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RESUMO

LIMA, Adriene Ribeiro. Efeito da descafeinacao do café sobre a atividade
antioxidante e prevencao de lesao hepatica em ratos. 2008. 90 p. Dissertagio
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG*.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da descafeinacdo do café
sobre a atividade antioxidante in vitro e in vivo e sobre a prevencdo de lesdo
hepética em ratos. Em todos os experimentos, a bebida foi preparada segundo
uma mesma metodologia. Foram determinados os teores de compostos
fendlicos, 4cido clorogénico, cafeina, trigonelina e sélidos soliveis nas bebidas.
A avaliag@o in vitro da atividade antioxidante foi verificada através dos métodos
de seqiiestro do radical DPPH, poder redutor e atividade quelante de metais. Os
animais receberam doses intraperitoneais de tetracloreto de carbono e doses
diarias das bebidas de café por gavagem. Apds o tratamento, foram avaliados os
parametros bioquimicos AST, ALT, proteinas totais e albuminas séricas, além
da avaliagcdo da peroxidacdo lipidica. As bebidas ndo apresentaram diferencas
significativas de cor e sélidos soliiveis. A concentracdo de polifendis, acido
clorogénico, trigonelina e cafeina diminuiu com o processo de descafeinagdo. A
bebida do café, independentemente do processo de descafeinagdo, apresentou
poder redutor, atividade quelante de metais e atividade seqiiestrante de DPPH.
As bebidas de café inibiram significativamente a injtria hepética induzida pelo
tetracloreto de carbono quando comparada ao grupo controle. Os resultados
demostram que a bebida do café tem agdo hepatoprotetora, independentemente
do processo de descafeinacgao.

Palavras-chave: café, descafeinacdo, antioxidantes, radicais livres.

*Comité Orientador: Dra. Rosemary Gualberto Fonseca Alvarenga Pereira - UFLA
(Orientadora); Dra. Stella Maris da Silveira Duarte — UNIFAL-MG (Co-Orientadora).
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ABSTRACT

LIMA, Adriene Ribeiro. Effect of decaffeination of coffee on the antioxidant
activity and prevention of liver injury in rats. 2008. 90 p. Dissertation
(Master degree in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG*.

The present study aimed at evaluating the effect of the coffee decaffeination on
the antioxidant activity in vitro and in vivo and on the prevention of liver injury
in rats. In all experiments the beverages was prepared according to a same
methodology. There were certain the content of phenolic compounds,
chlorogenic acids, caffeine, trigonelline and soluble solids in beverages. The
assessment in vitro antioxidant activity was detected by the methods of
scavenging of radical DPPH, reducing power and chelation activity of metals.
The animals had received intraperitoneally doses from carbon tetrachloride and
daily doses of coffee for gavages. After the treatment, the AST, ALT
parameters, serum total protein and serum albumin were assessed in addition to
the assessment of lipid peroxidation. The beverages did not present significant
differences in color and soluble solids. The concentration of polyphenols,
chlorogenic acids, caffeine and trigonelline decreased with the decaffeination
process. The coffee drink, irrespective of the decaffeination process, presented
reducing power, chelating activity of metals and scavenging activity of DPPH.
The coffee drinks inhibited significantly the liver injury caused by carbon
tetrachloride when compared to the control group. The results prove that the
coffee drink has a hepatoprotector action, irrespective of the decaffeination
process.

Key words: coffee, decaffeination, antioxidants, free radicals.

*Guidance Commitee: Dra. Rosemary Gualberto Fonseca Alvarenga Pereira - UFLA
(Adviser); Dra. Stella Maris da Silveira Duarte — UNIFAL-MG (Co-Adviser).



1 INTRODUCAO

O café € um dos mais valiosos produtos da economia global e sua bebida
¢ uma das mais consumidas no mundo. Dentro do cendrio brasileiro, € uma das
commodities mais economicamente expressivas dada a sua participacdo na
receita cambial, transferéncia de renda aos outros setores da economia,
contribui¢do a formacdo de capital no setor agricola do pais, além de sua
capacidade de absor¢dao de mao-de-obra.

O alto consumo mundial do produto tem estimulado o desenvolvimento
de estudos relacionados a atividade biolégica do grio e de constituintes do café
verde, especialmente do café torrado que € utilizado para preparar diferentes
tipos de bebidas. Cada vez mais pesquisas apontam o café como uma bebida
com efeitos terapéuticos, ji que possui propriedades benéficas quando
consumido em doses adequadas. Entre os efeitos bioldgicos encontram-se acdes
antioxidantes,  antimutagénicas, antibidticas, antihipercolesterolémicas,
antihipertensivas e anticarcinogénicas (Cavin et al., 2002).

Virios estudos indicam que o café exerce efeito protetor no figado
contra doencas graves como a cirrose e reduz o risco de desenvolver
hepatocarcinoma, que é a forma de cancer mais freqiiente no figado, devido aos
compostos antioxidantes presentes na bebida. Entre os compostos quimicos
investigados, destacam-se os dcidos clorogénicos, melanoidinas e a cafeina.

A cafeina € uma das substincias psicoativas mais consumidas no
mundo. Muitos trabalhos tém sido realizados sobre os efeitos fisiolégicos desta
substancia, enquanto alguns estudos sugerem uma possivel associacdo entre
consumo de café integral e incidéncia de cincer (Avanzo et al., 1993), outros
estudos correlacionam seu consumo a diminuicdo da incidéncia de cirrose
(Klatsky et al., 1993).

As variagdes nas concentragdes da cafeina e dos outros componentes,



assim como o volume do café consumido, sdo freqiientemente ignorados nos
estudos que buscam relacionar as taxas de consumo e o seu efeito a satide. Isto
explica parcialmente a ocorréncia de discrepancias nos resultados relatados por
estudos epidemioldgicos. Tal dicotomia acaba por acarretar um aumento do
consumo de café descafeinado, muitas vezes por aconselhamento médico.

As andlises de dados do perfil dos consumidores de café descafeinado
revelaram que as pessoas que consomem café descafeinado o fazem devido a
algum tipo de doencga, principalmente as cardiovasculares, ou simplesmente
porque procuram um estilo de vida mais sauddvel, com baixa incidéncia de
tabagismo, baixo consumo de bebidas alcodlicas e cafeinadas e aumento do
consumo de medicamentos para prevenir doencas (Shlonsky et al., 2003).

A descafeinacdo € realizada nos grdos crus inteiros, antes do processo de
torrefacdo. A maioria dos métodos de descafeinacio existentes utiliza solventes
para extragdo da cafeina, como o diclorometano, cloroférmio, dlcool, acetona,
dgua e outros, sendo o diclorometano, o mais utilizado no Brasil. Durante a
extracdo da cafeina, a perda de outros componentes é muito provavel. No
entanto, embora existam varios estudos sobre a composi¢do quimica do café
integral, pouco se sabe sobre a composi¢do do café descafeinado e seu efeito na
satide.

Durante as udltimas cinco décadas, o consumo mundial, per capita, de
cafeina dobrou através do consumo de dgua cafeinada, de bebidas energéticas e,
principalmente, do café (Durrant, 2002). Por este motivo, muitos trabalhos t€ém
sido realizados sobre os efeitos fisioldgicos desta substancia, cujos resultados,
no entanto, ainda ndo consensuais sobre seus efeitos positivos e negativos.

Dessa forma, o presente estudo pretende contribuir para o conhecimento
dessa questdo na medida em que tem por objetivo avancar na anélise de um de
seus aspectos: o efeito da descafeinagdo sobre a atividade antioxidante da bebida

do café in vitro e in vivo e prevencido de lesdo hepdtica em ratos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas das espécies e importiancia econdmica do café

O cafeeiro pertence a familia botanica Rubiaceae, constituida por
aproximadamente 500 géneros e cerca de 6.000 espécies. Existe um grande
nimero de variedades, sendo que as duas mais cultivadas no Brasil sdo Catuai,
aproximadamente 60% do total e Mundo Novo, com cerca de 35% (Matiello,
2004). Dentre as espécies mais importantes economicamente, destacam-se
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre, conhecidas como café ardbica e
café robusta (conilon), respectivamente (Associa¢do Brasileira da Indistria de
café — ABIC, 2007a). Os cafés arabica e conilon diferem consideravelmente no
preco, qualidade e aceitabilidade, produzindo tipos de bebidas diferentes. Com o
café ardbica sdo feitas bebidas de melhor qualidade, enquanto que o conilon é
utilizado preferencialmente para a fabricacdo de cafés soliveis por apresentar
elevado teor de s6lidos soliveis (Mendes, 1999).

Estima-se que o café tenha sido descoberto hd mais de mil anos no
Oriente Médio, quando um pastor etiope observou que suas cabras tornavam-se
mais espertas e resistentes apds comerem uma pequena cereja, o fruto do
cafeeiro. Os drabes foram os primeiros a cultivar o café e a usd-lo como bebida,
por isso o nome cientifico Coffea arabica L. Embora os 4rabes tenham tomado
certas medidas para manter o monopoélio da producdo de café, os holandeses
conseguiram contrabandear frutos frescos e, gracas a eles, o café comecou a ser
conhecido pelo mundo. Por intermédio de comerciantes venezianos, o café foi
levado para a Europa em 1615, onde passou a ser utilizado como bebida,
principalmente devido a crenga difundida de que possuia qualidades medicinais.
Dessa forma, o café foi rapidamente disseminado pelos continentes, chegando ao

continente americano em 1668 e tornando-se uma das bebidas mais aceitas pela



populacdo de grande nimero de paises. O produto sé chegou ao Brasil em 1727,
sendo cultivado no Vale do Paraiba em Sdo Paulo, regido cujas terras férteis e
clima favordvel transformaram o pais no maior produtor mundial a partir do
final do século XIX (International Coffee Organization - ICO, 2005).

Ainda hoje, o Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e o
segundo maior consumidor, atrds apenas dos Estados Unidos. O café € um dos
mais valiosos produtos na economia global, sendo o produto mais consumido no
mundo e o segundo maior mercado depois do petréleo, movimentando
anualmente recursos na ordem de 15 bilhdes de ddlares (ABIC, 2007b).

As 4reas produtoras de café no Brasil estdo distribuidas, sobretudo, na
regido centro-sul, nos estados de Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand e Minas
Gerais, particularmente, a regido Sul do estado que se caracteriza pela produgao
de cafés de excelente qualidade devido as suas condi¢des de clima e solo
favordveis ao desenvolvimento da cultura, sendo responsdvel pela produgdo de

25% do café brasileiro (Silva et al., 2005).

2.2 Torracao, moagem e preparo da bebida

A torragdo provoca mudangas nos graos tanto fisicas, com modificacdes
na forma, cor, tamanho, quanto quimicas, devidas principalmente as reacdes
piroliticas que provocam alteracdes nos compostos orginicos do grdo cru
gerando produtos como caramelos, dcidos, carbonilas e sulfetos (Sivetz &
Derosier, 1979).

Desde a entrada do grdo verde até a descarga, o tempo total gasto na
torracdo varia em geral de 5 a 10 minutos em torrador continuo até mais de 20
minutos em torrador ndo continuo. A maioria das mdquinas artesanais de torra
funciona a gés. Durante o processo, atingem-se temperaturas de cerca de 290 °C.
O processo pode ser dividido em trés estdgios consecutivos: secagem, torracao e

resfriamento (Borges, M. et al., 2002).



O estidgio de secagem ¢ caracterizado pela liberacdo de dgua e
compostos volateis. No inicio, a cor muda de verde para amarelo e o grio perde
dgua, enquanto sua temperatura permanece constante em torno de 100 a 104°C
(Borges, M. et al., 2002). Quando o teor de dgua evaporada chega a 10% do
peso, a temperatura comeca a se elevar lentamente. Até esse ponto, ocorrem
apenas mudancas fisicas no grao, sem desenvolvimento de sabor do café (Vilas-
Boas et al., 2001). No segundo estdgio, ou torra propriamente dita, a cor dos
graos varia de marrom claro a escuro (Borges, M. et al., 2002). Em torno de
204°C, a temperatura do grao é acentuadamente aumentada pela liberacdo de
calor produzido nas reacdes de pirélise que se processam no interior dele. A
pirdlise € uma reacdo quimica na qual ocorrem simultaneamente degradacio e
sintese de compostos.

Apesar das altas temperaturas, a torracdo do café ndo provoca a queima
dos graos, porque ocorre dentro das células e na auséncia de ar. Os produtos da
pirdlise sdo os agucares caramelizados, carboidratos, dcido acético e seus
homélogos aldeidos, cetonas, furfural, ésteres, dcidos graxos, aminas, CO,,
sulfetos, entre os principais. Todos esses constituintes contribuirdo para um
desenvolvimento do sabor do café. A reacdo ocorre em intervalos de tempo
muito curto (décimos de segundo) e deve ser paralisada abruptamente no ponto
de torra desejado, determinado pela mudanga de colorag@o do grdo (Vilas-Boas
et al., 2001). A partir deste ponto, faz-se necessario o resfriamento imediato dos
graos (terceiro estdgio), para evitar a carbonizagdo (Borges, M. et al., 2002). Os
torrefadores usam resfriamento com banhos, o que provoca uma absorcao de
dgua pelos graos. Para evitar efeitos sensoriais indesejdveis, € necessdrio que a
umidade méxima na torra seja de aproximadamente 3%, valores superiores
correspondem a griaos amolecidos, reduzindo o nimero de particulas finas na
moagem (Carvalho et al., 1997).

Existe escassez de informacdo que permita o estabelecimento de



correlagcdo entre as caracteristicas da matéria-prima, os parametros do processo
de torra e a qualidade final do produto (Borges, F. et al., 2002). A tnica
terminologia universal usada entre os torrefadores de café sdo os termos
subjetivos "baixa", "média" e "elevada" ou, por vezes, "ligeira", "média" e
"escura". Os graus de torra sdo avaliados pela sua cor externa, sabor e aroma dos
graos.

Assim como a torracdo, a moagem € fundamental para a obtencdo da
bebida, se grande quantidade de calor é gerada, ocorre perda de voléteis
imprescindiveis na composi¢do do aroma e outros produtos, influenciando a
qualidade do produto final. A granulometria do café € definida industrialmente
como grossa, média e fina, seguindo as recomendacdes dos fabricantes de
moinhos. Na pritica, o método de filtracio ou extracdo é que ird definir as
caracteristicas da moagem do pé6 de café (ABIC, 2007c¢).

O tempo de preparo do café € diretamente influenciado pela moagem. A
extratividade e a velocidade de fluxo durante o preparo da bebida dependem do
tamanho médio das particulas produzidas no processo. A granulometria também
pode ser relevante para a extracdo de sélidos totais, relacionando-se com a
composicdo quimica e definindo de forma direta o rendimento do produto
(Moraes & Trugo, 2001). Com moagem muito fina, a d4gua levard mais tempo
para passar pelo pd, resultando numa extragdo superior. A temperatura final da
bebida pode diminuir, tornando-a desagraddvel. Porém, se a moagem for muito
grossa, a dgua passard rapidamente pelo pd, ndo permitindo extragdo adequada.
Por isso, a moagem média é a mais encontrada no mercado (ABIC, 2007¢).

O preparo da bebida € feito através de diversos processos entre os quais
o de infus@o, em que se adiciona dgua quente ao café torrado e moido; de
filtragem, percolacdo, prensagem ou pressdo, sendo que cada um destes
processos produz tipos de bebidas distintas. O método mais utilizado no Brasil é

o de filtragem, onde o p6 é acondicionado em um filtro, de papel ou de pano,



com adicdo de dgua quente nao fervente por cima (ABIC, 2007c).

A qualidade da bebida do café, caracterizada por seu sabor e aroma, é
influenciada por diversos fatores pré e pds-colheita que garantem a expressao
final da qualidade do produto (Carvalho et al., 1997). Dentre os fatores pré-
colheita, destacam-se a espécie e variedades de café, o local de cultivo, a
maturacdo dos graos, a incidéncia de microrganismos e o efeito de adubacdes.
Em relacdo aos fatores pds-colheita, destacam-se as fermentacdes enziméticas e
microbianas, os processos de armazenamento do café¢ beneficiado, as misturas

(blending) e a torracdo dos graos (Amstalden et al., 2001).

2.3 Composicao quimica

A composi¢do quimica do grdo cru do café depende de fatores
genéticos, ambientais e condi¢des de manejo pré e pos-colheita, sendo a torragéo
uma etapa essencial para a producdo de compostos que conferem as
caracteristicas de aroma e sabor do café. Alguns dos principais compostos

presentes nos graos de cafés verdes e torrados sdo apresentados na Tabela 1.



TABELA 1 Teores (%) de alguns constituintes de grios crus e torrados das

espécies ardbica e robusta.

Composi¢ido média

(% matéria seca)

Ardbica  Ardbica  Robusta  Robusta
Cru torrado cru torrado

Cafeina 0,9-1,2 1,0-1,3 1,6-2,0 1,7-2,4
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,7-1,0 0,3-0,7
Cinzas 3,0-4,2 3,0-4,5 4,0-4,4 4,0-6,0
Acido Clorogénico 5,5-8,0 2,5-4,5 7,0-10,0 3,8-4,6
Outros 4cidos 1,5-2,0 1,0-2,4 1,5-2,0 1,0-2,6
Sacarose 6,0-8,0 0,0 5,0-7,0 0,0
Aclucares redutores 0,1-1,0 0,2-0,3 0,4-1,0 0,2-0,3
Polissacarideos 44,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 25,0-37,0
Proteinas 11,0-13,0 7,8-104 11,0-13,0 7,8-104
Aminoacidos 0,5 0,0 0,8 0,0
Lipideos 14,0-16,0 14,0-20,0 9,0-13,0  11,0-16,0

Fonte: Ramalakshmi & Raghavan (1999).

Os acgticares e as proteinas dos graos crus sdo os principais compostos

que contribuem para o sabor e aroma do café torrado. Dentre esses compostos,

sobressaem os agucares, compostos fendlicos (dcidos clorogénicos), cafeina,

compostos voldteis, dcidos graxos, proteinas e algumas enzimas, cuja presenca,

teores e atividades conferem ao café um sabor e aroma peculiares (Licciardi et

al., 2005).

A formagdo do aroma € um processo muito complexo, sendo que alguns

de seus precursores sdo os lipidios, a sacarose e a trigonelina. Por outro lado, os



acidos clorogénicos e a cafeina sdo os precursores da acidez do café (Montagnon
et al., 1998).

Em ordem de abundincia, os constituintes do café torrado soliveis em
dgua sdo: polimeros fendlicos 8%, polissacarideos 6%, dcidos clorogénicos 4%,
minerais 3%, cafeina 1%, dcidos organicos 0,5%, actcares 0,3%, lipideos 0,2%
e compostos aromaticos 0,1% (Clarke & Macrae, 1989).

A trigonelina (Figura 1) € uma N-metil betaina, importante para o sabor
e aroma do café. Ela contribui para o aroma por meio da formagdo de produtos
de degradacdo durante a torra, entre os quais estao as piridinas e o N-metilpirrol
(Moreira et al., 1999). O café é um dos unicos produtos que, mediante um
processo tao drastico como a torrefagdo, produz uma vitamina importante para o
metabolismo humano, a niacina ou dcido nicotinico. Durante a torrefacdo, a
trigonelina sofre desmetilagdo para formar a niacina, por isso o grau e o tempo
de torrefagcdo do café, versus temperatura, podem ser estimados fazendo-se a
relacdo do teor de trigonelina com o de niacina resultante da sua degradagdo
térmica (Clarke & Macrae, 1985).

A niacina presente no café tem mais biodisponibilidade que a niacina em
forma ligada, presente em outras fontes alimentares (Trugo, 2003). O 4cido
nicotinico € uma importante vitamina para o metabolismo humano, podendo ser
encontrado em quantidades que chegam préximo a 20 mg para cada 100 g de
café torrado dependendo, evidentemente, do grau de torrefacio do café
(Monteiro & Trugo, 2005).

A cafeina é o mais conhecido constituinte do café devido as suas
propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas. E um alcaléide farmacologicamente
ativo pertencente ao grupo das xantinas, altamente resistente ao calor, inodoro e
com sabor amargo bastante caracteristico que contribui de forma importante para
o sabor e aroma do café¢ (Monteiro & Trugo, 2005). Embora a cafeina seja o

principal alcaléide presente no café, também sdo encontradas quantidades



reduzidas de teofilina e teobromina. Os trés compostos contém um esqueleto de
purina que € amplamente difundido pela natureza, sendo detectado em
compostos metabdlicos importantes, tais como a xantina, 4dcidos nucléicos e
cido drico (Trugo et al., 2000).

A cafeina (Figura 1) (1,3,7-trimetilxantina) é uma substincia presente
em uma ampla variedade de bebidas, entre as quais se destaca o café. Ela é
desmetilada por enzimas do citocromo hepatico P-4501A2 a 1,7-dimetilxantina
e, em menor extensio, a 3,7-dimetilxantina e 1,3-dimetilxantina em humanos.
Apés esta fase, as moléculas formadas de 1,7-dimetilxantina sofrem nova
desmetilac@o, resultando em 1-metilxantina e 1-dcido metildrico, que s@o os
principais metabdlitos da cafeina. A cafeina se encontra na polpa e no
endosperma -- no citoplasma do grao -- ligada a parede celular (Trugo, 2001).

O teor de cafeina no café apresenta uma variagdo que depende, dentre
outros fatores, da espécie da planta utilizada. O tipo ardbica apresenta um teor
médio de 1,22 % e o conilon, 2,54 % (teores em base seca) (KY et al., 2001).
Estes valores sdo alterados apds a torra: em torno de 1 % para o ardbicae 2 %
para o conilon. Observa-se que a cafeina tem relativa estabilidade a torracdo
mesmo com o emprego de altas temperaturas (200 - 230°C) (Trugo et al., 2000).

Seu consumo de baixas a moderadas doses pode resultar em efeito
estimulante do sistema nervoso central, com possivel diminuicdo do sono e
aumento na capacidade de concentragdo. No entanto, em altas doses e em
individuos com sensibilidade aumentada, a cafeina pode causar efeitos negativos
como ansiedade, inquietag@o, insonia e taquicardia (Nehlig, 1999; Trugo, 2003).

Na literatura cientifica, os principais aspectos relacionados a possiveis
efeitos adversos do consumo excessivo de cafeina estdo descritos em relacdo ao

sistema cardiovascular, ao desenvolvimento fetal e a tolerdncia metabdlica.
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FIGURA 1 Estrutura quimica da trigonelina (A), do 4cido 5-cafeoilquinico (B) e
da cafeina (C) (Nogueira & Trugo, 2003).

Diferentes constituintes do café tém sido sugeridos como potencialmente
quimioprotetores em diferentes sistemas quimicos e bioldgicos. Os compostos
fendlicos presentes em vegetais tém recebido considerdvel atengdo por serem os
principais componentes com atividade antioxidante, embora nio sejam os
unicos. Os 4cidos clorogénicos (Figura 1) constituem os principais e mais
abundantes compostos fendlicos com propriedades antioxidantes no café
(Monteiro & Trugo, 2005) e sdo de grande interesse econdmico devido a sua

degradacdo, durante a torracdo, originando pigmentos e componentes volateis do
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aroma, como fenol e vinilguaiacol (Moreira et al., 2000).

De acordo com a sistematizag@o de Clifford (1985), podemos dizer que
os dcidos clorogénicos sdo um conjunto de 5 grupos principais de compostos
fendlicos e seus isdmeros formados, principalmente, pela esterificacdo do 4dcido
quinico com um dos seguintes dcidos derivados do dcido cindmico: os dcidos
cafeico e ferilico, ou o p-cumdrico. Estes grupos sdo dcidos cafeoilquinicos,
com tré€s isdmeros principais (3, 4, 5); 4cidos dicafeoilquinicos, cujos isdmeros
principais sdo 3,4; 3,5; 4,5; 4acidos feruloilquinicos (3, 4, 5); dcidos p-
cumaroilquinicos, e dcidos cafeoilferuloilquinicos.

Recentemente, os principais isomeros dos dcidos clorogé€nicos foram
identificados e quantificados em amostras de cafés comerciais, observando-se
para todas as amostras uma predominancia dos dcidos cafeoilquinicos com cerca
de 77 a 81% do total de acidos clorogénicos (Monteiro & Trugo, 2005).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos tem sido atribuida as
suas propriedades de 6xido-reducdo, que desempenham importante papel na
adsor¢do ou neutralizagdo de radicais livres (Basile et al., 2005). Os compostos
fendlicos, principalmente os 4cidos clorogénicos e cafeico, exercem uma agao
protetora antioxidante dos aldeidos (Trugo et al., 1999). Os 4cidos clorogénicos
tém chamado atencdo devido a sua atividade anticancerigena comprovada para
alguns tipos de cancer, bem como a sua acdo benéfica no combate a doencas
cardiovasculares devido as suas propriedades antioxidantes (Del Castillo et al.,
2002; Mattila & Kumpulainen, 2002).

Numerosos estudos in vitro indicam que polifendis encontrados em
plantas podem efetivamente participar de processos que possam ter implicacdes
anti-carcinogénicas e anti-aterogé€nicas. Entre estes processos, o mais evidente é
a capacidade antioxidante destes compostos atribuida ao poder redutor do grupo
hidroxila aromadtico, que reduz radicais livres reativos e produz o radical

fenoxila estabilizado por ressonincia. A capacidade antioxidante dos polifendis

12



¢ influenciada pelo ndmero e posicdo dos grupos OH, assim como pelas
posicdes de glicosilagdo (McKay & Blumberg, 2002; Sun et al., 2002). O 4cido
tdnico, outro constituinte do café, faz parte de um grupo heterogéneo de
polifendis denominado taninos. A ingestdo dietética de dcido tdnico em baixas
doses apresenta forte atividade quimioprotetora contra o desenvolvimento
espontineo de neoplasias hepdticas em camundongos (Nepka et al., 1999).

O caveol e cafestol sdo constituintes da fracdo lipidica do café e estdo
presentes no grdo e também no café como bebida. A concentracdo destes
compostos na bebida depende fortemente do procedimento de preparo,
aparecendo em quantidade mais elevada em cafés nao-filtrados, como o café
turco ou escandinavo, em menor valor no café expresso e praticamente
inexistente no café filtrado (Gross et al., 1997). Estes diterpenos sdo também
considerados bons exemplos de constituintes biologicamente ativos encontrados
no café.

Estudos mostram que o caveol e cafestol protegem contra a formacao de
aductos (ligagdo de um grupo funcional de uma substincia quimica em uma base
nitrogenada do DNA que pode levar a célula a originar um cancer) no célon de
animais (Huber et al., 1997) e em diferentes sistemas de células humanas e
animais, exercendo efeito protetor antimutagé€nico e anticarcinogénico (Cavin et
al., 2001, 2003). Os aductos sdo definidos como a ligagdo de um grupo funcional
de uma substancia quimica em uma base nitrogenada do DNA, ocorrendo uma
intercalacdo desse composto na molécula do DNA, o que gera danos no DNA
que se ndo forem restaurados, podem levar a célula a originar um cancer
(Umemoto et al., 2001).

As atividades quimioprotetoras do caveol e cafestol parecem estar
associadas com modificagdes benéficas no metabolismo de xenobidticos que
incluem inibi¢do de enzimas do citocromo P450, com conseqiiente reducdo na

ativacdo de substancias mutagé€nicas/carcinogénicas (Cavin et al., 2001), e
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indugdo de enzimas da FASE II do metabolismo de xenobidticos, como a
glutationa S-transferase e UDP-glicuronosil transferases (Huber et al., 2002a,
2003). O caveol e cafestol também aumentam os teores de glutationa, cofator da
desintoxicacdo  relacionada & glutationa  S-transferase, e de -
glutamilcisteinasintetase, a enzima limitante da sintese de glutationa (Huber et

al., 2002b, 2003).

2.4 Propriedades bioquimicas e antioxidantes da cafeina

O interesse pelo estudo da cafeina comecou em meados da década de 70,
quando estudos em animais indicaram que a cafeina estaria relacionada a uma
diminuicdo no crescimento, redu¢do do peso ao nascer e anormalidades
esqueléticas (Heller, 1987; Dlugosz & Bracken, 1992). Além disso, dada a
similaridade quimica entre a cafeina e componentes do 4cido
desoxirribonucléico (DNA), investigadores tém se interessado pelo potencial
mutagénico da cafeina (Dlugosz et al., 1996; Christian & Brent, 2001). A
possivel incorporag@o de cafeina no material genético pode alterar as instrugdes
de replicag@o celular, diminuindo a fase G2 da mitose e, conseqiientemente, o
tempo para reparo do dano no cromossomo, aumentando, dessa maneira, o
percentual de células mortas (Dlugosz et al., 1996). Embora a cafeina seja
mutagénica em organismos inferiores e sistemas celulares simples, seu efeito
mutagénico em humanos € ainda desconhecido (Kihlman, 1980).

A média de cafeina em cafés brasileiros € de 37mg/xicara, com um
desvio-padrdo de 6,0 (Camargo & Toledo, 1998). Para o cédlculo da quantidade
didria total de cafeina ingerida, considerou-se que: S0mL de café = 35,6mg de
cafeina; 165mL de mate = 47,1mg de cafeina e 11g de chocolate em p6 = 6,5mg
de cafeina (Bunker & McWilliams, 1979). Entretanto, um dos poucos estudos
sobre o consumo de cafeina em alimentos nacionais Camargo et al. (1999),

utilizando-se de uma amostra representativa com seiscentos individuos entre 9 e
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80 anos, mostraram que, para todas as faixas etdrias, o café foi a principal fonte
de cafeina, o que pode ser atribuido aos maiores niveis de cafeina no café
quando comparado a outras fontes.

Brown et al. (2001) mostraram que medir o consumo de café ao invés do
consumo da cafeina, por exemplo, pode contribuir para a falta de achados
positivos nos estudos de café como um fator de risco quando a cafeina € a
exposi¢do de interesse.

Uma xicara de café do consumidor norte-americano tem em média
150mL (aproximadamente 85 mg de cafeina) no café torrado. Portanto, para
alcancar a dose letal, aproximadamente 10 g segundo Macrae (1989), seria
necessdria a ingestdo de 118 xicaras (ou 18 litros). Por outro lado, uma xicara
brasileira tem o volume de 50 mL, com 60 mg de cafeina para o café torrado ou
moido (Mazzafera & Carvalho, 1991).

Doses excessivas de cafeina podem causar irritabilidade, cefaléia,
insdnia, diarréia e taquicardia. A dose letal para um adulto de 70 kg € cerca de
10 g. Isto equivale a 100 xicaras de café ou 200 latas de Coca-Cola ou 50 kg de
chocolate (Brenelli, 2003). Assim, presume-se que, provavelmente, a ocorréncia
de intoxica¢des causadas por cafeina tem origem medicamentosa e nao
alimentar.

O nivel de cafeina no sangue tem alguns efeitos fisioldgicos no ser
humano, a ingestdo de 70-100 mg de cafeina por uma pessoa com 70 kg faria
com que em seu sangue fosse encontrada uma concentracdo de 5-10 uM de
cafeina (Smith, 1985). Convertendo esse dado em xicaras de café torrado,
segundo os estilos norte-americano e brasileiro, obtiveram-se os dados da Tabela

2.
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TABELA 2 Quantidade de xicaras de café necessdrias para causar determinados

efeitos fisioldgicos relacionados a cafeina.

Nivel de

Quantidade

Quantidade ingerida de

cafeinano |de cafeina Efeitos
café xicaras (litros)
sangue ingerida Fisiolégicos
uM mg Americano | Brasileiro
1(0,15) Diminuicao de fadiga e
5-10 70 - 100 1,5 (0,08)
sono
2,5 (0,38) Ansiedade, aumento da
3,5(0,16)
a taxa respiratdria, diurese e
a
15a30 210 a 420 5 (0,75) aumento da secrecdo
7 (0,35) )
gdstrica
50 700 8,2 (1,20) |12 (0,60) |Dose terapéutica
25 (1,20)
35 (1,75)
a
150 2100 a
33 (4,95)
a 200 a 2800 47 (2,35) | Niveis de toxicidade
117 (5,85)
82 (12,30)
a
500 7000 a
233 Faixa de dose letal
a 1000 a 14000 165 (24,65)
(11,65)

Fonte: Smith (1985).

Fortier et al. (1993) encontraram que o café descafeinado ndo foi

associado com restricdo de crescimento intra-uterino, ao contrario do café

integral. Eskenazi et al. (1999) mostraram que o consumo de café integral foi

associado com diminuicdo da gestacdo e do peso ao nascer e que o uso de café
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descafeinado durante a gravidez ndo mostrou associacdo com esses dois
desenlaces. A utilizacdo de café descafeinado nessa populagdo, se ocorrer, é
minima.

Os teores de cafeina na bebida sdo influenciados pelo tipo do produto
(torrado ou instantineo, descafeinado ou comum) e o processo utilizado no seu
preparo (Camargo & Toledo, 1998; Carregaro et al., 2001).

Em pesquisa realizada por Camargo & Toledo (1998), verificou-se que a
quantidade de cafeina extraida foi 19 a 30 % superior a obtida da bebida
preparada com pdé das mesmas marcas que ndo tenham sido submetidas a
fervura. Os teores médios de cafeina do café expresso sdo relativamente maiores
visto que, neste tipo de preparacdo, a quantidade de pé utilizada € praticamente o
dobro do café tipo caseiro. Bracken et al. (2002) observaram variagdo até
quando o mesmo respondente fervia o café ou chd em condi¢des aparentemente
idénticas no mesmo dia.

O efeito ocasionado pelo consumo de café sobre o metabolismo da
glicose ndo é semelhante ao ocasionado pela cafeina isolada -- a cafeina aumenta
a intolerdncia a glicose e o café ndo tem esse efeito (Dam, 2006). O café
descafeinado tem efeito ainda mais pronunciado de melhorar a tolerancia a
glicose. Este trabalho tem grande relevancia, pois foi realizado em protocolo
duplo-cego e randomizado o efeito do consumo de cipsulas de cafeina, café
integral, café descafeinado e placebo (dextrose) que evidenciaram o erro
perpetuado de assumir como semelhante o consumo de café e cafeina. Na
verdade, o consumo de cafeina (substiancia) tem o efeito de favorecer a
intolerancia a glicose, enquanto o consumo regular e cronico de cafg,
especialmente o descafeinado, tem efeito de melhorar a tolerancia a glicose e,
conseqiientemente, proteger os consumidores habituais contra o diabetes tipo 2
(Battram, 2006).

Em 1993, vdrios pesquisadores realizaram intimeros estudos em
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pacientes, os quais revelaram que o café aumenta a capacidade de raciocinio e
concentracio entre 4 e 5%, além de melhorar a memoéria na mesma proporgao.
Ele também melhora o desempenho fisico por relaxar a musculatura bronquica,
facilitando a entrada de oxigénio na circulagdo. Portanto, sua atividade nos
pulmdes é broncodilatadora. Também melhora a coordenacdo motora e estimula
a contracdo dos musculos. Devido a sua a¢do vasoconstritora, a cafeina diminui
o calibre das artérias dilatadas no cérebro, responsdveis pela cefaléia, mostrando
seu efeito importante na diminui¢cdo da dor de cabeca. Isto justifica sua presenca
na maioria dos medicamentos contra esta enfermidade. Além disto, parece
também estar ligada a liberacdo de endorfinas, neurotransmissores produzidos
pelo cérebro que tém efeito analgésico. A dose normal de cafeina utilizada para
fins farmacéuticos é de 100-200mg (Gilman et al., 1992).

Foi realizado um trabalho no qual se concluiu que a administragdo
prolongada de cafeina, 250mg/dia em pacientes hipertensos, ndo teve associagdo
com a elevagdo significativa na pressdo sanguinea, com os niveis de
catecolamina do plasma, ou com a atividade da renina no plasma nesses
pacientes (Robertson et al., 1984).

A cafefna possui dois mecanismos de acdo no organismo humano:
antagoniza os receptores de adenosina, neurotransmissor que atua nos receptores
purinérgicos, e também inibe a enzima fosfodiesterase, responsavel pela
destruicdlo do mediador quimico intracelular denominado adenosina
monofosfato ciclico (AMP-ciclico), o que causa um aumento do AMP ciclico
intracelular. Esses efeitos nas membranas e no interior das células determinam
alteracdes no movimento do cdlcio intracelular, o principal ion envolvido no
processo de contracdo das fibras musculares. Talvez alteracdes iOnicas
semelhantes ocorram nas células nervosas e glandulares, onde a cafeina possui
um efeito estimulante (Trugo, 2001).

Além de exercer efeito sobre o sistema nervoso central, a cafeina é outro
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constituinte do café com atividade antioxidante exercida pelo mecanismo de
captacdo de radicais hidroxil e oxigénio singlete e reacdo com elétrons (George
et al., 1999).

A cafefna apresenta efetiva inibicdo da peroxidacdo lipidica in vitro
induzida por espécies reativas de oxigénio em microssomos de figado de rato. A
lesdo oxidativa foi induzida pelos radicais hidroxil (OHe), peroxil (ROO®) e
oxigénio singlete (0O,). A cafeina apresentou efetiva inibicdo sobre a
peroxidacdo lipidica, em concentragdes milimolares, contra as trés espécies
reativas do metabolismo de oxig€nio. A ordem decrescente da atividade
inibitéria foi igual a: OHe> O,> ROOe. A acdo antioxidante da cafeina foi
semelhante a da glutationa e significantemente maior do que do dcido ascérbico
(Devasagayam et al., 1996).

Em pesquisas com macacos, foram administradas doses de 80 ou 100
mg/kg de peso corporal, 60 minutos antes dos animais serem expostos a doses
letais de vy- radiagdo (7.5 Gy). Houve sobrevivéncia de 70 e 63%,
respectivamente, em relacdo as doses citadas em contraste com 100% de
mortalidade no grupo controle (George et al., 1999). Estes mesmos
pesquisadores relatam que, em estudos in vitro, a cafeina protegeu células
mamadrias e medulas 6sseas de macacas expostas a radiacdo.

A atividade antioxidante da cafeina e de seus metabdlitos foi avaliada
em concentragdes fisioldgicas (40 umol/L) empregando o método ORAC. A
capacidade antioxidante também foi avaliada pelo método de TBARS e de
oxidacdo da LDL (lipoproteina de baixa densidade) humana. Todos os
compostos avaliados reduziram significativamente os niveis de TBARS e de
dienos conjugados produzidos durante a peroxida¢do da LDL humana (Lee,

2000).
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2.5 Processos de descafeinaciao

A primeira remog¢do da cafeina do café foi realizada pelo Dr. Ludwig
Roselius e Dr. Karl Wimmer da Kaffee-Handels-Aktien-Gellschaft, em Bremen,
Alemanha, no comeco do século XX (Katz, 1987). Sua invencdo foi descrita na
patente Alemad ‘Deutsches Reich Patentsschirift’ (DRP) 198279 em 1905,
surgindo com a descoberta da possibilidade do uso da cafeina, fundando em
1906, a firma Kaffe H.A.G. na Alemanha (Sivetz & Derosier, 1979).

A descafeinag@o convencional envolve: i) enchimento dos grdos com
dgua, ii) extracdo da cafeina com o solvente orgénico (insolivel em 4gua), iii)
vaporizagdo dos graos para remover residuos do solvente e iv) secagem.

O primeiro solvente organico usado foi o benzeno. Porém devido a sua
toxicidade e pelo fato de ser inflamédvel e muito caro foi substituido por
compostos organicos clorados como o tricloroetileno, o cloreto de metileno
(ndo-inflamdveis e possuem alta volatilidade), o acetato de etila, o
triclorometano entre outros (Katz, 1987). Devido ao fato de ser cancerigeno, o
triclorometano foi substituido pelo diclorometano (Sivetz & Derosier, 1979;
Katz, 1980).

Patel & Wolfson (1972) elaboraram um processo de descafeinacdo que
consiste em carrear os grios verdes dentro de uma série de colunas de extragdo
para serem vaporizados durante 75 minutos a 110°C, aumentando a umidade de
16-18% para 40-50% em peso. Em seguida, submete-se os graos a um processo
de extracdo semi-continuo, usando o clorometano numa série de colunas. O
solvente com a cafeina sai da coluna para uma unidade de separacdo, onde o
alcaldide precipita e o solvente é separado e saturado com &4gua para ser
reciclado na primeira coluna. As temperaturas de extracdo variam de 50 a 105°C
com pressdes de 2 a 14 bar. Apds 10 horas, o conteido de cafeina no grdo

diminui de 3% para 0,02% ou 3% em relag@o ao valor inicial.
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A 4dgua também tem sido usada como solvente, apesar de possuir uma
baixa seletividade, dissolvendo muitos outros compostos presentes no grao de
café (aproximadamente 20% em peso do grdo). Podem ser citados pelo menos
dois processos distintos de descafeina¢do utilizando d4gua como solvente:

i) a cafeina € removida dos grdos através de lavagem com 4gua, em seguida o
extrato aquoso obtido é descafeinado com o uso de solventes organicos
imisciveis na dgua, os quais sdo destilados para concentrar o alcaléide até
alcancar um maior grau de pureza.

ii) a extracdo da cafeina com 4dgua e utilizando adsorventes como carbono
ativado, substincias de substrato de café ou ainda substincias de estrutura
molecular semelhante a da cana de aglicar que separem a cafeina das impurezas
do extrato aquoso. Em seguida, os adsorventes sdo lavados para remover a
cafeina a fim de reutiliza-los posteriormente (Katz, 1987).

O uso de CO, liquido como solvente de extragdo operando a pressdes
baixas resulta em solubilidades baixas de cafeina e o uso de grandes quantidades
de solvente (Vitzthum & Hunbert, 1978).

Com o surgimento de novas técnicas de extrag@o a alta pressdo, Kurt
Zosel, cientista do Max Plank Institute, desenvolveu, em 1970, um processo de
descafeinacao de café utilizando CO, supercritico como solvente. O processo foi
licenciado para a café HAG e General Foods, que instalaram plantas em Bremen
(Alemanha) e Houston (Texas, USA) em 1989.

Comparado com os métodos convencionais que usam hidrocarbonetos
clorados como solvente, o CO, supercritico apresenta-se melhor. O diéxido de
carbono apresenta uma temperatura critica relativamente baixa (31,2 °C),
permitindo uma extracdo sem risco de degradacdo térmica de produtos
termossensiveis freqiilentemente encontradas na destilacdo, diminuindo a perda
do sabor e aroma, gerados durante a torrefacdo (Peker et al., 1992). Os

hidrocarbonetos clorados ndo s6 extraem a cafeina, mas também as ceras e 6leos
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de aroma, mudando a cor do extrato de verde claro para tons escuros.

Na descafeinagdo dos grios de café com fluidos supercriticos, remove-se
também uma quantidade pequena de compostos de sabor e cor junto com a
cafeina, porém essa quantidade € significantemente inferior as quantidades
removidas com a extracdo em dgua quente, cloreto de metileno, ou acetato de
etila. A dgua como co-solvente facilita o processo de descafeinacdo (Lack &
Seidlitz, 1993).

A extracdo de café torrado ndo € muito usada devido as perdas de sabor
e aroma (Vitzthum & Hunbert, 1978). Em 1905, na Alemanha, Ludwig Roselius
patenteou um processo que descreve a preparacdo do café torrado descafeinado
por tratamento com vapor, extraindo a cafeina com solventes orginicos
(benzeno) ou por torrefacdo. O grao de café é comercialmente descafeinado
antes de ser torrado, para uma melhor retengdo do sabor no produto final.

Os processos de descafeinagdo vém evoluindo rapidamente a medida
que cresce o consumo do produto. O mercado para produtos descafeinados é
potencialmente muito grande. No entanto, a descafeinacdo com CO, ndo tem
alcangado o nivel de uso completamente.

Para o periodo 1970-1990, houve um aumento de 60% nas importacdes
de café robusta (Coffea canephora Pierre) pelos EUA. A explicacdo para tal
aumento, segundo Sivetz & Derosier (1979), € o fato de que o preco desse café é
menor, perde as caracteristicas desagradaveis da bebida quando descafeinado e
rende maior quantidade de cafeina e s6lidos soliveis.

Desde 1970, as vendas de café descafeinado tém aumentado
marcadamente ja que a ingestdo de grandes quantidades de cafeina pode ter
efeitos adversos sobre a saide, especialmente para pessoas idosas.

O café descafeinado tem um mercado muito grande nos EUA e na

Europa. O café canephora (com teor de cafeina maior a 2%) é menos valorizado

que o café ardbica (com um teor de 1%). Portanto, a descafeinagdo do café
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canephora apresenta-se valiosa tanto na valorizacdo do café como na obten¢do
da cafeina (Saldafia et al., 1997).

A biotecnologia e projetos gendmicos t€ém buscado o desenvolvimento
de plantas de café (selecionadas naturalmente ou geneticamente modificadas)
que possuam baixos indices de cafeina. De fato, nessas plantas ja foram

constatadas reducdes de até 70% nos teores de cafeina (Ogita et al., 2003).

2.6 Oxidacoes bioldgicas

(Y

Os organismos vivos interagem com o meio ambiente visando
manutencdo de um ambiente interno que favoreca a sobrevivéncia, o
crescimento e a reprodugdo. O oxigénio molecular (O,) obtido da atmosfera é
vital para organismos aerdbios; contudo, espécies reativas formadas
intracelularmente a partir do oxigénio ameagam a integridade celular por meio
da oxidagdo de biomoléculas, podendo comprometer processos bioldgicos
importantes (Augusto, 2000).

O dano oxidativo de biomoléculas pode levar a inativagdo enzimatica,
mutagdo, ruptura de membrana, ao aumento na aterogenicidade de lipoproteinas
plasmdticas de baixa densidade e a morte celular. Estes efeitos téxicos do
oxigénio tém sido associados ao envelhecimento e ao desenvolvimento de
doencas cronicas, inflamatdrias e degenerativas (Halliwell & Gutteridge, 1999).
A despeito deste paradoxo, a vida aerdbia tornou-se possivel gragas as
adaptacdes bioldgicas que levaram ao desenvolvimento de defesas antioxidantes
contra a toxicidade do oxigénio e espécies derivadas deste.

As adaptagdes bioldgicas as mudancas do meio ambiente guiam o
processo evolutivo. Neste sentido, as adaptacdes podem ser definidas como
caracteristicas que se tornam aumentadas e mantidas sob selecdo. Embora as
defesas antioxidantes enddgenas sejam efetivas, ndo sdo infaliveis.

Constantemente, hd formacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
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(ERO/ERN) que interagem em diferentes niveis com o ambiente celular antes de
serem eliminadas, o que, a primeira vista, pode parecer uma falha evolutiva.

Todavia, hd evidéncias recentes de que certo nivel destas espécies é
imprescindivel para muitas fungdes fisioldgicas. Por exemplo, o enovelamento
de proteinas nascentes no reticulo endoplasmético ocorre em um meio mais
oxidante que o restante da célula para a formagao de pontes dissulfeto (Augusto,
2006). Também, muitos genes s@o transcritos apds oxidacao transitdria e baixas
concentracdes de alguns oxidantes estimulam a proliferagdo celular, como
exemplificado pela adicdo de 1 uM de H,O, a cultura de células. Os
componentes celulares ndo sdo protegidos totalmente por antioxidantes
endégenos e é bem estabelecido que antioxidantes obtidos através da dieta
alimentar sdo indispensdveis para a defesa apropriada contra oxidagdo e, dessa
forma, passam a ter um importante papel na manuten¢do da saide (Cerqueira et
al., 2007).

Halliwell & Gutteridge (1999) definiram antioxidante como alguma
substancia presente em concentracdes baixas, comparadas as concentracdes do
substrato oxidante, que previne significativamente ou atrasa a oxidagdo de
substratos susceptiveis. Os principais mecanismos de acdo de compostos
antioxidantes incluem captadores de radicais e supressores de estados excitados;
sistemas cataliticos que neutralizam ou eliminam ERO/ERN e a ligacdo de ions
metdlicos a proteinas, o que os torna indisponiveis para a producdo de espécies
oxidantes.

A utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem
ser empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
medicina (Halliwell et al., 1995).

Os antioxidantes podem otimizar ndo somente o sistema natural de

defesa antioxidante do corpo, podem também fortalecer o sistema imunolégico,
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controlar a resposta inflamatéria e ajudar a restaurar o controle sobre o estresse

oxidativo e evitar esse ciclo vicioso (Bianchi & Antunes, 1999).

2.6.1 Lipoperoxidacao

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das espécies
reativas do oxigénio (ERO), porém a membrana € um dos mais atingidos em
decorréncia da peroxidagdo lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares (Mello Filho et al.,, 1983).
Conseqiientemente, hd perda da seletividade na troca idnica e liberacdo do
contetddo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagao
de produtos citotéxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular
(Hershko, 1989).

A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de
envelhecimento, cancerigenos e a exacerbagdo da toxicidade de xenobidticos
(Shan et al., 1990). Assim como na formac¢do das ERO, nem sempre os
processos de lipoperoxidacdo sdo prejudiciais, pois seus produtos sdo
importantes na reagdo em cascata a partir do dcido aracddnico (formagdo de
prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatdria. Todavia, o excesso de tais
produtos pode ser lesivo (Ross & Moldeus, 1991).

A lipoperoxidagdo é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagacdo e terminacgdo. Estas etapas estdo apresentadas nas reagdes
seguintes, onde L representa o lipidio:

LH + OH (ou LO) ——> L'+ H,0O (ou LOH) Inicia¢ao

L + O, ——> LOO' Propagacio

LH + LOO" —> L'+ LOOH Propagacao

LOO+ L' ——> LOOL Terminacao

LOO + LOO ——> LOOL + O, Terminacio

A reacdo acima se inicia com o seqiiestro do hidrogénio do 4cido graxo
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polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo
OH' ou pelo LO' (radical alcoxila), com conseqiiente formagdo do L' (radical
lipidico). Na primeira equacdo de propagacio, o L' reage rapidamente com o O,
resultando em LOO' (radical peroxila), que, por sua vez, seqiiestra novo
hidrogénio do 4cido graxo polinsaturado, formando novamente o L' na segunda
equacdo de propagacdo. O término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais
(L' e LOO) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até se destruirem

(Gardes-Albert et al., 1991).

2.7 Protecao antioxidante do café

O café € o unico alimento que passa por processo de torrefacio cuja as
altas temperturas permitem que se destruam alguns dos compostos fendlicos,
favorecendo o desenvolvimento de outras substincias antioxidantes (Halsted,
2003). O desenvolvimento de substincias antioxidantes durante a torrefacdo se
d4 por meio dos produtos da reacdo de Maillard, entre substancias que contém
nitrogénio e trigonelina ou carboidratos. A estocagem dos grios torrados, bem
como as condi¢gdes de torra, podem modificar os teores dessas substincias na
bebida (Nicoli et al., 1997).

O mecanismo ainda ndo foi inteiramente elucidado, mas os fendis
vegetais t&€m uma potente acdo antioxidante e o café € uma das fontes dietéticas
mais ricas de 4cido clorogénico (Daglia et al., 2000). O acido clorogénico, que é
uma combinagdo dos 4cidos caféico e quinico, pode assim representar uma
propor¢do substancial dos antioxidantes presentes no café e em nossa dieta.
Estudos também demonstram que absorvemos cerca de um ter¢co do dcido
clorogénico e virtualmente todo o 4cido caféico que ingerimos (Olthof et al.,
2001) e que o teor de antioxidantes no plasma sangiiineo aumenta depois de
tomarmos café (Natella et al., 2002). A fracdo absorvida do 4cido clorogénico e

do 4cido caféico sdo suficientes para exercer acdo protetora e antioxidante
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(Daglia et al., 2000), provocar alteracdes na circulagdo sangiiinea e inibir a
oxidacdo de LDL in vitro, protegendo assim o organismo contra doengas
cardiovasculares (Olthof et al., 2001) e contra efeitos inibitérios in vitro e in vivo
induzidos por produtos carcinogénicos (Tanaka et al., 1993; Kasai et al., 2000).
A fracdo ndo absorvida, no célon, inibe a formagdo de compostos mutagénicos
N-nitrosos (nitrosaminas) exercendo assim efeito anticancerigeno.

Os compostos heterociclicos volateis encontrados na infusio de café —
pirrdis, furanos, tiofenos, pirazinas, imidazois — sdo dotados de potente atividade
antioxidante, sendo atribuido a algumas destas fracdes, potencial semelhante ao
encontrado para o a-tocoferol (Fuster et al., 2000; Yanagimoto et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidacdo em
certos sistemas, mas isso ndo significa que eles possam proteger as células e os
tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos podem

apresentar atividade pré-oxidante em determinadas condi¢des (Decker, 1997).

2.8 Café e satde

O café é uma bebida com potencial para "bebida funcional”, pois
contém cdlcio, vitamina B (niacina) e nutrientes basicos para a saide humana.
Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo em relagdo aos alimentos
funcionais. Segundo Roberfroid (2002), além do valor nutritivo inerente a sua
composicdo quimica, eles devem exercer efeitos metabdlicos ou fisioldgicos
positivos, contribuindo para o bem-estar e a satde e/ou reduzindo o risco de
ocorréncia de doencas. Devem ser consumidos na dieta usual, podendo ser um
alimento natural ou um alimento no qual um componente ativo tenha sido
adicionado ou retirado. Pode também ser um alimento cuja natureza e/ou
bioatividade de um ou mais componentes tenha sido modificada. Em adico, a
alegacdo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico.

Nos aspectos relacionados a saidde, o café e a cafeina foram taxados
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durante muitos anos como causadores dos mais diversos danos. Neste sentido,
foram realizados intimeros estudos visando a esclarecer os efeitos do consumo
de café na saide humana. Dentre os principais temas abordados, destacam-se as
doencas cardiovasculares, cancer, disfuncdes hematolégicas e de reproducdo
(Almeida et al., 2003). Em todas as dreas pesquisadas os resultados sdo
conflitantes. Enquanto alguns estudos sugerem uma possivel associacdo entre
consumo de café (integral) e doencgas coronarianas e incidéncia de cancer; outros
estudos correlacionam seu consumo a diminui¢do do risco de suicidios e da
incidéncia de cirroses, ao aumento do estado de alerta, a diminuicao da fadiga e
a melhora do estado de espirito (Smith et al., 1992; Avanzo et al., 1993; Klatsky
et al., 1993; Nehlig, 1999).

Diversos estudos epidemioldgicos mostram relacdo inversa entre o
consumo de café e o risco de cincer em diferentes 6rgdos como pulmio
(Mendilaharsu et al., 1998), mama (Michels et al., 2002), faringe, eso6fago
(Tavani et al., 2003) e figado (Gelatti et al., 2005).

Com relacdo as dislipidemias, os fatores responsaveis pelo aumento do
colesterol em individuos que consomem café fervido sio os diterpenos cafestol e
caveol, presentes na frac@o lipidica do café, que fica retida no filtro durante o
preparo tradicional da bebida (Thelle, 1995). Investigacdes realizadas ao
longo dos tltimos anos indicam que o consumo moderado de café/cafeina nao
apresenta risco para mulheres gravidas (aproximadamente 4 xicaras de café) e
que ndo ha associagdo positiva entre o consumo de café e a ocorréncia de cancer
em geral (Almeida et al., 2003). Vale ainda ressaltar que adultos que ingerem
café diariamente, em doses moderadas, t€m o sistema de vigilia do cérebro
estimulado, aumentando a capacidade de atencdo, de concentracio e de
memoria, reduzindo a apatia e a fadiga (Encarnacdo & Lima, 2003).

H4, entretanto, estudos epidemioldgicos que contradizem os efeitos

benéficos da ingestdo do extrato do café torrado, isto é, bebidas do café (Tanaka
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et al., 1998; Nurminen et al., 1999). Esses estudos indicam que o café torrado
ndo afeta a pressdo sanguinea em individuos hipertensos. No trabalho de Suzuki
et al. (2002), foi observado que uma unica ingestdo oral do extrato do café
torrado teve pouco efeito na pressdo sanguinea em ratos espontaneamente
hipertensos e que o efeito hipotensivo do extrato de café verde nesses ratos nao

foi afetado por adicao de cafeina.

2.9 Hepatoprotecio do café

Injirias no figado resultam de um aumento de radicais livres do
oxigénio devido a vdrias causas etioldgicas e que pode levar a cirrose. Muitos
estudos testam diferentes substdncias como antioxidantes com o propdsito de
proteger as injurias hepdticas e os processos que levam a cirrose (Chen et al.,
2005). Além da atividade antioxidante dos constituintes do café, estudos
mostram que o café ativa o sistema de antioxidacdo endégeno, conduzindo ao
aumento hepético dos teores de glutationa, inibindo a peroxidacdo lipidica e
protegendo o figado de ratos da acdo hepatotéxica do paracetamol (Abreu,
2005). Estudos mostram um efeito benéfico do café em pacientes com doenca
hepética crbnica, esses efeitos sdo atribuidos a varios componentes do cafg,
incluindo a cafeina (He et al., 2001; Huber et al., 2002b).

As propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas do café parecem
estar associadas com modificagdes benéficas sobre o sistema de
biotransformacao hepatico (Cavin et al., 2002; Huber et al., 2003) e ao aumento
na atividade da O6-metilguanina-DNA metiltransferase (Huber et al., 2003).
Outro mecanismo que poderia explicar a acdo moduladora do café sobre a
hepatocarcinogénese se refere a sua acio no sistema de desintoxicacdo hepatico.
Muitos carcindégenos quimicos, como a dietilnitrosamina (DEN) e o 2-
acetilaminofluoreno (2-AAF), necessitam de ativacdo microssomal antes de

reagirem com o DNA e causarem mutagdes e/ou alteracdes epigenéticas
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(Yamada et al., 2006). Dessa forma, a inibicio de enzimas envolvidas na
ativacdo de carcindgenos e/ou aumento na atividade de enzimas envolvidas na
desintoxicacdo dos metabdlitos toxicos ativos pode representar importante
mecanismo de quimioprevencdo da carcinogénese.

O consumo de café estd também associado a redug@o nos niveis séricos
de GGT e aminotransferases em consumidores de bebidas alcodlicas, sugerindo
que o café inibe a indu¢do da GGT no figado pelo consumo de &lcool e
possivelmente protege contra o dano celular hepético devido a este consumo
(Tanaka et al., 1998). Estudo posterior mostrou rela¢do inversa dose-efeito entre
o consumo de café e o risco de cirrose hepdtica, sugerindo que o café poderia
inibir o inicio da cirrose hepdtica em pacientes alcoolistas e ndo alcoolistas

(Corrao et al., 2001).

2.10 Figado e o sistema de biotransformacio

O figado € a maior glandula do corpo humano, pesando cerca de 1400 a
1600 g em um adulto, o que corresponde a aproximadamente 2,5% do peso
corporal. Ele situa-se no quadrante superior direito da cavidade abdominal, na
superficie inferior do diafragma (Robbins et al., 2000).

O figado recebe a maior parte do seu sangue pela veia porta (cerca de
70%) e menor quantidade através da artéria hepdtica. Pela veia porta, chega ao
6rgdo todo o material absorvido no intestino delgado, com exce¢do de parte dos
lipidios que é transportada por via linfitica (Junqueira & Carneiro, 1995). E um
orgdo de multiplas funcdes entre as quais estdo o processamento e sintese de
substancias que sdo transportadas para outras dreas do organismo. Desempenha,
ainda, funcdes especificas para o organismo no metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipidios e de intimeras outras no armazenamento de vitaminas e de
ferro (Guyton & Hall, 2002; Klover & Mooney, 2004). O figado é também o

principal 6rgdo envolvido na biotransformacdo e eliminacdo de compostos
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quimica e estruturalmente diversos, de natureza endégena e exdgena, aos quais o
organismo estd freqiientemente exposto. Estes tltimos sdo chamados de
xenobidticos e incluem compostos como fiarmacos, poluentes ambientais e
outros (Hodgson & Rose, 2007).

Durante o processo de biotransformagdo, enzimas transformam
compostos organicos em moléculas mais soldveis e, portanto, mais facilmente
excretdveis. O processo de biotransformacdo de xenobidticos € classificado em
reacOoes de FASE 1, catalisadas por enzimas microssomais, e de FASE II, que
envolvem enzimas principalmente citossélicas (Chen & Kong, 2004). As
enzimas das FASES I e II coexistem numa mesma célula e o equilibrio entre
suas funcoes determina a adequada atividade bioldgica das mesmas (Hodgson &

Rose, 2007).

2.11 Indicadores bioldégicos de injiria hepatica

Os efeitos de substancias quimicas no figado t€m sido estimados
tradicionalmente por determinagdo da atividade de vérias enzimas, como, por
exemplo, aminotransferases, dlcool desidrogenase, lactato desidrogenase,
glutationa-S-transferase, entre outras. A hepatotoxicidade € causada por vérias
substancias que sdo metabolizadas pelo Sistema Citocromo P-450 a
intermedidrios reativos. Por exemplo, para o tetracloreto de carbono, tem sido
extensivamente estudada e bem documentada a sua acdo hepatotoxica. O
metabdlito reativo do tetracloreto de carbono inicialmente reduz a glutationa
peroxidade (GPx) intracelular a um nivel que predispde a reacdo do metabdlito
com macromoléculas criticas, levando a morte celular e & hepatoxicidade. Neste
caso, os biomarcadores de efeito poderiam incluir niveis de glutationa,
peroxidacgdo lipidica ou ndmero de células necrosadas (Yiin et al., 1996).

As aminotransferases séricas — aspartato aminotransferase (AST) e

alanina aminotransferase (ALT) — sdo marcadores sensiveis de danos as células
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hepéticas, sendo tteis no reconhecimento de doencas hepatocelulares agudas e
cronicas, em vdrios tipos de hepatite assim como de lesdes experimentais
promovidas pela remocgdo de tecido hepatico nos estudos de regeneragdo
hepética (Araujo, 1992). A elevacdo nos niveis de atividade destas enzimas
reflete o aumento de permeabilidade das membranas celulares, o que favorece
seu extravasamento, desencadeando necrose do parénquima hepdtico,
constituindo-se em identificadores de lesdo hepatica (Aradjo, 1992).

A ALT € uma enzima citossélica com alta atividade em nivel hepético e
com baixa atividade no coragdo, musculo esquelético, rins, pancreas e baco. A
AST ¢ encontrada no citossol e mitocondrias das células hepaticas, cardiacas,
musculares esqueléticas e renais, onde apresentam elevada atividade, bem como
no pancreas, baco e pulmdes, onde a concentracdo é desprezivel. Os niveis de
AST sdo mais elevados do que os da ALT, em fun¢do da primeira ser encontrada
simultaneamente em dois compartimentos bioldgicos (Aradjo, 1992). Desta
forma, a determinacdo laboratorial destas enzimas tem grande significado clinico
para diagndstico de doengas hepatocelulares em humanos, tais como: hepatite
viral e téxica, cirrose hepdtica, hepatopatia alcéolica aguda, metéstase hepatica,
necrose amebiana do figado entre outras.

Algumas proteinas plasmadticas s@o classificadas como proteinas de fase
aguda uma vez que, embora naturalmente presentes no sangue, apresentam sua
sintese alterada pelas células parenquimais do figado em resposta a uma
variedade de estresses como inflamagdes, infecgdo bacteriana, radiacdes,
toxinas, isquemia, choque térmico, entre outros, independentemente do fator
desencadeante (Silva et al., 2005).

A albumina é a mais importante proteina plasmdtica e corresponde a
cerca de 60% das proteinas plasmadticas totais, sendo que, por volta de 40% esta
presente no plasma e 60% no espaco extracelular. O figado produz 12 g de

albumina/dia, representando 25% do total de proteinas sintetizadas pelo figado e
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metade das proteinas secretadas. Entre as fungdes importantes da albumina esta
a capacidade de se ligar a vdrias substancias, que incluem hormdnios esterdides,
bilirrubina e triptofano do plasma. Além disso, a albumina se liga a
aproximadamente 10% do cobre plasmadtico. Acredita-se, também, que a
albumina seja responsdvel por cerca de 75% a 80% da pressdo osmética do
plasma (Ribeiro et al., 2006).

A sintese de albumina é afetada em uma série de moléstias,
particularmente aquelas do figado. O plasma de pacientes com doenca do figado
freqiientemente apresenta decréscimo da relacdo A:G (albumina: globulina). A
hipoalbuminemia é promovida pela diminui¢do ou defeito da sintese devido ao
dano hepatocelular, deficiéncia na ingestdo de aminoacidos, aumento de perdas
de albumina por doenca e catabolismo induzido por estresse fisioldgico (Ribeiro

et al., 20006).

2.12 Injuaria hepatica por tetracloreto de carbono

A primeira investigagdo caracterizando cirrose por tetracloreto de
carbono (CCly) foi descrita por Cameron & Karunarate (1936). Desde essa data,
numerosos estudos t&m sido desenvolvidos para uma melhor compreensiao dos
mecanismos operacionais envolvidos na hepatotoxicidade causada pelo CCl,.
Este xenobidtico é uma potente droga hepatotdxica, a qual € metabolizada no
figado pelo complexo de enzimas oxidativas denominado complexo enzimético
citocromo P- 450. Esse processo oxidativo gera o radical triclorometil (-CCl5) e
parte do radical triclorometil gera o radical triclorometil-peroxil (-O,CCl3). A
seguir, ocorre uma série de processos bioquimicos e fisiolégicos secunddrios,
que sdo os ultimos responsdveis pelas conseqiiéncias patologicas do
metabolismo do CCly (Lee et al., 2004; Ozercan et al., 2006).

A alteracdo oxidativa dos lipidios das membranas celulares, formadas

em grande parte por dcidos graxos polinsaturados, pode levar a perda de sua
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funcionalidade através de alteracdes nos mecanismos de homeostase celular. A
propagacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica forma compostos reativos com o
oxigénio, ampliando o seu dano. Esta agressio acaba por interferir em
mecanismos celulares importantes, incluindo sistemas enzimaticos, expressao
génica e mecanismos de segundo mensageiro, entre outros (Peres et al., 2000;

Lee et al., 2004).

2.13 Esteatose hepatica

O termo estetatose ou alteracdo de gordura no figado é definido pelo
acimulo anormal de triacilgliceréis dentro do parénquima celular. A alteragéo
de gordura é observada mais freqiientemente no figado, ja que este € o principal
orgio envolvido no metabolismo de gordura, apesar de poder ocorrer em outros
6rgdos, tais como, o cora¢do, os musculos e os rins. O contetido de lipideos nos
hepatécitos é regulado pelas atividades integradas de enzimas celulares que
catalisam a captagdo de lipideos, sua sintese, oxidacdo e sua exteriorizacdo da
célula. Quando a quantidade de gordura que entra nos hepatdcitos excede a
capacidade para a sua oxidag@o ou exteriorizagdo, entdo a esteatose hepdtica se
instala (Koteish & Diehl, 2001).

Diferentes mecanismos propiciam o acimulo de triacilgliceréis no
figado. Acidos graxos livres vindos do tecido adiposo ou da alimentagdo sdo
esterificados para triacilgliceréis, convertidos em colesterol ou fosfolipideos, ou
oxidados para corpos cetdonicos . Uma dieta com alto teor de gordura pode,
entdo, favorecer a instalacdo de esteatose hepdtica. Outra situag¢do que propicia o
actimulo de lipideos nos hepatdcitos e desencadeia disfuncao deste 6rgao, ocorre
pela elevacdo da lipogénese, devido, por exemplo, ao excessivo consumo de
carboidratos. Concorre também para esta situacdo, o aumento da taxa de
mobilizacdo dos lipidios do tecido adiposo para o figado, como ocorre no

diabetes mellitus, jejum, e hipoglicemia ou por influéncia de fatores hormonais
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(Alba & Lindor, 2003).

As causas de esteatose incluem toxinas, baixa ingestdo protéica, diabetes
mellitus, obesidade e anodxia celular (Koteish & Diehl, 2001). A esteatose no
figado é uma condicdo clinica-patoldgica que inclui um amplo espectro de danos
hepéticos. A doencga pode partir de uma simples esteatose, evoluir para hepatite-
esteatdtica e avangar para fibrose chegando até a cirrose hepdtica (Alba &

Lindor, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima e locais de execucao

As amostras de café (Coffea arabica L.) foram gentilmente cedidas pela
empresa COCAM de Catanduva — SP e foram analisadas antes e apds o processo
de descafeinacio com diclorometano. Para execugdo deste projeto, foram
utilizadas as instalacdes dos laboratérios de Bioquimica Clinica e Citologia
Clinica do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade
Federal de Alfenas (Unifal - MG), Laboratério de Produtos Vegetais do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos, Laboratério de Microbiologia Agricola
do Departamento de Biologia e o Pélo de Tecnologia em Qualidade do Café da

Universidade Federal de Lavras (UFLA - MG).

3.2 Preparo da amostra

Amostras de cafés foram torradas em torrador de laboratério da marca
Probat com capacidade para 1kg, no grau de torragdo médio. O ponto ideal de
torracdo foi determinado visualmente e por instrumentacdo. Em seguida, os
graos torrados foram moidos (moedor elétrico Probat) em granulometria fina
(70% retencdo em peneira 20), empacotados em embalagens de
polietileno/aluminio, selados e armazenados a —20° C, até o uso. Os grios verdes
foram moidos em granulometria fina em moinho refrigerado a 4°C (Tecnal) com

auxilio de nitrogénio liquido.

3.3 Analise de cor
A cor do café torrado e moido foi analisada usando-se um colorimetro
(Chomameter-2 Reflectance, Minolta, Osaka, Japan) acoplado a um processador

de dados (OP-300). O instrumento foi padronizado contra um branco antes de
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cada leitura. A cor foi expressa em pardmetros da escala desenvolvida pela
Commission Internationale de Eclairage (CIE) L*, a*, b*. A coordenada L*
representa quio clara ou escura € a amostra, com valores entre 0 (totalmente
preto) e 100 (totalmente branco). A coordenada a* pode assumir valores entre —
80 a +100, cujos extremos correspondem, respectivamente, ao verde e ao
vermelho. A coordenada b* pode variar de —50 a +70, com intensidade do azul
ao amarelo. A utilizag¢do de coordenadas polares permite uma interpretacdo mais
adequada de variacdes de coloragdo. As coordenadas polares do sistema CIE
L*a*b* sdo: c* ou croma, que fornece uma medida da intensidade ou saturagdo
da cor e hue, que corresponde 2 tonalidade. O C* é calculado como (a**+ b**) V2
e o angulo de hy, = tang ™' (b*/a*). Estes foram obtidos, empregando-se o software

Colorpro (Colorpro, 2007).

3.4 Preparo da bebida

A bebida do café foi preparada de acordo com a recomendacdo da
ABIC. Dez gramas de café em p6 (verde e torrado) foram colocados em filtro de
papel Whatman n. 3 e, em seguida, foram vertidos 100 mL de dgua destilada, a
90°C, sobre o p6 contido no filtro. Todos os experimentos foram realizados com
bebida preparada no momento de uso. Para os ensaios in vivo a bebida foi

mantida a temperatura ambiente até atingir aproximadamente 30 °C.

3.5 Analise de sélidos soliiveis

O teor de sdlidos soldveis nas bebidas de café foi determinado pelo
método de extrato aquoso de acordo com Trugo & Moraes (2001). Uma aliquota
de 1 mL de cada extrato foi transferida quantitativamente para pesa-filtros,
previamente secos em estufa a 105°C e secados com amostras até peso
constante. A massa de cada extrato de café foi determinada em balanga analitica,

e a porcentagem de sé6lidos calculada por diferenca entre a massa do extrato e a
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massa do residuo, seco até peso constante.

3.6 Determinacao de fenélicos totais

A concentragdo de fendlicos totais das bebidas foi determinada como
descrito por Woisk & Salatino (1998). Amostras de 0,1 mL da bebida do café
diluida foram misturadas com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu diluido em
dgua (1:10). Depois de 8 min, foram adicionados 0,4 mL de solucdo de
carbonato de sédio a 4% (m/v) e os tubos foram mantidos no escuro a
temperatura ambiente por 2 h. Decorrido o tempo, a absorbancia foi determinada
a 740 nm. A concentracdo de fendlicos foi calculada utilizando-se dcido tanico

como padrio.

3.7 Determinacao dos teores de cafeina, trigonelina e acido clorogénico
Para determinacdo de cafeina, trigonelina e dcido clorogénico (4cido 5-
cafeoilquinico) foram utilizados procedimentos de extragdo com dgua quente
segundo Vitorino et al. (2001) com dilui¢do de 0,5g/100mL de dgua destilada e
andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se
cromatdgrafo da marca Schimadzu com coluna em fase reversa C-18. O sistema
encontrava-se acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu
(modelo SPD-10A) conectado por uma interface (CBM-101) a um
microcomputador para processamento de dados. As condigdes de andlise
utilizadas foram fluxo de 1 mL/min; fase mével: metanol, dgua e 4cido acético
(20:80:1); temperatura ambiente; comprimento de onda 272 nm. A concentracio
dos compostos foi determinada pela relagdo entre as dreas dos picos de cafeina,
trigonelina e 4cido clorogénico da amostra e dos respectivos padrdes de

concentra¢des conhecidas.

38



3.8 Atividade antioxidante in vitro
3.8.1 Atividade seqiiestrante de radicais livres DPPH

A atividade seqiiestrante de radicais DPPH (1,1-diphenyl-1,2-
picrylhydrazyl) foi determinada de acordo com o método de Yen et al. (2005).
Para a anélise da atividade seqiiestrante de radicais livres DPPH (1,1- difenil-2—
picrilidrazil) da bebida de café cada amostra foi diluida em etanol a 25, 50, 100,
200 ug.mL". Em 4 mL da amostra, foi adicionado 1 mL de DPPH (0,5 mmol.L’
") igualmente diluido em etanol. A mistura foi acondicionada em tubo de ensaio
ambar e agitada. Decorridos 30 min, foi realizada a leitura a 517 nm. A
diminuicdo na absorbancia indica atividade seqiiestrante de radicais livres. Os
testes foram realizados em triplicata. A atividade seqiiestrante de radicais livres
foi expressa em porcentagem por comparagdo ao controle, BHT nas mesmas
dilui¢des das amostras de café, segundo a equagdo:

Ac— At
Atividade seqiiestrante de DPPH (%) = 100 — [( A— ) x 100]
c

Onde, Ac € absorbancia controle, que ndo foi incubado com o café e At

a absorbancia teste (amostras).

3.8.2 Avaliacio do poder redutor

A avaliacio do poder redutor foi realizada de acordo com Yildirim et al.
(2001), aligiiotas de 0,01 mL da bebida do café, na concentracdo final de 200
ppm, foram diluidas em 1 mL de etanol absoluto e transferidas para tubo de
ensaio contendo 2,5 mL de tampio fosfato 0,2 M pH 6,6 e 2,5 mL de
ferricianeto de potdssio a 1% (p/v). A mistura foi incubada em banho-maria a
45°C, por 20 minutos. Aliquotas de 2,5 mL de &cido tricloroacético a 10% (p/v)
foram adicionadas ao tubo de ensaio, com posterior agitagdo. Aliqiiotas de 2,5
mL da mistura foram transferidas para outro tubo de ensaio, ao qual foram

adicionados 2,5 mL de 4gua destilada e 0,5 mL de FeCl3 a 0,1% (p/v), com
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posterior agitacdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm. O aumento
da absorbancia indica o aumento do poder redutor. A atividade redutora da
bebida foi expressa como porcentagem de inibi¢do em comparacdo ao BHT,

usado como padrao.

3.8.3 Avaliaciio da atividade quelante de ions Fe**

A atividade quelante de fons Fe®* foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Tang et al. (2002), com modifica¢des. Uma aliquota de
ImL das amostras foi transferida para tubos de ensaio ambar de 25 mL. A esta
aliquota foram adicionados 3,7 mL de dgua deionizada; 0,1 mL de FeSO, 2mM
e 0,2 mL de ferrozina 5mM [3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-4cido fenil sulfénico) -
1,2,4-triazina]. O padrdo neste teste foi feito substituindo 1 mL da amostra por
dgua deionizada. A mistura foi agitada e apds 20 min feita a leitura a 562nm
acertando o aparelho com o branco (neste caso substitui a amostra por EDTA

2%). A reducio na absorbancia indica atividade quelante de Fe*".

Ap — At
Ap

AQ (%) =100 - [( ) x 100]
Onde, AQ é atividade quelante de Fe**, Ap é absorbancia do padrio, que

ndo foi incubado com o café e At a absorbancia teste (amostras).

3.9 Ensaio biologico

Para o ensaio bioldgico, foram utilizados ratos machos adultos Wistar
(Rattus norvegicus), pesando 270 + 20 g, obtidos do Biotério da Universidade
Federal de Alfenas (Unifal — MG), que foram mantidos em caixas de polietileno,
recebendo dgua e racdo comercial ad libitum. Para indugdo da injdria hepatica,
foram administrados aos animais doses de tetracloreto de carbono (CCl,) de 1,5

mL.Kg"' solubilizados em 6leo de oliva 1:1 via intraperitoneal no terceiro,
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quinto e sétimo dia da dltima semana dos 15 dias de tratamento. Os animais
foram divididos em 6 grupos de 8 animais cada um:

Grupo 1 — Controle negativo (receberam dgua)

Grupo 2 — Controle positivo (receberam dgua e CCl,)

Grupo 3 — Café integral verde (CIV) + CCl,

Grupo 4 — Café descafeinado verde (CDV) + CCl,

Grupo 5 — Café integral torrado (CIT) + CCl,

Grupo 6 — Café descafeinado torrado (CDT) + CCl,

A bebida de café recém-preparada foi administrada aos animais por
gavagem, uma vez ao dia, por 15 dias, como a dgua do controle. A dose utilizada
foi de 5,7 mL.kg ™' por dia correspondendo ao consumo humano (homem de 70
kg) de 8 xicaras de 50 mL da bebida de café. No décimo sexto dia, os animais
foram anestesiados para retirada do sangue por puncdo cardiaca, e logo ap6s,
submetidos a eutandsia em camara de CO, para retirada do figado. O sangue foi
centrifugado em seguida para separacdo do soro. O figado foi lavado com
solucdo salina 0,9% e armazenado a -20°C submerso em solug@o tampao fosfato
(pH 7,4). Todo o experimento foi conduzido com a devida aprovagdo do Comité

de Etica da Universidade Federal de Alfenas (MG).

3.9.1 Determinacao de marcadores de funcio hepatica
Os parametros ALT, AST, proteinas totais e albumina foram
determinados por método colorimétrico no soro dos ratos. O sangue foi coletado

nos animais em jejum de 12 horas por puncdo cardiaca, apds anestesia.

3.9.2 Determinacio da inibicao da peroxidacao de lipideos
A fim de determinar se a bebida de café foi capaz de reduzir o estresse
oxidativo, foi analisada a peroxidagdo de lipideos isolados de figados de ratos. A

peroxidacdo de lipidios foi determinada pela formacdo de substancias reativas
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com dacido tiobarbitiirico (TBARS), de acordo com Winterbourn et al. (1981). Os
produtos da peroxidagdo de lipideos reagem com o d4cido tiobarbitirico
produzindo um composto que apresenta absorbancia a 532 nm.

Os figados dos animais foram pesados e homogeneizados em
homogeneizador de tecidos, em banho de gelo, apds adicdo de PBS 0,1 M, pH
7,4 (volume equivalente a 4 vezes o peso fresco de tecido). O homogeneizado
foi centrifugado a 3.000 g, por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante, mantido em
banho de gelo, foi utilizado nos ensaios. Aligiiotas de 500 uL. do sobrenadante
foram misturadas a 500 pL de 4cido cloridrico a 25% (v/v), 500 puL de 4cido
tiobarbitdrico a 1% (p/v, em NaOH 0,05 M) e 45uL. de BHT 2% (p/v, em
etanol). A mistura foi aquecida em banho de dgua fervente, durante 10 minutos.
Ap6s o resfriamento em banho de gelo por 10 minutos foram adicionados 1,5
mL de butanol e as amostras agitadas vigorosamente em vortex. A seguir, foram
centrifugadas a 900g, por 5 minutos e a fracdo contendo butanol foi recolhida e
utilizada para a determinacdo da absorbancia a 532 nm. A concentracdo de
TBARS foi calculada a partir da curva padrdo de dialdeido malénico (MDA;
1,1,3,3 tetraetoxipropano). Os resultados foram expressos nmoles de MDA/g de

proteina.

3.9.3 Determinacao da concentracio de proteinas do homogeneizado de
figado

A concentracio de proteinas do homogeneizado do figado foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica
bovina (BSA) como padrao. Uma aliquota contendo 10pL de homogeneizado de
figado foi adicionada a 790 uL de dgua destilada e 200 pL de comassie Brilhant
Blue G-250 em etanol 95% m/v. Em seguida, foi determinada a densidade dtica

a 595 nm, em espectrofotdmetro. A concentracdo protéica (ug/10uL) foi
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calculada por inser¢cdo numa curva de calibracdo previamente feita com BSA (5

—25 pg/mL).

3.9.4 Determinacio de lipideos no figado

Os lipideos totais do figado foram determinados seguindo a metodologia
proposta por Folch et al. (1957), com modificagdes. Os figados foram
liofilizados em liofilizador Liobras (L101) e triturados em almofariz, 1g do p6
resultante foi colocado em cartuchos de celulose e os lipideos foram extraidos
com éter etilico por 6 horas no aparelho Soxhlet. O processo € gravimétrico e
estd baseado na perda de peso do material submetido a extracdo com éter, ou na
quantidade de material solubilizada pelo solvente. Os resultados foram expressos

em porcentagem de lipideos em relacdo a matéria integral.

3.10 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
Para os parimetros sélidos soliveis, polifendis, cafeina, trigonelina, acido
clorogénico e poder redutor utilizou-se 4 tipos de café (café integral verde, café
descafeinado verde, café integral torrado e café descafeinado torrado) e 5
repeticdes para cada tratamento.

Para a atividade seqiiestrante de radicais livres DPPH e atividade
quelante, foram utilizados 4 tipos de bebida (café integral verde, café
descafeinado verde, café integral torrado e café descafeinado torrado), 4
concentragdes (0,0125; 0,025; 0,05 e 0,1 g.dL"') e 3 repeticdes para cada
tratamento. Para o poder quelante de metais, foram utilizados 4 tipos de bebida
(café integral verde, café descafeinado verde, café integral torrado e café
descafeinado torrado), 3 concentragdes (0,15; 0,20 e 0,40 g.dL'l) e 3 repeticoes
para cada tratamento.

Para o ensaio bioldgico foi utilizado um delineamento inteiramente
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casualizado em esquema fatorial 2 x 2 + 2 (dois tipos de café — integral e
descafeinado — duas formas de processamento — verde ou torrado — e dois
tratamentos adicionais — com e sem CCly), totalizando seis tratamentos com

quatro repeticoes.

3.11 Analise estatistica

Ap6s a obtengdo dos dados, os mesmos foram submetidos a anélise de
variancia. Para comparacdo das médias, foi utilizado o teste Scott-Knott a 5% .
Para observar a influéncia da concentracio das bebidas de café sobre a atividade
sequestrante de DPPH e atividade quelante de metais, foi utilizado o teste de
Regressdo. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Sistema para Andlise de Varidncia), desenvolvido por
Ferreira (2000). Para o ensaio biolégico, efetuou-se andlise de variancia global,
com todos os tratamentos, a fim de se obter o quadrado médio do residuo para
testar o fatorial e realizar o teste Dunnet a 5%, comparando-se os tratamentos
controles (positivo e negativo) a cada um dos tratamentos. O teste F foi utilizado

para testar os tratamentos no esquema fatorial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de cor
As amostras foram torradas e em seguida sua cor foi mensurada. Os
resultados médios obtidos referentes aos cafés integral e descafeinado para a

variavel cor estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 Andlise de cor dos graos de café torrado e moido, de acordo com os

parametros de cromaticidade da escala CIE L* a* b*.

Parametros de Cromaticidade

Tipo de

Bebida L* a* b* c* hg,*

Integral 20,17 14,64 26,40 30,19 60,99
Descafeinado 20,02 15,43 27,97 31,94 61,12

Média 20,25 15,04 27,19 31,07 61,06

L*= luminosidade; c*= croma; h= tonalidade.

Nao foi observada diferenca entre os pardmetros de cromaticidade das
amostras. A luminosidade (L) relaciona-se ao grau de escurecimento do café,
variando de O (preto) a 100 (branco), e com correlacao significativa inversa entre
os seus valores e o grau de torrag@o (Borges, F. et al., 2002), demonstrando que

foi obtido 0 mesmo grau de torragdo em ambas as amostras.
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4.2 Compostos fenolicos
Determinou-se a concentragdo de compostos fenélicos totais das bebidas
de café verde e torrado. Os valores percentuais médios das determinagdes dos

compostos fendlicos sao apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 Contetddo de polifendis (g eq. ac. tanico / 100g) de dois tipos de

bebida do café submetido a dois tipos de processamento.

Processamento
Tipo de Bebida Verde Torrado Média
Integral 5,30 aA 4,73 aB 5,02a
Descafeinado 5,05 bA 4,13 bB 4,59b
Média 5,18A 4,43B

CV (%) =149

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna e médias
seguidas por letras maitisculas diferentes dentro de cada linha diferem entre si

(p>0,05), pelo teste de Scott-knott.

Os cafés verdes apresentaram um maior teor de compostos fendlicos
comparados aos cafés torrados. Durante o processo de torracdo, parte desses
compostos sdo degradados. A amostra verde integral apresentou teor de
polifendis significativamente maior que a amostra verde descafeinada. O café
integral, ao passar pelo processo de descafeinacdo, perde, além da cafeina, parte
dos seus compostos fendlicos (Toci et al., 2006), o que pode explicar a diferenca
nos teores entre as amostras verdes.

Os compostos fendlicos sao compostos bioativos do café, sendo assim, a
diferenca nos teores entre as amostras analisadas pode interferir na atividade

antioxidante entre as bebidas de café analisadas.
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A andlise do teor de compostos fendlicos € de grande importincia
quando se pretende verificar atividade antioxidante de uma amostra. A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham
um papel importante na neutralizagcdo ou seqiiestro de radicais livres e quelacdo
de metais de transi¢cdo, agindo tanto na etapa de iniciagio como na propagagao

do processo oxidativo (Basile et al., 2005).

4.3 Sélidos solaveis

A técnica indicada para andlise de sélidos soldveis, de acordo com a
portaria n° 377, de 26 de abril de 1999, € a do extrato aquoso. O extrato aquoso
do café torrado e moido representa a quantidade de substincias capazes de se
solubilizarem em 4gua fervente.

Os teores médios de sdlidos soliveis de grdos verdes e torrados das

bebidas analisadas estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5 Contetido de solidos soluveis totais (%) das bebidas de cafés verdes

e torrados.
Processamento
Tipo de Bebida Verde Torrado Média
Integral 2,38 2,28 2,53
Descafeinado 2,23 2,2 2,09
Média 2,38 2,24
CV (%) =4,07

A concentragdo de sélidos soltveis estd ligada ao rendimento industrial

e ao corpo da bebida. Durante a torracdo, os teores de sélidos soliveis
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diminuem, como conseqiiéncia da perda de dcidos orgénicos e da volatilizagdao
de alguns compostos no processo pirolitico (Mendonga et al., 2005). Porém, essa
redugd@o ndo foi significativa entre as amostras de café analisadas. Os teores de
sOlidos soldveis totais encontrados estdo proximos aos valores de 2%
encontrados por Santos et al. (2007) e indicam que foram comparadas amostras

com o mesmo rendimento.

4. 4 Cafeina, trigonelina e acido clorogénico

Os teores de trigonelina, acido clorogénico (dcido 5-cafeoilquinico) e
cafeina foram calculados a partir de padrdes e dos cromatogramas obtidos para
cada amostra. Os tempos de retencdo identificados foram os seguintes:
trigonelina (~3 minutos), dcido clorogénico (~9 minutos) e cafeina (~10

minutos).
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FIGURA 2 Teores médios de 4cido clorogénico (5-ACQ), cafeina e trigonelina
em cafés integral verde (IV), descafeinado verde (DV), integral
torrado (IT) e descafeinado torrado (DT). Médias seguidas por letras

diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Scott-

knott.

Ao contrario da cafeina, a trigonelina ndo apresenta estabilidade térmica,
sendo bastante sensivel a torracdo, semelhantemente aos acidos clorogénicos,
(Nogueira & Trugo, 2003).

Foi encontrado teor de trigonelina de 1,34% na amostra integral verde.
A amostra descafeinada verde (1,11%) apresentou uma reducdo significativa de
17% no teor de trigonelina em relacdo a amostra integral. Grandes perdas foram
observadas durante o processo de torracdo (Figura 2), com perdas de 57 e 48%,
nas amostras integral (0,57%) e descafeinada (0,58%), respectivamente. Valores
proximos foram encontrados por Perrone et al. (2008), que verificaram teores de

trigonelina de 1,03% em amostras de café ardbica verde e uma faixa de 0,3 a 1%
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em amostras de cafés torrados comerciais. Em amostras de café descafeinado
encontraram 0,7% de trigonelina.

De acordo com Clifford (1975), a degradacdo da trigonelina ¢é
fortemente dependente do tempo e da temperatura de torra. As perdas de
trigonelina podem variar de 50 a 100%, de acordo com o grau de torra.

As amostras torradas nio apresentaram diferenca significativa no teor de
trigonelina (Figura 2), porém a diferenca nos teores entre as amostras verdes
deve se refletir tanto no valor nutricional quanto no aspecto sensorial do café
descafeinado, ja que a degradacdo térmica da trigonelina gera a vitamina niacina
(dcido nicotinico) e compostos voldteis responsdveis pelo flavor da bebida.
Sendo assim, € muito provavel que durante a torracdo a amostra integral tenha
gerado uma quantidade maior de niacina e de compostos volateis que a amostra
descafeinada.

O teor de cafeina (0,92 %) encontrado na amostra integral verde estd de
acordo com os valores encontrados por Perrone et al. (2008), ambos em
acordancia com os valores relatados na literatura para graos verdes de café
ardbica — de 0,9 a 1,3 g% (Clifford, 1975). O teor de cafeina da amostra verde
descafeinada (0,03 g%) encontra-se de acordo com a legislagdo brasileira, que
define um patamar de 0,1% de cafeina em café descafeinado (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria - Anvisa, 1999).

Durante o processo de torracdo, observou-se a estabilidade da cafeina na
amostra de café integral. Sabe-se que pequenas perdas de cafeina podem ocorrer
por sublimagdo a 178°C. Com o processo de torrag@o, as temperaturas no interior
do torrador variaram em torno de 170-230 °C, podendo haver perdas dessa
substincia. A perda de compostos termoldbeis durante a torracdo ocasiona um
aumento percentual relativo nos teores de cafeina (Figura 2). Embora o

diclorometano seja bastante seletivo para a cafeina, outros compostos sao
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soliiveis no mesmo, o que acaba por acarretar uma perda de massa no café apds
o processo de descafeinacdo (Clarke, 2003).

O teor de 4cido clorogénico (5-ACQ) foi reduzido com o processo de
descafeinacdo, com perda de 60% na amostra descafeinada verde. Essa perda
pode ter ocorrido, em parte, devido a complexacdo entre cafeina e 4cido 5-
cafeoilquinico descrita na literatura (Waldhauser & Baumann, 1996). No
entanto, tendo em vista o baixo teor de 5-ACQ complexado a cafeina no cafg,
outras causas devem ser consideradas. A diminui¢do deve ter ocorrido, em sua
maior parte, devido a isomerizagdo do 5-ACQ quando em contato com altas
temperaturas para evaporagdo do solvente e secagem dos grios durante o
processo de descafeinagdo com diclorometano (Toci et al., 2006).

Os valores de dcido clorogénico encontrados para os cafés verdes
integral (4,87%) e descafeinado (1,95%) e para os cafés torrados integral (0,4%)
e descafeinado (0,38%) estdo de acordo com os valores encontrados por Fujioka
& Shibamoto (2008), que analisaram cafés comercias integral e descafeinado,
que apresentaram perdas de 93% de ACG com o processo de torragdo, valor
proximo ao encontrado nesse estudo (92%). Apds a torragdo, encontraram a
mesma concentracdo de ACG entre as amostras torradas integral e descafeinada,
o mesmo foi observado neste estudo.

A permanéncia residual de maiores teores de dcidos clorogénicos apds o
processamento do café pode ser benéfica, tendo em vista a atividade

antioxidante dessa classe de compostos (Stadler et al., 1994).

4.5 Atividade seqiiestrante de radicais DPPH

O mecanismo de redugdo de radicais livres DPPH envolve a doagdo de
hidrogénio. Neste sistema, tanto a estrutura planar como espacial do composto
antioxidante € importante. Baseando-se em dados da literatura, é possivel inferir

que a potente atividade antioxidante de extratos polares é dada pela presenca de
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substincias com hidroxilas (Harborne & Williams, 2001; Mensor et al., 2001).
Assim, os resultados indicam que todas as amostras analisadas
apresentam capacidade para doar hidrogénio, pois apresentaram atividade
seqiiestrante de DPPH.
Na Tabela 6, estdo representados os resultados da atividade seqiiestrante
de radicais DPPH das bebidas de café. O butil hidroxi tolueno (BHT) foi

utilizado como padrio.

TABELA 6 Atividade sequestrante do radical DPPH (%) das bebidas de café

integral e descafeinado, verde e torrado, em quatro concentragdes.

Concentracio (g.dL™)
Tipo de Bebida  0,07125 0,025 0,05 0,1 Média

Integral torrado 55,86b 64,77b 68.,47b 70,20b 64,82b
Integral verde 50,49d 53.91c 54,40d 55,51d 53,58d
Descaf. torrado 52,99c¢ 64,04b 64,66¢ 68.,46¢ 62,53¢
Descaf. verde 47,50e 49,89d 50,92¢ 54,80d 50,78¢

BHT 57,61a 74,67a 88,69a 94,80a 78,94a
Média 52,89d 61,45¢c 65,43b 68,75a
CV(%)=13

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna diferem

entre si (p>0,05), pelo teste de Scott-knott.

O padrao BHT apresentou a maior atividade sequestrante de DPPH em
todas as concentra¢des com um patamar de 94,8%. Entre as amostras de café
analisadas, as torradas apresentaram a maior porcentagem de seqiiestro,
chegando a 70,2% de atividade na concentracio méxima testada (0,1 g.dL™)

(Tabela 6).
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O teste de regressdo mostrou que a atividade sequestrante de radicais
DPPH foi dose-dependente para todas as amostras avaliadas, ou seja, quanto

maior a concentragdo das amostras maior a sua atividade antioxidante (Figura 3).
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FIGURA 3 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH de diferentes
concentracdes do padrio BHT e das bebidas de café verde e

torrado, integral e descafeinado.
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O processo de descafeinacdo e a torracdo influenciaram na atividade
antioxidante das bebidas de café (p<0,05). As bebidas preparadas a partir dos
cafés descafeinados apresentaram menor atividade, demonstrando que
substancias seqiiestradoras de radicais livres foram, em parte, perdidas durante o
processo de descafeinacdo (Tabela 6). A atividade sequestrante de radicais livres
dos cafés verdes foi menor que a apresentada por Naidu et al. (2007), que
encontrou valores préximos a 80% em cafés verdes da espécie ardbica.

A atividade antioxidante das bebidas foi potencializada com a torragao.
O mesmo comportamento foi verificado em grdos de café torrados que
apresentaram maior atividade antioxidante quando comparados a grios verdes,
que por sua vez contém maiores concentracdes de antioxidantes polifendlicos
(Nicoli et al., 1997; Daglia et al., 2000), sugerindo assim que outros compostos,
que ndo os fendlicos, poderiam ser responsaveis pela atividade antioxidante em
grdos de café submetidos a torragao.

Os resultados apresentados indicam que as bebidas de café torradas,
independentemente da descafeinacdo, apresentam uma maior capacidade de doar

hidrogénio, pois apresentaram as maiores porcentagens sequestrante de DPPH.

4.6 Poder redutor

O teste de avaliacdo do poder redutor baseia-se na reducdo do fon
ferricianeto a ferrocianeto que, na presenga do fon férrico (proveniente do FeCls)
forma o azul da Prissia (Santos et al., 2007). A reducdo € dada tomando-se o
BHT como 100%.

As médias das percentagens do poder redutor das bebidas de café

amostradas estdo apresentadas na Tabela 7.
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TABELA 7 Poder redutor (%) da bebida de café integral e descafeinado, verde e

torrado.
Processamento
Tipo de Bebida Verde Torrado Média
Integral 53,48 aB 76,75 aA 65,12a
Descafeinado 48,10 bB 58,99 bA 53,55b
Média 50,79B 67,87A
CV (%) =3,18

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna e médias
seguidas por letras maidsculas diferentes dentro de cada linha diferem entre si

(p>0,05), pelo teste de Scott-knott.

O processo de descafeinacdo diminuiu a capacidade redutora das
bebidas em 10%. Neste caso, é muito provavel que essa diferenca se deva ao
menor teor de polifendis e de cafeina na amostra verde descafeinada. Ja a
torracdo do café integral aumentou em 43% o poder redutor da bebida, esse
efeito ndo foi tdo pronunciado na amostra descafeinada que apds a torragéo
aumentou em 23% seu poder redutor (p<0,05) (Tabela 7).

Nicoli et al. (1997) ao estudarem o efeito do processamento e
armazenamento de alimentos (tomates e café) relataram que, apesar de a
concentracio dos antioxidantes naturais ter sido significantemente reduzida em
conseqiiéncia dos tratamentos térmicos, as propriedades antioxidantes dos
alimentos estavam preservadas ou mesmo aumentadas pelo desenvolvimento de
novos produtos com atividade antioxidante. Daglia et al. (2000) também
verificaram um aumento no poder redutor com a torracdo em cafés ardbica.

Os resultados obtidos indicam novamente a presenca de outras

substancias com propriedades antioxidantes formadas durante o processo de
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torragdo, como as melanoidinas formadas através da reacdo de Maillard (Lopez-
Galilea et al., 2006).
4.7 Poder quelante de Fe**

Na avaliacio da atividade quelante, o ferrozine, um reagente
cromogénico, torna a solucdo rdésea de acordo com a quantidade de ferro
disponivel em solucdo. Assim, quanto menor a quelacdo de fons pela amostra,
maior o ndmero de fons disponiveis para reagdo com a ferrozina e maior serd a

absorbancia. Os resultados do poder quelante estdo apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 Poder quelante de Fe™* (%) da bebida de café integral e

descafeinado, verde e torrado.

Concentracao (g.dL'l) Média
Tipo de Bebida 0,15 0,2 0,4
Integral torrado 5,78¢ 16,77¢ 38,28¢ 20,27¢
Integral verde 36,58a 51,04a 72,73a 53,45a
Descafeinado torrado 5,13¢ 15,67¢ 28,42d 16,40d
Descafeinado verde 25,68b 44,12b 63,27b 44,35b
Média 18,29¢ 31,9b 50,67a

CV (%) =5,69

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna diferem

entre si (p>0,05), pelo teste de Scott-knott.

Assim como nos testes anteriores, houve influéncia da descafeinacio e
da torracdo no poder quelante das amostras (p<0,05). Através da regressao,
verificou-se que todas as amostras apresentaram poder quelante de metais dose-
dependente, que atingiu o seu mdximo com a amostra verde integral

apresentando 72,73% de atividade quelante. Esse teste promoveu boa
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visualizacdo das diferencas ocorridas, pois os dados foram bem ajustados ao

modelo quadratico (Figura 4).
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FIGURA 4 Atividade quelante de Fe** (%) de diferentes concentragdes das

bebidas de café verde e torrado,

integral e descafeinado.

As amostras de café verde superaram as amostras torradas (Tabela 8).

Os resultados apresentados estdo de acordo com Santos et al. (2007), que

encontraram uma maior atividade quelante nas amostras de café verde,

provavelmente devido a presenca de compostos fendlicos funcionais.

A diminui¢cdo de compostos com atividade quelante como polifendis e

cafeina durante o processo de descafeinacio pode ter levado a diminui¢do dessa

atividade nas amostras descafeinadas. Os cafés torrados independente do

processo de descafeinacdo mostraram o mesmo poder quelante de metais, com
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excegdo na concentragio de 0,4 g.dL"', na qual o café torrado integral superou o
café torrado descafeinado.

Nesta analise, os cafés verdes demonstraram maior atividade
antioxidante que os torrados diferentemente do resultado obtido na andlise da
atividade seqiiestrante de radicais livres e poder redutor. Uma maior
concentracio de polifendis neste caso é favoravel, pois um dos seus mecanismos
de acdo antioxidante de especial relevincia € a capacidade de se ligar a metais
tais como fons ferro e cobre, impedindo ou minimizando a participacdo destes
em reacdes de Fenton (Lopes et al., 1999).

Assim, a bebida de café pode ser considerada como antioxidante e sua
ingestdo pode contribuir para a quelagdo de metais de transi¢cdo, que pode levar a
peroxidacdo lipidica, com conseqiiente lesdo as membranas plasmadticas e a
oxidacdo do DNA, causando injiria ou morte celular (Halliwell & Gutteridge,
1999).

Nota-se que a atividade antioxidante das amostras analisadas variou
conforme a metodologia utilizada, o que demonstra a importancia da realizagcao
de mais de uma andlise para que se tenha uma maior confiabilidade dos

resultados.

4.8 Provas de func¢io hepatica
4.8.1 Atividade das transaminases ALT e AST

De acordo com Jimenez et al. (1992), a administracio aguda de
tetracloreto de carbono causa necrose e esteatose centrolobular, corroborando os
resultados do presente estudo, em que o tetracloreto aplicado intraperitoneal
causou injuria no figado dos ratos, injtria esta comprovada a partir da diferenca
significativa nos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e de aspartato

aminotransferase (AST) entre os grupos controle negativo e controle positivo.
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Os resultados de ALT e AST estdo apresentados respectivamente nas Tabelas 9
e 10.

TABELA 9 Concentragdo da enzima ALT (U/L) nos grupos tratados com as
amostras de café integral e descafeinado submetidos a dois

processamentos (verde e torrado) e nos grupos controle.

Processamento

Tipo de café Média
Verde Torrado

Integral 141,24+ 141,91+ 141,57
Descafeinado 144,57+ 145,39% 144,98
Média 142,91 143,65
Controle negativo 39,68
Controle positivo 233.0
CV (%) 9,11

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)
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TABELA 10 Concentracdo da enzima AST (U/L) nos grupos tratados com as
amostras de café integral e descafeinado submetidos a dois

processamentos (verde e torrado) e nos grupos controle.

Tipo de café Processamento Média
Verde Torrado

Integral 248,05% 259,22% 253,63
Descafeinado 243 ,47% 244,88* 244,18
Média 245,76 252,05
Controle negativo 108,19
Controle positivo 327,49
CV (%) 5,75

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)

O grupo tratado com tetracloreto de carbono apresentou indices de AST
e ALT significativamente maiores que o grupo tratado com dgua. Em todos os
grupos tratados com café, houve uma diminuicio significativa nos indices de
AST e ALT quando comparados ao grupo controle positivo (tratado com
tetracloreto de carbono). Porém, esses indices ndo chegaram aos seus valores
basais (controle negativo). Entre os grupos tratados com as diferentes bebidas,
nao houve diferenca significativa, mostrando que as bebidas de -cafg,
independentemente do processo de descafeinacdo e da torragdo, protegeram os
figados da injuria causada pelo tetracloreto de carbono.

Um estudo verificou o efeito do café solivel sobre danos hepaticos
causados por tetracloreto de carbono e os resultados apresentados estdo de
acordo com os resultados do presente estudo. Encontraram niveis de AST e ALT
no grupo tratado com tetracloreto de carbono significativamente maior que os do
grupo controle. Neste mesmo trabalho, verificaram niveis de AST e ALT no

grupo tratado com tetracloreto mais café soldvel significativamente menor que
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nos grupos tratados apenas com tetracloreto de carbono (p < 0.05) (Ozercan et

al., 2006).

4.8.2 Albumina e proteinas totais séricas

Das proteinas do plasma sanguineo, a albumina € a mais abundante,
constituindo cerca de 50 a 65 %. A albumina € sintetizada no figado e o fator
mais determinante para a sua concentra¢io sanguinea € a capacidade do figado
em sintetizd-la. O acumulo de gordura hepdtica causa uma reducdo na
capacidade de sintese deste 6rgdo, com conseqiiente redu¢ao na concentracio da
albumina (Nicoluzzi et al., 2000). As concentracdes de albumina e proteinas

totais estdo apresentadas nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.

TABELA 11 Concentracio sérica de albumina (g/dL) nos grupos tratados com
as amostras de café integral e descafeinado submetidos a dois

processamentos (verde e torrado) e nos grupos controle.

Processamento

Tipo de café Média
Verde Torrado

Integral 4,77+ 5,20% 5,00
Descafeinado 4,90%" 5,247 5,07
Média 4,84 b 5,23 a

Controle negativo 5,73

Controle positivo 4,27

CV (%) 2,09

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)

O grupo controle positivo, tratado com CCl,, apresentou teor de
albumina significativamente menor que o grupo controle negativo, indicando

que o tetracloreto de carbono diminuiu os indices de albumina no soro dos ratos.
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Os grupos tratados com tetracloreto associado as bebidas de café tiveram valores
significativamente maiores que o grupo controle positivo e valores menores que
0 grupo negativo.

Os indices séricos de albumina nos grupos tratados com café torrado
(integral e descafeinado) foram significativamente maiores que os grupos
tratados com café verde (integral e descafeinado).

Esses resultados mostram que houve uma protecdo maior dos cafés
torrados quando comparados aos cafés verdes. Ndo houve influéncia da
descafeinagao sobre os niveis séricos de albumina.

A Tabela 12 mostra a concentracdo de proteinas totais no soro dos
grupos tratados com as diferentes bebidas de café, comparados aos grupos

controle.

TABELA 12 Concentracio sérica de proteinas totais (g/dL) nos grupos tratados
com as amostras de café integral e descafeinado submetidos a dois

processamentos (verde e torrado) e nos grupos controle.

Tipo de café Processamento Média
Verde Torrado
Integral 5,275 6,150%* 5,713
Descafeinado 4,848" 6,045% 5,446
Média 5,061 b 6,098 a
Controle negativo 7,523
Controle positivo 4,108
CV (%) 10,95

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)
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A administracdo de CCl, levou a diminui¢do nos niveis séricos de
proteinas totais, evidenciado através da diferenca significativa entre os grupos
negativo e positivo.

A concentracdo de proteinas séricas nos grupos tratados com as bebidas
de café torrado diferiu do grupo controle positivo e nio diferiu do grupo controle
negativo, ou seja, a administragdo da bebida de café torrado aumentou os niveis
séricos de proteinas totais retornando aos valores basais encontrados no controle
negativo.

Os niveis séricos de proteinas totais dos grupos tratados com as bebidas
de café verde ndo diferiram dos niveis encontrados no grupo controle positivo,
demonstrando que ndo houve influéncia das bebidas de café verde sobre os
valores de proteinas totais. Esses resultados mostram que houve uma protecao

apenas dos cafés torrados sem influéncia da descafeinacgao.

4.9 Lipideos totais do figado

A presenca de xenobidticos no figado, como o tetracloreto de carbono,
causa injuria e conseqiiente acimulo de lipideos no figado levando a um quadro
de esteatose hepdtica. Os resultados foram expressos em porcentagem de

gordura em relagdo a matéria integral e estdo apresentados na Tabela 13.
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TABELA 13 Concentragio de lipideos totais no figado (%) em relagdo a matéria
integral nos grupos tratados com as amostras de café integral e
descafeinado submetidos a dois processamentos (verde e torrado) e

nos grupos controle.

Tipo de café Processamento Média
Verde Torrado

Integral 4,06*" 4,08 4,07
Descafeinado 4,77+ 3,91% 4,34
Média 4,42 4,00

Controle negativo 2,53

Controle positivo 7,34

CV (%) 12,69

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)

O teor de lipideos totais no figado dos grupos tratados com tetracloreto
de carbono foi significativamente maior que no grupo controle negativo (tratado
com 4gua), indicando que o xenobidtico eleva os indices lipidicos hepdticos. Os
grupos tratados com tetracloreto de carbono em associacdo com as bebidas de
café tiveram uma diminuicdo nos niveis de lipideos quando comparados ao
controle positivo. Ja entre as bebidas de café, ndo houve diferenca significativa.
As bebidas de café, independentemente do tipo e do processamento, impediram
o acimulo de gordura no figado, porém ndo retornando aos valores basais
encontrados no grupo controle negativo.

Substancias capazes de combater o estresse oxidativo sdo capazes de
proteger o figado do acimulo indevido de gordura, portanto as sustancias
antioxidantes presentes nas bebidas de café podem ter contribuido na diminui¢ao

do acimulo de gordura hepdtica.

64



4.10 Inibicao da peroxidacao de lipidios in vivo

A peroxidacdo lipidica é uma das principais conseqiiéncias da injdria
hepética causada por CCl, e é mediada pela producdo de radicais livres
derivados do CCl,. Entretanto, a atividade antioxidante e/ou inibitoria da
geracdo de radicais livres é importante em termos de protecdo contra danos no
figado causados por CCl, (Campo et al., 2001).

A inibi¢do da peroxidacao lipidica foi calculada através da concentragio
de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (MDA). Os teores de MDA nos

diferentes grupos estdo apresentados na Tabela 14.

TABELA 14 Teor de substiancias reativas ao acido tiobarbitirico (nmol de
MDA/mg de proteina) nos grupos tratados com as amostras de café
integral e descafeinado submetidos a dois processamentos (verde e

torrado) e nos grupos controle.

Tipo de café Processamento Média
Verde Torrado
Integral 0,290%" 0,240%" 0,265
Descafeinado 0,295*" 0,230*" 0,263
Média 0,293 a 0,235b
Controle negativo 0,148
Controle positivo 0,378
CV (%) 12,22

* diferem do controle positivo pelo teste Dunnett (P<0,05)
" diferem do controle negativo pelo teste Dunnett (P<0,05)

Todas as amostras apresentaram inibicdo da peroxidacdo lipidica e a

torracdo influenciou positivamente nessa inibi¢do. Jd o processo de

descafeina¢@o ndo influenciou a lipoperoxidacgio.
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As bebidas de café analisadas apresentam compostos fendlicos, o que
pode contribuir, pelo menos em parte, para a atividade antioxidante demonstrada
neste estudo. Ainda, a complexacdo do Fe*> a compostos fen6licos pode reduzir
a disponibilidade deste metal envolvido na reacdo de Fenton, na iniciagdo e
propagacao da peroxidagdo lipidica (Lima et al., 2006).

Como o contetido de compostos fendlicos foi reduzido com a torragdo e
descafeinacdo, provavelmente outras substincias formadas durante a torragcdo
podem agir sinergisticamente com os compostos fendlicos para a inibi¢do da
peroxidacdo de lipideos observada nas bebidas de café. Alguns autores t€ém
sugerido que os produtos da reagcdo de Maillard, formados durante a torracdo do
café, apresentam atividade antioxidante e podem ter contribuido com o resultado
encontrado (Lépez-Galilea et al., 2006).

Apesar de alguns autores terem demonstrado atividade antioxidante da
cafeina (Devasagayam et al., 1996), nenhuma correlacdo foi observada neste
estudo in vivo. Vale ressaltar que quando a bebida é administrada como um todo
e ndo como componentes isolados, mesmo doses baixas de um determinado
composto, podem exercer um efeito protetor importante se diferentes

componentes interagirem aditivamente.
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5 CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho permitiram concluir que:
Todas as bebidas de café analisadas, independentemente do processo de
torracdo ou de descafeinacdo, apresentam poder redutor, atividade

seqiiestrante de radicais livres e atividade quelante de metais;

A descafeinacdo diminui a atividade antioxidante in vitro da bebida do

café;

As bebidas preparadas a partir de amostras de café verde,
independentemente do processo de descafeinacdo, apresentam
capacidade quelante de Fe?* superior as bebidas de café preparadas a

partir de amostras de café torrado;

O processo de torragdo potencializa a atividade seqiiestrante de radicais

livres e o poder redutor das bebidas do café;
A torracdo potencializa a atividade antioxidante in vivo do café;

O processo de descafeinacdo ndo interfere na protecdo hepdtica entre as
amostras verdes e entre as amostras torradas verificadas no ensaio

bioldgico.
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TABELA 1A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel
s6lidos soltveis totais.

Fonte de variagdo GL SQ oM Pr > Fc
Cafés 3 0.071875 0.023958 0.0850
Erro 12 0.102500 0.008542

CV (%) =4,07

TABELA 2A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significincia e coeficientes de variagdo para a varidvel fendlicos

totais.
Fonte de variagdo GL SQ QM Pr>Fc
Cafés 3 4.607613 1.535871 0.0000
Erro 20 0.102583 0.005129
CV (%) =1,49

TABELA 3A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel trigonelina

Fonte de variagdo GL SQ QM Pr>Fc
Cafés 3 1.360300 0.453433 0.0000
Erro 8 0.009267 0.001158

CV (%) =3,77
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TABELA 4A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de varia¢do para a varidvel 4cido clorogénico.

Fonte de variagdo GL SQ oM Pr > Fc
Cafés 3 40.181425 13.393808 0.0000
Erro 8 0.030867 0.003858

CV (%) =3,27

TABELA 5A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel cafeina.

Fonte de variagdo GL SQ QM Pr>Fc
Cafés 3 2.366727 0.788909 0.0000
Erro 8 0.003438 0.000430

CV (%) =4,34

TABELA 6A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel DPPH.

Fonte de variagdo GL SQ oM Pr > Fc
Tipo de café 4 5906.429467 1476.607367 0.0000
Concentragdo 3 2108.685218 702.895073  0.0000
Tipo de café*conc. 12 1242.324973  103.527081  0.0000
Erro 40 26.158600 0.653965 0.0000
CV (%) =13
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TABELA 7A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel poder

redutor.
Fonte de variagdo GL SQ QM Pr>Fc
Cafés 3 2783.201246  927.733749  0.0000
Erro 20 71.044350 3.552218
CV (%) = 3,18

TABELA 8A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel atividade
quelante de Fe2+.

Fonte de variagio GL SQ QM Pr > Fc
Tipo de café 3 8845.849167 2948.616389 0.0000
Concentragdo 2 6344.550772  3172.275386 0.0000
Tipo de café*conc. 6 216.734783 36.122464 0.0000
Erro 24 87.874667 3.661444 0.0000
CV (%) = 5,69

TABELA 9A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variagdo para a varidvel albumina

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 0,02031 0,02031 1,85 0,1907
Tipo proc (T) 1 0,61231 0,61231 55,76 0,0000
C*T 1 0,01156 0,01156 1,05 0,3186
Adicional 2 4,29745 2,14873 195,66 0,0000
erro 18 0,19768 0,01098
CV (%) 2,09
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TABELA 10A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variagdo para a varidvel ALT

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 46,4442 46,4442 0,28 0,6020
Tipo proc (T) 1 2,20523 2,20523 0,01 0,9092
C*T 1 0,0225 0,0225 0,00 0,9908
Adicional 2 75002,1 37501,1 227,58 0,0000
erro 18 2966,13 164,785
CV (%) 9,11

TABELA 11A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significincia e coeficientes de variagdo para a varidvel AST

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 357,777 357,777 1,90 0,1850
Tipo proc (T) 1 158,256 158,256 0,84 0,3715
C*T 1 95,16 95,16 0,51 0,4863
Adicional 2 101328 50664,1 268,98 0,0000
erro 18 3390,42 188,357
CV (%) 5,75

TABELA 12A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel lipideos
totais

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 0,2809 0,2809 0,88 0,3601
Tipo proc (T) 1 0,7056 0,7056 2,22 0,1540
C*T 1 0,7744 0,7744 2,43 0,1364
Adicional 2 49,1338 24,5669 77,12 0,0000
erro 18 5,73385 0,31855
CV (%) 12,69
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TABELA 13A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significancia e coeficientes de variacdo para a varidvel MDA

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 0,000025  ,000025 0,02 0,8783
Tipo proc (T) 1 0,013225  0,013225 12,76 0,0022
C*T 1 0,000225 (000225 0,22 0,6468
Adicional 2 0,105808  0,052904 51,06 0,0000
erro 18 0,01865 0010361
CV (%) 12,22

TABELA 14A Resumo da andlise de varidncia com os quadrados médios,
significincia e coeficientes de variagdo para a varidvel proteinas
totais

FV GL SQ QM F P>F
Café (C) 1 0,283556 0283556 0,74 0,4014
Tipo proc (T) 1 4,295256 4295256 11,19 0,0036
C*T 1 0,104006  0,104006 0,27 0,6091
Adicional 2 23,620553  11,810277 30,76 0,0000
erro 18 6,911225 () 3839569
CV (%) 10,95

90



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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