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RESUMO

Estudos vém sendo realizados visando correlacionar a composigao
quimica e a atividade biolégica de diversos alimentos inseridos na dieta
humana, entre eles o café e o cacau. O Brasil € o maior produtor e exportador
mundial de café, caracterizando-se também como um grande consumidor (70%
da populagao consomem esta bebida). Com relagao ao cacau, o Brasil ocupa o
5° lugar como produtor e consumidor mundial, sendo o estado da Bahia seu
maior produtor (95%). Sdo os compostos biologicamente ativos produzidos por
estas espécies, usualmente oriundos do metabolismo secundario, que tém
despertado o interesse das industrias alimenticia, quimica e farmacéutica.
Entre estes compostos destacam-se os (poli)fendis e os alcaldides, sendo que
diversos ensaios in vitro e in vivo vém comprovando uma ampla variedade de
efeitos biologicos associados aqueles metabdlitos, com destaque para suas
atividades antioxidante, antiinflamatéria e antitumoral. A busca por compostos
biologicamente ativos benéficos a saude e que estejam inseridos em
biomassas presentes na dieta humana como o café e o cacau, por exemplo, é
uma estratégia que corrobora na prevengdo de certas enfermidades que
acometem o homem, notadamente aquelas relacionadas ao sistema
cardiovascular e de natureza neoplasica. No presente trabalho, observou-se a
capacidade dos extratos de café in natura (cru) e cacau em pd no sequestro
dos ions superéxido e hidroxil, com maior efeito sobre este ultimo radical livre.
Também constatou-se a atividade pro-vasculogénica do extrato aquoso de café
in natura, enquanto o cacau apresentou agédo antivasculogénica em modelos
de embrides de galinha. Sugere-se uma continuidade destes estudos para que
estas biomassas possam ser utilizadas como alternativas na prevencado de

determinados disturbios da saude humana.
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ABSTRACT

Studies have been carried out aiming at to correlate the chemical
composition and the biological activity of different kinds of foods added to the
human diet, such as coffee and the cacao, among others. Brazil is the greatest
worldwide producer and exporter of coffee, being also characterized as a great
consumer (70% of the population consumes that beverage). As regards to
cacao, Brazil occupies the 5 place as worldwide producer and consumer,
being the state of Bahia its greatest producer (95%). The biologically active
compounds produced by these species, usually derived from secondary
metabolism, have raised the interest of the pharmaceutical, chemical and food
industries. Among these compounds the polyphenols and the alkaloids are
pointed out and several in vitro and in vivo assays have provided a wide variety
of biological effects associated to those secondary metabolites, mostly their
antioxidant, anti-inflammatory and anti-carcinogenic activities. The search for
biologically active compounds beneficial to human health which are inserted in
diet as coffee and cocoa, for instance, has been suggested as a strategy that
corroborates to the prevention of certain diseases of neoplasic nature or related
to the cardiovascular system. In this study, it was noticed the effect of aqueous
crude extracts from in natura coffee and powder cocoa on the scavenging of
superoxyde and hydroxyl ions, with the highest activity on the later radical.
Furthermore, vasculogenic induction was detected as embryo chickens were
treated with aqueous crude extract of in natura coffee, as the same extract from
cocoa showed anti-vasculogenic activity. The continuation of this research line
is suggested in order to allow the use of the coffee and cocoa biomass on as an
alternative approach for the prevention of specific disorder in the human health.
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CAPITULO |

CARACTERIZAGAO QUIMICA DAS BIOMASSAS DE CAFE E CACAU

1. INTRODUGAO

Durante os ultimos 500 anos, importantes espécies vegetais tém sido
domesticadas e cultivadas em todo o mundo. No Brasil, dentre outras, o café,
de origem etiope, e o cacau, provindo da América Central (RAVEN, 1996)
apresentam destacada importancia socio-econbmica. Estas espécies
encontram-se inseridas em nossa dieta, sendo o café consumido
preferencialmente na forma de bebida e o cacau principalmente na forma de
seus derivados, i.e., chocolates, bolachas, achocolatados, bolos e balas, por
exemplo.

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café (representando
30% do volume total produzido), sendo o sul de Minas Gerais seu principal polo
de producado. No pais, duas espécies de café sao cultivadas, a saber: Coffea
arabica e Coffea conephora (conhecida como Conillon ou Robusta), sendo a
primeira caracteristica dos Estados do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais,
enquanto C. conephora é cultivada principalmente no Espirito Santo
(ROBBERS,1996; CEPLAC, 2002; IAPAR, 2002; KASSAI, 2003).

A produgdo nacional de cacau, por sua vez, coloca o pais no 5° lugar
como produtor e consumidor mundial, sendo os estados da Bahia (95%),
Espirito Santo (3,5%) e a regido amazbnica (1,5%) os principais polos de
producao (CEPLAC, 2002).

Os compostos biologicamente ativos produzidos pelos cultivares de café
e cacau, usualmente oriundos do metabolismo secundario, tém despertado o
interesse das industrias alimenticia e farmacéutica. Entre estes compostos
destacam-se os (poli)fendis e os alcaldides, sendo que diversos ensaios in vitro

e in vivo vém comprovando uma ampla variedade de efeitos biologicos



associados aqueles metabdlitos, com destaque para suas atividades
antioxidante, antiinflamatdria, antialérgica, anti-hepatotdxica, antiulcerogénica,
inibitéria da agregacao plaquetaria, antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral e
antitumoral. Neste ultimo contexto, tem sido constatada a acdo de alguns
polifendis sobre os mecanismos envolvidos na formacdo e proliferacdo de
vasos sanguineos, i.e., vasculogénese e angiogénese (CAO; CAO, 2002).
Desta forma, a caracterizagdo da biomassa de café (frutos verdes) e
cacau (em pd), no que concerne aos teores dos alcaldides (cafeina, teofilina e
teobromina) e teores de fendis totais, podera contribuir para a ampliagdo do
conhecimento de possiveis efeitos benéficos a saude humana acerca destes

constituintes quimicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DOS CULTIVARES DE CAFE E CACAU

2.1.1 CAFE

O café é um produto nobre da agricultura brasileira, que desfruta de
inegavel importancia também no conjunto da flora mundial. E conhecido e
usado desde a antiguidade, porém, sua origem foi, durante séculos, assunto
controvertido entre botanicos e historiadores. Acreditou-se, em principio, que
era originario da Arabia, um fato que provavelmente corroborou para que o
botanico Carl von Linneu atribuisse sua classificagao taxonémica como Coffea
arabica. Todavia, estudos posteriores estabeleceram em definitivo sua origem
etiope, mais especificamente de Kaffa, na Etiopia. Este foi o ponto de partida
para a expansao do café, seguindo para Arabia, no século XV, onde se
aclimatou facilmente, para o Cairo, Europa (Italia, Franca, Inglaterra) e, em
1723, para o Brasil, trazido da Guiana Francesa para o Para, seguindo para o
Maranhao, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo (CRUZ,
1995).

O café pertence a familia das Rubiaceas, sendo considerado uma arvore
pequena ou um arbusto perene (SOUSA, 1991). Caracteriza-se por frutos
ovoides (Fig. 1), com cores vermelhas ou amarelas, contendo duas sementes
cartilaginosas, envoltas em uma polpa adocicada e comestivel. Sabe-se que o
alto valor desta planta reside quase exclusivamente na sua semente, com as

quais se prepara a bebida denominada café (BRUNETON, 1991).



Figura 1. Detalhe dos frutos do cafeeiro (Coffea arabica).

Fonte: http://www.ecotourism.co.cr/docs/rafting/en/galeriafotos.htm

Duas espécies principais de café sao cultivadas atualmente: Coffea
arabica, conhecida como Arabica, representa cerca de 75 a 80% da producao
mundial. Coffea conephora, conhecida como café robusta, € uma planta mais
vigorosa comparativamente a Arabica, mas produz uma bebida com qualidade
inferior (COFEERESEARCH, 2004). Estas espécies exibem diferencas
consideraveis em suas caracteristicas genéticas, quimicas, botéanicas,

morfoldgicas e agrondmicas, as quais estdo apresentadas na tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas genéticas, quimicas, botanicas e agronémicas
das espécies Coffea arabica e C. conephora.

Parametros C. arabica C. conephora
Data de de§qugao das 1753 1895
espécies
Variedades principais Typica Robusta
clima étimo temperado quente umido
Altitude (m) 600 a 2200 0 a 800
Temperatura otima 152 24° C 24.230° C
(média anual)
Chuva (mm/ano) 1500 a 2000 mm 2000 a 3000 mm
Crescimento 6timo 1000 a 2000 m 0a700m
Planta arbusto auto-fertil arbusto auto-fertil
(autogadmico) (alogamico)
Cromossomos (2n) 44 22
Folha Pequena, lisa e oval Grande e larga
Floracao Ap0ds o periodo de chuvas Irreqular
Pequenas
Flor (branca a rosa) (inflorescéncia 2 a 19 Grandes
flores)

Frutos Cresce em cachos Cresce em cachos
Sistema de raiz Profundo Nao profundo
Rendimento (kg 1500 a 3000 2300 a 4000

sementes/ha)
Desenvolvimento
(meses) 8a9 10a 11
Oval, achatada, sulco
Semente profundo Oval para circular
Comprimento semente
(mm) 5a13 4a8
Caractegstlga tipica da acidificada amarga, forte
ebida
Cafeina (%) 0,7a1,59% 1,8a4,0 9%

Fonte: Pimenta (1995); ILLY; VIANI (1996); BALLONE (2004).

A espécie C. arabica é a mais cultivada no Brasil, sendo os pais o maior
produtor mundial de frutos desta espécie. De forma similar, C. conephora (café
robusta) também €& cultivada, sendo o volume de produgdo nacional

sobrepujado somente por aquele observado na Indonésia (ILLY; VIANI, 1996;
FAPEMIG, 2003).



Duas variedades de C. arabica tém sido distinguidas, a saber: var.
arabica ou typica e var. bourbon. Aparentemente, todos os cultivares (~ 40 a
50) séo derivados destas duas variedades, porém, comercialmente, as mais
importantes sdo: Mocha, Harrar, Blue Montain, Kona, Sumatra, Maragogype,
Mokka, Caturra, Mundo Novo, Catuai, San Ramon, Ruiru Eleven e Kent (ILLY;
VIANI, 1996).

O café pode ser cultivado em escala agrondmica apenas sob condigdes
climaticas de regides subtropicais, tropicais ou equatoriais. A espécie C.
arabica cresce em altitudes de 500m em regides subtropicais e acima de
2500m, proximo ao Equador, sendo sua qualidade influenciada pelas
condigdes climaticas e pelo gendtipo da planta, além de fatores agricolas como
adubacao, tratamentos fitossanitarios, maturacdo, cuidados na colheita,
secagem, beneficiamento e armazenamento (ILLY; VIANI, 1996; VILELA,
1997). A espécie C. conephora, cultivada na faixa de 10° de latitude ao norte e
ao sul do Equador, tolera temperaturas quentes e umidade elevada, porém é
mais sensivel ao frio que C. arabica. As caracteristicas de qualidade dos frutos
de C. conephora sao menos influenciadas pelas condi¢des climaticas, sendo
mais afetadas pelas praticas de agricultura e processamento (ILLY; VIANI,
1996).

2.1.1.1 Processamento do café e a qualidade da bebida

Gradativamente o mercado vem remunerando melhor os cafés de bom
preparo: bebida superior, secagem homogénea e auséncia de defeitos
(COOXUPE, 2005).

As espécies Coffea arabica e C. conephora, quando cultivadas em
regides aptas, recebendo tratos culturais adequados e colhendo-se-se os frutos
em estadio cereja (45-55% de umidade), com auséncia de qualquer ferimento
ou injuria em sua superferficie, produz graos de café que mantém um potencial
maximo de qualidade. Entretando, esses grdos podem deteriorar, caso
permanegam na planta ou sofram um preparo inadequado, razao pela qual

pode-se afirmar que os cuidados com o café a ser produzidos iniciam-se na



pré-colheita. Os coeficientes técnicos destas operagdes sdo essenciais para
evitar prejuizos na qualidade do café, i.e. preparo da lavoura, manejo
fitossanitario, arruagcao (operagdao de limpeza da terra solta, das plantas
daninhas e dos detritos que estdo préximos do cafeeiro), esparramagéo
(operagdo inversa da arruacdo) e colheita (derrica do café) (BARTHOLO;
GUIMARAES, 1997).

No Brasil, a colheita do café é feita por derricdo, em que é colhida uma
mistura de frutos de diferentes caracteristicas com relagdo a maturagao (verde,
cereja, passa, boia, coco), cor (verdes, verde-pretos, pretos, vermelho),
densidade (os cafés com menor densidade ficam na superficie durante
lavagem e os mais densos, afundam) e teor de umidade, identificados por
diferentes denominacdes, descritos a seguir (BARTHOLO; GUIMARAES, 1997:;
COOXUPE, 2005):

— Cafés verde: 50 a 70% de umidade (mais denso);

— Cafés cereja: 50 a 70% de umidade (mais denso);

— Cafés passa: 35 a 50% de umidade (menos denso);

— Cafés boia: 25 a 35% de umidade (menos denso);

— Cafés coco: menos de 25% de umidade (menos denso).

Durante a colheita, esta mistura acontece devido ao amadurecimento
desuniforme dos graos, como consequéncia de varias floradas em
diferentes épocas. Neste tipo de colheita todos os frutos sdo derricados da
arvore ao mesmo tempo, manualmente, ou com o auxilio de ferramentas,
ou maquinas. A derrica pode ser feita no pano ou no chdo. Na derriga de
pano, um anteparo é estendido sobre o solo para que os frutos nao fiquem
em contato com a terra (processo utilizado para melhorar a qualidade dos
graos, reduzindo injurias e contaminagdes por microganismos presentes no
solo). O café, depois de derricado, € separado das folhas e das impurezas
(processo denominado abanagdo) e ensacado. Em seguida é feita a
varrigdo, operagao de recolher o café existente no chao, rastelando ou
varrendo e, depois o0 separando da terra e folhas. Este café de varricao é
ensacado separadamente, pois devido ao contato com a terra, a sua
qualidade podera estar comprometida (BARTHOLO; GUIMARAES, 1997).



O café colhido pode ser processado de duas formas, por via seca e via
umida. Porém, ha um processo intermediario entre o via seca e o via
umida. Na forma de preparo por via seca, o fruto € seco na sua forma
integral (com casca), sendo este o processo utilizado no preparo do café
natural, o café preparado por via umida, € despolpado com auxilio de
despolpadores, assumindo esta denominagdo quando a mucilagem é
totalmente eliminado através dos tanques de fermentagcdo ou
desmuciladores mecanicos. No processo intermediario, o café ¢é
despolpado e encaminhado para secagem com a mucilagem, sendo este
processo utilizado para o preparo do café cereja descascado (COOXUPE,
2005).

A secagem do café é realizada no terreiro revestido (ndo na terra),
separando-se os cafés bodias (mais secos), dos verdes e cerejas (mais
umidos) para obter um produto mais uniforme, de melhor aspecto e
secagem amis homogénea. O café deve ser secado até atingir 12% de
umidade, para entdo ser armazenado e posteriormente beneficiado
(COOXUPE, 2005).

Além de um amplo conhecimento das técnicas para produgao de cafés
finos e de alta qualidade, é indispensavel, em uma cafeicultura moderna,
conhecer os crtérios que caracterizam o café quanto a qualidade
(BARTHOLO; GUIMARAES, 1997), pois esta ndo é determinado somente
por condigbes ambientais e agrondmicas, mas também pela pré-colheita,
colheita e pds-colhetia (COOXUPE, 2005). Para isto, existem normas e
padrdes que classificam o café quanto ao tipo, peneira e bebida
(BARTHOLO; GUIMARAES, 1997).

A classificacdo do café quanto ao tipo, € a classificacdo do produto
segundo seu aspecto e quantidade de defeitos. O primeiro é influenciado
pela coloragdo dos graos, enquanto os defeitos provém de graos
imperfeitos ou de impurezas. Ja a classificagdo quanto a bebida, € ao
gosto ou cheiro que o café apresenta na prova da xicara (teste sensorial)
(BARTHOLO; GUIMARAES, 1997).



A bebida do café é influenciada pela presenca de gréos verdes, verde-
pretos, pretos ou ardidos, ou ainda, pela ocorréncia de fermentagdes aos
graos, durante a fase de colheita ou preparo. A seguir encontra-se descrita
a classificacdo oficial do café pela bebida (BARTHOLO; GUIMARAES,
1997):

— Estritamente mole: bebida de sabor suavissimo e adocicado;

— Mole: bebida de sabor suave, acentuado e adocicado;

— Apenas mole: bebida de sabor suave, porém co leve adstringéncia;

— Dura: bebida com sabor adstringente, gosto aspero;

— Riada: bebida com sabor de iodoférmio ou acido fénico;

— Rio: bebida com sabor forte e desagradavel, lembrando iodoférmio
ou acido fénico;
— Rio Zona: bebida de sabor e odor intoleravel ao paldar e ao olfato.

O cafeicultor deve, portanto, esforgar-se para atingir o ponto de
beneficiamento com um numero reduzido de defeitos, pois, mesmo com
modernas técnicas de beneficiamento, se o produto tiver com um elevado
numero de defeitos, a porcentagem da parcela considerada refugo ira
tornar-se alta ou, se incluida, acarretara uma classificagdo em pior tipo e
baixo padrdo qualitativo da bebida com relagdo do valor do produto final
(SOUZA, CARVALHO, 1997).

2.1.2 CACAU

O cacau (Theombroma cacao - Fig. 2), € o maior constituinte do
chocolate e seus derivados. Teve seu cultivo oficial no Brasil datando de 1679,
através da Carta Régia que autorizava os colonizadores a planta-lo em suas
terras (CEPLAC, 2002). Sua origem é controversa, devido as dificuldades na
identificacdo de seu ancestral. Alguns estudiosos descrevem sua origem como
sendo da América Central, onde até hoje o cacau é encontrado no seu estado
silvestre. Outros pesquisadores acreditam ser o cacaueiro originario das
cabeceiras do Rio Amazonas, tendo se expandido em duas regides principais,

para o norte, na América Central e para o Sul, na Bacia Amazénica, designado
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o verdadeiro cacau brasileiro (DILLINGER et al., 2000, CEPLAC, 2002). Porém,
de acordo com historiadores, no Brasil, ha evidéncias de que os indios
brasileiros ja utilizavam o cacau num periodo ao século XVII, os quais extraiam
sua polpa e, através da fermentacdo desta, obtinham uma bebida alcodlica. O
cacaueiro era chamado cacahualt pelas populagbes indigenas locais, sendo
considerado sagrado e seu cultivo acompanhado por cerimdnias religiosas.
Este significado provavelmente influenciou Lineu a chama-lo de “manjar dos
deuses” (CEPLAC, 2002).

Fonte: www.indeca.com.br , 2004.

Figura 2. Detalhe da frutificagdo do cacaueiro (Theombroma cacao).

O cacaueiro pertence a familia das Esterculiaceas, caracterizando-se
por apresentar frutos ovoides, com superficie lisa (MAYDATA, 2002) (Fig. 3). O
tamanho dos frutos maduros varia entre 15 a 30 centimetros de comprimento,
por 8 a 13 cm de largura, apresentando formato ovalado. Cada fruto contém
entre 20 a 40 sementes, envoltas numa polpa macia de cor marrom claro
(INDECA, 2004).
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Fonte: www.botgard.ucla.edu, 2004.

Figura 3. Detalhes dos frutos do cacaueiro (Theombroma cacao),
evidenciando o formato ovodide e suas sementes.

O cacaueiro € uma arvore de altura mediana, com até 6 m de altura,
com ramificagdo proeminente e com folhas longas e pendentes, as quais
atingem até 35 cm de comprimento. Suas flores séo reunidas em grupos que
surgem no caule (caulifolia). As flores, brancas, amarelas ou réseas, sao
hermafroditas e surgem no periodo de dezembro a abril em inflorescéncias no
tronco ou nos ramos lenhosos, nas chamadas almofadas florais, de onde se

desenvolvem e formam os frutos (Fig. 4 - VALE, 2004).

Fo: ww.botgard.ucla.edu , 004.

Figura 4. Detalhe da insergcéo das inflorescéncias do cacaueiro no
tronco e nos ramos lenhosos.
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Para se desenvolver, o cacaueiro exige solos profundos e ricos, e clima
quente e umido, com temperatura média de cerca de 25°C, adaptando-se bem
ao clima do Sul da Bahia, regido que produz hoje 95% do cacau brasileiro. De
forma similar, condi¢cdes climaticas favoraveis ao cultivo desta espécie sao
encontras no Espirito Santo e Amazonas, os quais respondem por 3,5% 1,5%
da producdo nacional, respectivamente (CEPLAC, 2002). Mais recentemente,
esta atividade agricola também se firmou no Para e Ronddnia (REIS et al.,
2003).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DOS CULTIVARES DE CAFE E CACAU

O Brasil é o maior produtor mundial de café. No segundo levantamento
da safra de café 2005/06, a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab)
estima uma producédo de 32,46 milhdes de sacas do produto. Este resultado
representa uma reducgao de 16,1%, quando comparado a safra 2004/05, que foi
de 38,6 milhdes de sacas. A queda deve-se a baixa bienalidade das lavouras
de café arabica, que deve ser de 23,3 milhdes de sacas, contra os 31,1 milhdes
da safra passada. (CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento, 2005).
Em contra partida, a indicacao feita pelo vice-presidente da Volcafé/Suicga, Reto
Ghilardi, aponta um numero muito superior a estimativa da Conab, devendo
atingir 38,5 milhdes de sacas. Esta produgcdo também supera a projegcao do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), de 36,5 milhdes de
sacas (News Cafeicultura, 2005) .

O pais também é considerado o maior exportador mundial de café
(CEPLAC, 2002; IAPAR, 2002; KASSAI, 2003; FAPEMIG, 2003). A receita
cambial com exportacado de café no ano agricola 2004/05 (de julho de 2004 a
junho de 2005) deve apresentar recorde de cerca de US$ 2,3 bilhées, melhor
resultado dos ultimos oito anos. O resultado € 50% superior ao do periodo
anterior, conforme projec¢des do diretor geral do Conselho dos Exportadores de
Café (Cecafé), Guilnerme Braga. O volume embarcado deve alcancgar cerca de
27 milhdes de sacas de 60 kg (News Cafeicultura, 2005) .
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Com relacao aos estados brasileiros, de acordo com a previsao da safra
2004/2005 realizada em abrii de 2004 pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), Minas Gerais situa-se como o maior polo produtor,
correspondendo a 47% da producgédo total de café in natura (crus), seguido
pelos estados do Espirito Santo (19%), Sédo Paulo (13,0%), Parana e Bahia

com 6,0% e Rondénia (5,0%). A producdo dos demais estados representa
apenas cerca de 4,0% do total nacional (Fig.5).
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Figura 5. Participacao relativa (%) do volume de producgéo de café dos
estados para a safra 2004/2005.

No contexto econbmico, o café é um produto cuja relagao
preco/demanda é inelastica, ou seja, por mais que o preg¢o do café aumente ou
reduza, o seu consumo mantém-se estavel. Desta forma, sua demanda n&o
apresenta variagdes significativas, ainda que um aumento no consumo venha
sendo observado, porém como decorréncia do crescimento da populacéo e dos
incentivos a sua ingestao (MATIELLI; RUGGIERO, 2003).
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Com relagéo a produgdo e consumo de cacau, o Brasil ocupa o 5° lugar
em nivel mundial, tendo a Costa do Marfim (41% da producdo mundial), a
Indonésia (15%), Gana (14%) e Nigéria (6%) como os maiores produtores
mundiais. O Brasil produz aproximadamente 4% do cacau mundial,
caracterizando-se por ser um pais tradicionalmente exportador desta matéria-
prima. No continente americano, além do Brasil, o cacau é cultivado também
no Equador, México, Coldbmbia, Venezuela e Republica Dominicana. Como
parque chocolateiro mundial, o Brasil também se encontra em 5° lugar,
havendo predominédncia do plantio dos cultivares Crioulo, Calabacillo,
Soconusco, Esmeralda, Trinatarios e Forastero (LIMA, 2004). Segundo a
Secretaria de Politica Agricola, na safra 2003, o Brasil produziu 170 mil
toneladas de cacau, sendo 90% desta producdo destinada a exportacéo,
gerando um volume de recursos de 321,037 milhdes de ddlares (REIS et al.,
2003; Secretaria de Politica Agricola/ MAPA, 2004). Para 2004, estima-se uma
producao total de 178 mil toneladas (Secretaria de Politica Agricola/ MAPA,
2004).

Atualmente, além do processamento das sementes secas, que
representam 10% do peso do fruto do cacau, também se aproveitam os 90%
restantes, como polpa integral. A casca do fruto vem sendo utilizada na
alimentacado de bovinos, suinos, aves e algumas espécies de peixes; bem
como para a produgdo de biogas e biofertilizante, via processo de
compostagem, na obteng¢ao de proteina microbiana ou unicelular, na produgéo
de alcool e na extracdo de pectina. Mais recentemente, outros subprodutos do
cacau tém sido comercializados, como o mel de cacau, o vinagre, 0 suco
congelado, o néctar e a geléia. De suas améndoas secas extraem-se a
manteiga, o po, o licor e o chocolate. De inicio, s6 se atribuia importancia ao
cacau por sua transformagao em chocolate, popularizado como um estimulante
contra o frio. Atualmente, em decorréncia de descobertas de algumas de suas
propriedades alimenticias e terapéuticas, o cacau passou a ser considerado
como matéria-prima das industrias alimenticia e farmacéutica (CEPLAC, 2002).
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2.3 COMPOSTOS DE INTERESSE BIOLOGICO

A preocupacgao do consumidor com relagao ao alimento transformou-se
consideravelmente durante as ultimas décadas. Antigamente, o consumo de
alimentos restringia-se a garantia da sobrevivéncia, de forma que a qualidade
dos alimentos ndo era um aspecto prioritario. A pesquisa de alimentos tomou
impulso nos anos 70 e 80, onde o enfoque dos estudos se deu, sobretudo, na
eliminacdo de componentes prejudiciais a saude. A partir dos anos 90,
segundo evidéncias sobre os efeitos saudaveis de certas compostos
(funcionais) presentes nos alimentos, estes passaram a ser vistos como
sinbnimos de bem-estar, reduzindo os riscos de determinadas doencas, e
como veiculos de uma melhor qualidade de vida, reforcando assim a idéia de
que a alimentagdo é um fator critico para a manutencédo da saude (TORRES,
2004).

Os compostos biologicamente ativos presentes nas biomassas de café e
cacau, usualmente oriundos do metabolismo secundario em destaque os
alcaldides e os (poli) fendis, tém despertado o interesse das industrias
alimenticia, quimica e farmacéutica. Desde os tempos antigos, os metabdlitos
secundarios vém sendo utilizados nas sociedades humanas com propdsitos
terapéuticos, sendo que suas propriedades toxicas ou curativas foram
descobertas enquanto estas buscavam por alimento (MARASCHIN;
VERPORTE, 2001). De fato, as plantas produzem uma variedade
economicamente importante de metabdlitos secundarios, com
aproximadamente 4000 novas descobertas ao ano, somando aos 100.000
compostos ja conhecidos. A denominacdo de metabdlitos secundarios decorre
do fato de que tais compostos néo estdo envolvidos em eventos primarios da
célula, essenciais para sua sobrevivéncia (ZHANGH; CURTIN; FRANCO,
2002). Entretanto, apresentam multiplas fungdes no ciclo de vida da planta,
entre elas: mediadores da interacdo plantas e ambiente, planta e insetos
(inseticida), planta e microrganismos (fitoalexinas) e interagbes planta/planta
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(alelopatia) (OKSMAN-CALDENTY; HILTUNEN, 1996; BOURGAUD et al.,
2001; VERPORTE; MEMELINK, 2002).

Diversos estudos realizados durante a ultima década, de carater
experimental e epidemioldgico, mostraram que alimentos como graos, vegetais
e frutas conttm uma grande variedade de substancias potencialmente
quimioprofilaticas. Esta abordagem refere-se a toda substancia quimica
biologicamente ativa de ocorréncia nos tecidos vegetais. O maior grupo de
fitoquimicos nos alimentos, entre outros constituintes biologicamente ativos,
sdo os compostos fendlicos que incluem os flavondides catequinicos
encontrados no cacau (consumido na dieta sob a forma de seus derivados
achocolatados, chocolates, bolachas, balas, por exemplo), no cha preto e
vinhos tintos e os acidos fendlicos tais como os acidos galico, clorogénico,
cafeico, ferulico e p-cumarico, presentes em sementes de café (ABREU;
MEDEIRQOS; SPINELLI, 2004).

Estes compostos séo classificados de acordo com sua rota biossintética,
sendo seus precursores oriundos de vias metabdlicas basicas como a via
glicolitica, o ciclo de Krebs, ou a via do chiquimato, apresentadas nas figuras 6
e 7 (modificado de WINK, 1999).
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Dentre o conjunto de metabdlitos secundarios, os terpenos e esteroides,

(poli)fendis e alcaldides sdo consideradas as
(BOURGAUD et al. 2001).

trés grandes familias

Os terpenos sao originados da via do acetato-

mevalonato, a partir de uma unidade isopreno. A classificacdo destes

metabolitos é feita de acordo com a quantidade de unidades de isopreno em

hemiterpendides, C5;

monoterpendides, C10; sesquiterpendides, C15;
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diterpendides, C20; triterpenddes, C30; e tetraterpendides ou carotendides,
C40. Tais compostos apresentam fungdes variadas nos vegetais, sendo que os
monoterpenos sao constituintes dos 6leos volateis, atuando na atragcado de
espécies polinizadoras, por exemplo. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam
fungdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpendides
dao origem aos horménios de crescimento vegetal. Os triterpendides e seus
derivados, os esterdides, apresentam uma gama de fungdes. Muitos atuam na
protecao contra o ataque de herbivoros, alguns s&o anti-mitéticos, enquanto
promovem a germinagado de sementes ou a inibicdo do crescimento radicular
(HARBONE; BAXTER, 1995; ROBBERS, 1996).

Os compostos (poli)fendlicos, outra grande familia de moléculas,
possuem em comum um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila,
apresentando alta atividade biologica como, por exemplo, a capacidade
antioxidante, i.e., um mecanismo de defesa em sistemas biolégicos contra a
agao de radicais livres de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio - EROS
(YUNES; CALIXTO, 2001). Uma das importantes fontes naturais de
antioxidantes sao as plantas, onde estes compostos podem ocorrer em
diversos 6rgaos: frutas, caules, folhas, sementes e flores (WANASUNDARA et
al., citado por MATIUCCI, 1998).

Entre os compostos fendlicos, os fenilpropandides apresentam cadeia
C3 como grupamento lateral, sendo os mais comuns os acidos ferulicos, p-
cumarico, cafeico e clorogénico. Os fenilpropandides representam um amplo
grupo de produtos derivados dos aminoacidos aromaticos tirosina e fenilalanina
e em alguns casos de intermediarios da rota de biossintese do acido
chiquimico. Varias categorias de fenilpropandides incluem os acidos
hidroxicinamicos (acidos p-cumarico, ferulico e cafeico - Fig. 8), os
fenilpropenos (acidos galico e clorogénico - Fig. 8), as cumarinas e cromonas
(isbmeros de cumarinas), os fenilpropandides condensados (acidos benzdico e
salicinico, por exemplo), as lignanas e neolignanas, os flavondides (flavonas,
flavononas, flavonois, antocianidinas e isoflavonas), as ligninas e os taninos. A
funcao ecoldgica destes compostos € usualmente relacionada com a defesa da

planta contra insetos, herbivoros e microrganismos (ROBBERS, 1996).
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Figura 8. Estrutura quimica dos acidos hidroxicinamicos (acido p-
cumarico, caféico e ferulico) e fenilpropenos (acido galico e clorogénico)
encontrados em biomassas de café e cacau.

2.3.1 COMPOSIGAO QUIMICA DO CAFE

O sabor caracteristico do café deve-se a presenca de varios
constituintes quimicos volateis e n&o-volateis, proteinas, aminoacidos, acidos
graxos, compostos fendlicos e também a agédo de enzimas sobre alguns destes
constituintes, gerando como produtos de reagées compostos que interferem no
sabor e odor deste (CARVALHO; CHAGAS; SOUZA, 1997). Somado a isto,
cabe ressaltar a existéncia de distingdes qualitativas e quantitativas na

composicao quimica entre as duas espécies de café cultivadas, Coffea arabica
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e C. conephora, sendo a primeira, produtora de uma bebida de melhor
qualidade (ILLY;VIANI, 1996).

O estudo da composigdo quimica dos graos verdes do café, além de
favorecer parametros relacionados com a qualidade da bebida, com vistas
sobretudo ao atendimento as exigéncias mundiais de modernizag&o do sistema
de classificagao da qualidade (SOUZA, 1996), pode ser uma alternativa para os
produtores de café que visem direcionar seus graos para outro setor,
agregando valor ao produto, em especial, as industrias farmacéuticas, quimicas
e alimenticias (nutracéuticos), no que concerne a énfase sobre as atividades
bioldgicas destes constituintes quimicos.

O gréao de café (café verde) possui uma grande variedade de minerais,
sendo que as amplitudes de concentragdo dos principais elementos

encontrados naquela biomassa sdo mostradas na tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo de minerais (mg/Kg) em sementes de café

verdes (crus) da espécie C. arabica.

Elementos  Teor (mg/Kg)

K 13816-18800
Ca 826-4000
Mg 1794-3000
Mn 17-60

Co 0,05-0,35
Fe 32-140
Zn 4,4-10,0
Cu 1-33

Ba 1,9-11,0

Fonte: KRIVAN; BARTH; MORALES, 1993; TSERERITNOV et al., 1972

De forma similar, a composicdo e o conteudo de aminoacidos e
carboidratos sdo mostrados nas tabelas 3 e 4, respectivamente.
Adicionalmente, o café também possui teores de acidos alifaticos e quinicos,

cujos valores meédios sdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 3. Teor de aminoacidos (% em amostra fresca) encontrados nos
graos verdes das espécies Coffea arabica e C. conephora.

Aminoacidos Coffea arabica Coffea conephora
(% amostra fresca) (% amostra fresca)
Alanina 0,05 0,09
Arginina 0,01 0,02
Acido aspartico 0,05 0,09
Asparagina 0,05 0,09
Cisteina Tracos Tracos
Acido glutamico 0,13 0,08
Glicina 0,01 0,02
Histidina 0,01 Tracos
Isoleucina 0,01 0,02
Leucina 0,01 0,02

Fonte: ILLY;VIANI, 1996.

Tabela 4. Teor (% em amostra fresca) de carboidratos presentes em
graos de café verdes (crus) das espécies Coffea arabica e C. conephora

Coffea arabica Coffea conephora
Carboidratos (% amostra fresca) (% amostra fresca)
Sacarose 6a9 3a7
Arabinose 43 a 45 46,9 a 48,3
Manose 3,4a4,0 3,8a4,1
Manose 21,3a22,5 21,7a22,4
Glucose 6,7a7,8 7,8a8,7
Galactose 10,4a11,9 12,4a 14,0
Ramnose 0,3 0,3
Xilose 0a0,2 0,2

Fonte: ILLY;VIANI, 1996; ICO - International Coffee Organization, 2004.
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Tabela 5. Teor (% em amostra fresca) de acidos alifaticos e quinicos em
graos verdes das espécies Coffea arabica e C. conephora

Acidos organicos Coffea arabica Coffea conephora
(% em amostra fresca) (% em amostra fresca)
- alifaticos 1 1
- quinico 0,4 0,4

Fonte: ILLY;VIANI, 1996; ICO - International Coffee Organization, 2004.

De especial interesse no contexto em discusséo € o fato de que os
compostos acima referidos podem ser preservados, formados, ou destruidos
durante o processo de torrefagdo, para a elaboragcao da bebida café [ABIC,
2004]. Por isso, a necessidade de se investigar a composigao dos graos verdes
in natura, comparativamente aos resultados encontrados na literatura sobre a
composicao das bebidas café, podendo-se estabelecer uma correlagao entre a
ocorréncia de determinados constituintes quimicos dos graos verdes e
qualidade da bebida, além de outras possiveis utilizagbes destes grdos sem

processa-los, como para as industrias quimica e farmacéutica.

O café é conhecido sobretudo pela acdo estimulante de seu composto
majoritario, a cafeina, sobre o sistema nervoso central (estimulante). A cafeina
pertence ao grupo de compostos denominados alcaldides, sendo estes

produtos do metabolismo secundario da planta.

O grupo de alcaléides comumente encontrado no café recebe a
denominagao de alcaldides purinicos, onde a xantina (base de seu esqueleto
carbdénico) é derivada de nucleotideos purinicos (A-G), que séo convertidos a
xantosina, o primeiro intermediario da biossintese destes alcaldides. Como
destaque neste grupo de compostos tem-se a 1,3,7-trimetilxantina (cafeina), a
3,7-dimetilxantina (teobromina) e a 1,3-dimentilxantina (teofilina) (ASHIHARA;
CROZIER, 2001).

A cafeina é o alcaléide mais popularmente conhecido e estudado, sendo

de reconhecida atividade estimulante do sistema nervoso central (Fig. 9). E o
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composto majoritario das bebidas mais populares como o café, o cha, os mates

e os derivados do cacau, sendo termo-estavel.

CH O
o e
ag
N N N0
Ch,

1,3,7- trimetilxantina

Cafeina

Figura 9. Detalhe da férmula estrutural da cafeina (1,3,7-
trimetilxantina).

Nas variedades de café cultivadas, o teor dos compostos alcaloidais
varia entre as espécies Coffea arabica e C. conephora, conforme demonstrado
na tabela 6.

Tabela 6. Teor de alcaldides (% amostra fresca) presentes nos gréos de
café das espécies Coffea arabica e C. conephora.

Alcaldides purinicos Coffea arabica Coffea conephora
(% amostra fresca) (% amostra fresca)
Cafeina 1 2
Teobromina 36 a 40 26 a 82
Teofilina 7a23 86 a 344
Trigonelina 06a1,3 0,3a0,9
Teocrina 0 11
Liberilina 5 7a110
Metiliberilina 0 3
Paraxantina 3a4d 8a9

Fontes: ILLY; VIANI, 1996.
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A cafeina foi isolada do café por Runge, em 1820. Este alcaloide é
encontrado nas plantas na forma livre, ou combinada com taninos fracamente
acidos, sendo soluvel em agua. Contudo, uma vez extraida dos graos ou das
folhas de café em agua, traz consigo outras substancias organicas, sendo esta
mistura responsavel pelo aroma caracteristico do café. Para minimizar a
extragao destes compostos organicos juntamente com a cafeina, utiliza-se uma
solugdo aquosa de carbonato de célcio, aumentando assim o rendimento da
extragao deste alcaldide (MINATTI et al., 2004).

Outra classe de metabdlitos secundarios atualmente muito estudados
vem a ser a dos compostos (poli) fendlicos. Estes compostos estdo presentes
em todos os vegetais e compreendem um grupo heterogéneo de substancias.
No café, contribuem de maneira altamente significativa para o sabor e aroma
do produto final, ocorrendo em concentragdes elevadas, conforme mostrado na
tabela 7, com destaque para os acidos clorogénico e cafeico. Os compostos
fendlicos sdo termolabeis, ou seja, durante a torrefagdo sua decomposicao
gera compostos volateis, materiais poliméricos (melanoidinas) e a liberagao de
CO; (PIMENTA; COSTA; CHAGAS, 2000; FERNANDES et al., 2002).

Tabela 7. Conteudo (% amostra fresca) de acidos (poli)fendlicos
presentes nos cafés verdes das espécies Coffea arabica e C. conephora

. Coffea arabica (% C. conephora (%
Acidos (poli)fendlicos amostra fresca) amostra fresca)
Acido 5-clorogénico 3,0-5,6 4,4-6,5
Acido 4-clorogénico 0,5-0,7 0,7- 1,1
Acido 3-clorogénico 0,3-0,7 0,6-1,0
*Acido 3, 4-dicafeoilquinico 0,1-0,2 0,5-0,7
*Acido 3, 5-dicafeoilquinico 0,2-0,6 0,4-0,8
*Acido 4, 5-dicafeoilquinico 0,2-0,4 0,6-1,0
Acido 3-feruloilquinico tragcos 0,1
Acido 4-feruloilquinico tragcos 0,1
Acido 5-feruloilquinico 0,2 1,0
*Acido 5-feruloil 4-cafeoilquinico 0 tracos

Fonte: www.ico.gov , 2004. * acidos que posuem o acido caféico como

precursor.
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Outros compostos fendlicos presentes nos gréos de café s&o os acidos
ferulico, p-cumarico, sinapico, metilurico, vanilico e hidroxibenzoico, os
flavondides campferol e quercetol, além de diterpenos como o cafestol e caveol

e Oleos essenciais (aldeido cinamico, por exemplo), entre outros.

2.3.2 COMPOSIGAO QUIMICA DO CACAU

Alimentos e bebidas derivadas de sementes de cacau tém sido
consumidos pelo homem desde 460 A.C. (CARNESECCHI et al., 2002).

Os graos de cacau sao constituidos por mais de 500 substancias
(HURST et al., 2002), sendo que o numero de compostos volateis supera a
300, incluindo ésteres, hidrocarbonolactonas, pirazinas e pirrdis, entre outros.
Os componentes mais importantes para o flavor dos produtos derivados sao os
ésteres alifaticos, os (poli)fendis, as pirazinas, as dicetopiperazinas e a
teobromina (FAO, 2004; Purdue University, 2004). Os compostos de maior
significancia nutricional presentes em biomassas de sementes de cacau in

natura sao discriminados na tabela 8.
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Tabela 8. Teor dos principais constituintes quimicos em 100g de
sementes (amostra fresca) de cacau in natura.

Constituintes Sementes (100g — amostra
fresca)
Celulose 3,38 ¢
Aminoacidos
Arg 0,08 g
Glu 1,02 g
Gly 0,09 ¢
His 0,08 ¢
lls 0,56 g
Leu 0,45¢
Lys 0,08 ¢
Phe 0,56 g
Thr 0,14 g
Agua 369
Proteina 12,09
Lipidios 46,3 g
Carboidratos 34,7¢g
Fésforo 537 mg
Calcio 106 mg
Fibras 8,69
Ferro 3,5 mg
Foésforo 537 mg
Acido ascérbico 3 mg
Niacina 1,7 mg
Riboflavina 0,14 mg
Tiamina 0,17 mg

Fonte: Purdue University, 2004.

A partir da biomassa das sementes de cacau sao obtidos diversos
produtos derivados, amplamente consumidos mundialmente, como chocolates,

balas e achocolatados, entre outros. Para tal, as sementes de cacau in natura
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sdo submetidas a processos de secagem, moagem e remogao de
componentes lipidicos, gerando como matérias-primas o cacau em po
desengordurado e o cacau em po soluvel. A tabela 9 apresenta a constituicéo
em macro e micronutrientes de biomassas de cacau em pé desengordurado e

soltvel.

Tabela 9. Teor de macro e micronutrientes presentes em 100g de
biomassa de cacau em p6 desengordurado e soluvel.

Compostos Cacau em po Cacau em poé
desengordurado (1009g) soluvel (1009)
Proteinas (g) 23 4a7
Carboidratos (g) 16 78 a 82
Amido (g) 13 2a8
Acucares (Q) 3 70a78
Fibras (g) 23 7
Gorduras (g) 11 25a35
Gorduras saturadas (g) 6,5 -
Gorduras monoinsaturadas (g) 3,6 -
Gorduras polinsaturadas (g) 0,3 -
Energia (Kcal) 255 360 a 375
Sadio (g) 0,2 0,07a0,13
Potassio (g) 2 0,44a0,9
Célcio (mg) 150 30 a 300
Foésforo (mg) 600 140 a 320
Ferro (mg) 20 4a9
Magnésio (mg) 500 100 a 125
Zinco (mg) 9 2
Tocoferol (mg) 1 0,2
Tiamina (mg) 0,37 0,07
Piridoxina (mg) 0,16 0,03
Acido félico (ug) 38 7,6

Fonte: ICC- Instituto del Cacao y el Chocolate, 2004.

Analisando-se de forma comparativa os dados relativos ao teor de
alguns dos compostos presentes nas sementes de cacau in natura (tabela 8) e
em poé (tabela 9), verifica-se uma redugé&o nos teores de proteinas (1,7 a 3
ordens de magnitude), lipidios (13,2 a 18,5 ordens de magnitude), fésforo (1,7
a 3,8 ordens de magnitude), tiamina (2,4 ordens de magnitude) e, com menor
intensidade, de fibras (1,2 ordem de magnitude). Por outro lado, um aumento

no conteudo de carboidratos (~2 ordens de magnitude) e ferro (1,1 a 2,5
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ordens de magnitude) & observado, demonstrando a existéncia de alteragdes
de composicdo quimica daquelas biomassas, principalmente oriundas do
processamento, i.e., torrefacdo, moagem, prensa e pulverizagao das sementes
in natura para a obtencéo do cacau em po.

O grupo de metabdlitos secundarios encontrados no cacau de natureza
alcaloidal é representado particularmente pela teobromina (Fig.10- a), cujo teor
médio situa-se em 1,59%. Também sdo usualmente observados teores de
cafeina (Fig. 9), que variam de 0,16 a 0,4g% e somente tragos de teofilina (Fig.
10- b) (COSTA, 1994; PURDUE UNIVERSITY, 2004; KOYAMA et al., 2003).

O
CH
A\ ‘ (a) CH3\ ‘ ‘ (b)

/

N
/ NH N N
<N ‘ N)\O </N ‘ J

CHj

X

NH @)
CH4
3,7- dimetilxantina 1,3- dimetilxantina
Teobromina Teofilina

Figura 10. Detalhes das formulas estruturais dos alcaldides purinicos
teobromina (a - 3,7-dimetilxantina) e da teofilina (b - 1,3-dimentilxantina)
presentes em biomassas de cacau.

Além dos alcaldides, os compostos fendlicos compreendem cerca de 12
a 18% do amostra fresca das sementes de cacau, constituindo uma importante
classe de metabdlitos secundarios nesta espécie. Cerca de 60% destes
compostos encontram-se na forma de procianidinas (também chamadas
leucocianidinas), havendo também flavondides, especialmente as catequinas,
cuja formula estrutural basica € mostrada na figura 11, e a quercetina
(FIGUEIRA; JANICK; BeMILLER, 2004). Segundo Lee e colaboradores (2003),
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0 cacau possui maior quantidade de compostos fendlicos em relagao aos chas

preto e verde e ao vinho.

OH

OH

OH

Figura 11. Férmula estrutural de compostos flavonoidicos presentes no
cacau. Catequina (R1 = OH; R2 = R3 = H), epicatequinas (R1 = R3 = H;
R2 = OH); epicatequina galato (R1 = R3 = H; R2 = galoil),
epigalocatequina (R1 = H; R2 = R3 = OH); epigalocatequina galato
(R1=H; R2= galoil; R3=0H).

Nos métodos convencionais para processamento das sementes de cacau,
i.e. fermentacdo e torrefagdo, uma perda em torno de 70% do conteudo de
compostos fendlicos é observada, devido as complexas reagdes (bio)quimicas
que ocorrem na etapa de fermentacao e que levam a uma diminuicdo do pH e
aumento de temperatura (45-50°C), promovendo a oxidagao quimica destes
compostos e a sua degradagao enzimatica pela agdo de polifenoloxidases, -
galactosidases e a-arabinosidases presentes na polpa de cacau (CRUZ, 2004;
HANSEN; DEL OLMO; BURN, 1998; WOLLGAST; ANKLAM, 2000). Na etapa
subsequente do processamento da biomassa das sementes de cacau, i.e., a
torrefacdo, também sdo observadas redugdes no teor de compostos fendlicos.

Em funcado disto, ressalta-se a importancia de se estudar diferentes métodos
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biotecnolégicos e processos que visem um melhor aproveitamento dos
constituintes quimicos biologicamente ativos presentes, bem como um
aumento na producao destes metabdlitos pela espécie e uma reducéo de perda
durante seu processamento. Avangos biotecnologicos acerca desta espécie
sao de amplo interesse tanto para a industria de alimentos, como de farmacos
e industria quimica. Esta abordagem permite a caracterizacédo refinada das
biomassas utilizadas na elaboragdo dos produtos, conferindo-lhes qualidade
superior e agregando-lhes valor econdmico através da énfase nutricional.

Vale ressaltar que o interesse pela caracterizacdo quimica do cacau e
seus derivados, e em particular a quantificacdo de compostos, € relativamente
recente, quando comparado a outras fontes deste compostos, i.e. café, chas
verde, cha preto e vinho (WOLLGAST; ANKLAM, 2000). Contudo, analises
mais detalhadas dos fatores determinantes tém sido dificultadas, em diversos
casos, devido a nao disponibilizacdo pelas empresas produtoras daquela
biomassa dos parametros utilizados nesta etapa do processamento.

A preocupacgao do consumidor com relagdo a qualidade do alimento
vem crescendo consideravelmente durante as ultimas décadas, definindo,
muitas vezes, um habito de consumo de produtos que objetiva a prevencgéo de
determinadas doengas. Em consequéncia disto, a busca por compostos
biologicamente ativos benéficos a saude e que estejam inseridos em
biomassas presentes na dieta humana, assim como o café e cacau, altamente
consumidos em todo mundo, tem se constituido em estratégia que corrobora,
de forma mais significativa, na prevengcdo de certas enfermidades que
acometem populagbes humanas na atualidade, notadamente aquelas

relacionadas ao sistema cardiovascular e de natureza neoplasica.

Durante a ultima década, os avancos decorrentes dos varios estudos
experimentais e epidemiolégicos mostrando que o café o cacau e seus
produtos derivados contém wuma grande variedade de substancias
potencialmente quimioprofilaticas, despertou de forma mais acentuada o
interesse das industrias farmacéuticas para o desenvolvimento de novos
farmacos, bem como a industria de alimentos para a produgédo de alimentos
funcionais. Segundo a Portaria n° 398, de 30 de abril de 1999 da ANVISA
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(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), a alegac&o de propriedade funcional
do alimento é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente
ou nao nutriente tem no crescimenot, desenvolvimento, manutencao e outras
fingdes normais do organismo humano. A tendéncia para os proximos anos é
de crescimento do mercado de produtos consumidos na dieta que reunam
propriedades profilaticas e curativas, devido a conquista de novos adeptos,
pelo surgimento continuo descobertas biotecnolégicas provenientes das
pesquisas cientificas relacionando os produtos naturais (alimenticios e
fitofarmacéuticos) a ganhos de saude e qualidade de vida. Tais descobertas
tém viabilizado a introdu¢cdo de novos produtos no mercado, o que amplia o
leque de alternativas ao consumidor e a dimensao do universo mercadolégico.
Entretanto, é possivel observar de forma mais frequente que a aceitagédo do
consumidor, cada vez mais exigente aos novos produtos, depende da
comprovagdo da eficacia e de garantia destes produtos pelas agéncias
reguladoras internas e externas. Neste contexto, sugere-se como necessario e
conveniente que os produtos de café e cacau disponham de seu particular
perfil risco/beneficio, estabelecido mediante legislagdo propria e adequadas
provas cientificas em nivel clinico e epidemioldgico, as quais fundamentam a

sua utilidade e a eficacia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as biomassas de café (frutos verdes) e cacau (em pd), no
que concerne aos teores de metabdlitos secundarios de interesse: compostos
alcaloidais, (poli)fendlicos e elementos minerais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obter extratos puros de alcalbides e (poli)fenois de biomassas de cacau
e café;

— Caracterizar o perfil quali/quantitativo dos extratos puros obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

— Analisar o efeito da composicdo quimica das amostras de café verdes
(in natura), no que se refere ao conteudo de fendis totais e cafeina, em
relagdo a qualidade da bebida café;

— Estabelecer uma analise comparativa entre os teores de, calcio (Ca),
cobre (Cu), ferro (Fe), potassio (K), magnésio (Mg), manganés (Mn),
zinco (Zn) e Niquel (Ni), e a qualidade da bebida café;

— Analisar os efeitos de processos de beneficiamento do café (seco e
umido), de tipos de cafés beneficiados (natural e cereja), da origem dos
cafés (regides de origem), sobre os teores de compostos quimicos de
interesse, i.e., fendlicos, alcaldides e minerais);

— Analisar o teor de fendis totais do café torrado (tipo expresso);

- Avaliagdo comparativa entre as amostras de cacau em po, referente

aos teores de fendis totais, cafeina, teobromina e teofilina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Obtengao da matéria-prima

As amostras de sementes de café in natura (café cru) e o café torrado
expresso utilizadas neste trabalho foram cedidas pela Cooperativa de
Cafeicultores de Guaxupé, MG (COOXUPE), em abril de 2003. As amostras de
cacau em po, por sua vez, foram cedidas por quatro empresas nacionais a
saber: Indeca Industria e Comércio de Cacau LTDA (Embu - SP), Allimentus
Engenharia e Tecnologia LTDA (Chapeco — SC), Bretzke (Jaragua do Sul - SC)
e Frison Comércio e Representagdes de Géneros Alimenticios Ltda (Rio das
Pedras - SP). As caracteristicas quimicas das amostras de café e cacau sao

apresentadas nos itens a seguir, segundo a descrigdo dos fornecedores.

411.1. Café in natura

As amostras de café in natura (crus) utilizadas neste trabaho sdo da
espécie Coffea arabica, cuja bebida é classificada pelo teste da xicara como
mole (realizada na Cooperativa Cooxupé).

Segundo denominagdes da Cooperativa, foram utilizados quatro tipos de
amostras de cafés arabica, diferenciados pelo tipo de processamento e/ou
regido de origem : café natural, café cereja, ,café cerrrado e café varredura.

— café natural: o fruto é seco na sua forma integral, com casca, apés
pasagem ou nao por lavadores para separagao das porgdes baia,
dos verdes e cerejas. E o café das regides de MG (Minas Gerais) e
SP (Sao Paulo), porém n&o do cerrado.

— café cereja descascado: este processo é intermediario entre o via
seca e o0 via umida. Neste processo, o café €& despolpado e
encaminhado para secagem com a mucilagem. O perfil deste café

caracteriza-se pelo equilibro entre acidez a corpo. Também aceita-se
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como cerejas descascados o0s parcialmente desmucilados
mecanicamente. E o café das regides de MG (Minas Gerais) e SP
(Sao Paulo), porém nao do cerrado.

— café cerrado: é o café cultivado na regido do cerrado, podendo ser
natual ou cereja descascado.

— café varredura: é o café de varrigao originario de qualquer regido.

O tipo, a safra e os teores de minerais das amostras de gréos in natura
estdo apresentados na tabela 10. Os valores de conteudo de minerais das
respectivas amostras foram determinados no Laboratorio de Quimica da
Cooxupé, utilizando um espectrometro de emissdo atdbmica com plasma de
argdnio acoplado (ICP-AES), da Perkin Elmer, modelo Optima 3300 DV™ para
0s minerais, calcio, magnésio, fésforo potassio, cobre, zinco, ferro, manganés e
chumbo e espectrofotdmetro UV/VIS (HITACHI modelo U2000) para o enxofre
e bario.



Tabela 10. Teor dos constituintes minerais das amostras dos graos de café in natura,

(Cooxupé - MG, 2004).
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conforme laudo da Cooperativa de Cafeicultores de Guaxupé

Amostral/ Al B Ca Cd Pb Cr Cu Fe K [ Mg | Mn Mo Na Ni P S Zn
Tipo de café | mg/kg | mg/kg | g/kg mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | g/kg | g/kg | mg/kg| mg/kg | mg/kg | mg/kg | g/kg | g/kg | mg/kg
40002871-

natural 1,38 | 743 | 0,71 | <0.001 |14,231|1,425| 13,59 | 20,52 | 13,60 | 1,64 | 18,30 | 0,471 7,13 10,177 |1,27|0,75| 6,49
40002897-

natural 4,08 | 574 | 0,89 | <0.001 |13,652| 1,860 | 11,84 | 22,57 |11,45|1,57 | 50,77 | <0.001 | 5,22 | 0,581 | 1,09 /0,91 | 6,56
40002923-

cereja 593 | 3,90 | 1,10 | <0.001 |11,535|1,652 | 11,98 | 21,54 | 16,86 | 2,08 | 37,80 | < 0.001 | 14,76 | 0,020 | 1,41 1,19 | 8,41
40002929-

varredura | 0,21 | 4,05 | 0,80 0,021 13,130 1,559 | 14,06 | 21,74 | 14,85 /1,84 | 26,93 | 0,469 | 10,40 | 0,364 | 1,28 | 1,17 | 6,93
40002949- <

cereja 0.01 | 3,64 | 0,87 | <0.001 [14,135| 1,246 | 14,42 | 26,94 | 16,49 /1,98 | 19,10 | <0.001 | 8,58 | 0,543 |{1,30 (1,13 | 6,77
40002959-

cereja 319 | 3,64 | 092 | <0.001 [11,571|2,140 | 12,44 | 22,35 | 15,67 | 1,80 | 25,67 | <0.001 | 13,31 | 0,573 | 1,20 (1,07 | 5,68
40002964-

cereja 292 | 241 | 091 | <0.001 [12,467 | 2,262 | 12,76 | 21,55 | 16,04 | 1,83 | 27,23 | 0,126 | 14,86 | 0,625 |1,23 |1,15| 5,83
40002965- <

cerrado 0.01 | 2,46 | 1,04 0,030 [13,867| 2,099 | 14,35 | 27,35 /15,19 1,82| 19,42 | <0.001 | 7,86 | 0,860 |1,29 1,16 | 6,63
40002878-

natural 1,75 | 3,03 | 0,83 | <0.001 |[11,724|1,567 | 11,33 [ 30,01 [13,32|1,70| 25,24 | 0,404 | 7,72 10,286 |1,10]0,85| 8,68
40002882-

natural 1,44 | 3,33 | 0,90 | <0.001 [12,743|2,114|11,19|20,06 | 14,67 |1,53| 24,38 | 0,612 11,3 10,756 | 1,26 0,83 | 8,01
40002890-

natural 146 | 3,85 | 0,87 | <0.001 [13,086|2,225|11,49 (21,04 [12,28]1,49/28,81| 0,842 | 9,13 | 0,070 |1,12]0,64| 6,60
40002901-

natural 1,06 | 11,33 ]| 0,76 | <0.001 [13,935|2,345|12,46 18,90 [12,20]1,45| 11,99 | 0,011 9,66 | 0,084 [1,27]0,86| 6,13
40002905-

natural 1,50 | 446 | 0,68 | <0.001 |13,786]1,970 ] 11,92 30,22 [12,75]1,59| 19,18 | <0.001 | 3,74 | 0,256 |1,20]0,92]| 6,75
40002928-

cerrado 1,38 | 292 | 111 | <0.001 [12,775]|1,476 | 13,07 [ 19,90 |17,43 1,74 22,82 | 0,367 | 14,98 0,277 |1,26/0,97| 7,69
40002939-

cerrado 142 | 707 | 1,06 0,059 |13,119]2,030 | 13,50 | 26,89 | 16,66 |2,18| 41,23 | <0.001 | 13,26 | 0,424 11,36 /0,88 | 9,55

Média 213 | 462 | 0,90 0,04 13,05 | 1,86 | 12,69 | 23,44 | 14,63 |1,75| 26,59 | 0,41 10,13 | 0,39 [(1,24/0,97 | 7,11
Desvio Médio | 1,17 | 1,75 | 0,10 0,01 0,73 | 0,30 | 0,92 | 3,23 | 1,62 |0,17| 7,10 0,19 2,93 | 0,21 [0,07]0,14| 0,90
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41.1.2. Café torrado

Café PRIMA QUALITA ESPRESSO ESPORTAZIONE, elaborado a partir
de selecdo dos melhores e mais perfeitos grdos de café (café cereja
descascado), com blend 100% arabica, provindos do Sul de Minas Gerais,
atendendo aos exigentes padrées do mercado europeu, sendo
caracterizado como “especial” ou “premium” (torrefagdo especial). Na

amostra de café torrado os elementos minerais ndo foram quantificados.

4.1.1.3. Cacauem po

As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das amostras de
cacau em po em estudo estdo descritas nas tabelas 11, 12, 13 (Indeca
Industria e Comeércio de Cacau LTDA), 14 (Allimentus Engenharia e Tecnologia
LTDA), 15 (Bretzke) e 16 (Frison Comércio e Representacbes de Géneros

Alimenticios Ltda).

Tabela 11. Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas da amostra
de cacau em po natural INDECA.

PO DE CACAU NATURAL

1. Caracteristicas organolépticas ODOR - préprio, isento de odores estranhos
SABOR - proprio, isento de odores
estranhos
COR - caracteristica
2. Caracteristicas fisico-quimicas

pH 50a 5,7
Umidade Max. 5,0 %
Gordura 10 a 12%
Granulometria Min. 97,5%, em tela de 200 mesh
Cinzas Max. 8,0 %

Casca Max .1,75 %
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Tabela 12. Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas da amostra
do po de cacau alcalino INDECA T-350

PO DE CACAU ALCALINO (T-350)

1. Caracteristicas organolépticas ODOR - proprio, isento de odores
estranhos

SABOR - proprio, isento de odores
estranhos

COR - caracteristica
2. Caracteristicas fisico-quimicas

pH 6,6a7,0
Umidade Max. 5,0 %
Gordura 10 2 12%
Granulometria Min. 96%, em tela de 200 mesh
Cinzas Max. 9,0 %
Casca Max. 1,75 %

Tabela 13. Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas da amostra
de cacau em po alcalino T-800 (cacau preto) INDECA.

PO DE CACAU ALCALINO (T-800)

1. Caracteristicas organolépticas ODOR - proprio, isento de odores
estranhos

SABOR - proprio, isento de odores
estranhos

COR - caracteristica
2. Caracteristicas fisico-quimicas

pH 7,3a8,0%
Umidade Max. 5,0 %
Gordura 10 2 12%
Granulometria Min. 97,5%, em tela de 200 mesh
Cinzas Max. 13,50 %

Casca Max. 1,75 %
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Tabela 14. Caracteristicas quimicas da amostra de cacau em pé alcalino
da ALLIMENTUS ENGENHARIA E TECNOLOGIA LTDA.

CACAU EM PO ALCALINO

Umidade
Lipideos

Cinzas
pH
Proteina

Granulometria

<5,0

%

10,0 2 12,0%

<8,0
6,8a7

%
,6%

22,0 a2 27,0%

> 99,6%

Tabela 15. Caracteristicas quimicas da amostra de cacau em pé alcalino

lecitinado BRETZKE (Cargil).

PO DE CACAU ALCALINO

Quantidade em 100g de biomassa seca

(lecitinado)
Gordura:
Saturada 6,6 %
Mono insaturada 4,1%
Poli insaturada 1,5%
Total 12,3%
Lecitina 3,3%
Proteina 20,9%
Amido 13,6%
Acucares simples 0,5%
Total 14,1%
Fibras insoluveis (alimentar) 28,5%
Teobromina 2,3%
Cafeina 0,5%
Umidade 3,5%
Cinzas totais 8,9%
MINERAIS (mg/100g)
K 3880 Ca 130
Na 100 Fe 30
Sulfato (como SO3) 130 P 580
Mg 450 CI 40
VITAMINAS* (mg/100g)
A <0,2 B3 0,57
E 2,38 Acido pantoténico 1,43
B 10,1
B2 0,38
B6 0,11

* Lecitina contém aproximadamente 35% de O6leo de soja e 65% de

fosfolipidios.
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Tabela 16. Caracteristicas quimicas da amostra de cacau em p¢ alcalino
FRISON.

CACAU EM PO ALCALINO

(lecitinado)

Umidade (%) 4,2
Gordura (%) 11,20
Cascas (%) 0,80
Granulometria (200 mesh) 99,6

Cinzas 9,0

Lecitina (%) 0,29

pH 6,4

As amostras descritas neste item foram utilizadas para realizacdo de

analise quantitativa dos alcaldides e fendis totais.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Obtencao dos extratos vegetais alcaloidais e (poli)fendlicos: isolamento,

purificacdo e dosagem.

4.2.1.1. Extracao dos alcaléides

A 2g da amostra fresca moida de café e cacau foram adicionados 15 ml
de solucdo de CaCOs; 4,7% (p/v), seguido de aquecimento brando. Em
seguida, a solucao foi transferida para aparato de soxhlet, mantendo-a sob
fervura por 20 minutos. Apds este periodo, a solugdo foi resfriada em
temperatura ambiente e filtrada a vacuo. O extrato aquoso foi coletado e
transferido para funil de separacéo, adicionando-se 60 ml de diclorometano, e
deixado em repouso no periodo de trés horass. O extrato diclorometanico,
contendo a fracdo alcaloidal foi coletado, concentrado em evaporador rotativo,

ressolubilizado em 3 ml de diclorometano e armazenado a -18° C.
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4.2.1.2. Extragao dos fendis totais

A 2g da amostra fresca moida de café e cacau foram adicionados 15 ml
de solugdo de CaCOs; 4,7% (p/v), seguido de aquecimento brando. Em
seguida, a solugao foi transferida para aparato de soxhlet, tendo como liquido
extrato agua, e mantendo-a sob fervura por 20 minutos. Apds este periodo a
solucdo foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada a vacuo. O extrato
aquoso obtido foi dosado para fendis totais utilizando o reativo de Folin-
Ciocalteau (MARASCHIN et al., 2002), e a leitura realizada em absorbancia de
725 nm (Shimazdu LC 2300).

4.2.1.3. Analise de alcaldides por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Foram injetadas 10 plL/amostra da fragdo diclorometano em
cromatégrafo liquido (Shimadzu LC-10), equipado com coluna Css
termostatizada (40°'C), tendo como fase movel 0,05 M NaHyPO4
(pH=3,9):acetonitrila:2-metoxi-etanol (80:15:5 — 2,0 ml/min). A ocorréncia dos
compostos de interesse foi determinada utilizando-se um detector UV-visivel
(Shimadzu SP-1) operando em duplo canal de leitura (207 e 276 nm). Os
compostos foram identificados de acordo com seus valores de R;, em relacao
aos padrbes (1 mg/ml, teobromina, teofilina e cafeina — Sigma, MO - USA)
previamente cromatografados e a sua dosagem foi calculada considerando-se
as areas dos picos de interesse.

4.2.1.4. Determinagao dos elementos minerais Ca, Mg, P, K, Cu, Zn, Fe, Mn
e Pb por espectrometria de emissao atdmica com plasma de argénio
acoplado (ICP-AES)

As amostras foram digeridas por via umida, conforme descrito a seguir:
500 mg de amostra seca e moida foram transferidos para um tubo de ensaio,

seguido da adicdo de 6ml de solugdo de HNO3; e HCIO,4 (8:1). Este material foi
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incubado em bloco digestor, com aumento gradual da temperatura (50, 75, 120,
160 e 210 °C), agitando levemente. Em seguida, o extrato foi resfriado em
temperatura ambiente e transferido para baldo volumétrico de 50 ml,
completando-se o volume com agua deionizada, seguido de agitagéo.

O material digerido e diluido para 50 ml, entdo é injetado. A emisséo da

amostra € comparada com a emissao dos padroes de concentragdo conhecida
STDLOW / STD1/STD2/ STDHIGH.

ST= Standard = Padrao

STDLOW = Padrao de calibragdo com concentragao ZERO
STD1 = PRIMEIRO PADRAO DE CALIBRACAO

STD2 = SEGUNDO PADRAO DE CALIBRACAO

STDHIGH = PADRAO COM A MAIOR CONCENTRACAO

Os padrdes séo preparados em balao de 100ml. A tabela 17 apresenta a
concentragao dos padroes expressos em mg/L.

Tabela 17. Concentracdo dos padrdes utilizados para analise
quantitativa dos minerais Ca, Mg, P, K, Cu, Zn, Fe, Mn e Pb em graos de café
in natura.

STDLOW (mg/L) STD1 (mg/lL) STD2 (mg/L) STDHIGH (mg/L)

P 0 9,783 19,566 39,132
Ca 0 75 150 300
Mg 0 25 50 100

K 0 150 300 600
Na 0 2,5 5 10

B 0 1,5 3 6
Cu 0 0,125 0,25 0,5
Fe 0 2,5 2 10
Mn 0 2,5 5 10
Zn 0 0,25 0,5 1
Mo 0 0,05 0,1 0,2
Cd 0 0,05 0,1 0,2
Cr 0 0,05 0,1 0,2
Ni 0 0,05 0,1 0,2
Pb 0 0,125 0,25 0,5
Al 0 2,5 5 10
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4.2.1.5. Determinagao do enxofre por Espectrofotometro UV/VIS, método

de turbidimetria com cloreto de bario (BaCl,)

Solucgdes:

— Solugao-estoque de enxofre (1000 ppm);

— Solugdes-padrao de sulfato (0,0; 10,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 e
7,0 ml da solugéo-estoque de 0 ppm de enxofre);

— Solugédo de HCI 6,0N (contendo 20 ppm de enxofre);

— Cristais de cloreto de bario (BaCl, . 2H,0 - pureza 99%) : foram
utilizados cristais de cloreto de bario (capazes de passar pela peneira

de 20 mesh e que figuem retidos na de 60 mesh) e armazenados.

Métodos e critérios de execucgao:

Foram adicionados 10 ml das solucbes-padrdo de sulfato e das
amostras em erlenmeyer de 125 ml. Em seguida, adicionado 1 ml da solugéo
de HCI 6,0 N contendo 20 ppm de enxofre e 500 mg de cristais de BaCl,,
deixado em repouso durante um minuto, sem agitagado. Apos este periodo, a
mistura foi agitada durante 30 segundos, dissolvendo os cristais, e a leitura foi
realizada no prazo maximo de até oito minutos apds a adicdo do cloreto de
bario, em um colorimetro ou espectrofotémetro a 420 nm (Espectrofotémetro
UV/VIS HITACHI modelo U2000).

4.2.1.6. Determinacgao do elemento Boro

Solucgdes:

— Solugdo 1000 ppm de boro: pesados 2,8589g de acido borico
(conservado em dessecador) e dissolvido para baldo volumétrico de 500
ml com agua deionizada.

— Solugdo 100 ppm de boro: foram pipetados 5 ml da solugdo de 1000
ppm para baldo volumétrico de 50 ml, completar o volume com HCI
0,1N.
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— Solugdo 25 ppm de boro: foram pipetados 25 ml da solugdo 100 ppm
para baldo volumétrico de 100 ml, completar o volume com HCI 0,1N.

— Solugao de trabalho: foi pipeta da solugédo de 25 ppm de boro para balao
de 50 ml.

— Solugdo de HCI 0,1 N: forma Medidos 8,5 ml de acido cloridrico
concentrado para baldo de 1000 ml e completo com agua deionizada.

— Azometina 0,45%: foram dissolvidos 1 g de acido ascérbico e 0,45 g de
azometina em baldo de 100 ml e completo o volume com agua
deionizada.

— Solugdo Tampdo: foram pesados em béquer de 600 ml, 100 g de
acetato de amoénio,6 g de EDTA. Em seguida, adicionou-se 160 ml de
agua deionizada. Foi acrescentado vagarosamente 50 ml de acido

acético.

Métodos e critérios de execucéo:

Pesou-se 0,25 g da amostra seca e moida em cadinho de porcelana. Em
seguida, foi calcinado (colocado em Mufla) por 2 horas a 550° C. Apos este
periodo, foi resfriado. A esta amostra, adicionou-se 10 ml de HCI 0,1 N, e
deixada em repouso durante uma hora. Pipetou-se 1 ml do extrato e dos
padrées, ja descritos acima (0.00, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00 e 4.00 mg/L) em copos
de plastico descartaveis de 50 ml, sem pipetar os residuos presentes.
Subsequentemente, adicionou-se 1 ml de solugdo tamp&o. Nesta solugao foi
adicionado 1 ml de solugéo de azometina 0,45%, agitada (30 minutos). A leitura
foi realizada em espectrofotdbmetro a 420 nm (Espectrofotdmetro UV/VIS
HITACHI modelo U2000).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise quantitativa de fenoéis totais em biomassas de cafés crus (in

natura) e café expresso

5.1.1. Teor de fendis totais em amostras de café classificadas como bebida

mole

A analise estatistica dos valores médios do teor de fendis totais das
amostras de café, bebida tipo mole, demonstrou diferencas significativas (p <

0,05) entre todas as amostras (Fig. 12).

2001 40002965 - cerrado
’:; a 40002939 - cerrado
E 150 . d b . 40002923 - cereja
2 h g ; 40002929 - varredura
S 1001 k I 40002878 - natural
:g M n 40002890 - natural
S 50- 40002959 - cereja
L 40002964 - cereja

0 40002928 - cerrado

40002871 - natural

Amostras 40002949 - cereja
40002882 - natural

40002897 - natural

40002905 - natural

40002901 - natural

Figura 12. Teor de compostos fendlicos totais (mg/l) em amostras de
graos crus de café natural, cereja, cerrado e varredura, previamente
classificados quanto a qualidade como bebida mole.

As diferengas significativas entre as amostras de cafés natural, cereja, cerrado e
varredura estdo expressas pelas letras (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k, I, m, n, 0),
determinadas pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
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5.1.2. Andlise do teor de fendis totais encontrados em cafés
processados por dois métodos, umido e seco, respectivamente, cereja e

natural

A analise comparativa dos teores de fenodis das amostras de cafés
natural e cereja demonstrou uma diferenga significativa no teor destes
compostos, na faixa de 59,65 a 156,8 mg/l, apresentados na Tabela 18.
Também foi observada uma maior variagao no teor de fendis entre as amostras

de café natural.

Tabela 18. Resultados da média de concentracao de fendis totais + EPM
(erro padrao da média) das amostras de cafés cereja e cafés naturais.

Amostral tipo de café  Fendis totais (mgl/l) *

40002959/cereja 156,783 + 0,001 a **
40002890/natural 144,513 £ 0,001 b
40002964/cereja 121,881 £ 0,003 c
40002923/cereja 121,063 £ 0,001 c
40002878/natural 115,883+ 1,9d
40002949/cereja 101,397 + 0,002 e
40002871/natural 95,195 + 0,007 f
40002901 /natural 91,343+0,02g
40002897/natural 80,436 £ 0,01 h
40002905/natural 72,256 +£ 0,01 i
40002882/natural 59,646 + 0,07 |

* Média de 3 repeti¢cdes por amostra.
**As diferencas significativas entre as amostras de cafés cereja e natural estédo
expressas pelas letras (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j), determinadas pelo Teste de Tukey, em

nivel de 5% de probabilidade.
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5.1.3. Anadlise do teor de fendis totais entre as amostras de cafés tipo

natural e suas cidades de origem

Devido a diferenca significativa no teor de fendis totais entre as amostras
de cafés naturais, procurou-se estabelecer uma relagcdo com uma das variaveis
que podem influenciar no teor destes, qual seja a regido de origem das
biomassas. De fato, a analise estatistica dos dados revelou a existéncia de
diferencgas significativas (p < 0,05) para o teor de compostos fendlicos totais, de

acordo com as regides de origem das mesmas (Fig. 13).

Indiandpolis B Muzambinho 5 Caconde Mococa
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Figura 13. Média do teor de fendis totais (mg/l) em amostras de café

natural, segundo a regido de origem das amostras.
As diferengas significativas entre as amostras de café estdo expressas pelas letras
(a,b,c, d, e, f, g), determinadas pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
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5.1.4. Anadlise do teor de fendis totais entre as amostras de cafés tipo

varredura, cerrado e cereja.

Outro ponto relevante neste estudo refere-se a analise comparativa
entre o teor de fendis totais encontrados no café varredura e os cafés cereja e
cerrado, cuja analise dos dados demonstrou haver diferengas significativas (p >
0,05 — Fig. 14).
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varredura cerrado cereja
tipo de cafés

Figura 14. Média do teor de fendis totais (mg/l) em amostras de cafés
varredura e os cafés cerrado e cereja.

Diferencas significativas entre as amostras de café estao expressas pelas letras (a,b,c),
analisadas pelo teste de Tukey (5%).
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5.1.5. Andlise do teor de fendis totais entre as amostras de cafés in natura
(crus) tipo natural, cerrado, cereja e varredura com café torrado tipo

expresso.

Outro fato interessante € a diferenga significativa observada entre os
conteudos de fendis totais entre as amostras de café in natura (crus)
analisados (natural, cereja, cerrado, varredura) e a amostra de café expresso

(café processado - Fig. 15).
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Figura 15. Média do teor de fendis totais (mg/l) em amostras de cafés
tipo in natura (crus) e tipo expresso.

Diferencas significativas entre as amostras de café estdo expressas pelas letras
(a,b,c, d, e), analisadas pelo teste de Tukey (5%).
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5.1.6. Analise do teor médio de fendis totais entre as amostras de cafés in
natura (cru) tipo cereja e café torrado tipo expresso, elaborado a

partir de cereja ( ou seja, cerejas torrados).

Observou-se uma diferenca altamente significativa (p < 0,01)
correspondente aos valores médios de concentragcdo de fendis totais das
amostras de cafés tipo cereja cru (127,94 mg/l) e a amostra de café cereja

torrado (café tipo expresso - 121,45 mg/l) (Fig. 15).

5.2 Analises quantitativas de fendis totais na biomassa de cacau em pé

Os teores de fendis totais para as amostras de cacau em estudo estéo

mostrados na tabela 19.

Tabela 19. Média dos teores de fendis totais (mg/l) entre as biomassas
de cacau em po.

Amostras (tipo/empresa) Fendis totais
(mg/l - equivalentes acido galico)*
Cacau em po alcalino/Allimentus 213,906 b**
Eng. Tec. Ltda.
Cacau em po alcalino 150,102 d
lecitinado/Bretzke
Cacau em po natural/INDECA 187,457 ¢
Cacau em po alcalino/INDECA T- 119,973 e
350
Cacau em po alcalino/INDECA T- 267,382 a
800
Cacau em po alcalino/ 74,676 f

lecitinado/Frison

* Média de 3 repeti¢cdes por amostra.
**Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, em

nivel de 5% de probabilidade.
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De forma interessante, ressalta-se que todas as biomassas em estudo
diferiram significativamente (p < 0,05) no que se refere ao teor de compostos
fendlicos totais.

Ao comparar os dados da tabela 19 podemos constatar que as
amostras de cacau em po alcalino tipo T-800 (INDECA) e o cacau alcalino da
empresa Allimentus Engenharia e Tecnologia Ltda apresentaram os maiores

teores de fenois totais, sendo estas amostras de cacau alcalinizadas.

A partir destes resultados, também foram selecionadas amostras, cacau
em po alcalino lecitinado/Bretzke (150,102 mg/l), cacau em p6 natural Indeca
(187,457 mg/l) e cacau alcalino Indeca T-800 (267,382 mg/l) para as analises

das atividades antioxidantes citadas no capitulo a seguir.

5.3 Analises quantitativas do alcaléide cafeina na biomassa de cafés in

natura (crus)

O composto alcaloidal de interesse farmacolégico encontrado em maior
quantidade tanto nas amostras de café como cacau é a cafeina. A analise
cromatografica dos extratos de cada amostra permitiu a identificagcdo destes
compostos e o calculo dos valores de concentragéo.

Para as amostras de café in natura em estudo, o teor de cafeina
detectado é demonstrado na figura 16, observando-se diferengas significativas

entre as mesmas.
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Figura 16. Média do teor de cafeina entre as amostras de cafés in
natura (crus).

Diferencas significativas entre as amostras de café estao expressas pelas letras (a,b,c),
analisadas pelo teste de Tukey (5%).

O teor de cafeina presente nas amostras de cafés crus situou-se na
faixa de 1,2 a 1,8 % (amostra fresca). O maior valor de concentracdo foi

verificado nas amostra 40002959, de café tipo cereja.
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5.4 Anadlises quantitativas de cafeina, teobromina e teofilina em

biomassas de cacau em pé

O café, comparativamente ao cacau e seus derivados, € o produto que
mais contribui para a ingestdo de cafeina, devido ao fato de ser um dos mais
consumidos e apresentar as maiores concentragdes deste composto
(CAMARGO, 1996). Entretanto, outras fontes ricas neste alcal6ide purinico
necessitam ser estudadas com maior profundidade e para tal selecionamos
amostras de cacau para o desenvolvimento do estudo em tela, por ser uma
biomassa altamente consumida mundialmente, notadamente sob a forma de
produtos derivados.

Foram analisadas amostras de cacau quanto ao teor dos trés alcaldides
purinicos presentes nesta biomassa, cafeina, teobromina e teofilina, cujos

resultados estao apresentados na tabela Figura 17.
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Figura 17. Resultado dos teores de alcaldides presentes nas amostras
de cacau alcalino da empresa Alimenttus & Biotecnologia, cacaus
alcalino T-350, alcalino T-800 e natural da empresa Indeca, cacau
alcalino lecetinado empresa Frison e cacau alcalino lecetinado empresa
Bretzek.
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Observa-se diferengas significativas (P< 0,05) entre todas as amostras
de cacau com relagcdo aos teores dos trés alcaléides. A amostra de cacau
alcalino da marca Allimentus & Biotecnologia apresentou maior teor de
teobromina (~84 ug/ml), seguida da amostra alcalino lecetinado Bretzek (~70
ug/ml), cacau alcalino lecetinado Frison (~62ug/ml), cacau natural Indeca (~52
ug/ml), cacau alcalino T-800 Indeca (~ 47 ug/ml) e cacau alcalino T-350 Indeca
(~27pg/ml).

O teor de cafeina encontrado nas amostras de cacau variou de 14 a
52ug/ml, sendo que a maior concentragdo foi detectada em cacau alcalino
lecitinado (Frison), enquanto o menor teor foi observado na amostra de cacau
natural Indeca.

O alcaloide teofilina foi observado somente nas amostras de cacaus
alcalinos lecitinados das marcas Bretzke e Frison, correspondendo

respectivamente a 8,62 ng/ml e 30, 48 ug/ml.

5.5 Analise dos teores de minerais presentes em biomassas de cafés crus

A qualidade do café também se encontra relacionada aos seus
constituintes minerais, ainda que este seja um aspecto pouco estudado,
comparativamente ao efeito de compostos organicos sobre a qualidade
daquela bebida. Em funcéo disto, e numa abordagem complementar a analise
dos metabdlitos secundarios de interesse, determinou-se o conteudo de
elementos minerais nas amostras de café cru em estudo, conforme descrito a

sequir.

5.5.1. Analise dos teores de calcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe), potassio
(K), magnésio (Mg), manganés (Mn), Niquel (Ni), fésforo (P) e zinco (Zn)

presentes na biomassa de cafés crus.

Os teores destes minerais estdo apresentados na tabela 20,
comparados com os teores encontrados na literatura, segundo Tsereritnov e
colaboradores (1972) e Krivan; Barth; Morales (1993).
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Tabela 20. Analise dos teores médios de minerais de cafés crus (mg/Kg
amostra fresca) quantificados pela Cooperativa Cooxupé, comparados com
teores encontrados em literatura.

Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Ni P Zn
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
40002871- 710*** | 14 21 13600 | 1640 18 0,2 1270 6
natural
40002897- 890 12 23 11450 | 1570 51 0,6 1090 7
natural
40002923- cerejal 1100 12 22 16860 | 2080 38 0,0 1410 8
40002929- 800 14 22 14850 | 1840 27 0,4 1280 7
varredura
40002949- cereja| 870 14 27 16490 | 1980 19 0,5 1300 7
40002959- cerejal 920 12 22 15670 | 1800 26 0,6 1200 6
40002964- cerejal 910 13 22 16040 | 1830 27 0,6 1230 6
40002965- 1040 14 27 15190 | 1820 19 0,9 1290 7
cerrado
40002878- 830 11 30 13320 | 1700 25 0,3 1100 9
natural
40002882- 900 11 20 14670 | 1530 24 0,8 1260 8
natural
40002890- 870 11 21 12280 | 1490 29 0,1 1120 7
natural
40002901- 760 12 19 12200 | 1450 12 0,1 1270 6
natural
40002905- 680 12 30 12750 | 1590 19 0,3 1200 7
natural
40002928- 1110 13 20 17430 | 1740 23 0,3 1260 8
cerrado
40002939- 1060 14 27 16660 | 2180 41 0,4 1360 10
cerrado
Literatura* 826 1 32 13816 | 1794 17 n.d. n.d. 4
Literatura** 4000 33 140 | 18800 | 3000 60 n.d. n.d. 10

* TSERERITNOV et al., 1972.
** KRIVAN; BARTH; MORALES, 1993.
*** Em azul estdo grifadas as amostras que apresentam valores inferiores aos

da literatura.

Da analise comparativa dos dados obtidos para as amostras de café cru

em relacdo aos valores reportados na literatura citada, observa-se que em

quatro amostras foram obtidos valores inferiores aos niveis encontrados em

literatura no que se refere ao calcio (< 826 mg/Kg — 4 amostras), ferro (< 32
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mg/Kg - todas as amostras), potassio (< 13816 mg/Kg - seis amostras),
magnésio (< 1794 mg/Kg - oito amostras), manganés, (< 17 mg/Kg - uma
amostra). Com relagdo aos elementos zinco e cobre, todas as amostras
apresentaram valores similares ao descrito na literatura anteriormente referida.
Ressalta-se, contudo, que para nenhum dos minerais analisados foram

observados valores acima dos encontrados na literatura.

5.5.2. Anadlise dos teores de calcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe),
manganés (Mn), magnésio (Mg), fosforo (P), Niquel (Ni), zinco (Zn) e potassio

(K), em gréos crus de cafés tipo natural, cerrado, cereja e varredura.

Comparativamente, entre todos os elementos minerais analisados,
observou-se em ordem decrescente, teores superiores de potassio, seguido do
magneésio, fésforo e calcio. Também observou-se apenas tragos de niquel nas
amostras em estudo (0,2- 0,9 mg/Kg) (Fig. 18).

Entre os cafés natural, cerrado, cereja e varredura os elementos que nao
apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) foram o magnésio, potassio,
fésforo e cobre.

Na figura 18 estdo apresentados os teores médios dos minerais
mencionados, comparando-os com os tipos de cafés analisados: cerrado,

natural, cereja e varredura.
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Figura 18. Analise do teor médio dos mineras Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, P,
Zn e K, presentes nas amostras de café in natura: cerrado, natural,

cereja e varredura, respectivamente. Diferengas significativas entre as amostras
de café expressas pelas letras (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i), analisadas pelo Teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Este estudo objetivou a quantificacdo de compostos fendlicos,
alcaloidais e de elementos minerais em biomassas de café in natura e cacau
em po e sua relacdo com a qualidade destas.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos a fim de otimizar os métodos
analiticos para a caracterizagdo dos tipos de bebidas de café, relacionando a
composicao fisico-quimica dos grédos e a qualidade da bebida obtida.
Atualmente, esta classificagdo nas unidades produtoras (cooperativas, por
exemplo) é realizada pelo teste de xicara (teste sensorial).

Tal abordagem decorre do fato de que diversos estudos tém
demonstrado a correlagdo da composi¢ao quimica dos graos de café, as
atividades das polifenoloxidase e peroxidase nestas biomassas e a qualidade
da bebida de café, por exemplo (AMORIM, 1978; LEITE, 1991; CHAGAS,1994;
CARVALHO et al, 1994; PIMENTA, 1995; SOUZA, 1996; LOPES, 2000;
FERNANDES, 2001). Carvalho e colaboradores (1994) realizaram avaliagbes
fisico-quimicas e quimicas de graos beneficiados de café previamente
classificados quanto a qualidade em bebida e, a partir de seus resultados,
elaboraram uma tabela de classificacdo da bebida baseada na atividade da
polifenoloxidase. Para Amorim e Silva (1968), a polifenoloxidase age sobre os
polifendis diminuindo sua acdo antioxidante sobre os compostos aldeidicos,
interferindo negativamente no sabor e aroma do café apds a torrefagao.

No presente trabalho, analisando-se os teores de compostos fendlicos
totais em um mesmo tipo de bebida, elaborada a partir de graos crus de café
previamente classificados quanto a qualidade da bebida (bebida mole), foram
verificadas diferengas significativas, (p < 0,05) entre as amostras, com valores
de concentragédo distribuidos na amplitude de 59,6 mg/l a 156,8 mg/l. Tal
variagdo indica a existéncia de um conjunto de fatores (a)bidticos
determinantes da qualidade da biomassa, cuja agao podera se dar de forma
isolada ou interativa, dificultando a elaboragcdo de conclusdes precisas a
respeito da relacéo entre o conteudo de compostos fendlicos e a qualidade das

amostras de café cru. Neste contexto, € sugerida a realizagao de estudos mais
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detalhados com vistas a detectar os fatores ecoldgicos relevantes a obtencgéo
de biomassas de café de qualidade superior, bem como envolvendo um
numero maior de variedades desta bebida (estritamente mole, apenas mole,
dura, riada, rio e rio zona- BARTHOLO; GUIMARAES, 1997), no intuito de
desenvolver um padréo de classificagcédo relacionado com o teor dos compostos
em estudo (cafeina, fendis totais e elementos minerais).

Com base no conhecimento dos efeitos dos estadios de maturacao
sobre a qualidade da bebida café, tem sido observado que os cafés mais
maduros, como o tipo cereja, produzem uma bebida de melhor qualidade
decorrente de sua menor concentragao de substancias fendlicas, fato que torna
a bebida mais suave ao paladar (CARVALHO; CHAGAS; SOUZA, 1997). No
presente trabalho, esta afirmacédo pode ser comprovada, pois o café cereja
apresentou um teor inferior de fendis totais em relacdo as amostras de café tipo
cerrado e varredura.

A analise comparativa dos teores de fendis das amostras de café natural
e cereja (assim denominados pela Cooperativa), oriundas de distintos
processos de beneficiamento, revelou uma diferenga significativa no teor deste
composto, na faixa de 5% a 7%, respectivamente. O café natural € processado
pela via seca, onde os graos sao colocados no “terreiro” de concreto e
expostos ao sol, sendo removidos periodicamente para impedir fermentagdes
indesejaveis (i.e. causadas por fungos das espécies Fusarium, Cladosporium,
Penicilluim) (CARVALHO; CHAGAS; SOUZA, 1997). Para o café tipo cereja, a
casca e a polpa do fruto sao retirados e as sementes com a mucilagem é
colocada para secar no terreiro. Segundo Santos (2004), a bebida de melhor
qualidade é obtida quando as biomassas sao preparadas conforme o descrito
para o café tipo cereja descascados. Sabendo-se que uma maior concentragao
de fendis é responsavel pela adstringéncia da bebida, observou-se no café
cereja uma alta concentracdo dos compostos, quantidade essa que foi
insuficiente para influenciar no sabor da bebida, sendo esta classificada como
bebida mole (SANTOS, 2004). O café cereja deveria, segundo o mesmo autor,
apresentar uma menor quantidade de fendis, porém, isto ndo foi observado

neste estudo.
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Devido as diferengas significativas no teor de fendis totais entre as
amostras de cafés naturais analisadas, procurou-se estabelecer uma relagéo
entre o teor destes compostos e as caracteristicas climaticas de suas regides
de origem. Vale ressaltar que todas as amostras analisadas foram previamente
classificadas pelo teste da xicara como bebida mole. Entretanto, apesar de
observado um maior teor de compostos fendlicos totais (144,5 mg/l) no café
natural provindo da regidao de Arceburgo (Sul de Minas Gerais) com relagao
aos graos de café da regiao de Mococa (59,6 mg/l - Nordeste de Sao Paulo),
sugere-se que a aptidao climatica destas regides nao influenciou na qualidade
da bebida, conforme determinado pelo teste da xicara. Segundo Cortez (1997),
os fatores climaticos representam uma variavel capaz de modificar ou acentuar
a qualidade da bebida. Em estudos compreendendo as regides da zona da
mata (Caratinga, Manhuacgu), do vale do Jequetinhonha (ltamarandina, Novo
Cruzeiro, Capelinha, Minas Novas), centro-sul (Bambui, Carmo do Rio Claro),
centro-oeste (Machado, Ouro Fino), o tridngulo mineiro, o alto Paranaiba e
regides de cultura irrigada (Paracatu, Bonfinépolis de Minas, Araguari), o
referido autor verificou haver diferengas de qualidade das biomassas
decorrentes da regido de origem, as quais foram atribuidas aos fatores
climaticos tipicos de cada procedéncia (CHAGAS; MALTA, 2003).

Outro ponto relevante neste estudo ao comparar-se o teor de fendis
totais do café varredura com as demais amostras, é o fato de terem sido
detectadas diferencas significativas entre as amostras para o teor destes
compostos. Tal fato estd em concordancia com dados de literatura, uma vez
que os graos colhidos no chao (varredura) podem apresentar acentuadas
modificagdes nos teores de compostos fendlicos, i.e., reducéo, pois estdo mais
suscetiveis a contaminagao por fungos, leveduras e bactérias, os quais podem
acarretar mudangas de composicdo daquelas biomassas, via processo
fermentativo, com a producédo de compostos quimicos indesejaveis, além da
degradagao de compostos desejaveis ao bom sabor da bebida. Além disto, é
importante considerar que qualquer injuria no grao (lesdo mecanica pela
queda, por exemplo) pode levar a deterioracdo da qualidade da biomassa final
(CARVALHO; CHAGAS; SOUZA, 1997; SOUZA; CARVALHO, 1997). E
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importante considerar que no presente estudo apenas uma amostra de café
tipo varredura foi analisada, de modo que se faz necessario um estudo
incorporando um maior numero de amostras de cafés desta classificagdo para
que um perfil conclusivo deste parametro possa ser tragcado.

De posse dos teores médios de fendis totais (mg/l) de todas as amostras
de cafés crus (in natura), i.e cereja, natural, cerrado e varredura, selecionou-se
uma amostra de café expresso (café torrado), para fins comparativos. A analise
dos dados demonstrou haver diferenga altamente significativa nos teores
destes compostos entre os cafés (p < 0,01). Este resultado corrobora com
estudos de llly e Vianni (1996), pois os fenois apresentam instabilidade a
temperatura, sendo degradados durante a torra. Tal fato explica, em alguma
extensdo, o teor diferenciado destes metabdlitos secundarios das amostras de
cafés crus, comparativamente a amostra de café expresso. Entretanto, faz-se
necessario ressaltar que diferengas significativas entre as amostras de cafés
crus também foram detectadas. De forma similar, um segundo aspecto
analisado foi a relacédo no teor de fendis entre o café cereja cru (in natura) e o
café expresso, uma vez que este ultimo foi elaborado de cafés tipo cereja,
porém, torrados. A analise dos dados revelou a existéncia de diferenca
altamente significativa no teor destes compostos (p < 0,01), corroborando os
resultados obtidos no experimento anteriormente.

Assim como o café, a biomassa de cacau também é uma rica fonte de
substancias fendlicas. Porém, a quantificacdo destes é relativamente recente,
quando comparada a outras biomassas fontes destes compostos que néo o
café, i.e. cha verde, cha preto e vinhos tintos. A pequena disponibilidade de
dados cientificos acerca deste produto também se deve a falta de informacdes
disponibilizadas pelas empresas produtoras de derivados do cacau
(WOLLGAST; ANKLAM, 2000).

O cacau consumido tanto na forma de cacau em p6 como de seus
produtos derivados é uma rica fonte de compostos fendlicos, sobretudo
catequinas (37%), antocianinas (4%) e proantocianidinas (58% - WOLLGAST;
ANKLAM, 2000). Durante o processamento das améndoas de cacau, sao

observadas mudancas na composi¢ao quimica desta biomassa, decorrentes do
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processo fermentativo e da torrefacéo, por exemplo. Na etapa de fermentacao,
o teor de compostos fendlicos soluveis € reduzido em cerca de 20%, como
consequéncia ndao somente de eventos oxidativos, mas da difusdo destes
compostos no meio de fermentacdo (HANSEN; DEL OLMO; BURN, 1998;
WOLLGAST; ANKLAM, 2000). De forma similar, ao teor de procianidinas sao
acarretadas reducgbes da ordem de 3% a 5%, enquanto as antocianinas sao
convertidas a antocianidinas. Ha uma correlagao negativa entre o teor de
procianidinas e a duragao do periodo fermentativo, ocorrendo uma alteragao de
cor das sementes de purpura para marrom (WOLLGAST; ANKLAM, 2000). Na
etapa subsequente do processamento da biomassa das sementes de cacau,
i.e. a torrefacdo, também sao observadas redug¢des no teor de compostos
fendlicos.

As biomassas de cacau em pd analisadas no presente trabalho sao
comercializadas e destinadas para fins alimenticios em industrias de biscoitos,
bolos e confeitos, balas, bombons, chocolates e coberturas, achocolatados,
leites achocolatados, além das industrias farmacéuticas e de aromas. Todavia,
nao foram encontrados dados na literatura, que permeassem estabelecer
alguma relagdo entre a composigcdo quimica destas biomassas e a qualidade
do produto final.

Comparativamente, as médias dos teores de fendis totais (mg/l) entre as
biomassas de cacau em po estudadas apresentaram diferengas significativas,
com valores de concentracgdo situando-se na faixa de 74,7mg/l a 267,4 mg/Il. De
forma similar ao verificado para as amostras de café, a amplitude de variagao
no teor de fendis entre as amostras é atribuida as inumeras variaveis
relacionadas tanto a origem das biomassas como as etapas de processamento.

O maior teor de compostos fendlicos totais foi detectado nas as
amostras de cacau em poé alcalinizadas, T-800 (INDECA) e Allimentus
Engenharia e Tecnologia Ltda, respectivamente, 213,9 mg/l e 267,4 mg/l. O
processo de alcalinizagdo, segundo Wollgast e Anklam (2000), gera mudancas
na cor do produto e no flavor, assim como pode determinar redugbes do

conteudo de compostos fendlicos. Todavia, a andlise comparativa em relagéo
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ao cacau natural destas amostras, uma vez que nao foram disponibilizadas
amostras de cacau natural pelos fornecedores acima mencionados.

Outros compostos do metabolismo secundario que tém sido bastante
estudados sao os alcaldides, notadamente a cafeina, a teobromina e a teofilina.
Contudo, resultados contraditérios quanto ao efeito da concentragdo destes
compostos em relagdo a qualidade da bebida existem, de forma que estudos
mais aprofundados necessitam ser realizados como estratégia para a obtencéo
de um melhor entendimento do contexto em tela.

O alcaléide cafeina esta presente em quantidades variaveis nas
especies de café, sendo que os teores médios deste alcaldide obtidos no
presente trabalho, corroboram com aqueles encontrados por Tango (1971),
Cliford (1975) e Njoroge (1981), citados por Pimenta (1995), llly; Vianni (1996)
e ICO (2004), onde uma amplitude de concentragao de 0,6% a 1,5% (p/p) foi
observada.

Segundo llly e Vianni (1996), o teor de cafeina ndo tem efeito direto na
qualidade sensorial da bebida, enquanto para Fernandes e colaboradores
(2002), a cafeina é responsavel por 10% do amargor da bebida, ainda que os
valores de concentragdo normalmente observados e similares aos detectados
no estudo em tela ndo interfiram na qualidade da mesma.

E de interesse ressaltar que todas as amostras de café cru analisadas e
também o café torrado apresentaram teores de cafeina dentro da legislagéo
vigente. A legislacdo 12/78 da Comiss&o Nacional de Normas e Padrbes para
Alimentos (CNNPA) do Ministério da Saude estabelece o minimo de 1% (p/p)
de cafeina em cafés crus, enquanto a portaria 377 do mesmo érgéo, publicada
em 26 de abril de 1999, estabelece um minimo de 0,7g de cafeina/100g de
café torrado (0,7%, p/p).

No que se refere ao cacau, segundo Costa (1994) e Koyama e
colaboradores (2003), a teobromina €& o alcaléide predominante nesta
biomassa, fato que pode ser comprovado no presente estudo, com excegao a
amostra de cacau alcalino T-800 INDECA, onde a cafeina mostrou-se como o
composto majoritario. Além disto, para todas as amostras em estudo a teofilina

mostrou-se como o alcaldide de interesse com a menor concentragao.
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A lecitina € muito utilizada na industria alimenticia por ser um agente
emulsificante (HAN, 1994). As amostras de cacau alcalinas lecitinadas Frison e
Bretzke apresentam conteudos de teofilina de 3,0% (p/p) e 3,3% (p/p),
respectivamente, sendo estas as unicas amostras que apresentaram tal
composto. Porém, possiveis relagdes quimicas entre a molécula de lecitina e
teofilina n&o foram encontradas na literatura.

E de interesse ressaltar que todas as amostras de cacau analisadas,
apresentam teores de teobromina dentro da legislagcéo vigente. Todavia, com
relacdo a cafeina, 50% das amostras nao apresentaram valores de
concentragdo adequados a legislagado vigente, i.e., cacau natural e cacau
alcalino T-350 Indeca e cacau alcalino lecitinado Bretzek. A legislagdo 12/78,
da Comissdo Nacional de Normas e Padrbées para Alimentos (CNNPA), do
Ministério da Saude, estabelece o minimo de 1% a 4% (p/p) de teobromina e
cafeina em amostras de biomassas de cacau em po, todavia, sugere-se que
estudos mais aprofundados no contexto do presente trabalho sejam realizados,
a fim de estabelecer uma relagao entre composi¢cao quimica das biomassas de
cacau e a qualidade da matéria-prima e dos produtos derivados.

Numa terceira abordagem da relacdo composi¢do quimica-qualidade de
biomassas vegetais, observa-se que este ultimo parametro também se mostra
como fungao de seus constituintes minerais. Assim, e considerando que alguns
elementos minerais s&o essenciais ao funcionamento metabodlico normal do
organismo humano, o café cru constitui-se em fonte de macrominerais tais
como o calcio, potassio, magnésio e sodio, além dos microminerais cromo,
cobre, ferro, manganés, zinco, bario aluminio e cobalto (NORTHMORE, 1965;
UKERS, 1976; CARVALHO; CHAGAS; SOUZA, 1997; OLIVEIRA; MARCHINI,
1998; MORGANO et al., 2002).

Comparativamente aos dados obtidos por TSERERITNQOV et al. (1972) e
KRIVAN; BARTH; MORALES (1993), foram obtidos valores inferiores de
concentragao ferro (< 32 mg/Kg) para todas as amostras em estudo, de calcio
(< 826 mg/Kg — 3 amostras), potassio (< 13816 mg/Kg - 6 amostras), magneésio
(< 1794 mg/Kg — 8 amostras) e manganés (< 17 mg/Kg — 1 amostra). Com

relagdo aos elementos zinco e cobre, todas as amostras apresentaram valores
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de concentragédo consoantes ao descrito na literatura, sendo que para nenhum
dos minerais analisados foram observados valores acima dos encontrados na
literatura.

Uma consideracgao importante refere-se a relagao entre os teores de K,
Ca e N e a qualidade da bebida. Segundo Carvalho, Chagas e Souza (1997),
altos niveis de calcio e potassio nos graos sao depreciativos da qualidade da
bebida, respectivamente, em concentra¢des superiores a 0,11 % (p/p) e 1,75 %
(p/p). Ja a concentracdo de nitrogénio apresenta baixa influéncia sobre a
qualidade da bebida, observando-se apenas pequenas modificagcdes de
classificagado da bebida de apenas mole para mole, ou seja, de bebida de sabor
suave com leve adstringéncia para bebida de sabor suave, acentuado e
adocicado, sendo esta ultima de melhor qualidade (AMORIM et al., 1973).

A composicdo mineral dos tecidos vegetais pode ser influenciada por
uma seérie de fatores pertinentes a propria planta e ao ambiente, i.e. espécie,
variedade ou porta-enxerto, estadio vegetativo e idade da planta, tipo e manejo
do solo e interagdes entre nutrientes e estado fitossanitario da planta
(MARTINEZ et al., 2003). Assim, a obtencdo de padrbes de qualidade
apropriados a partir da analise da composicdo dos grdos de café é de
fundamental importancia.

As analises realizadas para os teores de minerais entre os tipos de
cafés, natural, cerrado, cereja e varredura mostrou diferengas significativas,
sobretudo nos teores de magnésio e potassio. Contudo, faz-se importante
ressaltar a caréncia de dados cientificos relacionados as variagdes de
composi¢cdo mineral entre os cafés oriundos de diferentes praticas de cultivo,
regides de plantio e processamento dos graos, por exemplo, com a qualidade
da bebida, um fato que dificulta sobremaneira a elaboragcdo de conclusdes
acerca dos efeitos deste pardmetro em relagcdo a qualidade fina do produto e
da bebida. Para tanto, sugere-se a realizagdo de estudos mais aprofundados
como forma de avangar no entendimento dos efeitos destes elementos sobre a

qualidade da bebida café.

A caracterizagao quimica qualitativa e quantitativa de biomassas de café

e cacau é importante na busca da padronizagao do perfil quimico de biomassas



67

que possam estar relacionados a qualidade de produtos finais derivados. Com
isto, € possivel vislumbrar a possibilidade de redu¢ado do tempo e dos custos
das analises, através do desenvolvendo e validagao de métodos analiticos
padronizados, disponibilizando ao consumidor produtos mais seguros e,
portanto, de qualidade superior, dada a agédo benéfica a saude humana de um

conjunto de compostos quimicos presentes nestas biomassas.
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7. CONCLUSOES

Em razdo das diferencas significativas encontradas nas amostras de cafés in
natura analisadas, referentes aos teores de compostos quimicos (fendis
totais, cafeina e elementos minerais), podemos concluir que estes nao sao
parametros satisfatorios para utilizar como padrao de classificacdo da bebida

de café.

Os cafés torrados apresentam menores teores de fendis totais com relagao

aos cafés in natura, fato que corrobora com a literatura.

A relacdo entre composicdo quimica das amostras de cacau em pd e a
qualidade de seus produtos requer estudos mais aprofundados, uma vez que
neste trabalho foram analisadas somente cacaus em pd, sem compara-los

com produtos derivados destes (i.e achocolatados, bolachas e chocolate).

Com relagao as diferengas significativas nos teores de fendis totais, cafeina,
teobromina e teofilina das amostras de cacaus em pd, ndo € possivel
estabelecer conclusdes relacionado-os com a qualidade, devido a auséncia

de dados cientificos.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

® A caracterizagdo quimica do café in natura (cru) pode apresentar-se como
método para averiguagéo da qualidade do produto final, podendo constituir um
meétodo analitico para classificagdo da bebida, uma vez que esta classificagcao
até hoje é realizada pelo teste da xicara (teste sensorial), utilizando-se graos

processados.

® A caracterizacdo quimica do cacau em po6 pode contribuir para estudos
relacionados a qualidade do produto (relagdo quimica-qualidade), assim como

seus derivados.
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CAPITULO I

ATIVIDADES BIOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES
EM BIOMASSAS DE CACAU E CAFE

9 INTRODUGAO

Uma parte consideravel das substancias de origem vegetal com agao
preventiva de doengas que acometem a populacdo humana provém do
metabolismo secundario de plantas, sendo que os alcaldéides e compostos
fendlicos constituem exemplos significativos. Estes compostos, denominados
fitoquimicos segundo a America Dietetic Association, sao definidos como :
“substancias encontradas em vegetais, que podem ser ingeridos diariamente, em
quantidades da ordem de gramas, e apresentam potencial para modular o
metabolismo humano, prevenindo contra diversas doengas e disfungdes”. Estes
compostos também vém sendo designados como “quimiopreventivos”, i.e,
substancias presentes nos alimentos cuja investigacao cientifica definiu uma agéo,
ou um conjunto de agdes profilatica(s), sobre o organismo humano, tal como
inibidores da carcinogénese (America Dietetic Association, 2004 ).

Em funcdo disso, e por estarem presentes em biomassas inseridas na
alimentacédo cotidiana do homem, como é o caso do café e cacau, tem sido
denotado aos compostos fendlicos e alcaloidais interesse crescente por parte da
comunidade cientifica. Estudos epidemiolégicos in vitro e in vivo sugerem que
estes compostos podem prevenir doengas cardiovasculares, neoplasicas e
degenerativas, as quais encontram-se associadas ao desenvolvimento de novos

vasos sanguineos.
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10 REVISAO BIBLIOGRAFICA

10.1 Atividades bioloégicas de compostos alcaloidais

Mesmo sendo distinguidos por apresentarem diferentes propriedades
organolépticas (cor, sabor e aroma), tanto o café como o cacau produzem alguns
efeitos similares no organismo humano (i.e. excitagao, diminuicdo da sensagao de
cansago), 0s quais sao indicativos de certos constituintes quimicos comuns na
composicao de suas biomassas. Dentre os compostos quimicos em comum,
destaca-se o grupo dos alcaldides purinicos ou xantinicos, representados com
maior significancia pela cafeina, teobromina e teofilina (FOYE; LEMKE;
WILLIAMS, 1995; RANG; DALE; RITTER, 2001) e cujas estruturas quimicas sao

mostradas na figura 19.

\
N N/CH3 N N /CH3
N X N X )\
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| \ N NH S0
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1,3,7- trimetilxantina 3,7- dimetilxantina 1,3- dimetilxantina

Figura 19. Estruturas quimicas dos alcaldides purinicos. cafeina (A),
teobromina (B) e teofilina (C), encontrados em biomassas de café e cacau.

A figura 19 evidencia uma grande semelhanga de estruturas quimicas entre
esses alcaldides purinicos, sendo o grau de metilagdo e a posicdo dos
grupamentos —CHs, fatores de diferenciagdo deste parametro, concorrendo de
modo determinante para a atividade biologica observada.

A cafeina e a teofilina sao constituintes do café, dos chas verde e preto e do

cacau, enquanto a teobromina € o componente majoritario do cacau (TYER;
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BRADY; ROBBERS, 1988; HELDT, 1997; MATISSEK et al, 1997; FLATEN, 1998;
REES; ALLEN; LADER, 1999; HINDMARCH et al., 2000; WEISBURGER, 2001;
JANAVEL et al, 2001; RANG; DALE; RITTER, 2001; ALTIMARI et al., 2001;
TOKUSOGLU; UNAL, 2002; ALMEIDA et al., 2003; ROGERS et al, 2003; SIMOES
et al., 2003; COSIC, 2003).

A tabela 21 apresenta um resumo das principais atividades biologicas da
cafeina, da teobromina e da teofilina sobre o sistema nervoso central, sistema

respiratério, a musculatura cardiaca e diurese.

Tabela 21. Propriedades farmacoldgicas dos alcaldides purinicos cafeina,
teofilina e teobromina, em ordem decrescente (1 a 3) de intensidade de agéo nos
sistemas nervoso central e respiratorio, musculatura cardiaca e diurese.

Alcaldide Sistema nervoso central, Estimulagao cardiaca, dilatagao
respiratério e estimulagcao coronaria, relaxamento do
no musculo liso musculo liso, diurese
Cafeina 1 3
Teofilina 2 1
Teobromina 3 2

Modificado de FOYE; LEMKE; WILLIAMS, 1995.

As xantinas sdo utilizadas ha muito tempo por popula¢gdes humanas. Muito
provavelmente, a cafeina tem sido utilizada desde o periodo paleolitico, por seu
efeito estimulante do sistema nervoso central (BARONE; ROBERTS, 1984).

Na medicina, a xantina mais utilizada, segundo Rang, Dale e Ritter (2001),
é a teofilina, que também pode ser utilizada sob a forma de amindfilina, i.e.
teofilina-etileno-diamina. Varios estudos clinicos demonstraram que as
preparagdes de teofilina podem ser eficazes no alivio de crises agudas e cronicas
de asma, principalmente devido ao seu efeito broncodilatador. Adicionalmente,
este alcaléide exerce efeitos sobre o sistemas nervoso central, cardiovascular e o
trato gastrointestinal (TYER; BRADY; ROBBERS, 1988; HELDT, 1997; COSIC,
2003; SIMOES et al., 2003; The American College of Allergy, Asthma &
Imumunology, 2003).

A maior parcela de pesquisas em curso na area farmacoldgica refere-se,

contudo, a cafeina, devido a diversidade de produtos naturais que a contém,
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estando presente em mais de 60 espécies de plantas distribuidas na biosfera, e
por ser consumida diariamente por 80% da populacdo em geral, através da
ingestdo de café, chas, chocolates, refrigerantes e medicamentos. Esta
diversidade de fontes e formas de ingestdo de cafeina dificulta a quantificagdo de
seu consumo (FOCCHI, 2004). De qualquer forma, nas ultimas décadas, o uso de
cafeina tem crescido, sobretudo entre os adolescentes, atribuido ao aumento do
consumo de refrigerantes (JAMES, 1997; STRAIN;GRIFFITHS, 2000). Em func&o
disto, é considerada seguramente o psicotropico mais consumido mundialmente
(COSIC, 2003; ICCO, 2004).

Dentre as trés xantinas citadas acima, a teobromina € considerada a de
menor toxicolidade (FOYE; LEMKE; WILLIAMS, 1995). O metabolismo deste
alcaldide tem sido investigado e, segundo Miners, Attwood e Birkett (1982), sua
eliminagcdo € dependente da atividade da xantina oxidase, além de outros
sistemas enzimaticos, presumidamente das oxidases hepaticas de fungédo mista.

As xantinas agem no sistema nervoso central e periférico, sobretudo a
cafeina, como estimulantes, inibidores do sono, diminuem a sensacao de fadiga,
facilitam a atividade intelectual e a criatividade, mantendo o individuo desperto e
em estado de alerta (ALMEIDA et al., 2003; ALTIMARI et al., 2001; FLATEN,
1998; REES; ALLEN; LADER, 1999; HINDMARCH et al., 2000; RUIJTER; DE
RUITER ; SNEL; LORIST, 2003; JANAVEL et al, 2001; ROGERS et al, 2003;
SIMOES et al., 2003; TOKUSOGLU; UNAL, 2002). Estes efeitos implicam em um
incremento nos niveis de adrenalina e noradrenalina séricos (SIMOES et al.,
2003). Mais recentemente, a cafeina tem sido usada como coadjuvante em muitos
medicamentos analgésicos, de controle do peso e alivio de alergias (ALTIMARI et
al., 2001, TOKUSOGLU; UNAL, 2002). O mecanismo de agdo da cafeina envolve
a indugao do acumulo de adenosina 3’, 5’-monofosfato ciclico (AMPc), através da
inibicdo da atividade da fosfodiesterase (PDE) e, com isso, os sinais excitatdrios
da adrenalina persistem por maior periodo de tempo. Este alcaléide também age
no bloqueio de receptores de adenosina (SNYDER, 1984; HELDT, 1997;
FREDHOLM,1999; SIMOES et al., 2003), agindo como um antagonista. Segundo

Daly e Fredholm (1998), existem quatro receptores diferentes de adenosina em
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humanos e outros mamiferos. Em condi¢des fisioldgicas do cérebro, a cafeina e a
teofilina bloqueiam os receptores Aza, A1. O primeiro, presente principalmente nos
terminais dendriticos, sendo alguns encontrados nos terminais sinapticos com
importante efeito modulatério sobre o sistema dopaminérgico. O segundo esta
presente em alta propor¢do nos terminais sinapticos, cuja ativagao inibe a
liberacdo de neurotransmissores como o glutamato e a dopamina. Em estudos
comportamentais pré-clinicos, agonistas dos receptores A; produziram efeitos
anticonvulsivantes, ansioliticos, sedativos e antipsicéticos. Quanto aos receptores
Aza, seus agonistas tém perfil principalmente de antipsicético, enquanto
camundongos sem esse receptor (knock-out) sdo mais agressivos.

A cafeina, por ser vasoconstritora, atua na cefaléia, compensando a
dilatacdo dos vasos sanguineos do cranio que normalmente causam a dor de
cabeca. Além disso, a cafeina parece potencializar os efeitos de outros
analgésicos, além de melhorar as dores de cabega por razdes emocionais
(BALLONE, 2004). A cafeina em combinagdo com um analgésico, como o acido
acetil-salicilico, € comumente utilizada no tratamento de dores de cabeca.
Também, quando combinada com o alcaldide ergotamina é utilizado no tratamento
de enxaquecas (OWEN, 2004).

A cafeina, a teofilina e menos acentuadamente a teobromina, atuam como
broncodilatadores, provocando um relaxamento da musculatura dos brdénquios
(TYER; BRADY; ROBBERS, 1988; HELDT, 1997; SIMOES et al., 2003; COSIC,
2003).

A teobromina e a teofilina atuam como diuréticos, cujo efeito € mais
duradouro para o primeiro alcaldide (TYER; BRADY; ROBBERS, 1988; EVANS,
1991; HELDT, 1997; COSIC, 2003; SIMOES et al., 2003).

Com relagdo a acdo deste compostos no sistema cardiovascular, eles
aumentam a frequéncia e o débito cardiaco. A cafeina causa vasoconstrigdo do
sistema vascular cerebral e vasodilatagdo periférica (SIMOES et al., 2003).
Estudos recentes indicam que o habito de beber café exerce uma pequena

influéncia no aumento da pressado sanguinea, mas n&o parece acentuar o risco do
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desenvolvimento de hipertensdo (BALLONE, 2004; IFIC, 2004; ALMEIDA et al.,
2003).

A cafeina também tem sido associada a um aumento nos niveis de acidos
graxos livres no sangue, portanto, funcionaria como uma substancia capaz de
mobilizar gorduras. Este efeito termogénico ocorre muito provavelmente em
consequéncia de sua agao como antagonista dos efeitos da adenosina no tecido
adiposo (BALLONE, 2004). O consumo de cafeina também produz um moderado
aumento no volume de urina e na excrecao de sodio, diminuindo a reabsorgao de
sbédio e agua nos tubulos renais (BALLONE, 2004) e estimula a secregao gastrica
de acido cloridrico e da pepsina, em doses a partir de 250 mg/L (BALLONE,
2004).

Outros estudos tém sugerido que a cafeina pode estar relacionada a
prevencao da doencga de Parkinson (ROSS et al, 2000; JOGHATAIE et al., 2004).
Como exemplo disto, Chen e colaboradores (2001) elaboraram estudos
epidemiolégicos associando o consumo de cafeina a ocorréncia da doenga de
Parkinson. Os resultados obtidos estabelecem uma base neuroldgica potencial
para a associacado inversa da cafeina com o desenvolvimento da doenca de
Parkinson, ou seja, quanto maior a frequéncia deste alcaldéide na dieta do
individuo, menores eram as probabilidades de ocorréncia desta doenca. A cafeina
atuaria impedindo as deficiéncias dopaminérgicas caracteristicas da doenca de
Parkinson (SCHWARZSCHILD; CHEN; ASCHERIO, 2002). O estudo de Ross
(2000) enfocou dados colhidos durante 30 anos, tendo como um universo 8.004
homens participantes de um programa cardiaco. Os dados sugeriram que 0 nao
consumo de café determinava um maior risco de desenvolvimento da doenca de
Parkinson em cinco ordens de magnitude, comparativamente aos individuos que
consumiam cinco ou mais xicaras de café por dia. Ascherio e colaboradores
(2001) estudaram uma populagdo de 47.351 homens e 88.565 mulheres sem
sintomas da doenca de Parkinson, mediante a aplicacdo de um detalhado
questionario dietético sobre o estilo de vida, atualizando-os a cada dois ou quatro
anos. Os resultados apontaram para um possivel efeito protetor de doses

moderadas da cafeina no desenvolvimento da referida doenca.
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Estudos demonstram que o consumo de cafeina (i.e. 3 xicaras de café),
reduz em até 40% o risco do desenvolvimento de doencgas renais (COSIC, 2003).

Um estudo comparativo realizado com 7949 diabéticos tipo 2, de idade
entre 35 e 56 anos, residentes em Estocolmo (Suécia), realizado por Agardh e
colaboradores (2004), demonstrou que o alto consumo de café (consumo diario
de 3 ou mais xicaras) reduz o risco de desenvolvimento da doenca e reduz a
tolerancia a glicose. Este efeito benéfico pode estar relacionado tanto a um
aumento na sensibilidade da insulina como a resposta mais acentuada desta. Em
estudo semelhante realizado por Salazar e colaboradores (2004), observou-se que
um consumo em longo prazo (diario) de café esta associado com uma redugéo
significativa no risco de diabetes tipo 2.

Existem evidéncias do efeito protetor da cafeina no desenvolvimento de
canceres de colo e reto. O efeito protetor deste alcalbide foi reportado um estudo
na Suiga, analisando-se 352 casos de cancer de colo e 217 casos de cancer retal,
com 512 pacientes-controles. Os resultados revelaram que o consumo de café
apresentou um efeito protetor do cancer de colo, enquanto o consumo de cha
determinou um efeito protetor do cancer de reto. Estudo similar, conduzido na
Italia, demonstrou que o risco de cancer de colo foi reduzido com a ingestao de 4
xicaras por dia de café, sendo esta resposta dose-dependente (COSIC , 2003;
MADDEN, 2004).

Tavani e colaboradores (2003) demonstraram uma diminuigdo do risco de
desenvolvimento de canceres oral, de esdfago e de faringe associada ao consumo
de café por populagcdes na ltalia e Suica. Em outros estudos relacionados ao
cancer de es6fago, o consumo da bebida café n&do foi associado ao risco de
desenvolvimento da neoplasia, ainda que a temperatura da bebida consumida
esteja relacionada ao aumento do risco deste tipo de cancer (CASTELLSAGUE et
al., 2000).

Nao ha evidéncias de risco de aborto e consumo de cafeina, porém alguns
autores indicam o consumo moderado desta (~300 mg/dia) durante o periodo de
gestacao (COSIC, 2003).
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Menos de 5% de cafeina administrada oralmente € recuperada inalterada
na urina. A cafeina tem um meia-vida plasmatica de 3 a 7 horas, sendo
metabolizada no figado, através do complexo citocromo P450. Os metabdlitos
ativos da cafeina sdo a paraxantina, a teofilina e a teobromina. A cafeina é
absorvida rapidamente por via oral, atingindo o pico sérico cerca de uma hora
apos sua ingestdo. A nicotina aumenta a eliminagdo da cafeina, explicando em
alguma extensdo o porqué dos fumantes apresentarem a tendéncia ao consumo
aumentado de cafeina. Por outro lado, os antibidticos, principalmente as
quinolonas, aumentam a concentracéo serica deste alcaloide. A cafeina atravessa
a barreira hemato-encefalica, tendo uma série de efeitos neurobioldgicos, i.e
estimulante (STRAIN;GRIFFITHS, 2000). A dose letal de cafeina para o ser
humano é de cerca de dez gramas, lembrando-se que uma xicara de café contém
cerca de 100 a 125 mg de cafeina (FOYE; LEMKE; WILLIAMS, 1995). Segundo
Minatti (2003), a dose necessaria para matar 50% de um grupo de humanos
adultos (LD-50) é de 75mg/Kg, o que equivaleria a um individuo de cerca de 80 Kg
beber 150 xicaras de café. O consumo normal de cafeina diariamente esta na

faixa de 2 a 3 xicaras, i.e., aproximadamente 300mg cafeina/dia

(http://www.diabetic-lifestyle.com, 2003). Doses superiores a 750 mg/dia (7
xicaras) podem produzir reagdes similares ao ataque de ansiedade, incluindo
delirio, sonoléncia, zumbido no ouvido, diarréia, vémitos, dificuldade respiratéria e
convulsdes (EROWID, 2003).

fosfodiasterase (PDE), com consequente aumento no AMP ciclico. O aumento no
AMP ciclico também pode atenuar as ag¢des das células inflamatoérias e explicar o
efeito da teofilina na fase tardia. Entretanto, as concentra¢cdes necessarias para
inibir a PDE isolada ultrapassam acentuadamente a faixa terapéutica. Ha algumas
evidéncias de que o relaxamento da musculatura lisa pode estar relacionado ao
efeito sobre uma fosfodiasterase dependente de GMP ciclico. Outro modo de agao
proposto refere-se ao antagonismo competitivo da adenosina nos receptores de
adenosina. Entretanto, o inibidor da PDE, emprofilina, um broncodilatador mais
potente, ndo atua como antagonista da adenosina (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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Vale ressaltar que muitos fatores podem interferir nos niveis séricos e na
utilizagao destes alcaldides pelo organismo humano, tais como a taxa de absorgao
ao longo do trato digestivo, a distribui¢cao tecidual, a meia-vida dos compostos e a

taxa de degradacao metabdlica, por exemplo.

10.2 Atividades biologicas dos compostos fendlicos

Diversos estudos epidemiolégicos in vitro e in vivo indicam a correlagao
positiva entre o consumo de compostos fendlicos e a saude. Esta relagao tem sido
atribuida a presenga, sobretudo, de um subgrupo de compostos fendlicos,
conhecidos como flavonéides, os quais apresentam uma variedade de atividades
biolégicas (HANASAKI; OGAWA; FUKUI,1994;RAUHA, 2001; KRIS-ETHERTON
et al., 2002).

Atualmente, tem sido atribuido a estes compostos atividade anti-
carcinogénica, anti-aterogénica, anti-trombdtica, anti-ulcerogénica, anti-
inflamatdria, anti-alérgica, antibidtica, anti-viral, anti-parasitarios, analgésicos,
vasodilator, de inibicdo da permeabilidade capilar e imunomoduladora, entre
outras (YAMANE, 1996; KUO, 1996; FOTSIS et al., 1997; BENAVENTE-GARCIA
et al.,, 1997; CHUNG; LU; CHOU, 1998; HANSEN; DEL OLMO; BURN, 1998;
YANG, 1998; MATIUCCI, 1998; FITZPATRICK; BING; ROHDEWALD, 1998;
PEARSON et al.,, 1998; LOPES, 2000; WEISBURGER, 2001; GEE, J.M;
JOHNSON, 2001; FERRARI; ELIZABETH; TORRES, 2002; MAYDATA, 2002;
KRIS-ETHERTON; KENN, 2002; FERNANDES; BARROS, 2004). Além disto,
apresentam acao antioxidante (IOKU, 1995; SIQUEIRA; OETTERER; REGITANO-
D’ARCE, 1997; CATAPANO, 1997; HAN, 1997FERNANDES; BARROS, 2004), em
funcéo de sua capacidade de sequestrar radicais livres (OH e O, por exemplo) e
espécies reativas de oxigénio (ROS - i.e. H,0;), formar complexos com metais (i.e.
quelagdo - Fe*?, Cu*") e inibir a peroxidacao lipidica de membranas celulares.
Além disto possuem efeito inibitério de sistemas enzimaticos tais como a DNA
topoisomerase |l, a proteina quinase C e a proteina tirosina quinase, modular a

atividade de enzimas como a citocromo P-450, a ciclooxigenase e a lipoxigenase
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(COOK; SAMMAN, 1996; BRAVO, 1998; RAUHA, 2001; SUGIHARA, 2001;
TRUEBA, 2003; FERNANDES; BARROS, 2004; NARDINI, NATELLA, SCACCINI,
2005).

Segundo Vinson e colaboradores (1998), os flavondides apresentam
capacidade antioxidante superior as vitaminas C e E e ao p-caroteno (RICE-
EVANS, 1996). De forma similar, Kris-Etherton e colaboradores (2002) menciona a
ocorréncia do estilbeno trans-resveratrol, com forte acdo antioxidante, em vinhos
tintos e nos sucos de uvas tintas.

A habilidade antioxidante dos flavondides reside na disponibilidade de
hidroxilas livres no anel B, doando o atomo de hidrogénio (Fig. 20) e na
capacidade de quelar metais como o ferro e o cobre (SUGIHARA et al., 2001).
Segundo Fernandes e Barros (2004), os flavondides s&do capazes de inibir
enzimas responsaveis pela formacao de ions superoxidos, como a xantina oxidase
e a proteina C quinase, assim como a ciclooxigenase, a monooxigenase
microsomal e a succinoxidase mitocondrial, as quais encontram-se envolvidas em

processos de geragao de espécies livres de oxigénio (ROS).

OH
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\

C
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Figura 20. Detalhe da estrutura quimica basica de compostos fendlicos,
evidenciando os anéis A, B (homociclicos) e C (heterociclico).
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Em mamiferos, os radicais livres (RL) podem ser provenientes da re-
oxigenagcdo de tecidos isquémicos, do resultado de processos inflamatorios
agudos e cronicos, da radiagdo ionizante, da lesdo causada por substancias
quimicas e da reagcdo com metais (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1989;
OLSZEWER, 1995; SHILS; OLSON; SHIKE, 1997). A acao de agentes poluentes,
do fumo, do alcool, a exposig¢ao solar excessiva, os disturbios do sono, o uso de
drogas de abuso, as alteragdes constantes de peso e o excesso de atividade
fisica, entre outros, contribuem para o aumento da formacéao de radicais livres, um
processo denominado de estresse oxidativo. Com isso, para combater o aumento
da formacao de radicais livres € indicada a ingestao de alimentos antioxidantes, ou
seja, alimentos ricos em substancias capazes de sequestrar estes radicais,
evitando danos ao organismo (OLSZEWER, 1995; PUNCHARD; KELLY, 1996;
MAGNONI, 2001; SANCHES-MORENO, 2002; KAUR; KAPOOR, 2002;
FERNANDES; BARROS, 2004).

No cacau e seus derivados, encontra-se uma rica fonte de compostos
fendlicos, sobretudo da classe dos flavondides, com destaque as catequinas (Fig.
21 — epicatequina (EC), epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato
([ECG) e procianidinas). Comparada com outros antioxidantes conhecidos, a
EGCG é considerada 100 vezes mais eficaz que a vitamina C e superior a
vitamina E em 25 ordens de magnitude. De forma interessante, ressalta-se que as
catequinas auxiliam na protegédo da vitamina E e do B-caroteno, e potencializam a
agao da vitamina C, além de protegé-la da termolabilidade por mecanismos ainda
nao elucidados (PORTER; MA; CHAN, 1991; WAN et al., 2001; WEISBURGER,
2001; SUGIHARA et al.,, 2001; CAO; CAO; BRAKENHIELM, 2002;
CARNESECCHI et al., 2002; LU et al.,, 2002; OSAKABE et al., 2002; KRIS-
ETHERTON et al., 2002; MAYDATA, 2002; KEEN, 2002; LEE et al., 2003).
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OH

OH

Catequina (R1 = OH; R2 = R3 = H), epicatequinas (R1 = R3 = H; R2 = OH);
epicatequina galato (R1 = R3 = H; R2 = galoil), epigalocatequina (R1 = H; R2 = R3 = OH);
epigalocatequina galato (R1=H; R2= galoil; R3=0H).

Figura 21. Detalhe da estrutura quimica de compostos fendlicos
encontrados em biomassas de cacau.

Algumas comparagdes foram realizadas em estudos enfocando as
propriedades antioxidantes do chocolate e outros alimentos e bebidas, revelando
que o cacau e seus produtos derivados como o chocolate tem maior conteudo de
(poli) fendis que determinadas biomassas vegetais (FERNANDES; BARROS,
2004).

Sabe-se que a porcao referencial normalmente consumida de chocolate é
de 40g/dia, o que fornece, em principio, 349 mg e 951 mg de antioxidantes (poli)
fendlicos, respectivamente a partir da ingestdo de chocolate ao leite e chocolate
amargo. Segundo Vinson (1995), o valor médio de concentracdo de compostos
(poli) fendlicos encontrado no cha preto € de 943 mg/240 ml e no vinho tinto de
431 mg/240 ml. Contudo, 240 ml de chocolate em pd para preparo instantaneo
fornecem 45 mg de polifendis, enquanto o cacau em pé possui 211 mg de
polifendis.

Segundo Wan e colaboradores (2001), o consumo de cacau em po e

chocolate preto pode apresentar um efeito protetivo das doencas
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cardiovasculares, reduzindo a susceptibilidade da oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), aumentando a capacidade antioxidante total sérica e a
concentracao da fracao da lipoproteina de alta densidade (HDL) do colesterol.

A modificacdo oxidativa da LDL in vitro mostra ser a chave na iniciagdo do
processo aterosclerotico. Estudos tém mostrado que os flavondides previnem a
oxidagao da LDL in vitro pelo sequestro das espécies reativas de oxigénio, ou pelo
sequestro de ions metalicos (KONDON, 2002; ENGLER; ENGLER, 2004).

Richelle e colaboradores (1999) demonstram maior absor¢ao de
epicatequinas apos o consumo de 40mg de chocolate amargo em humanos. Vale
ressaltar que ainda ndo foi demonstrado se os polifendis dos chocolates de
mercado podem agir como antioxidantes apds ingestdo, uma vez que a gordura
presente naqueles produtos atua como pro-oxidante in vivo.

Para Osakabe e colaboradores (2002), a atividade antioxidante entre a
catequina, a epicatequina e seus estéreo-isbmeros € significativamente diferente.
A epicatequina apresenta atividade mais efetiva na oxidacdo da fracdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) do colesterol. Entretanto, seu estudo
revelou a capacidade antioxidante da catequina, fato ndo demonstrado
anteriormente.

Assim como o cacau e seus derivados, o café é outra fonte rica em
compostos fendlicos, cujo efeito benéfico do seu consumo também esta
relacionado a capacidade antioxidante de compostos presentes naquela
biomassa.

Diversos estudos demonstram que o composto fendlico majoritario com
propriedade antioxidante na biomassa de café é o acido clorogénico, porém outras
substancias fendlicas também sédo observados naquela espécie, entre as quais
destacam-se os acidos galico, cumarico, cafeico e ferulico (MAYDATA, 2002;
PANZELLA; NAPOLITANO; d'ISCHIA, 2003; HUANG; PAULIS; MAY, 2004).

Comparativamente, uma xicara de café contém cerca de 200 a 500 mg de
(poli) fendis, enquanto uma xicara de cha preto e um calice de vinho tinto contém
150-200mg e 200-800mg, respectivamente (LAKENBRING; LAPEZYNSKI;
MAINWALD, 2000).
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Segundo Maydata (2002), os acidos clorogénico e cafeico apresentam
aspectos funcionais similares as catequinas, porém, com diferentes estruturas

quimicas (Fig. 22) e fungées metabdlicas.
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Figura 22. Detalhes da estrutura quimica de acidos hidroxicinamicos e
fenilpropanoides encontrados comumente em biomassas de café.

Estudos realizados por Daglia, Papetti e Gregotti (2000) demonstraram as
propriedades antioxidantes in vitro dos acidos clorogénico, cafeico e ferulico, via
inibicdo da oxidacédo da fracdo LDL do colesterol, corroborando na prevencao de
enfermidades cardiovasculares.

E importante ressaltar que o teor de compostos (poli) fendlicos presentes
em biomassas de café in natura (cru) e torrado é diferente, devido a perda destes
metabdlitos durante a torrefagdo dos graos (i.e. reagdo de Maillard), levando a
formagdo de outros compostos antioxidantes menos efetivos como as
melanoidinas, as quais fornecem ao café sua cor caracteristica (RICHELLE et al.,
2001; MAYDATA, 2002). Também ha diferengas nos teores dos compostos (poli)



84

fendlicos entre as espécies Coffea arabica e C. conephora, conforme demonstrado
por Clifford (1999), onde uma xicara (200 ml) da bebida preparada com graos de
C. arabica contém cerca de 70 a 200 mg de acido clorogénico, enquanto valores
de 70 a 350 mg de acido clorogénico foram encontrados para a bebida preparada
a base de graos de C. conephora,.

Olthof e Hollman (2001) estimam que o consumo diario de &acido
clorogénico pelo homem é de aproximadamente 1 grama. Outros compostos
fendlicos presentes nos graos de café que vém sendo estudados quanto aos seus
efeitos bioldgicos sdo os acidos ferulico, p-cumarico, sinaptico, vanilico,
hidroxibenzoico, os flavondides campferol e quercetol, além dos diterpenos
cafestol e caveol, e de constituinte da fragdo 6leo essencial (acido cinamico e
aldeido cindmico), entre outros (PIMENTA; COSTA; CHAGAS, 2000;
FERNANDES; BARROS, 2004). O café tem mostrado vantagens como fonte de
compostos antioxidantes em relagdo a outras bebidas presentes na dieta humana
porque representa uma das bebidas mais comuns do mundo.

A capacidade antioxidante de inumeras biomassas vem sendo mensurada
por diferentes métodos. Segundo SANCHES-MORENO (2002) e RAUHA (2001),
podemos classificar os testes antioxidantes tanto de alimentos como de sistemas
bioldégicos em dois grupos: 1) métodos para avaliar a peroxidagao lipidica, no qual
um substrato de natureza lipidica ou lipoproteica em condicbes padronizadas é
usado, determinando-se o nivel de inibicdo de oxidacdo do substrato, ou, 2)
métodos que avaliam a habilidade do composto em estudo em sequestrar radicais
livres, i.e. radical superdxido - Oy e hidroxil — HO". O anion superéxido € um
radical livre instavel, com vida média de milissegundos, em pH neutro; & instavel
em meio aquoso e de forma espontanea produz perdxidos e oxigénio molecular. O
superoxido € um agente oxidante fraco, oxidando somente alguns substratos,
porém, tem sido demonstrado que este composto € um componente redutor de
varias substéancias i.e. ferro ibnico e seus complexos, hemoproteinas (citocromo c,
metaglobina, mioglobina peroxidase e quinonas). Algumas pesquisas indicam que
este anion pode exercer sua citotoxidade inativando enzimas especificas

essenciais a ceélula, entre as quais a tRNase e a (gliceraldeido3-fosfato
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desidrogenase (OLSZEWER, 1995). O radical hidroxil € considerado o mais
reativo radical livre nos sistemas biolégicos, uma vez que nao ha enzimas que
catalisem a sua remocao (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1989; OLSZEWER, 1995).

Como ¢é sabido, os radicais livres apresentam um papel importante no
desencademento prevencao e defesa de inUmeras doencgas cronicas, sobretudo
aquelas de natureza cardiovascular e neoplasica. Estas doencas podem estar
associadas aos mecanismos celulares envolvidos na formagdo de vasos
sanguineos (SIMONS; WARE, 2003).

Estudos baseiam-se no fato de que o surgimento e a expansao do sistema
vascular sdo requisitos fundamentais para a ocorréncia de diversos processos
patofisioldgicos, além dos citados acima (i.e. doencas degenerativas). Com isso,
recentes avangos no conhecimento cientifico tém langcado perspectivas para o
desenvolvimento de fitoterapicos capazes de estimular a revascularizacdo, com
vistas a restauracdo de tecidos em doencgas isquémicas, ou ao bloqueio da
formagdo de vasos em casos de neoplasias (JAVANEL et al., 2001; SIMONS;
WARE, 2003).

Os processos bioquimicos relacionados ao desenvolvimento de novos
vasos sao denominados de vasculogénese e angiogénese. Tem sido considerado
que o primeiro é limitado somente a embriogénese e acredita-se nao ocorrer em
adultos normais, i.e. sem disfun¢des. Ja a angiogénese ocorre tanto durante a
embriogénese como na vida poés-natal. Entretanto, a distingdo entre estes
processos ndo é absoluta, porque ambos requererem a proliferacdo de células
endoteliais, a migracdo e a remodelagem para a formacdo de novos vasos,
independentemente de vasos pré-existente (RIBATTI et al., 2001).

A vasculogénese é definida como o processo de formacdo de vasos
primitivos (JONES et al., 2001; CHARNOCK-JONES; KAUFMANN; MAYHEW,
2004; ZAMMARETTI; ZISCH, 2004), enquanto a angiogénese refere-se ao
processo de formacdo de novos vasos, a partir de vasos pré-existentes
(BOLONTRADE et al., 1998; TARTA et al., 2000; CAO; CAO; BRAKENHIELM,
2002; LaRUC; LANSFORD; DRAKE, 2003; RIBATTI et al., 2003). Recentes
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estudos indicam que a vasculogénese nao esta restrita somente a embriogénese,
mas também encontra-se envolvida em fungdes fisioldgicas, ou ainda contribui
para patologias de doencas vasculares em adultos. As maiores evidéncias em
favor destes novos aspectos sao: (1) a demonstracao da presenga de células
endoteliais circulantes e de precursores de células endoteliais; (2) mecanismos
recentemente descritos relacionados a formacdo de vasos sanguineos em
tumores (RIBATTI et al, 2001; SIMONS; WARE, 2003; ZAMMARETT]I; ZISCH,
2004).

A vasculogénese € um processo essencial para o crescimento do embrido,
iniciando-se com o agrupamento de progénitores mesodermais (hemangioblastos),
seguido pela diferenciacdo em angioblastos e células tronco/progenitoras
hematocitopoéticas. Estes agrupamentos sdo chamados de ilhotas sanguineas,
contendo células tronco centralizadas envolvidas por angioblastos na periferia. A
fusdo de multiplas ilhotas sanguineas do embrido gera vasos sanguineos
primitivos que constituem redes de plexos capilares (ZAMMARETTI; ZISCH,
2004). Mais recentemente, estudos demonstraram a existéncia de angioblastos ou
células progenitoras endoteliais (endothelial progenitor cells - EPCs) em adultos,
presentes na medula 6ssea e na circulagdo sanguinea, sugerindo que estes séo
funcionalmente semelhantes aos angioblastos embridnicos. Tal fato reforga a idéia
que estas células participam da neovascularizagéo local em adultos (ASAHARA et
al., 1997, 1999).

Outros trabalhos tém demonstrado que os angioblastos derivados da
medula 6ssea sao ativamente recrutados em situacdes de traumas, isquemia, ou
infarto e, ao diferenciarem-se em células endoteliais maduras, integram os novos
vasos. Assim, consequentemente, o conceito de indugdo e modulagdo da
vasculogénese em adulto ou vasculogénese pds-natal pode ser considerado como
uma estratégia terapéutica (WARE, SIMONS, 1997; RIBATTI et al, 2001,
JANAVEL et al., 2001; FELMEDEN; BLANN; LIP, 2003; LaRUC; LANSFORD;
DRAKE, 2003).

O processo de desenvolvimento de novos vasos é altamente regulado por

diversos tipos de células indiferenciadas, i.e. angioblastos, ou diferenciadas, i.e.
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mondcitos, mastécitos, endoteliécitos e outras células, e diferentes moléculas
sinalizadoras, como por exemplo o fator de crescimento fibroblastico (JANAVEL et
al., 2001).

Os fatores de crescimento fibroblastico basico (bFGF) interagem nos
mecanismos de proliferagdo, migracao, diferenciagdo e sobrevivéncia de células
endoteliais, envolvidas na formagéo destes vasos primarios. E o primeiro fator de
crescimento descoberto, pertencendo a uma familia de 20 moléculas com grande
potencial mitogénico, e representando o mais potente peptidio angiogénico
conhecido até o momento. Sao produzidos por células do endotélio vascular e
células musculares, fibroblastos e certas células tumorais. Todas estas células
expressam pelo menos um dos quatro receptores tirosina-quinase (FGFR,
fibroblast growth factor receptor): FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 e FGFR-4). Outra
caracteristica desta familia de fatores de crescimento € a sua habilidade de
interagir com glicosaminoglicanas semelhantes a heparina da matriz extra-celular
(JANAVEL et al., 2001; FELMEDEN; BLANN; LIP, 2003).

Outra molécula sinalizadora amplamente estudada é o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), cuja fungéo € estimular a proliferagdo e migracéo das
células endoteliais e sua organizagdo tubular, inibindo a apoptose das mesmas. A
combinacdo destes dois fatores in vitro representa um poderoso estimulo a
formacdo de vasos sanguineos, porém, estudos demonstram que somente o
aumento da concentracao de FGF (fatore de crescimento fibroblastico) é suficiente
para ativar toda a cascata de eventos necessarios para este processo. Além disto,
o FGF regula a permeabilidade vascular, favorecendo o extravasamento de
proteina e permitindo assim a formacéao de um gel de fibrina, apto para a migracéo
e organizagao das células endoteliais (MUROHARA; HOROWITZ; SILVER, 1998;
JANAVEL et al., 2001; FELMEDEN; BLANN; LIP, 2003).

Estudos epidemioldgicos in vivo e in vitro sugerem que a epigalocatequina
galato (EGCG), presente no cacau e seus derivados, inibe a acdo do fator de
crescimento endotelial (VEGF) (CAO; CAO, 1999; CAO; CAO; BRAKENHIELM,
2002). No presente trabalho, a atividade angiogénica de extratos aquosos de café

e cacau foi avaliada pelo modelo de estudo da vascularizagdo de embrides de



88

Gallus domesticus (CAM - membrana corio-alantoica). Este modelo apresenta
uma série de vantagens em relacdo a outros modelos animais, incluindo a
simplicidade, o baixo custo, valendo-se também da imunodeficiéncia natural que
os embrides de galinha apresentam, além da diversidade de células e tecidos
presentes naquelas estruturas (LEIGHTON; NASSAUER; TCHAO, 1985; McNATT
et al.,, 1992; NGUYEN; SHING; FOLKMAN, 1994; NIKIFORIDIS et al., 1999;
RIBATTI et al., 2001; DIAS et al., 2002; SEIDLITZ et al., 2004).

Diversos autores (LEIGHTON; NASSAUER; TCHAO, 1985; McNATT et al.,
1992; NGUYEN; SHING; FOLKMAN, 1994; NIKIFORIDIS et tal., 1999; RIBATTI et
al., 2001; DIAS et al., 2002; SEIDLITZ et al., 2004) concordam que o entendimento
dos mecanismos envolvidos na atividade anti-tumoral de compostos naturais &
uma tarefa bastante complexa. Contudo, sdo unanimes na concordancia quanto
aos efeitos inibitérios de determinados compostos fendlicos sobre a angiogénese,
i.e. resveratrol, presente no vinho tinto, e a EGCG, presente no cha verde,
segundo um modelo de acgado inibitéria dose—dependente para este ultimo
composto. De forma similar, outros estudos sugerem acgao anti-carcinogéncia e
anti-mutagénica aos flavondides presentes em biomassas de cacau
(WEISBURGER, 2001; KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Aos compostos fendlicos presentes em biomassas de café também tém
sido reportados efeitos anti-carcinogénicos e anti-mutagénicos, notadamente aos
acidos clorogénico, cafeico, fenilico e cumarico. Estas atividades foram
comprovadas em ensaios in vitro e in vivo recentemente (MAYDATA, 2002) e,
segundo MICHELS e colaboradores (2002), além destes compostos, a cafeina,
alcaldide majoritario do café, apresenta acgao inibitéria de processo celulares que

pode estar associada a carcinogénese.

E consenso no meio cientifico que o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos é essencial para o crescimento do embrido e para reparar processos
fisiolégicos como a cicatrizagdo de ferimentos, a restauragdo de tecidos poés-
isquémicos, as mudangas endometriais no ciclo menstrual, entre outros.

Entretanto, o desenvolvimento anormal de novos vasos esta relacionado a
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numerosos processos patofisiolégicos, mencionando-se como exemplo a inibi¢ao
do crescimento de vasos sanguineos associada a atresia intestinal e ulceras. De
modo geral, os focos de intensa proliferagdo de vasos sanguineos encontram-se
associados ao crescimento de tumores, porém, um aumento no crescimento
vascular tem sido demonstrado ocorrer em doencas ndo malignas como artrite
reumatdide, lupus, psoriases, retinopatias proliferativas e aterosclerose
(FELMEDEN; BLANN; LIP, 2003). De qualquer forma, a relagdo existente entre
vasculogénese e angiogénese com o0s processos fisiopatologicos de natureza
neoplasica ainda € pouco conhecida, justificando a realizacdo de estudos mais
detalhados como estratégia para a obtencdo de métodos e processos
profilatico/terapéuticos que viabilizem maiores indices de sucesso na

prevengao/cura.
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11. OBJETIVOS
11.1 OBJETIVO GERAL

— Analise de extratos aquosos de café e cacau na atividade antioxidante e no

processo de vasculogénese.

11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Detectar a atividade antioxidante dos (poli) fendis presentes na fragéo

aquosa de biomassas de café e cacau, em ensaios in vitro, a saber:
capacidade sequestrante dos radicais superdxido (O'2 -) e hidroxil (OH-);

— Determinar o efeito dos extratos aquosos e da cafeina sobre o processo de

vasculogénese e desenvolvimento dos embrides de Gallus domesticus.
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12. MATERIAL E METODOS

121 MATERIAL
12.1.1 Amostras de biomassas de café e cacau

A amostra de café in natura (cru) analisado, 40002871 (selecionada
aleatoriamente), foi cedida pela Cooperativa de Cafeicultores de Guaxupé, MG
(COOXUPE), em abril de 2003. Os valores referentes aos teores de fendis e

cafeina desta amostra estdo apresentados na tabela 22.

Tabela 22. Teores de fendis totais (mg/l) e cafeina (mg/g) em amostra de
café in natura, cru de registro numero 40002871.

Amostra Fendis totais (mg/l) Cafeina (mg/g)

40002871 95,20 0,87

A amostra de cacau analisado foi o cacau alcalino lecetinado (selecionado
aleatoriamente), cedido pela Empresa Bretzke de Jaragua do Sul — SC, no ano de
2003. Os valores de concentracdo de compostos fenolicos totais e cafeina

referente aquela amostra estdo apresentados na tabela 23.

Tabela 23. Teores de fendis (mg/l) e cafeina (ug/ml) da amostra de cacau
alcalino lecitinado Bretzke

Amostra Fendis totais (mg/l) Cafeina (ug/ml)

Cacau alcalino lecitinado Bretzke 150,10 15,82

12.1.2. Determinacgao da atividade antioxidante dos extratos aquosos de café
e cacau
As amostras de café utilizadas nesta analise estdo apresentadas na tabela

24.
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Tabela 24. Conteudo de fendis totais (mg/l) das amostras de tipos de cafés
selecionados para avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro.

Amostral/tipo de café Fendis totais (mg/l)
40002959/café cereja descascado 156,78
40002871/café natural 95,20
40002928/café do cerrado 129,24
Café expresso 121, 34

As amostras de cacau selecionadas para os ensaios in vitro da atividade
antioxidante e suas respectivas concentracdes estido apresentadas na tabela
25.

Tabela 25 Concentracédo de fendis totais (mg/l) de amostras de cacau
selecionadas para avaliagao da capacidade antioxidante in vitro.

Amostra/empresa Fendis totais (mg/l)
Cacau em p¢ alcalino lecetinado Bretzke 150,10
Cacau em p6 natural Indeca 187,46
Cacau alcalino Indeca T-800 267,38

12.1.3. Material biolégico

Para a avaliagado do processo de vasculogénese foram utilizados embrides
de galinha da espécie Gallus domesticus, linhagem Ross, cedidos pela empresa
Macedo Koerich (Palhoga, SC). Os ovos foram coletados e, 24 horas apos a
postura, incubados em estufa a 37,5°C, 65% de umidade relativa do ar, ao longo
de 4 dias.
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12.2 METODOLOGIA

12.2.1 Obtencgao dos extratos de café e cacau

A 2g (peso fresco) de amostra foram adicionados 15 ml de solucdo de
CaCO3; 4,7% (p/v), seguido de aquecimento brando (20 segundos em forno de
microondas). Vale ressaltar que as amostras de café utlizadas foram: 40002959,
40002871, 40002928 e café expresso, enquanto as amostras de cacau foram:
cacau alcalino lecetinado Bretzke, natural Indeca e alcalino Indeca T-800. Em
seguida, a solugéo aquecida foi transferida para um aparato de soxhlet, mantendo-
a sob fervura, por 20 minutos. Apds este periodo, a solugao foi resfriada em
temperatura ambiente e filtrada sob vacuo. Os extratos aquosos obtidos foram
secos em estufa, a 50°C, por 24 horas. Os extratos secos foram armazenados em
tubos de micro-centrifuga (Eppendorf), adicionados de nitrogénio e mantidos a

temperatura de 8°C.

12.2.2 Avaliagao do efeito dos extratos aquosos de café in natura (cru) e

cacau em po alcalino lecetinado sobre a vasculogénese in vivo

Os ensaios foram realizados avaliando-se o efeito dos extratos aquosos
de café in natura (cru) e cacau em po alcalino lecetinado sobre o processo de
vasculogénese de embrides de G. domesticus (fig. 23). Além dos extratos aquosos
citados, avaliou-se a atividade vasculogénica da cafeina pura, para fins de
comparagdao. Uma solugdo de metilcelulose (0,45% - p/v) foi utilizada como
controle negativo e uma associagao de heparina (50 Ul) e hidrocortisona (diluigao

1:50 - 156 ng/disco), foi utilizada como controle positivo.
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Figura 23. Micrografia 6tica (25x) da vesicula vitelinica de embrides de
galinha utilizados como modelo de estudo da vasculogénese. A) embrido
com 48 horas de incubagéo - ilhotas sanguineas destacadas em vermelho;
B) embrido com 96 horas de incubacao (seta preta), vasos sanguineos
iniciais (seta vermelha).

12.2.2.1. Adsorcao dos extratos aquosos de café e cacau, cafeina e

heparina-hidrocortisona aos suportes de metilcelulose

Os compostos em estudo foram solubilizados em agua e adsorvidos em
suportes (discos) de metilcelulose (0,45% p/v; Sigma, MO/ USA). Os discos foram
preparados retirando-se com micro-pipetas um volume correspondente a 5 pl, e ao
final apresentaram diametro aproximado de 3 mm. A solug¢ao adsorvida ao suporte
de metilcelulose foi seca ao ar, em ambiente de fluxo laminar, em bandeja de
metal revestida com Teflon™. As concentragbes dos extratos aquosos de café e
cacau em estudo variaram de 0,07 ug/ml a 2,1 ug/ml, enquanto utilizou-se uma

concentracao de 0,21 ug/ml para cafeina.
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12.2.2.2. Calculos das dosagens

Para efeito do calculo das concentracbes dos tratamentos, foi utilizada
como referéncia o consumo diario de cafeina de 300 mg/dia, para um homem de
60 Kg (1,5 a 5,0 mg por Kg de peso) (CAVALCANTE et al., 2000; ALTIMARI et al.,
2001), sendo a média dos pesos dos embrides correspondente a 42 mg (Tabela
26).

Tabela 26. Concentracado (ug/disco) dos tratamentos utilizados para os
tratamentos dos embrides de G. domesticus, em valores relativos ao
consumo humano (mg/dia) dos compostos em estudo.

Homem - 60Kg (mg/dia) Embrido - 42 mg (ng/disco)
30 0,021
100 0,07
300 0,21
1000 0,7
3000 2,1

12.2.2.3. Tratamentos

Os suportes de metilcelulose foram implantados sobre as ilhotas
sanguineas, na periferia da area vasculosa da vesicula vitelinica, no 2° dia de
incubacao do ovo, através de uma abertura na casca (10 mm). Posteriormente, o
orificio foi fechado com fita adesiva (celofane) e os ovos foram reincubados por
um periodo complementar de 48 horas, totalizando 96 horas de incubacao (Fig.
24).
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Figura 24. Detalhe do procedimento de reincubagéo dos ovos em estufa,
apo6s a aplicacao dos discos de metilcelulose contendo os tratamentos.

12.2.2.4. Analise do material e quantificacdo dos vasos sanguineos

Transcorridas 48 horas de incubacgéo apds a aplicagao dos tratamentos, os
ovos (n = 8) foram retirados do incubador e a zona em torno do implante do disco
de metilcelulose (Fig. 25) foi analisada com o auxilio de um microscopio
estereoscopio (25x). Para a quantificacdo do efeito dos compostos estudados
sobre a vasculogénese foi determinado o numero de vasos sanguineos capilares
que interceptam os limites dos discos de metilcelulose, conforme descrito
previamente (DIAS et al., 1999).
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Figura 25. Micrografia ética (25x) indicando (seta amarela) a ocorréncia de
vasos sanguineos que interceptam o disco de metilcelulose (0,21 ug/disco).
A contagem destes vasos foi utilizada como indicador do efeito dos
tratamentos em estudo sobre a vasculogénese em embrides de G.
domesticus.

12.3. Avaliagao da capacidade antioxidante dos extratos (poli) fendlicos de

café e cacau

Para esta avaliagédo, dois ensaios foram realizados: a) teste da medida da
degradacéao da desoxirribose, para determinagdo da capacidade sequestradora do
radical [OH] e b) teste NBT (Nitro Blue Tetrazolium), onde a deteccdo da

capacidade sequestradora do radical anion superéxido foi avaliada.

12.3.1. Determinagao de danos oxidativos a desoxirribose (capacidade

sequestradora de OH’)
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O sistema gerador de espécies reativas de oxigénio (EROs) para deteccéo
de danos oxidativos em desoxirribose foi realizado de acordo com Nishida e
colaboradores (1991). A deteccao dos produtos oxidados (TBARs) foi realizada
como descrito em Halliwell e Gutteridge (1989), sendo os ensaios realizados em
triplicatas, num volume final de 1,2 ml, em tubos Pyrex de 10ml. O meio de reagao
consistiu de tampéao fosfato de potassio (pH 7,4), na concentragao final de 0,01M.
Inicialmente, foi realizada uma pré-incubacao de 25ul de solugao estoque de FeCls;
(c.f. 25uM) e 100ul da solugao estoque de NTA (acido nitrilotriacético)(c.f. 100uM)
por 10 minutos, a temperatura ambiente, para a formagdo do quelato.
Posteriormente, foram adicionados sequencialmente: agua (volume necessario
para completar 1,2 ml), 150ul de tampao fosfato (c.f. 0,01M, pH 7,4); 100ul de
solugdo de desoxirribose (c.f. 2,8mM) e H,O, (c.f. 1,4mM). Os tubos foram
incubados por 20 minutos, em banho-maria, a 37°C. Ao final da incubacao, foi
realizada a reagdo com acido tiobarbiturico (TBA), através da adicdo de 1ml da
solucao de TBA 1% (v/v) e 1ml de acido tricloroacético 2,8% (TCA — v/v). Os tubos
de ensaios foram entdo incubados por mais 15 minutos, a 100°C, para a formac&o
de pigmento e ao final do tempo, resfriados imediatamente em banho de gelo. A
absorbancia (532nm) das solugdes foi medida em espectrofotometro UV-visivel
(HITACHI mod. U-2001), a temperatura ambiente, contra um branco contendo
todos os reagentes, com excegao da desoxirribose.

Nos tubos teste foram adicionados 120ul, nas concentra¢des de 1; 10; 100;
100 e 1000 ug/ml dos extratos aquosos das amostras de café verde e cacau ao
meio de reacao, previamente a adicdo de H20O,. A absorbancia das solugdes foi
medida contra um branco especifico, contendo a mesma concentracdo dos
compostos utilizados no ensaio.

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM)
dos valores de percentagem de degradacao da desoxirribose, considerando-se os

valores médios da absorbancia dos controles como 100% de oxidagao.

12.3.2. Detecgao da capacidade sequestradora de radical anion

superoxido (NBT- Nitro Blue Tetrazolium)
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Para avaliar a capacidade sequestradora do radical anion superéxido (O27)
foi utilizado o sistema gerador deste radical: fenazina-metasulfato-NADH, segundo
Robak e Gryglewski (1988). O meio de incubagdao consistiu de fenazina-
metasulfato (10uM); nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH - 78uM)
e “nitro blue tetrazolium” (NBT - 25uM) em tampéao fosfato (0,1M, pH 7,8). Nesse
sistema, o O, gerado, reduz o NBT produzindo o formazan. Apds 2 minutos de
incubacgao, a temperatura ambiente, a reacao foi interrompida adicionando-se aos
tubos teste 100ul de HCI 0,1N. Em seguida, determinou-se o valor da absorbancia
(560nmm) das solug¢des em estudo, contra um branco que nao continha fenazina-
metosulfato. Concentragdes de 1; 10; 100; 100 e 1000 pug/ml dos extratos aquosos
das amostras de café verde e cacau foram adicionadas aos tubos teste antes da
adicado de fenazina-metasulfato.

Os resultados foram expressos em média + E.P.M. dos valores percentuais,
sendo considerado 100% da redugdo do NBT a reagdo sem a presenca dos

compostos testados.

12.3.3. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM) das porcentagens, considerando-se os valores médios da
absorbancia dos controles sem a presen¢ca dos extratos analisados,
utilizando-se o Teste de Tukey. Foram realizadas trés determinagées em

triplicata.
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13. RESULTADOS

13.1. Avaliacao do efeito do extrato aquoso de café in natura (cru), extrato

aquoso de cacau em pé e cafeina sobre a vasculogénese in vivo

No presente trabalho, foi analisado o efeito dos extratos aquosos de café in
natura (cru)- 40002871, e cacau em pé alcalino lecetinado Bretzke® sobre o

processo de formagao de vasos sanguineos.

13.1.1 Anadlise da vasculogénese nos tratamentos com extrato aquoso de

café

O extrato aquoso de café mostrou efeito positivo sobre o processo de
formagao de vasos em relagdo ao controle negativo. A rede de vasos observada
nos grupos tratados é tipica do processo de vasculogénese, com vasos similares

no que se refere ao diametro, ndo apresentando, portanto, uma hierarquia no que

se refere a este parametro (Fig.26)

Figura 26. Micrografias 6ticas do processo de vasculogénese observado na
vesicula vitelinica de embrides de galinha tratados com extrato aquoso de
café (0,21ug/disco), apos 96 h de incubacgao: (A) controle negativo- objetiva
0,5; (B e C) objetivas de 0,5 e 1,0 respectivamente.
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Os valores médios do numero de vasos sanguineos detectados 96 horas
apo6s a implantacado dos discos de metilcelulose na vesicula vitelinica de embrides

de galinha contendo os extratos aquosos de café cru sdo mostrados na tabela 27.

Tabela 27. Valores médios + EPM do numero de vasos sanguineos
observados no limite do disco de metilcelulose, implantado na vesicula vitelinica
de embrides de galinha, no periodo de 48 a 96 h de incubagdo, segundo as
concentragdes de extrato aquoso cru de café administradas.

Todos os tratamentos apresentaram diferengas altamente significativas (p < 0,001)
em relacao ao controle (ANOVA- Teste de Tukey). Valores médios de numero de

Extrato aquoso cru de café (mg/disco) Numero de vasos formados ***

Controle negativo* 101 +£5
0,021 140+4 b
0,07 140 +4 b
0,21 157 4 a
0,7 151 £3a
2,1 133+5¢
Controle positivo** 373

vasos formados significativamente distintos (p < 0,05) sdo acompanhados pelas
letras a, b e c.

* Solugao de heparina (50Ul) e hidrocortisona (diluicdo 1:50- 156 pg/disco).
** Solugéo de metilcelulose 0,45%.

A analise dos dados revelou que em todos os tratamentos o numero de
vasos dos embrides excedeu ao do controle negativo, evidenciando a atividade
pré-vasculogénica de compostos presentes no extrato aquoso de café cru. Os
tratamentos com doses de 0,21 e 2,1 ug/disco estimularam, respectivamente, a
maior e a menor proliferacdo de vasos sanguineos, com valores de 157+3 e 13315
vasos/embrido. Foi possivel verificar que os tratamentos n&o apresentaram um
perfil dose-dependente, sendo que na maior concentracéo testada (2,1 ug/disco),

observou-se a menor atividade pro-vasculogénica (tabela 27).
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13.1.2. Anadlise da vasculogénese de embrides tratados com o extrato

aquoso de cacau

O extrato aquoso de cacau apresentou uma agao negativa no processo de
formagédo de vasos sanguineos na vesicula vitelinica de embrides de galinha em

relagéo ao controle negativo, conforme demonstra a figura 27.

ermbrido =

Figura 27. Micrografia 6tica do processo de vasculogénese observado em
embrides de galinha tratados com extrato aquoso de cacau. (A) controle
negativo- objetiva 0,5; (B e C) agdo do extrato de cacau (0,21 ug/disco)-
objetivas de 0,5 e 1,0, respectivamente.

Nos tratamentos correspondentes as doses de 0,07, 0,21 e 0,7 pg/disco
foram obtidos valores inferiores a 50% no numero de vasos formados em relagao
ao controle.

No tratamento com menor concentragdo de extrato aquoso, i.e. 0,021
ug/disco, foi verificado uma reducdo de 85% dos vasos sanguineos, porém,
nenhum dos tratamentos em estudo apresentou valores percentuais de vasos

superior ao do controle negativo (tabela 28).
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Tabela 28. Numero de vasos sanguineos (médias + EPM) detectados nos
limites dos discos de metilcelulose implantados na vesicula vitelinica de embrides
de galinha, segundo o tratamento com extrato aquoso de cacau.

Extrato aquoso de cacau Numero de vasos formados
(mg/disco) bl
Controle negativo* 101 +£5
0,021 15+ 1d
0,07 51+2a
0,21 57+1a
0,7 49+3b
2,1 45+2c
Controle positivo** 37+3

Todos os tratamentos apresentaram diferencas altamente significativas (p < 0,001)
em relagdo ao controle (ANOVA). Valores médios de numero de vasos formados
significativamente distintos (p < 0,05) sdo acompanhados pelas letras a, b e c.

* Solugéo de heparina (50Ul) e hidrocortisona (diluigdo 1:50- 156 pg/disco).

** Solugéo de metilcelulose 0,45%.

13.1.3. Analise da vasculogénese de embrides tratados com cafeina

O café e o cacau sao espécies que destacam-se por seus teores de
cafeina, em relagcdo a outras espécies vegetais. Devido ao fato deste alcaldide
estar presente em ambas as biomassas em estudo e por apresentar agao sobre
os processos de neovascularizagdo (ROSS et al., 2000; MICHELS et al., 2002;
LU et al.,, 2002; BALLONE, 2004) o efeito da administracdo deste metabdlito
secundario sobre a vasculogénese de embrides de G. domesticus foi estudado no
presente trabalho.

O resultados comparativos entre as atividades vasculogénicas foram
apresentados somente para o tratamento correspondente a concentragao
intermediaria (de 0,21 pg/disco), pelo fato de que, em analises anteriores,
verificou-se que nesta concentragdo a atividade sobre a vasculogénese foi mais

evidente para todos os extratos e também a cafeina.
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A administracao de cafeina nas doses em estudo mostrou um aumento no
numero de vasos sanguineos nos embrides de galinha, apresentando 12017

vasos (Figura 28).

controle negativo*
cafeina
controle positivo**

150

100

10115 120+7

n° de vasos

50

3713

Tratamento (0, 21pug/disco)

Figura 28. Numero de vasos sanguineos (média + EPM) formados
resultante dos tratamentos com cafeina e controles negativo e positivo
(concentragédo equivalente a 0,21 pug/disco) em embrides de Gallus

domesticus.
* Solugéo de heparina (50Ul) e hidrocortisona (diluigdo 1:50- 156 ug/disco).
** Solugdo de metilcelulose 0,45%.

13.2 Atividade antioxidante in vitro dos extratos aquosos de café e cacau

13.2.1 Determinagdo da capacidade sequestradora do radical hidroxil (OH)

medida da degradag&o da desoxirribose



13.2.1.1. Efeito dos extratos aquosos de café
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Analisando os dados da figura 29 referentes a medida da degradacgéo da

desoxirribose, observa-se comparativamente que a amostra 40002871 apresentou

melhor capacidade antioxidante. Ja, com relagcdo as diferentes concentragdes

analisadas para cada amostra, ou seja, independente da amostra de café, foram

as duas maiores concentragdes em estudo (10 e 100 pug/ml), que apresentaram

maior atividade antioxidante (préxima a 100%). Enquanto a menor defesa

antioxidante foi verificada nas menores concentragées (0,1; 1,0 ug/ml). Além disto,

os resultados obtidos indicam que a inibicdo da degradacdo da desoxirribose

mostrou-se dependente da concentracdo dos extratos, sendo evidenciada de

maneira significativa nas maiores concentragdes (1,0; 10,0 e 100,0 ug/ml).
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Figura 29. Atividade antioxidante apresentada pelos extratos aquosos de café:
40002928, 40002817, 40002959 e café expresso em diferentes concentracbes
(0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 100 ug/ml).
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Diferengas significativas expressas pelas letras a, b, ¢ e d (valor médio + EPM de trés

determinagbes. em ftriplicata), analisadas pelo teste de Tukey (5%), Avaliacdo dos extratos de
cacau

13.2.1.2. Avaliacao dos extratos de cacau

Na figura 30 estao representados graficamente os efeitos quantitativos da
administragdo dos tratamentos de extrato aquoso de cacau natural (Indeca) sobre
a capacidade sequestradora do radical OH' in vitro. E possivel observar no
histograma que a inibicdo da degradacado da desoxirribose foi dependente da
concentragado do extrato de cacau, sendo evidenciada de maneira significativa ja

nas menores concentracdes.
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Figura 30. Efeito do extrato aquoso de cacau natural (Indeca) na
capacidade sequestradora de radicais OH in vitro em diferentes
concentragdes dadas em percentagem de degradagao de desoxirribose. As
colunas no histograma representa o valor médio + EPM de trés
determinagdes. ** p < 0,01; *** p < 0,001 (ANOVA- Teste de Tukey).
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De forma similar, a figura 31 apresenta os valores de inibicdo da

degradacao da desoxirribose do extrato de cacau alcalino lecitinado Bretzke.
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Figura 31. Efeito do extrato aquoso de cacau alcalino lecetinado Bretzek na
capacidade sequestradora de radicais OH in vitro em diferentes
concentragdes dadas em percentagem de degradagao de desoxirribose. As
colunas no histograma representa o valor médio + EPM de trés
determinagdes. em triplicata. ** p < 0,01; *** p < 0,001; n.s. (p > 0,05).
(ANOVA- Teste de Tukey).

O extrato aquoso da amostra de cacau alcalino T-800, por sua vez,

apresentou inibicao significativa da degradacado da desoxirribose nas maiores

concentragdes (10,0 e 100,0 ug/ml) em estudo (Fig. 32). Todavia, o efeito protetor

da acéo oxidante do radical hidroxil sobre a desoxirribose nao foi detectado nos

tratamentos de concentragbes de 0,001 e 0,1 ug/ml, sugerindo a auséncia de agao

antioxidante efetiva nestas doses.
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Figura 32. Efeito do extrato aquoso de cacau alcalino T-800 (Indeca) na
capacidade sequestradora de radicais OH in vitro em diferentes
concentragdes dadas em percentagem de degradacgado de desoxirribose.
As colunas no histograma representa o valor médio + EPM de trés
determinagdes. em ftriplicata. * P < 0,05; *** P < 0,001; n.s. P> 0,05.
(ANOVA- Teste de Tukey).

13.2.2 Determinacdo da Capacidade Sequestradora do Radical Anion Superéxido

(O2) de extratos aquosos de café e cacau
13.2.2.1. Extratos aquosos de café

A capacidade sequestradora do radical anion superédxido pelos extratos
aquosos de cafés esta representada como percentual de redugdo do NBT (Nitro
Blue Tetrazolium) na figura 33. A anadlise estatistica revelou a ocorréncia de
diferenca estatistica somente para os tratamentos de maior concentragao, i.e., 100
ug/ml e 1000 pg/ml independente da amostra analisada, ou seja, todas

apresentaram o mesmo perfil de resposta com relacao a este efeito antioxidante.
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Figura 33. Capacidade sequestradora do anion superoxido dos extratos
aquosos de cafés 40002959, 40002871, 40002928 e café expresso,
expressa em valores percentuais de reducdao do NBT (Nitro Blue
Tetrazolium). (ANOVA- Teste de Tukey -5%).

13.2.2.2. Extratos aquosos de cacau

De forma semelhante, a capacidade sequestradora do radical anion
superoxido pelos extratos aquosos de cacau esta representada na figura 34, que
mostra em termos percentuais a redugdo de NBT (Nitro Blue Tetrazolium). Nas
trés amostras testadas de cacau, nas duas maiores concentra¢des (100 e 1000
ug/ml), foram observadas diferencas significativas. Também se observa que o
cacau alcalino lecitinado apresentou a menor capacidade sequestradora do radical

anion superoéxido.
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Figura 34. Capacidade sequestradora do anion superoxido pelos extratos
aquosos de cacau, expressa em porcentagem de reducdo de NBT (Nitro
Blue Tetrazolium).

Nas duas metodologias utilizadas para estudar a capacidade antioxidante,
bem como nos experimentos para verificagdo da atividade vasculogénica,
observou-se que as concentragdes de 0,1-100 pg/ml foram as que apresentarm os

melhores resultados.
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14. DISCUSSAO

O café e o cacau sao alimentos muito consumidos mundialmente. Devido a
popularidade destes alimentos, existem muitas implicagbes nutricionais e
interagcdes com a saude associadas com seu consumo, as quais, por ndo estarem
bem esclarecidas geram divergéncias na comunidade cientifica. Com isso, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos acerca dos efeitos dos constituintes
quimicos destas biomassas, notadamente aqueles oriundos do metabolismo
secundario.

O extrato de cacau em pd analisado apresentou um efeito inibitério da
vasculogénese, com uma redugao superior a 50% nas concentragdes de 0,021,
0,07, 0,7 e 2,1 ug/disco em relagado controle negativo. Contudo, dentre as cinco
concentragdes analisadas, verificou-se uma maior inibicdo da formagéao de vasos
sanguineos (15+1 vasos), na menor concentragdo, sendo esse efeito inibitorio
superior ao controle positivo (heparina-hidrocortisona; 37+3 vasos). Em um estudo
desenvolvido por Cao e Cao (1999), foi relatada a acdo antiangiogénica em
membrana cérioalantdica de embrides de galinha (CAM) da epigalocatequina
galato (EGCG), em concentragbes de 1 a 100 ug/disco, presente na biomassa de
cacau. Com isso, o efeito inibitério da vasculogénese decorrente da administragao
do extrato aquoso de cacau em pd no presente estudo pode ser explicada, em
alguma extensao, a provavel presenga desse composto. Porém, os resultados nao
sugerem a existéncia de um perfil dose-dependente, fato que ndo corrobora com

estudo citado.

Ainda que a vasculogénese possa ser considerada usualmente um
processo de relativa relevancia no organismo de um individuo adulto normal
(FOLKMAN; SHING, 1992) e que o conceito de neovascularizagdo de tumores
esteja vinculado em geral a angiogénese, o processo de vasculogénese, até entao
restrito a embriogénese inicial, vem sendo relacionado a condi¢des
fisiopatologicas em adultos, como ulceras (em razdo da redugdo do numero de
vasos), tumores (cancer), artrite, lupus, psoriases, retinopatias proliferativas e
aterosclerose, entre outras (BLONTRADE et al, 1998; LIAU; SU; DIXON, 2001;
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WEISBURGER, 2001; JANAVEL et al., 2001; KRIS-ETHERTON et al., 2001;
FELMEDEN; BALNN; RIBATTI et al, 2001; LaRuc et al., 2003; LIP, 2003;
FELMEDEN; BLANN; LIP, 2004). Como exemplo, em alguns tipos de tumores,
células precursoras de endotélio podem ser mobilizadas a partir da medula éssea
e transportadas através da corrente sanguinea, incorporando-se a parede de
vasos em desenvolvimento (ORLIC et al., 2001; RAFII; LYDEN, 2003; SIMONS;
WARE, 2003; ZAMMARETTI; ZISCH, 2004; SCHUSTER et al., 2004). Esse
mecanismo é bastante similar ao processo de vasculogénese normal, responsavel
pela formacdo dos vasos sanguineos vitelinicos primordiais, recebendo a

denominagao de mimetismo vasculogénico (vasculogenic mimicry).

Cao e Cao (1999) demonstraram a acao inibitéria da administragdo da
EGCG (epigalocatequina galato) in vitro sobre a formagéo de vasos sanguineos
secundarios (angiogénse) estimulados pelo fator de crescimento vascular
endotelial (vascular endotelial growth factor - VEGF). Este resultado é de
interesse, uma vez que em alguns processos carcinogénicos, o desenvolvimento e
a proliferagao dos tumores mostram-se como eventos geralmente dependentes da
angiogénese, de modo que muitos trabalhos tém buscado identificar substancias
inibidoras na formagao de vasos sanguineos, e deste modo, inibir o crescimento
tumoral. Por outro lado, estudos revelam a acédo antitumoral da EGCG in vivo
(MUKHAR; AHMAD, 2000). Lu e colaboradores (2002) demonstraram que a
aplicagao topica deste composto apresenta um efeito inibitério na proliferacéo de
tumores malignos, devido a sua agao estimulante do processo de apoptose. Um
estudo desenvolvido por Yang (1998) corrobora com esta afirmagdo, porém é
ponderado que, em geral, as concentragdes efetivas para a indugado da apoptose
sdo maiores que as requeridas na inibicdo da formacdo de vasos. Segundo
Juzwiak e Paschoal (2005), a EGCG apresenta ac&o anticarcinogénica, inibindo a
iniciacdo e a promogao de marcadores bioquimicos de tumores, a apoptose e a

taxa de replicagéo das células.

E possivel considerar que a bioatividade dos compostos presentes no

extrato aquoso do cacau na formagao de vasos sanguineos possa ocorrer atraves
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de diversos mecanismos, em razdo da diversidade de metabdlitos presentes
(matriz organica complexa), tais como a teobromina, a cafeina, a teofilina e o

acido galico, entre outros.

De fato, e como suporte para esta hipotese, segundo Chorostowska-
Wynimko e colaboradores (2004), a teobromina diminui a angiogénese nos tecidos
de embrides, inibindo seu crescimento. A cafeina, segundo Michelis e
colaboradores (2002), apresenta efeito inibitério da mitose, provavelmente
resultante de sua interferéncia negativa sobre a sintese de DNA (acido
desoxirribonucléico) e outras etapas de divisdo celular. A cafeina induz ainda
diferenciagéo celular, diminuindo a susceptibilidade a carginogénese. Além disso,
Lu e colaboradores (2002) demonstraram a acao inibitéria da cafeina sobre o
desenvolvimento de tumores de pele nao malignos, via processo de apoptose.
Procianidinas presentes no cacau também tém sido consideradas com agao
anticarcinogénica (BLOCK, 1992; BLOCK; LANGSETH, 1994).

No presente trabalho, os resultados indicaram um efeito pré-vasculogénico
quando da administragdo de cafeina pura, com um valor médio de numero de
vasos correspondente a 120+7. Este composto promoveu o crescimento de um
numero maior de vasos na vesicula vitelinica e, consequentemente, um maior
crescimento celular endotelial em relagdo ao controle (101+ 5 vasos). Entretanto,
outros estudos demonstram que a cafeina — o maior constituinte da biomassa de
café — apresenta uma agao inibitéria do processo carcinogénico, a qual esta
relacionada com a formacgéao e proliferacdo celular (ROSS et al., 2000; MICHELS
et al.,, 2002; LU et al., 2002; BALLONE, 2004). Devido a esses resultados
controversos sobre a atividade da cafeina nas vasculogénese, é recomendavel a
realizacao de estudos subsequentes como estratégia para elucidar em definitivo
esta questdo. De fato, € sabido que outros compostos presentes na biomassa de
café, como por exemplo, os &cidos p-cumarico e clorogénico, apresentam
atividade carcinogénica (GOLDBERG et al., 1998; YUMAWA et al, 2004).

O efeito estimulante da administracdo do extrato aquoso da biomassa de

café in natura (cru) sobre a formacgao de vasos sanguineos foi mais significativo na
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concentragao intermediaria de 0,21 ug/disco (15744 vasos), tendo produzido um
numero de vasos superior ao tratamento com cafeina pura (120+7). Vale ressaltar
que essa concentragao (0,21 ug/disco) é comparavel ao consumo de 300 mg de
cafeina/dia/individuo adulto, ou seja, correspondente a um consumo diario de 3
xicaras da bebida café (CAVALCANTE et al.,, 2000; ALTIMARI et al., 2001).
Entretanto, faz-se necessario considerar que as agdes dos compostos presentes
na biomassa de café no organismo humano apresentam muitas variagdes devido
as diferengas de metabolizagao, i.e., absorgao, distribuicdo tecidual, meia-vida,

excrecao, por exemplo, entre individuos e populacoes.

Os tratamentos com os extratos aquosos de café cru apresentaram um
efeito positivo sobre a formagdo dos vasos sanguineos de embrides de G.
domesticus. Contudo, ndo foi possivel detectar uma relacdo dose-dependente

para os tratamentos em estudo.

Inumeros estudos tém relacionado o processo carcinogénico com a
atividade antioxidante dos compostos fendlicos (LEE et al., 2003). Por exemplo, a
reducdo do estresse oxidativo pela acdo de compostos fendlicos bloqueia a
formacao de espécies oxidativas de oxigénio (ROS) e as alteragdes no equilibrio
redox, resultando na ativagdo de alguns fatores de transcricdo que regulam os
niveis de expressao de um dos fatores angiogénicos chave, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (CAO; CAO; BRAKENHIELM, 2002). A associagao in
vitro do VEGF e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) produz um forte
estimulo a formagdo de vasos sanguineos, porém, somente o aumento da
concentracdo de FGF é suficiente para ativar toda a cascata de eventos
necessarios ao processo. Estudos tém demonstrado que este ultimo fator regula a
permeabilidade vascular, favorecendo o extravasamento de proteina, permitindo
assim a formacao de um gel de fibrina apto para a migragdo e organizagéo das
células endoteliais (MUROHARA; HOROWITZ; SILVER, 1998; JANAVEL et al.,
2001; FELMEDEN; BLANN; LIP, 2003). Entretanto, dados relativos a estudos
concernentes a aspectos epidemiologicos da agédo antioxidante decorrentes da

ingestdo das biomassas vegetais de interesse, i.e., café e cacau, na prevengao do
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cancer sao limitados (CAO; CAO; BRAKENHIELM, 2002).

Segundo Lee e colaboradores (2003), os radicais livres causam doencas
degenerativas no homem como o cancer. Recentemente, antioxidantes derivados
dos alimentos tém despertado a atencdo da comunidade cientifica, devido ao

conhecido efeito quimiopreventivo em resposta a mudancgas oxidativas.

Segundo Oliveira (2004), as substancias antioxidantes, em baixa
concentragdo, tém a capacidade de inibir ou retardar um determinado processo
oxidativo, evitando assim provaveis reagcdes de oxidagdo de moléculas vitais ao
nosso organismo e, consequentemente, evitando disturbios organicos. No
presente trabalho, foram utilizados dois métodos in vitro para avaliar a capacidade
antioxidante dos extratos de café in natura (cru) e cacau em po, a saber: o teste
do NBT (Nitro Blue Tetrazolium) e teste para determinacdo da degradacao da
desoxirribose.

O teste do NBT (Nitro Blue Tetrazoluim) avalia a capacidade antioxidante
através da habilidade de uma substancia em sequestrar o radical superédxido (Oy),
o qual, uma vez formado, é capaz de oxidar moléculas organicas necessarias para
nosso organismo, i.e. proteinas e lipidios, podendo causar diferentes
enfermidades. Neste teste, a atividade antioxidante é medida em termos da
inibicdo da geracéo do radical superéxido. Esse radical é formado através de uma
reacao nao enzimatica (fenazina-metasulfato), na presenga de nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e oxigénio molecular, reduzindo o NBT e
produzindo o formazan, um composto de coloragdo rosea (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 1989; SANCHES-MORENO, 2002). Vale ressaltar que quanto
menor a reduc¢ao desse composto maior € a capacidade antioxidante do extrato.

Os extratos aquosos de café in natura (cru) apresentaram capacidade
antioxidante somente nas maiores concentragdes (100 e 1000 pug/ml). Estudos in
vitro e in vivo tém demonstrado que os (poli) fendis do café, como os acidos
clorogénico, caféico, ferulico, p-cumarico e fenilico apresentam ag¢ao antioxidante
(MAYDATA, 2002; PANZELLA; NAPOLITANO; D’'ISCHIA, 2003; HUANG; PAULIS;
MAY, 2004). Com isso, sugere-se que a agao antioxidante deste extrato se deve a

presenca dos compostos acima.
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Tem sido relacionado a atividade antioxidante dos polifendis a doencas
vasculares (RICE-EVANS et al.,, 1995). E sabido que em quadros clinicos de
aterosclerose, o colesterol e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) podem ser
oxidadas (LANGLEY; SIMON, 2000; ENGLER; ENGLER, 2004). Segundo
Maydata (2002), a protecdo da oxidagado das LDL ndo ocorre, via de regra, em
fungcdo de um unico composto (poli) fendlico, mas como resultado da atividade
antioxidante total de todos eles, pois essas moléculas podem exercer um efeito
tanto sinérgico como antagénico quando estdo presentes em misturas complexas.
Estudos realizados por Nishida e Satoh (2004) comprovam a afirmacéo citada
anteriormente. Maydata (2002), avaliando a capacidade antioxidante de trés
bebidas comuns, i.e., cafés (torrado e verde), chas preto e verde e achocolatado,
observou maior efeito em relagdo ao café, seguido do chocolate, cha verde e cha
preto. Porém, segundo esse autor, quando comparados entre si, os cafés torrado
e cru mostraram efeito antioxidante distinto, com maior intensidade para este
ultimo. Tal fato esta associada a perda de parte dos compostos fendlicos durante
a torrefacé&o dos gréos de café, devido a termoinstabilidade daqueles metabalitos,
ainda que seja observada a formagédo de outros antioxidantes menos ativos.
Devido a diferenca no teor destes compostos em relacdo a forma de
processamento dos cafés, neste estudo também foi verificada a atividade
antioxidante do café torrado tipo expresso. Assim, os dados do presente trabalho
relativos a comparacao da capacidade de sequestro do radical superéxido dos
extratos aquosos cafés in natura e torrado, ndo diferiram estatisticamente,
resultados estes que ndo corroboram aos achados descritos por Maydata (2002).

Os tratamentos utilizando os extratos aquosos de amostras de cacau em po
(cacau natural Indeca, cacau alcalino T-800 Indeca e cacau alcalino lecitinado
Bretzke) apresentaram maior capacidade de sequestro do radical superoxido
(teste do NBT) somente na maior concentragéo (1000 ug/ml), comparativamente
aos tratamentos com extratos aquosos de café (0,1 a 1000 pg/ml).

No cacau e seus derivados, os flavonoides, com destaque as catequinas
(C), epicatequinas (EC), epicatequinas galato (ECG) e epigalocatequinas galato

(EGCQG) e procianidinas, apresentam propriedades antioxidantes comprovadas em
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sistemas in vitro e in vivo, (PORTER; CHAN, 1991; WAN et al., 2001; WAN et al.,
2001; WEISBURGER, 2001; SUGIHARA et al, 2001; CAO; CAOQO;
BRAKENHIELM, 2002; CARNESECCHI et al., 2002; LU et al., 2002; OSAKABE
et al.,, 2002; KRIS-ETHERTON et al., 2002; LEE et al., 2003; MAYDATA, 2002;
KEEN, 2002). Dentre esses flavonodides, a EGCG apresenta maior capacidade
antioxidante, considerada 100 vezes mais eficaz que a vitamina C e 25 vezes mais
eficaz que a vitamina E (VINSON et al., 1995; RAUHA, 2001). E instigante sugerir
uma possivel conexao entre a atividade antioxidante da EGCG e sua propriedade
antitumorogénica (MUKHOR; AHMAD, 2000).

Segundo Wan e colaboradores (2001), o consumo de cacau em p6 pode
apresentar um efeito protetor das doencgas cardiovasculares em razdo da
presenca dos compostos fendlicos, os quais reduzem a susceptibilidade a
oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), como ocorre com o0s
polifendis do café. Miura e colaboradores (2001), demonstraram a ac¢ado dos
flavondides do grupo das catequinas na prevengao da aterosclerose. A agao
antioxidante das catequinas sobre as LDL também foi demonstrada por Kondo e
colaboradores (1999), Yokozawa; Nakagawa; Kitani (2002), Cren-Olivé e
colaboradores (2003) e Kuang-Yuh e colaboradores (2004), entre outros.

A atividade antioxidante também pode ser avaliada pela capacidade de
sequestro do radical hidroxil (‘OH), através do teste de degradacdo da
desoxirribose. O radical hidroxil € considerado o radical livre mais reativo nos
sistemas bioldgicos, pois ndo ha enzimas que catalisem a sua remocgéao. Ainda que
o oxigénio molecular ndo possa ser reduzido diretamente por 3 elétrons, O, e
H.O,, este pode reagir na presenca de certos metais de transicdo, metais
quelantes e hemoproteinas que conduzem a formagdo desse radical livre
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1989; OLSZEWER, 1995).

Nos experimento para avaliacdo da capacidade sequestrante de anion
hidroxil, foram utilizadas quatro concentragdes de extratos aquosos: 0,1; 1, 10 e
100ug/ml (uma a menos que o utilizado no teste NBT, que avalia a capacidade
sequestrante do anion superoxido), devido ao fato de que estudos prévios

demonstraram a acdo antioxidante acentuada desses extratos ja nas



118

concentragdes mais baixas. Nesse teste, a atividade antioxidante dos extratos de
café e cacau foi avaliada em termos de porcentagem de degradagdo da
desoxirribose, um acgucar constituinte da molécula de DNA (acido
desoxirribonucléico), cuja degradagdo pode causar mutagbes, aberragdes
cromossdmicas e neoplasias (RAUHA, 2001).

A anadlise da degradacado da desoxirribose baseia-se na reagao entre o
cloreto férrico (FeCls) e acido nitrilotriacético (NTA), seguido da adigao de H,0,,
evento denominado reagdo de Fenton. O radical gerado n&do pode ser
sequestrados por outros componentes da reacéo e ataca a desoxirribose presente
no meio, degradando-a em uma série de fragmentos, os quais reagem com o
acido tiobarbitarico, em pH 7,4 formando um composto de coloragdo rosea
(formazan), cuja concentracdo pode ser mesurada lendo-se a absorbancia a 532
nm (NISHIDA; YOSHIZAWA; AKAMATSU, 1991; SANCHES-MORENO, 2002). A
capacidade de sequestrar o ion ‘OH da substancia adicionada nesta reacao é
determinada com base na inibi¢do da degradacao desta molécula de desoxirribose
(OLSZEWER, 1995).

Neste trabalho, observou-se que o extrato aquoso de café cru apresentou
atividade antioxidante pelo teste da desoxirribose, nas concentragdes de 1; 10 e
100 pg/ml. Comparativamente, a capacidade antioxidante desses, foi mais
eficiente para esse teste, uma vez que no teste do NBT, o efeito sé foi observado
nas maiores concentragdes do extrato aquoso (100 e 1000 ug/ml).

Segundo Lee e colaboradores (2003), a capacidade antioxidante de
substancias (poli) fendlicas, sobretudo os flavonoides, depende do numero total de
grupamentos hidroxila livres presentes em cada composto, que pode aumentar
significativamente a producado de radicais hidroxil pelo sistema de Fenton. Outros
estudos sugerem que altas doses destes metabdlitos secundarios induzem
alteragdes na estrutura do DNA (DHIRAKI et al., 1994, JOHNSON; LOO, 2000).

E possivel separar as amostras de cacau em p6 analisadas em dois grupos.
A amostra de cacau em pé natural Indeca apresentou efeito antioxidante nas

concentragdes de 1,10 e 100 ug/ml, enquanto o cacau alcalino lecitinado Bretzke
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e o cacau alcalino T-800 Indeca s6 apresentaram tal efeito nas duas maiores
concentragoes, isto €, 10 e 100 pg/ml.

Comparando-se os dois métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante,
os extratos aquosos das biomassas em estudo apresentaram eficiéncia similar no
sequestro de radical hidroxil (método da desoxirribose). Contudo, devido ao fato
destes métodos de anadlise da capacidade antioxidante serem in vitro, sugere-se
que a avaliagdo dos extratos das biomassas por métodos utilizando sistemas in
vivo, tal como a determinacédo da peroxidagao lipidica em homogenato de figado
de rato.

Os resultados de atividade pro-vasculogénica do extrato aquoso de café cru
sugerem uma alternativa de interesse na prevencédo de doengas relacionadas a
angiogénese excessiva, como processos tumorais, psoriase (lesbes sao
caracterizadas pelo aumento do calibre e do comprimento de vasos presentes na
derme), os processos inflamatoérios (em muitos 6rgaos, angiogénese prolongada e
excessiva € marca registrada de desordens inflamatdrias), endometriose (0
crescimento, para dentro da cavidade peritonial, do tecido que reveste o utero,
depende da formagdo de novos vasos), artrite reumatdide (nessa condigao
inflamatéria, os capilares sanglineos invadem e destroem a cartilagem das
articulagdes), retinopatias em quadros de diabetes (a diabetes provoca
proliferacédo de novos vasos na retina, 0 que pode levar a cegueira), entre outras
(DIAS; RIBEIRO-DO-VALLE; MARASCHIN, 2003). Além disso, os extratos
aquosos de cacau, em face da sua agéo inibidora da vasculogénese, poderiam ser
considerados como de potencial uso na prevengao de doencas relacionadas a
insuficiéncia de formagcdo de vasos sanguineos, como ulceras, aterosclerose e
acidente vascular cerebral (AVC), entre outras patologias.

Segundo Olszewer (1995), a evidéncia do envolvimento de radicais livres
(RL) em alguns tipos de processos carcinogénicos induzidos por substancias
quimicas tem crescido de forma intensa. Nos pacientes com cancer, o
metabolismo dos RL adquire situagdes proprias e o conhecimento da sua
patologia nos permite indicar opg¢des terapéuticas, principalmente por

antioxidantes exdgenos. Esses radicais sao produzidos intensamente nos
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pacientes com cancer, ao mesmo tempo em que os niveis de antioxidantes
enzimaticos sdo substancialmente baixos, principalmente no que se refere a
catalase e a superoxido dismutase, o que, por sua vez, ocasiona um excesso de
peréxidos de hidrogénio (H20;), determinado lesbes celulares de todos os
sistemas bioldgicos.

A atividade dos radicais livre ocorre em células com alta reatividade. Estas
células estdo continuamente sob estresse oxidativo e, apesar do DNA estar
protegido pelo sistema antioxidante enddgeno, pode sofrer alteragdes pela agéo
dos RL que levam ao processo carcinogénico (OLSZEWER, 1995). Como
exemplo, o radical hidroxil € capaz de reagir com o DNA, gerando uma série de
modificagbes nas bases purinicas e pirimidinicas desta macromolécula, levando
ao desenvolvimento de tumores (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998). Olszewer
(1995) define que o cancer provavelmente € uma consequéncia de uma célula
geneticamente lesada e hipermutavel, em consequéncia de seu sistema
antioxidante lesado.

Existe também uma forte evidéncia de que o crescimento dos tumores
esteja ligado aos radicais livres, uma vez que esses se ligam a receptores da
membrana celular, determinando a liberagdo excessiva de radicais superdxidos,
também ocasionando lesdes celulares. Calcula-se que dentre os diversos tipos de
canceres na espécie humana, 80% a 90% tém sua origem por exposigdo do
individuo a agentes quimicos, um processo iniciado e mantido pela presenca de
radicais livres. O conhecimento desses compostos, assim como dos antioxidantes,
tem aberto um leque enorme de possibilidades para o estudo da etiologia tumoral,
assim como de novos tratamentos capazes de limitar o crescimento de tumores,
podendo atuar diretamente nos tecidos neoplasicos sem alterar a estrutura dos
tecidos normais, um fato ndo observado com o uso das quimio-radioterapias
atuais. Entretanto, pondera-se que o conhecimento cientifico muito tera que
avancgar, principalmente para se conseguir definir os limites criados pelos novos
antioxidantes, quando € visado o controle da multiplicagado das células neoplasicas
(OLSZEWER, 1995). De qualquer forma, parece consenso que a dieta rica em

polifendis (i.e.flavonodides) também pode ser uma alternativa para a prevencéo de
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doencas relacionadas ao combate de radicais livres. Os resultados da avaliacao
da atividade antioxidante dos extratos aquosos das biomassas de café cru e cacau
obtidos neste trabalho sio preliminares, mas apontam para a importancia da
continuidade da investigagdo, na medida em que revelam respostas de interesse a

prevencao do estresse oxidativo celular.
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15.CONCLUSOES

O extrato aquoso de café in natura (cru) apresenta agao pro-vasculogénica,
estimulando a formagéo de vasos sanguineos;

O extrato aquoso de cacau em poé lecitinado apresenta agédo anti-
vasculogénica, na medida em que inibe a formagao de vasos sanguineos;
Os extratos aquosos de café cru e cacau em pd mostraram-se mais
eficientes na capacidade de sequestro do ion hidroxil, comparativamente ao

radical superoxido.
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16.PERSPECTIVAS FUTURAS

Para aprimoramento dos resultados obtidos, sugere-se a continuidade dos
estudos referentes a vasculogénese, através, por exemplo, da comparagao das
respostas dos tratamentos utilizados com a administracdo dos compostos isolados
presentes nos extratos, bem como em relacdo a padrbées de agao sobre a
vasculogénese e angiogénese como o FGF (fator de crescimento fibroblastico) e a
vitamina E. Nesse contexto, deverdo ser administrados compostos da biomassa
de café e/ou cacau isoladamente, para estabelecer uma analise comparativa com
0 extrato bruto.

Por meio da caracterizagdo e comprovacdo da seguranga de uso das
biomassas de café e cacau, com relagdo aos seus efeitos bioldgicos, pode-se
agregar valor ao produto, visto que estas biomassas podem ser potencialmente
destinadas para outros fins, como o desenvolvimento de novos produtos pelas

industrias de fitoterapicos e cosméticos, por exemplo.
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