSOA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS E PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES DO GRAO DE CAFE VERDE

LILIANA DO CEU GOMES VIEIRA

PORTO, 2015



LILIANA DO CEU GOMES VIEIRA

-

-

CARACTERISTICAS FITOQUIMICAS E PROPRIEDADES

s

~

ANTIOXIDANTES DO GRAO DE CAFE VERDE

Trabalho apresentado a Universidade Fernando

Pessoa como parte dos requisitos para a obtencéo

do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

(O autor)



RESUMO

Entre os produtos comercializados a nivel mundial, o café é um dos mais valiosos,
sendo apenas superado pelo petrdleo em termos de movimentacdes financeiras. Assim,
torna-se indiscutivel a importancia do café na politica e na economia de muitos paises,
pois 0 seu cultivo, processamento, comercializagéo, transporte e mercado criam milhdes

de empregos por todo o mundo.

A composi¢do quimica do café constitui um pardmetro fundamental na distingdo das
diferentes variedades deste produto, recorrendo-se frequentemente a andlise de

compostos como a cafeina, o &cido hidroxicindmico e o cido clorogénico, entre outros.

O principal objetivo deste trabalho focou-se no estudo do perfil dos compostos
bioativos presentes em grédos de cafe verde provenientes de Cabo Verde e das inerentes
propriedades antioxidantes. Mais concretamente, procedeu-se a quantificacdo dos
compostos bioativos com maior importancia no café, como é o caso dos fenolicos e

flavonoides totais, das antocianinas e dos carotenoides.

A quantidade de compostos fendlicos totais encontrados na amostra dos gréos de café
verde foi 4,855 mg/g. Quanto a quantidade de flavonoides totais, foi 41,2 mg/g e de
antocianinas 0,465 mg/g. Relativamente aos carotenoides estudados, a clorofila a
apresenta-se em quantidade igual a 1,5x10™* mg/g, a clorofila b, 1,6x10™* mg/g, o
licopeno, 6x10™* mg/g e o P-caroteno aparenta ser inexistente nesta amostra. A
quantificacdo destes compostos bioativos comprovou a sua presenca na amostra de café
verde e, consequentemente, evidenciou os potenciais beneficios que este produto traz

para a salde, sendo a capacidade antioxidante o mais prevalente.

Palavras-chave: café verde; atividade antioxidante; compostos bioativos; fenolicos;

flavonoides; antocianinas; carotenoides.



ABSTRACT

Among the products marketed worldwide, coffee is one of the most valuable, being
surpassed only by oil when it comes to financial moves. So, it becomes undeniable its
politically and economical relevance in many of developed countries, because its
cultivation, processing, marketing, transportation and market generates millions of jobs
around the world.

Its chemical composition makes an essential parameter in the separation of the different
varieties of this product and for that, many times, several compounds as caffeine,
hydroxycinnamic acid and chlorogenic acid are often subject to analysis.

The main objective of this work focused on the study of the profile of bioactive
compounds present in green coffee beans from Cape Verde and the inherent antioxidant
properties. Specifically, it proceeded to the quantification of bioactive compounds with
greater importance in coffee, such as totals phenolics and flavonoids, anthocyanin and

carotenoid.

The total amount of phenolic compounds found in the green coffee beans was
4.855mg/g. The total flavonoids amount was 41.2mg/g and anthocyanin 0.465 mg/g.
Concerning to the studied carotenoids, chlorophyll forth in equal quantity of 1.5x10™*
mg/g; chlorophyll b, 1.6x10™* mg/g; lycopene, 6x10™* mg/g and p-carotene appears to be
nonexistent in this sample. The quantification of these bioactive compounds
demonstrated its presence in the sample of green coffee and therefore, showing the
potential benefits this product brings to health, and the antioxidant capacity of the most

prevalent.

Keywords: Green coffee; antioxidant activity; bioactive compounds; phenolic;

flavonoids; anthocyanins; carotenoids.
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Caracteristicas fitoquimicas e propriedades antioxidantes do grao de café verde

CAPITULO I. INTRODUCAO

Cada vez é maior a preocupacdo com a escolha de uma alimentacdo saudavel, visto que
existe uma forte associacdo entre os alimentos ingeridos e a salde. As crescentes
exigéncias, no que diz respeito a qualidade e seguranga alimentar dos produtos,
requerem que os produtores proporcionem aos consumidores informacgdes sobre os
mesmos. Para que isto se torne possivel, é necessario investigar e recorrer a estudos, de
modo a que o consumidor possa tomar uma decisdo consciente no ato da sua escolha,
com base no conhecimento que lhe é facultado sobre a qualidade do alimento, a
composicdo quimica, a estabilidade e as propriedades do mesmo. Para além da
informacao nutricional, interessa indagar a presenca e a quantificacdo de fitoquimicos,
conhecidos por desempenharem funcbes antioxidantes, tendo por isso grande

importancia na prevencao de doencas.

Os niveis de oxidantes e antioxidantes num ser humano com um metabolismo normal
sdo equilibrados, o que constitui um fator importante na manutencéo fisiologica 6tima.
No entanto, a superproducdo de oxidantes e/ou diminui¢do das defesas antioxidantes
conduz a um desequilibrio do estado redox que, consequentemente, origina danos
oxidativos ao nivel dos tecidos e células. Esta realidade criou expectativas sobre 0 uso
dos recursos naturais, como é o caso das plantas. A composi¢do complexa das plantas,
que envolve uma mistura de diferentes antioxidantes, proporciona uma protecdo mais
reforcada comparativamente a de qualquer composto Unico. Deste modo, as
propriedades antioxidantes presentes em algumas bebidas derivadas de plantas foram
alvo de interesse, devido a sensacdo agradavel que o seu consumo proporciona e a
excelente eficAcia comprovada por alguns autores. Nesta linha de pensamento, 0s
investigadores tém-se focado no café, uma vez que diversos estudos comparam a sua
capacidade antioxidante com a de outras bebidas (cerveja, cha, vinho, sumos, etc.) e
concluem que o consumo moderado deste contribui para a reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas como cirrose, asma, doencas degenerativas (doenca de

Parkinson e Alzheimer) e diabetes tipo Il (Alves et al., 2010).

Tendo em conta estes factos, entendeu-se que o café seria uma proposta apelativa para o

desenvolvimento de um estudo, uma vez que também é conhecido como sendo uma das

1
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bebidas mais populares e conhecidas em todo o0 mundo (Panusa et al., 2013). Segundo a
Internacional Coffee Organization, séo produzidos anualmente cerca de 120 milhdes de
sacos de café a nivel mundial, correspondendo a mais de 7 milhdes de toneladas de
grdos de café por ano (Zuorro e Lavecchia, 2012).

Os grdos de café contém diversos componentes interessantes, como por exemplo,
compostos fendlicos, melanoidinas, diterpenos, xantinas, vitamina A, entre outros.
Contudo, a cafeina é o precursor que despoleta mais interesse em ser estudado, devido
ao poder que tem sobre o metabolismo energético e aos efeitos psicoativos. Nos Ultimos
anos, 0s compostos fendlicos tém despertado alguma curiosidade pela descoberta das
suas propriedades antioxidantes e quelantes de metais. Como principal componente dos
compostos fendlicos, salienta-se o &cido clorogénico, que varios estudos demonstraram
ter beneficios em doengcas como a aterosclerose, a diabetes e varios tipos de cancro
(Panusa et al., 2013).

O crescente consumo mundial de café e consequentes efeitos na saide humana aticaram
0 interesse na comunidade cientifica, 0 que levou ao desenvolvimento de estudos
relativos a atividade biologica do grdo e dos constituintes do café, por ser muito usual

em diversos tipos de bebidas (Lima et al., 2010).

A atividade antioxidante presente nos constituintes do café verde foi também um tema a
ser abordado neste trabalho. Procurou-se estudar os compostos de natureza fitoquimica
do café verde que podem suscitar interesse nas areas alimentar e farmacéutica, através

do seu eventual emprego como ingredientes funcionais ou em medicamentos.
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CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Café

O café é conhecido como uma das matérias-primas comercialmente mais importantes a
nivel internacional e é extremamente conhecido na Europa e América do Norte
(Oliveira-Neto et al., 2016), sendo que o seu consumo mundial tem vindo a aumentar
anualmente em cerca de 1,9% ao longo dos ultimos 50 anos (Lee et al., 2015). E
considerado o quinto produto mais amplamente negociado e milhdes de pessoas
dependem direta ou indiretamente da producéo e venda do café (Bagyaraj et al., 2015).
O café é a terceira bebida mais consumida no mundo, a seguir & dgua e ao cha, para
alem de que, atualmente, beber infusdes de café torrado ou instantdneo é uma rotina

para dois tercos da populagdo mundial (Wang e Ho, 2009; Stelmach et al., 2015).

A origem do café advém de uma familia designada por Rubiaceae (Bagyaraj et al.,
2015). A planta do café foi cultivada pela primeira vez em Africa, na Etiopia mais
precisamente e, seguidamente, introduzida na Arabia, 1émen e Egito, onde se
desenvolveu e comegou a introduzir-se no quotidiano da populacdo. Acredita-se que 0s
muculmanos foram os primeiros a trazer o café para a Europa, enquanto os franceses
foram os que o introduziram na América aquando da colonizagdo dos varios continentes
com plantacbes de café (Wang e Ho, 2009). Segundo Farinhoto (2012), cerca de 75
paises produzem café, sendo o Brasil, o Vietname e a Colémbia 0s principais
produtores. Contudo, alguns paises produzem apenas uma das duas espécies de cafe,
Coffea arabica ou Coffea robusta, enquanto outros optam por produzir ambas as

espécies (Farinhoto, 2012).

Apesar de o café ser cultivado em qualquer regido tropical e ja se ter adaptado as mais
variadas condicGes ecoldgicas, é fortemente dependente das circunstancias
meteoroldgicas (Farinhoto, 2012). No cultivo do café, a existéncia de sombra é um
critério fundamental e dependente das condi¢fes ecoldgicas existentes no pais/regido
em questdo. No caso da india, o café cresce naturalmente e de forma diversificada na
sombra das arvores, devido & grande variagdo da intensidade da luz, temperatura e

humidade ao longo do ano. As altas temperaturas e a elevada intensidade luminosa
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durante os meses de verdo neste pais criam tensdes de &gua e calor, mas a existéncia de
sombra garante as condigdes microclimaticas e a intensidade luminosa desejada para o
crescimento da planta do café nas diferentes estacbes do ano. Por outro lado, a
populacdo microbiana presente no solo também constitui um fator essencial para o
desenvolvimento da planta do café. As bactérias presentes no solo fornecem nutrientes,
humidade e outros fatores fisico-quimicos ao ecossistema, criando assim uma inter-
relacdo complexa e diversificada, que é extremamente benéfica para a exigéncia

nutricional da cultura perene do café (Bagyaraj et al., 2015).

O fruto do cafeeiro é constituido por uma casca, varias camadas subjacentes e o gréo
verde do café (Bresciani et al., 2014). Na figura 1, € possivel observar a estrutura de um
gréo de café e concluir que é composto por uma casca, designada por pericarpo, que
abrange o mesocarpo externo, a camada de pectina e o endocarpo. O pericarpo
apresenta, regra geral, cor verde quando o fruto se encontra imaturo e cor vermelho-
violeta ou vermelho escuro quando o mesmo se encontra maduro. A camada
mencionada como pele de prata envolve cada hemisfério do grdo de café. O interior de
cada camada referida anteriormente contém a semente, isto é, o grdo de café cujo
tamanho, tonalidade, forma e densidade podem variar com as condicdes de crescimento

e 0 genotipo (Bresciani et al., 2014; Farinhoto, 2012).

Semente do café

Pericarpo

Pele de prata

Mesocarpo externo
Endocarpo

Camada de pectina

Figura 1. Estrutura do fruto do café (adaptado de Bresciani et al., 2014).

Apesar de existirem diversas espécies de café, Coffea arabica e Coffea robusta sdo
consideradas as principais e mais conhecidas a nivel mundial (Farinhoto, 2012;

Bagyaraj et al., 2015). Coffea arabica é responsavel por 75 a 80% da produgdo mundial
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de café, enquanto a Coffea robusta corresponde apenas a 20 a 25% da mesma (Bagyaraj
et al., 2015). As diferencas entre ambas as espécies sdo percetiveis quando se
visualizam o0s graos inteiros e se sente 0 seu aroma apés a torra dos grdos (Farinhoto,
2012). Em comparagdo com os gréos de café da sp. robusta, os da arabica sdo tidos
como sendo mais caros e valiosos pelas suas caracteristicas organoléticas Unicas
(Bagyaraj et al., 2015). Este facto explica a adulteracdo dos grdos de Coffea arabica
com o intuito de se ter vantagem econdmica, enganando assim as organizacdes de
importacdo de café e, consequentemente, o consumidor. E possivel distinguir ambos os
grdos de café pelas suas caracteristicas organoléticas ou macroscopicamente, no entanto,
a analise quimica aos mesmos é imprescindivel no sentido de controlar o café em po,
apos a sua trituracdo, e detetar uma possivel adulteracdo da Coffea arabica com
pequenas quantidades de Coffea robusta. O facto das espécies arabica e robusta
possuirem perfis muito idénticos tem sido um desafio para a descoberta de um marcador
que as distinga. Contudo, substancias como &cidos gordos, enantiomeros de
aminodcidos, cafeina, acido clorogénico, lipidos, trigonelina e terpenos tém sido citadas
para diferenciar ambas as espécies de plantas do género Coffea (Monakhova et al.,
2015; Farinhoto, 2012). No que diz respeito a composicdo quimica, Coffea arabica
possui maior quantidade de lipidos, enquanto Coffea robusta contém maior teor de
cafeina, sacarose e polifenodis, tais como acidos clorogénicos e seus derivados
(Farinhoto, 2012). Atualmente, Coffea arabica alcanca um preco de mercado cerca de
20 a 25% mais elevado do que o Coffea robusta. A variedade e origem dos graos, o
tempo e condi¢cdes de armazenamento, assim como as condi¢des a que sdo submetidos
durante o processo de torrefacdo, constituem parametros cruciais para a qualidade do
café (Farinhoto, 2012). Portanto, é percetivel a preocupacdo em exigir garantias sobre a

autenticidade das espécies do café (Bertone et al., 2016).

Geralmente o café é classificado em funcdo do tamanho, cor e percentagem de
imperfeicdes do grdo. Sendo assim, o café com defeito é denominado café de baixa
qualidade devido as imperfei¢des que o constituem, como graos danificados por insetos,
grdos manchados, entre outras. Este tipo de defeito tem normalmente origem na fase de
desenvolvimento do grdo de café ou no tratamento do mesmo (Ramalakshmi et al.,
2009).
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Uma particularidade da bebida do café é o facto de apresentar um valor nutricional
irrelevante, sendo consumida pelos efeitos fisiologicos, nomeadamente a sua atividade
estimulante, psicoldgicos e pelas propriedades sensoriais resultantes do aroma e sabor
que a cafeina proporciona. O efeito estimulante da cafeina tem levado a que os
consumidores reduzam a frequéncia do seu consumo, devido a possiveis efeitos
colaterais sobre o sistema nervoso central, enddcrino e cardiovascular (Gawlik-Dziki et
al., 2014). No entanto, estudos cientificos comprovam que a cafeina presente no café
desempenha um papel preventivo contra varias doencas degenerativas (Bonita et al.,
2007; Daglia et al., 2000). Este facto deve-se particularmente ao contetdo de polifendis
que o café possui, especialmente &cidos clorogénicos. Na verdade, a ingestdo de café
acelera o metabolismo da glucose e a sensibilidade a insulina, diminuindo assim o risco
de diabetes tipo Il, doenca cardiaca coronaria, acidente vascular cerebral, depressao,
doenca de Alzheimer e outras doengas relacionadas com o sistema nervoso central,

como, por exemplo, a doenca de Parkinson (Bresciani et al., 2014).

2.2. Café Verde

O café verde caracteriza-se por ser leve, ter uma cor verde e um sabor semelhante ao do
grédo, intensificando-se este durante o processo de torrefacdo que 0 mesmo costuma
sofrer para os seus usos mais comuns (Gawlik-Dziki et al., 2014). O aroma do café
verde é considerado estranho quando comparado com o do café torrado, o que se
explica pela combinacdo de centenas de compostos quimicos produzidos pelas reacoes

ocorridas durante a torrefacdo (Farinhoto, 2012).

2.2.1. Beneficios

Os seus grdos contém elevada concentracdo de &cidos fendlicos, em particular de
polifendis, como o acido clorogénico (Narita e Inouye, 2011), que mostram ter
potenciais efeitos hipotensores (Shimoda et al., 2006) e antioxidantes (Stelmach et al.,
2015). Os écidos clorogénico e cafeico apresentam propriedades antimutagénicas,
anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Gawlik-Dziki et al., 2014).
Segundo Narita e Inouye (2011), os é&cidos fendlicos vao sendo progressivamente
destruidos e transformados durante o processo de torrefacdo, originando produtos que

podem exibir atividade antioxidante.
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A existéncia de produtos ricos em antioxidantes, conhecidos por melhorar a salde e
facilitar a cura de certas doencas, conduziu a estudos sob o café verde e desta forma, a
popularidade e ao sucesso do mesmo. Acredita-se entdo que as infusdes de café verde
aceleram o metabolismo, sendo esta circunstancia bastante benéfica para quem pretende
diminuir o seu peso e, assim, prevenir ou superar a obesidade. Estudos fisiologicos
realizados em ratos evidenciaram que o extrato de café verde é um potencial inibidor da
absorcdo de gordura e um supressor eficaz do seu metabolismo no figado, contribuindo
assim para a reducdo de peso corporal. Para além destes dados, também se verificou
nestes animais um efeito anti-hipertensivo apds a administracdo do extrato, que pode
durar mais de 24 horas (Stelmach et al., 2015).

O consumo da infusdo de café verde proporciona ao organismo componentes
fundamentais na regulacdo do metabolismo e ativagdo de enzimas cruciais para um
crescimento e desenvolvimento saudavel. Elementos presentes no café verde como
calcio, magnésio e potassio, também contribuem para os seus beneficios na saude
nomeadamente, na prevencao e estabilizacdo da hipertensdo. Estima-se que 0os minerais
de café verde possam estar presentes em 3,0 a 4,5 g por cada 100 g deste cafe, sendo
maioritariamente potassio e magnesio. Contudo, é sabido que a ingestdo moderada da
infusdo deste tipo de café ndo contribui significativamente para a dose diaria
recomendada de elementos, 0 mesmo acontecendo com a do café torrado (Stelmach et
al., 2015).

2.2.2. Processo de torrefacéo

Aguando o processo de torrefacdo, a casca e camadas adjacentes do fruto do café séo
descartadas e € aproveitado o grao verde, ou seja, estima-se que cerca de 50% do fruto
ndo é utilizado para a producédo de café. Uma vez que o consumo desta bebida € elevado
e gue todos os outros componentes, para além do gréo, sdo desperdicados, acredita-se
que estes poderiam originar um conceito promissor a ser estudado e empregue num
contexto de novo design de alimentos funcionais. Contudo, até entdo poucos estudos
foram publicados na literatura cientifica e esta parte do fruto ndo aproveitada para o
fabrico de café tem sido empregue apenas como combustivel e fertilizante, devido a sua

rigueza em proteinas e fibras e pobreza em lipidos (Bresciani et al., 2014).
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Quanto ao café torrado, sabe-se que o processo de torrefacdo é imprescindivel para a
obtencdo do sabor caracteristico da tdo conhecida bebida. Este processo, pelo qual os
grdos de café verde passam, ocorre acima dos 200° C, conduzindo assim a uma série de
transformacdes revelantes, quer a nivel fisico e quimico, quer estrutural, que induzem a
desidratacdo inicial do grdo de café e degradacdo de proteinas, polissacarideos, acidos
clorogénicos, entre outros componentes (Wang e Lim, 2014; Bertone et al., 2016). A
juncdo dos milhares de moléculas formadas na sequéncia deste processo proporciona o
aroma peculiar e as propriedades sensoriais tdo proprias desta bebida (Bertone et al.,
2016). A tonalidade dos grédos torrados constitui um importante marcador no processo
de torrefacdo, que depende das condic¢des de temperatura e tempo a que sdo submetidos.
A cor do grdo é avaliada qualitativamente, classificando-se o café resultante como
torrado leve, médio ou escuro (Vignoli et al., 2014). A alteracdo da cor do gréo revela
as transformacdes que estdo a ocorrer e 0 grdo mais ou menos escuro define o grau de
torrefacdo, sendo que quanto mais tempo de torra o grao sofre, mais escuro este fica
(Bertone et al., 2016).

O processo de torrefacdo do cafe, a preparacdo da bebida e a concentracdo de cafeina da
mesma alteram significativamente a composicao quimica e as atividades biologicas do
café. Estudos cientificos revelam que o café verde apresenta maior atividade
antioxidante do que o café torrado, sendo que a intensificacdo do processo de torrefacao
origina uma reducdo significativa da mesma (Moreira, 2013). A torrefacdo do café leva
a uma progressiva destruicdo e transformacdo do acido clorogénico, potente
antioxidante, na ordem de 8 a 10% de perda. Tanto a infusdo, como a fabricacdo do café
instantaneo, levam a perdas significativas deste acido (Garambone e Rosa, 2007). No
entanto, o processo de torrefacdo é responsavel pela producdo de melanoidinas que, por
sua vez, sdo classificadas como sendo compostos com atividade antioxidante, e também
pela formacdo de determinados compostos heterociclicos volateis, que tém sido

descritos como tendo a mesma atividade descrita anteriormente (Vignoli et al., 2014).

2.2.3. Atividade Antioxidante

O progressivo conhecimento sobre a composi¢do quimica dos grdos de café verde
conduziu a descoberta de compostos com atividade antioxidante. A definicdo

generalizada de atividade antioxidante baseia-se na capacidade que um composto tem
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para inibir a degradacdo oxidativa. Os radicais livres e outras espéecies reativas de
oxigénio e azoto, resultantes do metabolismo normal ou de fonte externa, podem
danificar macromoléculas celulares, tais como lipidos, proteinas e ADN e originar
doencas degenerativas, cardiovasculares ou até mesmo determinados tipos de cancro
(Loureiro et al., 2002; Willcox et al., 2004). A suplementacdo, tendo por base
compostos antioxidantes, tem sido muito procurada com o intuito de prevenir doencas
provocadas por danos oxidativos (Sulamain et al., 2011), pois este tipo de compostos
protege os sistemas bioldgicos contra os efeitos prejudiciais das espécies reativas
referidas anteriormente (Santos et al., 2007). Portanto, é percetivel o interesse pela
descoberta de antioxidantes novos e mais seguros. Os antioxidantes provenientes de
fontes naturais, especialmente aqueles extraidos de plantas, sdo preferiveis em relagdo
aos sintéticos, pois ha& suspeitas que estes Gltimos possam originar doengas
cancerigenas, ndo estando ainda, no entanto, este facto comprovado (Zheng et al.,
2001). O consumo de alimentos ricos em antioxidantes proporciona uma barreira
protetora contra o stresse oxidativo e fornece co-fatores para as enzimas antioxidantes
endogenas (Lapointe et al., 2006). Em relacdo ao poder antioxidante do café, esta
provado que este o possui em maior quantidade do que outras bebidas, como o cacau, 0
cha verde, o cha preto, o cha de ervas (Richelle et al., 2001), a coca-cola, a cerveja e
diversos sumos de fruta (Pellegrini et al., 2003). Os extratos vegetais, incluindo os de
café verde, que apresentam altas propriedades antioxidantes sdo empregues como
antioxidantes naturais, proporcionando assim uma melhor estabilidade oxidativa dos
produtos alimentares. O efeito antioxidante do café foi objeto de diversos estudos
quanto ao prazo de validade dos produtos alimentares, em particular daqueles que
contém uma determinada quantidade de gordura e sdo suscetiveis de dano oxidativo
(Budryn et al., 2013). A producdo de alimentos com antioxidantes naturais, para além
de proteger a oxidacdo dos alimentos, também contribui para um consumidor mais
saudavel. No entanto, € importante estar ciente que os beneficios dos produtos naturais,
como o café verde, sdo reconhecidos maioritariamente pelos efeitos sinérgicos de toda a

sua matriz e ndo tanto pela presenca de substancias especificas (Stelmach et al., 2015).

2.3. Composicéo quimica

Até meados da década de 1990, as vitaminas, os carotenoides e certos minerais eram 0s

antioxidantes mais estudados. Contudo, a pesquisa de flavonoides e polifendis e o
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interesse num conhecimento mais aprofundado sobre as suas propriedades antioxidantes
e o0s seus efeitos na prevengdo de determinadas doencas, sO se iniciou a partir de 1995
(Scalbert et al., 2005). Esta realidade pode ser observada no grafico ilustrado na figura
2.
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Figura 2. Gréafico que representa 0 numero de publicacbes sobre seis tipos de
antioxidantes entre 1970 e 2000 (adaptado de Scalbert et al., 2005).

No decorrer dos dltimos anos, os produtores de alimentos tém-se preocupado em
satisfazer os consumidores do ponto vista do desenvolvimento de compostos
promotores de uma boa saude. Dentro desta gama de compostos, € notdrio o interesse
pela descoberta de antioxidantes naturais, que tem sido reforcado por: (i) estudos que
tém comprovado que a ingestdo de frutas e legumes reduz o risco de evolucdo de
doencas crénicas conhecidas, como o cancro, doencas cardiovasculares, neuroldgicas,
entre outras; (ii) o consumo diario de conservantes sintéticos, tanto em alimentos, como
em bebidas, ter acarretado algumas inquietac6es acerca da seguranca dos mesmos; (iii)
a percecdo positiva dos consumidores em relacdo aos fitoquimicos naturais como sendo
mais seguros, comparativamente aos sintéticos, ter sido uma evidéncia (Martin-Sanchez
et al., 2014).

As substancias que advém das plantas foram estudadas e reconhecidas como fonte de
compostos bioativos, como por exemplo, acidos fendlicos (Martin-Sanchez et al.,

2014). Tendo em conta estes fundamentos é percetivel a utilidade em estudar e
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descobrir a composicdo quimica, essencialmente em compostos bioativos, das plantas.
Deste modo, este trabalho tem como finalidade fundamentar estes factos, pela

determinacdo experimental de fitoquimicos nos gréos de café verde.

Para além dos compostos fitoquimicos, destacando-se a cafeina e o &cido clorogénico,
os grdos de café verde contém hidratos de carbono, lipidos, proteinas e minerais
(Stelmach et al., 2015). Estas substéncias variam em termos de quantidade para cada
uma das duas espécies referidas ao longo deste trabalho, tal como se pode constatar na
Tabela I.

Tabela I. Composicdo média do café verde, expressa em % matéria seca (adaptado de
Farinhoto, 2012).

Constituinte Coffea arabica Coffea robusta
Cafeina 1,2 2,2
Trigonelina 1,0 0,7
Proteina 11,0 11,0
Glicidos 53,1 54,4
Acidos

clorogénicos totais 6,5 10,0

alifaticos 1,0 1,0

quinico 0,4 0,4
Lipidos totais 16,0 10,0
Minerais 4,2 4,4
Compostos organicos volateis <01 <0,1

2.3.1. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos descrevem-se por serem metabolitos secundarios sintetizados
por qualquer parte da planta, quer em condi¢des de equilibrio, quer de stresse (Kraljic et
al., 2015). Os polifendis sdo considerados os antioxidantes mais abundantes na dieta,
estando presentes em fontes alimentares como frutas e bebidas provindas de plantas,

como por exemplo, sumos de fruta, cha, vinho tinto e café (Scalbert et al., 2005). As
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suas propriedades antioxidantes tém origem, ndo s6 na sua capacidade em doar
hidrogénio ou eletrbes, mas também na existéncia de radicais intermediarios estaveis
que tém a finalidade de impedir a oxidacdo de diversos ingredientes presentes nos
alimentos, particularmente de lipidos. Para além desta funcdo antioxidante, também
podem funcionar como pigmentos, dando a aparéncia colorida aos alimentos (Silva et
al., 2010).

A atividade antioxidante detetada nos polifendis reforca as evidéncias que tém surgido
sobre o papel destes na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancro, doengas
degenerativas cronicas, como doencas neurodegenerativas, osteoporose, diabetes
mellitus, degeneracdo macular e cataratas (Scalbert et al., 2005; Farah e Donangelo,
2006; Farinhoto, 2012). Apesar de tudo, € importante referir que, a maioria destas
evidéncias, tém por base experiéncias realizadas in vitro ou em animais, recorrendo a
doses mais elevadas do que as que o ser humano pode incluir na sua dieta (Scalbert et
al., 2005). Para além do elevado potencial antioxidante que estes compostos possuem,
também foram demonstrados outros efeitos benéficos para a saude, como efeito
hepatoprotetor e hipoglicémico, atividade antiviral e antiespasmodica (Farah e
Donangelo, 2006). Na inddstria alimentar e farmacéutica, as substancias fendlicas tém
sido empregues como flavorizantes, corantes, aromatizantes e, sobretudo, como

antioxidantes (Firmino, 2011).

O café é rico em polifendis, sendo o &cido clorogénico o que esta presente em maior
quantidade, seguindo-se os acidos cafeico, ferulico e p-cumarico (Vignoli et al., 2014;
Belguidoum et al., 2014). Estes &cidos, em conjunto, contribuem para o sabor téo
diferente da bebida do café, revelando também ter propriedades antioxidantes. Assim
sendo, estes polifendis tém sido alvo de atencdo por apresentarem capacidade de
combater radicais nocivos, estabelecendo assim o equilibrio oxidativo do sistema
fisiologico. Os polifendis, mais precisamente aqueles que possuem grupos hidroxilo na
posicdo para- e orto-, tém mais facilidade em participarem em reacdes redox e, por

serem capazes de transportar eletrdes, sofrem oxidacdo (Oliveira-Neto et al., 2016).

Os compostos fendlicos podem ser agrupados em classes, tendo em conta a sua
estrutura quimica base (tipo e numero de anéis fendlicos), e subclasses, de acordo com

as substituicOes feitas na estrutura base, como a associagcdo com hidratos de carbono e
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formas polimerizadas (Farah e Donangelo, 2006). A estrutura dos compostos fendlicos é
formada por varios grupos benzénicos caracteristicos e substituintes, como grupos
hidroxilo. Estes compostos dividem-se em dois grupos: os flavonoides (polifendis) e os
ndo-flavonoides (fendis simples ou acidos). A classe dos flavonoides ira ser referida
neste trabalho mais a frente, enquanto a classe dos ndo-flavonoides é referida a seguir.
Assim sendo, na Gltima classe mencionada estdo incluidos os derivados dos acidos
hidroxibenzéicos (Figura 3A) e hidroxicindmicos (Figura 3B). A sua atividade
antioxidante é influenciada pela posicdo dos grupos hidroxilo e pela proximidade do
grupo -CO2H ao grupo fenilo. Quanto maior for esta proximidade, maior € a
propriedade antioxidante do grupo hidroxilo na posi¢do meta (Silva et al., 2010).

a) b)
R R
OH OH
4
R; COOH R; COOH

Acido p-hidroxibenzéico: R;=R,=H Acido p-cumérico: R;=R,=H
Acido protocatecuico : R;=OH; R,=H Acido caféico: R,= OH; R,=H
Acido vanilico: R;=OCHs Acido fertlico: R;= OCHa; R,=H

Acido siringico: R;=R,=0CH;
Figura 3. Estruturas quimicas dos acidos hidroxibenzoicos (A) e hidroxicinamicos (B)
(adaptado de Milene e Neuza, 2007).

Os principais compostos fendlicos ndo-flavonoides derivados dos é&cidos
hidroxicinamicos sdo os ésteres dos acidos cafeico, cumarico e ferulico. Os &cidos
hidroxibenzdicos incluem os acidos galhico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico,

vanilico e siringico (Farah e Donangelo, 2006).

A fracdo fendlica que se encontra presente em maior abundancia no café, resulta da
esterificacdo entre uma a trés moléculas de acido trans-hidroxicinamico e uma molécula
de &cido quinico, sendo a estrutura resultante conhecida como acido clorogénico (Figura
4). Contudo, também estdo presentes nos grdos de café outros compostos fendlicos, mas
em menor quantidade, tais como taninos, lignanas e antocianinas (Farah e Donangelo,
2006).
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OH

HO""

OH

Figura 4. Estrutura quimica do acido clorogénico (adaptado de Farinhoto, 2012).

Tal como foi referido anteriormente, os gréos de café verde sdo muito ricos em &cidos
clorogénicos, sendo que 5 a 12 g é a quantidade destes &cidos existente em 100 g de
café verde (Dziki et al., 2015; Farah et al., 2008). Contudo, é importante destacar que
para as duas espécies de café mencionadas neste trabalho, a quantidade destes acidos é
significativamente diferente. Ou seja, o conteudo em acidos clorogénicos da Coffea
arabica varia entre 3,5 e 7,5% (m/m matéria seca), enquanto para a Coffea robusta se
situa entre 7,0 e 14,0% (m/m matéria seca) (Dziki et al., 2015). Segundo Dziki et al.
(2015), para os grédos de cafée verde tém sido mencionados 34 tipos de éacidos
clorogénicos. No entanto, estes podem-se agrupar em trés classes principais: os acidos
cafeoilquinicos com trés isdbmeros (3-, 4- e 5-CQA), os &cidos dicafeoilquinicos com
trés isdbmeros (3,4-, 3,5- e 4,5-diCQA) e os &cidos feruloilquinicos, também, com trés
isdmeros (3-, 4- e 5-FQA). Estes nove tipos de acidos clorogénicos constituem cerca de
80% da quantidade destes acidos nos gréos de café verde (Dziki et al., 2015). De acordo
com Farah (2008), os acidos p-cumaroilquinicos, que apresentam trés isomeros (3-, 4- e
5-p-CoQA), também sdo considerados como um dos principais grupos de éacidos

clorogénicos.

Quanto a ingestdo de polifendis (incluindo flavonoides), considera-se que esta ndo deve
ser inferior a 1 a 2 g por dia. Curiosamente, na Poldnia sdo consumidos diariamente na
dieta uma meédia de 0,032 g de polifendis; na Finlandia sdo apenas 0,003 g; no Japao,
0,068 g e nos EUA, 1,1 g (Cieslik et al., 2006).
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2.3.2. Flavonoides

Amplamente distribuidos por legumes, frutas e bebidas, como vinho tinto e cha, os
flavandides sdo responsaveis, em grande parte, pela cor e sabor caracteristicos destes

alimentos (Sadowska-Bartosz et al., 2014).

Os flavonoides s@o conhecidos como uma das maiores classes de compostos
polifendlicos. E sabido que, apds a ingestdo de flavonoides, estes sdo metabolizados em
varios &cidos fendlicos (Lilamand et al., 2014). A estrutura dos flavonoides é derivada
de uma benzopirona e a sua base C6-C3-C6 € caracterizada por dois anéis fenil - Ae B
— ligados atraves de um anel pirano — C -, conforme se pode observar na figura 5 (Wang
e Ho, 2009).

Figura 5. Estrutura quimica dos flavonoides (adaptado de Cruz, 2008).

Com o intuito de garantir a sua atividade antioxidante, devem estar presentes 0s atomos
de hidrogénio dos grupos hidroxilo adjacentes (o-difenois), localizados em varias nas
posicBes dos anéis A, B e C, as duplas ligacbes dos anéis benzénicos e a dupla ligacéo
da funcdo oxo (-C=0) de determinadas moléculas de flavonoides (Silva et al., 2010).
Além da cedéncia de eletr6es aos radicais livres, os flavonoides, mais precisamente, as
isoflavonas, manifestam as suas capacidades através de mecanismos de modulacdo das
vias de sinalizacdo celular, interacbes com a mitocéndria e alteragdes na expressao
genética (Costa, 2012). Estes compostos bioativos apresentam-se sob a forma de
flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis, catequinas, antocianinas, isoflavonas e
chalconas dependendo das substituicGes no anel C presente na estrutura geral dos
flavonoides (Firmino, 2011; Silva et al., 2010). A figura 6 apresenta as estruturas

quimicas de alguns flavonoides descritos anteriormente.
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Flavonois Flavonas
Kaempoferol: R,=OH; R;=R;=H Apegenina: R,=0OH; R;=H
Quercetina: R;=R,=0OH; R3;=H Luteolina: R;=R,=0OH

Miricetina: R1=R,= R;=OH

Flavanonas Flavanois
Naringenina: R,=OH; R;=H Catequinas: R;=R,=0H; R;=H
Eriodictiol: R;=R,=0OH Galocatequinas: R;1=R,=R;=0OH

Hosperetina: R;=0H; R,=0CHjz

Figura 6. Exemplos de alguns flavonoides mais comuns (adaptado de Cruz, 2008).

Segundo Yin et al. (2015), existe uma correlacdo significativa entre o teor de
flavonoides e a atividade antioxidante e esta relacdo € compreensivel, uma vez que 0s
flavonoides fazem parte de uma das classes de polifendis. Para além das propriedades
antioxidantes, também se constataram outras aquando do consumo de alimentos ricos
em flavonoides, tais como antibacteriana, anti-inflamatoria, antiulcerosa, anti-
hiperlipidemia, analgésica, bem como atividade antidepressiva e melhorias na parte
cognitiva (Yin et al., 2015). Verificou-se também que as isoflavonas sdo flavonoides
preventivos de determinadas doengcas como o cancro, doencas cardiovasculares e

osteoporose (Costa, 2012).

Tem-se verificado um interesse muito grande pelas propriedades biologicas dos
flavonoides e pelo facto de estes poderem ser utilizados como substitutos de
antioxidantes sintéticos, ndo s6 pela area alimentar, mas também pela cosmética e pela

industria farmacéutica (Costa, 2012).
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2.3.3. Antocianinas

As antocianinas sao uma subclasse da familia dos polifendis, cujos pigmentos naturais
conferem as tonalidades vermelha, azul e roxo a uma variedade de frutas e flores
(Oliveira, 2014; Sui et al., 2014)

Consideradas como sendo flavonoides, as antocianinas apresentam na sua estrutura base
um nuacleo flavano e caracterizam-se maioritariamente por serem glicosideos das
antocianidinas (Urias-Lugo et al., 2015; Sui et al., 2014; Cruz, 2008) Os fatores
genéticos influenciam as substituicdes nos carbono 3 e 5 do anel B, definindo assim as
antocianidinas (Cruz, 2008). Tendo em conta a ampla variedade de antocianidinas
presentes na natureza, existem seis que aparecem com maior frequéncia e sao
consideradas mais importantes na dieta alimentar, sendo essas conhecidas por
delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina, petunidina e malvidina (Figura 7). A
cianidina € considerada a mais comum na dieta, sendo 0s seus compostos glicosideos 0s
mais amplamente distribuidos na natureza (Oliveira, 2014). Quanto as substituicdes no
anel B, estas sdo responsaveis pela alteracdo da cor, pelo pH, pela concentracdo em

solucdo e pela presenca de co-pigmentos (Cruz, 2008).

Antocianidinas R1 R2
Perlagonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OMe H
Petunidina OMe OH

Figura 7. Estrutura quimica da antocianidina e referéncia as principais antocianidinas

presentes em alimentos (adaptado de Cruz, 2008).
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As antocianinas diferem entre si devido ao nimero e posi¢cdo de grupos metoxilo e
hidroxilo, & natureza e numero de aglcares acoplados, a posicdo de cada ligando e ao
grau de esterificacdo com acidos alifaticos ou arométicos conectados aos aglcares na
molécula (Oliveira, 2014). Segundo este mesmo autor, as fortes possibilidades de
conjugacdo entre as antocianinas e os residuos de acucar que se podem ligar, levam a
descoberta e identificacdo de centenas de antocianinas (Figura 8). Os aguUcares mais
frequentemente encontrados sdo mono e dissacarideos como glicose, ramnose,
galactose, xilose e arabinose. Geralmente, € mais comum o0s acuUcares ligarem-se a
posi¢cdo 3 do anel C ou, entdo, a posicdo 5 e/ou 7 do anel A (Figura 7). As antocianinas
podem ser alvo de acilagbes nas moléculas de aglcar, destacando-se 0s acidos p-
cumarico, cafeico, feralico ou sinapico, que se distinguem por serem 0s mais comuns,
enquanto os acidos p-hidroxibenzoico, malonico ou acético sdo, de facto, os menos
aplicados. E importante ter conhecimento que estas acilacdes beneficiam as interacoes
entre as antocianinas e 0Ss outros compostos como, por exemplo, flavonoides,
aminodacidos ou polissacarideos, na medida em que promovem a ligacéo covalente entre
ambos. Essa associacdo gquimica aumenta a estabilidade das antocianinas, assim como

as suas funcdes antioxidantes (Cruz, 2008).

R= arabinose — cianidina-3-arabinosideo
R= galactosidase — cianidina-3-galactosideo
R= glucosideo — cianidina-3-glucosideo

R= xilose — cianidina-3-xilose

Figura 8. Estrutura quimica da cianidina e possiveis conjugacGes com aclcares
(adaptado de Oliveira, 2014).

Estudos recentes tém demonstrado que certas interacfes quimicas, para além de terem
influéncia na estabilidade das antocianinas, também sdo responsaveis pelo seu poder
antioxidante sob determinadas atividades bioldgicas, tais como antimutagénica,
anticancerigena, protetora gastrica, entre outras (Cruz, 2008). Na Figura 9 é possivel
observar que certos grupos estruturais podem cooperar para a atividade antioxidante

caracteristica das antocianinas.
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Figura 9. Estruturas quimicas das antocianinas com grupos estruturais que contribuem

para a sua atividade antioxidante (adaptado de Cruz, 2008).

Assim sendo, a deficiéncia em eletrdes do nucleo flavilio e a presenca de hidroxilos
livres e de outras estruturas quimicas na molécula contribuem para as caracteristicas

antioxidantes das antocianinas (Cruz, 2008).

A estrutura quimica das antocianinas tem um impacto sobre as suas propriedades
quimicas, como também influencia a sua estabilidade, cor, equilibrio em agua, efeito de
copigmentacdo, atividade antioxidante e biologica. Os fatores ambientais como
temperatura, luz, oxigénio, pH; as enzimas; a presenca de compostos fenolicos; os ibes
metéalicos; os acucares e 0 acido ascorbico afetam a estabilidade das antocianinas quanto
a sua coloracdo e propriedades nutricionais, restringindo assim a sua aplicacdo em
alimentos (Sui et al., 2014; Oliveira, 2014) As antocianinas sdo compostos reativos e
facilmente degradados e, quando algumas rea¢des, formam compostos incolores ou até

mesmo castanhos (Oliveira, 2014).

Segundo Czamanski (2013), para além do papel das antocianinas como corante, estas
também tém despoletado um grande interesse pelo facto de a sua atividade antioxidante
ser superior a da vitamina E, do butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno
(BHT). O efeito protetor que supde ter ¢ atribuido a sua capacidade de excluir espécies
reativas do oxigénio (Urias-Lugo et al., 2015) e, em conjunto com as suas propriedades

anti-inflamatorias, as antocianinas contribuem para a reducdo do risco de doengas
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cardiovasculares e de outras patologias relacionadas com stresse oxidativo (Sui et al.,
2014). Curiosamente, em frutas e legumes, as antocianinas e 0S Seus extratos ricos
nestes compostos bioativos mostram ter propriedades antiproliferativas contra varios
tipos de células cancerosas in vitro (Urias-Lugo et al., 2015). O grande interesse
cientifico pelas antocianinas deve-se a sua constante presenca na dieta humana, quando
comparada com a de outros flavonoides, fazendo com que grande parte dos beneficios
apurados aquando do consumo de plantas e vegetais ricos em polifendis seja da
responsabilidade destes compostos bioativos (Oliveira, 2014).

2.3.4. Carotenoides

Os carotenoides apresentam-se como pigmentos lipossollveis, cujas cores variam entre
amarelo claro e vermelho, e se acumulam nos cromoplastos de folhas, flores, frutos,
raizes e sementes (Silva et al., 2010; Wondracek et al., 2011). Biossintetizados
primordiamente por algas no oceano e produzidos por diversas bactérias, fungos e
plantas (Silva et al., 2010; Marova et al., 2012), os carotenoides devem ser obtidos a
partir da dieta, pois 0s animais ndo os conseguem sintetizar (Li e Beta, 2012; Marova et
al., 2012). Estes compostos bioativos dispersam-se em zonas tropicais e subtropicais,
em que o clima favorece a sua sintese, sendo compreensivel que flora brasileira seja

uma das mais ricas em carotenoides (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

A nivel comercial, este tipo de composto bioativo € empregue como corante alimentar e
suplemento nutricional (Marova et al., 2012). Curiosamente, a ingestdo de carotenoides
¢ comummente realizada por péassaros, peixes e invertebrados devido aos seus
pigmentos, responsaveis pelas cores tdo caracteristicas destes (Havaux, 2013). Tem-se
verificado um progressivo interesse pelos carotenoides como antioxidantes naturais, no
tratamento de doencgas cronicas, assim como noutras situacdes patoldgicas e decorrentes
do envelhecimento (Marova et al., 2012). No organismo humano, certos carotenoides
podem ser convertidos em vitamina A e outros estdo relacionados com a diminui¢do do
risco de desenvolvimento de doengas cronico-degenerativas, devido & capacidade

antioxidante que tém (Wondracek et al., 2011).
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A caracteristica comum na estrutura dos carotenoides é a cadeia polieno, uma longa
cadeia com ligagOes duplas conjugadas, que configura a “espinha dorsal” da molécula.
Esta cadeia pode conter grupos terminais ciclicos com substituintes contendo oxigénio.
O sistema conjugado, sendo rico em eletrGes, torna-se responsavel pela atividade
antioxidante dos carotenoides. Estas ligagcdes facilitam a oxidagdo dos carotenoides,
conduzido a perda da coloracéo dos alimentos (Silva et al., 2010).

Os carotenoides podem ser divididos em duas principais classes: (i) carotenos ou
carotenoides hidrocarbonados, constituidos unicamente por carbono e hidrogénio, como
por exemplo, o e B-caroteno e licopeno e (ii) xantofilas, que sdo derivados oxigenados
dos carotenos, como por exemplo, luteina e zeaxantina (Silva et al., 2010; Havaux,
2013). As estruturas quimicas dos carotenoides anteriormente referidos podem ser

observadas na figura 10.

NN

B-Caroteno

SN N Y N XY
Luteina
TR N XY
Zeaxantina

Figura 10. Estruturas mm%%léqgs de alguns carotenoides (adaptado de
Silva et al., 2010).
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Segundo Li e Beta (2012), o B-caroteno desempenha um papel crucial na biossintese da
vitamina A, cujo fator é essencial na reproducéo celular e no desenvolvimento saudavel
do embrido e feto, assim como a nivel visual. Para além dos papéis desempenhados
pelos carotenoides na promocao da salde ja referidos anteriormente, Silva et al. (2010)
afirmam que existe uma forte associagdo entre uma dieta rica em B-caroteno e um baixo
risco de morte prematura relacionada com as doengas coronérias. Quanto a luteina e a
zeaxantina, estas também sdo responsaveis pela saude dos olhos e da pele, o que se
explica pelo facto de ambas constituirem os pigmentos amarelos que fazem parte da
macula lutea da retina do olho humano (Li e Beta, 2012).

22



Caracteristicas fitoquimicas e propriedades antioxidantes do grao de café verde

CAPITULO IIl. OBJETIVOS

O objetivo primordial deste trabalho € dar a conhecer as caracteristicas fitoquimicas e
propriedades antioxidantes que possam estar presentes no grdo de café verde. Para o
estudo laboratorial das mesmas, realizou-se uma série de trabalhos experimentais,
comegando-se por extrair 0s compostos bioativos existentes no grdo de café.
Recorrendo a um método colorimétrico, quantificaram-se os compostos fendlicos totais,

os flavonoides e os carotenoides.
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CAPITULO IV. MATERIAIS E METODOS

As experiéncias laboratoriais foram realizadas nos laboratérios da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade Fernando Pessoa.

4.1. Recolha e tratamento da amostra

Os grdos de café verde utilizados laboratoriais tém origem em Cabo Verde e sdo
embalados pela Sociedade Comercial Vasconcelos Lopes, Lda. A partir da trituragdo
dos graos dos cafés, obteve-se café verde moido, servindo este como amostra.

4.2. Reagentes e equipamentos

4.2.1. Reagentes

Acetona (Merck, Darmstadt, Germany)

Acido galhico (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Carbonato de sodio (Merck, Darmstadt, Germany)

Cloreto de aluminio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
n-Hexano (Merck, Darmstadt, Germany)

Hidroxido de sodio (Merck, Darmstadt, Germany)

Nitrito de sédio (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A.)
Reagente Folin-Ciocalteau (RFC) (Merck, Darmstadt, Germany)

4.2.2. Equipamentos

Balanca eletrénica (Ohaus Mb35)

Centrifuga (Haraeus Labofuge 2000)

Espectrofotémetro UV/Vis (Analytikjena, Jena Specord 200)
Moinho (Moulinex)

Vortex (Heidolph Reax Top)
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4.3. Procedimento experimental

4.3.1. Determinacéo do teor de humidade

Submeteu-se 1 g de café verde moido a uma temperatura de 105°C, até massa constante.
O teor de humidade foi determinado instrumentalmente, recorrendo a balanga
eletronica. Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados expressos em

percentagem (%) de humidade.

4.3.2. Determinagdo dos compostos bioativos

As experiéncias laboratoriais foram realizadas usando extratos de gréo de café verde.

4.3.2.1. Preparagéo dos extratos

Misturarou-se 2,5 g de café verde moido com 25,0 ml de 4gua desionizada, agitou-se e
mantendo a temperatura a 40° C durante 60 minutos, segundo Costa et al. (2014).
Prepararou-se 0s extratos aquosos em triplicado a partir de cada amostra de café verde.

Os extratos obtidos foram filtrados e congelados a -25°C, para posterior analise.

4.3.2.2. Fenblicos totais

De acordo com a metodologia previamente explicada por Alves et al. (2010),
colocaram-se num tubo de ensaio 500,0 ul de extrato aquoso, ao qual se adicionaram
2,5 ml de RFC diluido em &gua desionizada (1:10) e 2,0 ml de carbonato de sddio
(Na,COs3, 7,5%). Os extratos aquosos foram colocados hum banho a uma temperatura
de 45°C, durante 15 minutos, ao abrigo da luz. De seguida, deixaram-se em repouso a
temperatura ambiente durante 30 minutos. As leituras das absorvéncias foram efetuadas
a 750 nm.

Os resultados foram traduzidos em equivalentes de acido galhico em mg por g de
amostra, recorrendo a reta de calibragdo de &cido gélhico, elaborada no decorrer das

determinagdes.
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4.3.2.3. Flavonoides totais

Num tubo de ensaio juntaram-se 1,0 ml de extrato aquoso, 4,0 ml de &gua destilada e
300,0 ul de nitrito de sddio a 5%. Apds 5 minutos acrescentaram-se 300,0 pl de cloreto
de aluminio a 10% e esperou-se 1 minuto. Adicionaram-se 2,0 ml de solucdo de
hidréxido de sodio 1,0 mol/l e 2,4 ml de &gua destilada e agitou-se no vortex. Leram-se
as absorvéncias a 510 nm e os resultados foram expressos em equivalentes de &cido

galhico em mg por g de amostra.

4.3.2.4. Antocianinas

Este método colorimétrico baseia-se na quantificacdo das absorvéncias de duas solugdes
com acidez diferente, preparadas para cada amostra em estudo, a 520 nm, segundo 0

protocolo publicado pela Farmacopeia Portuguesa (2010).

A solucdo | foi preparada através da adicdo de 1,0 ml de extrato, 1,0 ml de etanol com

0,1% de HCI concentrado e 10,0 ml de solucdo tampdo (pH 3,5).

A solucdo Il foi preparada através da adicdo de 1,0 ml de extrato, 1,0 ml de etanol com
0,1% de HCI concentrado e 10,0 ml de HCI a 2% (pH 6,0). O teor dos compostos

antocianicos foi calculado a partir da seguinte férmula:

Antocianinas totais (mg/L) = 400 X (abSsoluczo 1 — @bSsolugao 11)

Os resultados apresentados foram expressos em equivalentes de acido galhico em mg

por g de amostra.

4.3.2.5. Carotenoides

Pesou-se 1 g (massa rigorosa) de café verde e adicionaram-se 10,0 ml de acetona-
hexano (4:6) para extrair 0s compostos bioativos presentes. Submeteu-se esta mistura a
centrifugacdo a 5000 rpm durante 30 minutos. Mediu-se a absorvéncia do sobrenadante
resultante a 663, 645, 505 e 453 nm. Este procedimento experimental realizou-se em

triplicado. Os célculos foram efetuados de acordo com as seguintes férmulas:
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Clorofila a (mg/100ml) = 0,999As3 — 0,0989A¢45

Clorofila b (mg/100ml) = - 0,328Ass3 + 1,77As4s

B-Caroteno (mg/100ml) = 0,216A¢63 - 1,22A645 - 0,304As05+ 0,452 Asss
Licopeno (mg/100ml) = - 0,0458A¢63 + 0,204A645 + 0,372As505 + 0,0806 Ayss
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CAPITULO V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise do teor de humidade

A determinacéo do teor de humidade é fundamental no sentido de avaliar a quantidade
de agua presente num determinado produto, uma vez que esta em quantidades
indesejaveis podera ser um elemento a favor da alteracéo do alimento. A quantidade de
agua num alimento afeta parametros essenciais, como a sua seguranca, qualidade,
estrutura e deterioracdo (Fernandes, 2013). Assim sendo, determinou-se o teor de
humidade presente nos gréos de café verde moidos.

Com base no resultado obtido verifica-se que o café verde apresenta um teor de
humidade de 6,67%. Segundo a Fucape Business School, os compradores de café
classificam-no como sendo seco, quando o teor de humidade varia entre 12 a 13% ou
muito seco, quando este se encontra abaixo de 12,0%. Tendo em conta estes dados e
comparando-0s com o resultado obtido, pode-se concluir que o café estudado é um

produto muito seco (Fucape Business School, 2011).

5.2. Analise dos compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo substancias que existem naturalmente nas plantas, como
por exemplo, [P-caroteno, licopeno, flavonoides, entre outras ja mencionadas
anteriormente. Devido a sua acdo no sequestro de radicais livres, estes compostos sdo
considerados antioxidantes que atuam no organismo pela intervencdo da medicina, da

alimentacdo ou da cosmética (Hamid et al., 2010).

Nesta analise pretendeu-se determinar os teores em compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas e carotenoides (clorofila a, clorofila b, B-caroteno e
licopeno), recorrendo a espetrofotometria. Os valores médios de concentracdo obtidos

encontram-se nas Tabela 11 e IlI.
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Tabela I1. Resultados obtidos para a quantificacdo dos compostos bioativos (fendlicos
totais, flavonoides totais e antocianinas) no café verde.

Compostos bioativos (mg/ g)

Amostra Fenolicos totais Flavonoides totais Antocianinas

Café verde 4,855+0,010 41,2+0,9 0,465+0,022

Resultados expressos em média + desvio padréo.

Notoriamente 0s compostos bioativos mais abundantes no café verde estudado foram os
flavonoides totais, com um valor de 41,2 mg/g, seguindo-se os fenolicos totais (4,855
mg/g) e, por ultimo, as antocianinas (0,465 mg/g).

Tendo em conta o resultado encontrado para os fenolicos totais (4,855 mg/g) e
comparando-o com o valor médio obtido por Cheong et al. (2012), 31,01 mg/g, e com
0s 28,4 mg/g determinados por Stelmach et al. (2015), pode-se afirmar que o teor em
compostos fendlicos é inferior para o cafe verde estudado, apresentando-se, no entanto,
concordante com os valores publicados por Abrahdo et al. (2010) (5,10 mg/g) e por
Murthy et al. (2012) (4,55 mg/g).

No trabalho de Cheong et al. (2012), a discrepancia de valores pode ser explicada pela
diferente origem do café verde, sendo que o deste trabalho tem origem em Cabo Verde e
os cafes referidos no artigo sdo da Indonésia (Kopi Luwak e Sidikalang), Tailandia (Doi
Chang) e China (Yunnan). Apesar de terem usado o0 mesmo tempo de extracdo (60
minutos) e o mesmo método de determinacdo da capacidade antioxidante (Folin-
Ciocalteu), o racio massa de café verde moido utilizado para preparar 0s extratos /
volume de solvente foi maior, além de que o solvente extrator foi diferente, sendo que o
metanol, o hexano ou o diclorometano sdo quantitativamente mais promissores na
extracdo deste tipo de compostos. O artigo de Stelmach et al. (2015) faz referéncia ao
café provindo de diferentes regides do mundo (Brasil, india, Nicaragua, Salvador,
Etidpia, Peru, Guatemala, Costa Rica, Colombia). O facto de a origem do café analisado
ser de Cabo Verde pode contribuir significativamente para a diferenca de valores. Para

além disso, a temperatura de extracdo (90°C) foi superior a usada neste estudo, o0 que
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aumenta a eficacia do processo de purificagdo, justificando a média dos resultados
obtidos para os fenolicos por Stelmach et al. (2015), 28,4 mg/g, relativamente ao
determinado neste trabalho, 4,855 mg/g. E importante referir que, embora a temperatura
de extracdo do estudo de Stelmach et al. (2015) tenha sido superior, o tempo de
contacto entre a amostra de café verde moido e o solvente extrator foi da ordem de

alguns segundos.

A origem do café analisado por Abrahdo et al. (2010) também é diferente (Sul de
Minas, Brasil) e a temperatura de extracdo superior (90°C). O método utilizado foi o de
Folin-Denis, equivalente ao de Folin-Ciocalteu, e o solvente usado foi 0 mesmo que o
empregue neste trabalho, o que explica a concordancia de valores, embora o tempo de

contacto entre a amostra e 0 solvente extrator tenha sido muito pequeno.

Comparando o valor de fendlicos totais (4,55 mg/g) referido no estudo de Murthy et al.
(2012), que recorreu ao método Folin-Ciocalteu, usando uma mistura de HCIl em
metanol, durante 18 h a 4°C, com a concentracdo determinada no ambito deste estudo,

conclui-se que séo semelhantes.

Relativamente ao resultado experimental obtido para a concentracdo de flavonoides
presentes na amostra testada ird ser comparado com os do café espresso originario da
Croacia, mais precisamente com os do café espresso classic bean e 0 espresso super
arabica 100% bean incluidos no estudo realizado por Niseteo et al. (2012) e, também,
com os do café verde (Coffea arabica) provenientes do Brasil e referidos no artigo de
Moreira et al. (2013). Comecando por analisar os resultados apresentados por Niseteo et
al. (2012), pode-se afirmar que a concentracdo de flavonoides no café verde utilizado
neste estudo, 41,2 mg/g (=4140,5 mg/L), é maior do que em ambos 0s cafés espressos,
apresentando o espresso classic bean uma concentracdo aproximadamente igual a 30,0
mg/g e o outro espresso, 20,0 mg/g. De acordo com estes resultados, a torrefacdo parece
diminuir a quantidade de flavonoides, o que esta de acordo com o reportado por Moreira
et al. (2013).

Repara-se que café expresso difere do café verde porque é preparado a partir dos grdos
de café torrado, ou seja, 0s seus graos sdo submetidos a um processo de torrefagdo que,

por sua vez ndo € aplicado aos gréaos de café verde (Oliveira et al., 2015).
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Embora o café expresso também seja preparado com agua quente, que passa sob altas
pressdes pelo café moido (Andueza et al.,, 2007), é de notar que 0s tempos e a

temperatura de extracdo foram diferentes.

Para além da torrefacdo, também a temperatura e o tempo de extracdo podem
influenciar na quantidade de flavonoides. De facto se compararmos os resultados
obtidos (41,2 mg/g) com os de Moreira et al. verificamos que os resultados foram
relativamente superiores o que tem a ver com a temperatura de extracdo usada. Os
flavonoides da amostra foram extraidos com agua, solvente este utilizado também para

o trabalho em questéo.

Comparativamente com a pesquisa feita por Murthy et al. (2012), a partir do grdo do
café proveniente da India, cujas condicBes experimentais ja foram referidas
anteriormente, o resultado para as antocianinas mostra ser ligeiramente inferior (0,24
mg/g) ao obtido no presente trabalho (0,465 mg/g). Segundo o estudo de Arancibia-
Avila et al. (2008), a quantidade de antocianinas € mais elevada nos frutos maduros
quando comparada com 0s imaturos ou em senescéncia. Esta afirmacao pode significar
que o café presente neste trabalho é relativamente mais maduro que o empregue no
estudo de Murthy et al. (2012).

Os valores obtidos na quantificacdo de carotenoides apresentam-se na tabela seguinte
(Tabela I1).

Tabela I11. Resultados obtidos na quantificacdo de carotenoides (clorofila a, clorofila b,

[-caroteno e licopeno) na amostra de café verde.

Carotenoides (mg/ g)

Amostra Clorofila a Clorofilab p-caroteno Licopeno
Cafe 1,5x107+4x10°  1,6x107*+4x10° — 6x10*+ 1x10™
verde

Resultados expressos em média + desvio padréo.

Para termo de comparag¢do com 0s resultados obtidos para os carotenoides, ira recorrer-

se aos Vvalores referidos por Simkin et al. (2010). Estes estudaram grédos de café verde de
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duas espécies do genero Coffea, a arabica e a robusta, mencionando-se os valores da
quantificag¢do de B-caroteno, clorofila a e clorofila b para ambas as espécies.

No ambito dos resultados conseguidos neste trabalho, pode-se verificar que o P-
caroteno aparenta ndo estar presente na amostra, o que podera ser explicado pelo uso de
um metodo diferente do aplicado em Simkin et al. (2010), cujos resultados para este
carotenoide foram de 0,1x10° mg/g para a Coffea arabica e 0,2x10~ mg/g para a
Coffea robusta. Quanto a clorofila a, os resultados obtidos 12,7x10°mg/g e
6,7x107° mg/g, respetivamente para a arabica e robusta, sd0 notoriamente mais
elevados do que o valor por nds obtido (1,5%10*mg/g). O mesmo acontece para a
clorofila b, cujo os valores apresentados 8,1x10° mg/g e 5,2x10° mg/g,
respetivamente para a arabica e robusta, sdo igualmente superiores ao valor por nés
obtido (1,6x10*mg/g). E de notar que no estudo de Simkin et al. (2010), os resultados
para a clorofila a e b foram evidentemente mais elevados e que o PB-caroteno foi
quantificado, o que ndo aconteceu no presente trabalho. Mediante estes factos, pode-se
afirmar que as razdes para tais divergéncias de valores sejam as seguintes: a origem dos
cafés usados no estudo de Simkin et al. (2010) (Franca e Equador) e o solvente extrator
usado neste estudo de 2010 ser uma mistura de acetonitrilo/metanol (85%) e agua
(15%). Nao obstante as raz6es mencionadas anteriormente e com base nas evidéncias
comprovadas no estudo realizado por Vizzotto e Pereira (2011), a clara divergéncia de
resultados podera se dever maioritariamente, ao uso do solvente extrator metanol. De
acordo com Vizzotto e Pereira (2011), o metanol foi considerado um solvente eficaz na
extraccdo de compostos bioativos, sendo a agua, solvente utlizado por nds neste

trabalho, indicado como um solvente extrator ndo tdo eficiente como o metanol.
No que diz respeito a quantificacdo do licopeno nos grdos de café verde, ndo foram

encontrados valores para serem utilizados como termo de comparagdo com o resultado

obtido neste trabalho, nas referéncias bibliograficas consultadas.
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CAPITULO VI. CONCLUSAO

Com base na pesquisa bibliografica realizada para a elaboracdo do presente trabalho,
conclui-se que, de um modo geral, 0os compostos bioativos como os fendlicos, 0s
flavonoides, as antocianinas e os carotenoides, presentes no café, sdo de grande
importancia fisiolégica, e contribuem para as caracteristicas organoléticas deste fruto.
Os compostos bioativos presentes no café apresentam uma potencial atividade
antioxidante, estando esta fortemente associada a prevencdo de diversos tipos de
doencas degenerativas.

O processo de torrefacdo, a temperatura e o tempo de extragédo alteram a quantidade de
compostos bioactivos presentes no café (Abrahdo et al., 2008). Segundo Vignoli et al.
(2014), os compostos fenolicos sdo parcialmente degradados aquando a torrefacdo dos
grdos de café verde, ao contrario de outros compostos antioxidantes, como as

melanoidinas, que sdo formados durante este processo.

Na apreciacdo dos resultados obtidos pode-se concluir que a amostra de café verde
empregue neste estudo contém compostos fenolicos, flavonoides, antocianinas e
carotenoides, sendo estes Ultimos clorofila a, clorofila b e licopeno. A comparacdo dos
resultados experimentais obtidos com outros estudos previamente realizados revela que
fatores como a origem geografica da planta do café, o método de determinacdo da
capacidade antioxidante, o solvente extrator ou a fase de desenvolvimento do gréo
podem influenciar os resultados e assim justificar a discrepancia de valores que possa
existir. O teor de humidade determinado para a amostra de café verde indica que este €

um produto muito seco.

O estudo destes compostos bioativos no café verde devera, sem duvida, ser
intensificado com a finalidade de permitir uma melhor avaliacdo dos seus efeitos e,
consequentemente, uma melhor compreensdo e certeza na recomendacdo deste produto

para uma dieta mais saudavel e equilibrada.
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