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RESUMO

Neste estudo objetivou-se avaliar a atividade antioxidante do café bebida
mole, em trés diferentes graus de torragdo, in vitro e in vivo e a atuagdo dessa
bebida em ratos Zucker diabéticos portadores de sindrome metabdlica. Foram
determinados nos cafés os teores de extrato aquoso, cinzas, solidos soluveis,
acidez titulavel, pH, aglicares totais e redutores, extrato etéreo, proteina,
umidade, fibra bruta, teor de minerais, compostos fenolicos, cafeina, trigonelina
e acido clorogénico. Além desses parimetros, foi realizada a determinagdo
qualitativa dos principais compostos fendlicos presentes no café e andlise
microbioldgica dos grdos. A avaliagdo in vitro da atividade antioxidante foi
verificada por meio dos métodos de seqliestro de radicais livres, atividade
quelante de metais e capacidade antioxidante equivalente ao trolox. Foram
realizados ensaios com células de neuroblastoma para analise da viabilidade
celular. Foram utilizados para o ensaio in Vvivo ratos Zucker diabéticos
portadores de sindrome metabdlica e ratos Zucker controle. Os animais
receberam doses diarias das bebidas de café por gavage por 30 dias. Apds o
tratamento, foram avaliados os pardmetros sanguineos glicose, triacilglicerois,
colesterol total e fragdes (HDL-c, LDL-c ¢ VLDL-c), creatinina, &cido Uurico,
aspartato amino transferase (AST), alanina amino tansferase (ALT), lipideos
fecais, peso dos rins, peso do figado, volume urinario e consumo de racdo e
agua, além da avaliagdo da peroxidacdo lipidica. A bebida do café,
independentemente do processo de torracdo, apresentou atividade quelante de
metais ¢ atividade antioxidante in vitro. O acido caféico ¢ o acido clorogénico
mostraram um efeito positivo sobre a viabilidade celular. O café ndo interferiu
no ganho de peso, consumo alimentar e de agua e excregdo de lipidios em ratos
Zucker obesos. Colaborando na modula¢do da sindrome metabdlica e do
diabetes mellitus tipo II, o café bebida mole auxiliou na redugdo da glicemia,
colesterol total e triacilglicerois. A bebida do café apresentou importante efeito
hepatoprotetor e renal. Os compostos presentes no extrato diminuiram a
lipoperoxidagdo hepatica e renal. Os resultados demonstram que o tratamento
com café torrado bebida mole, em razdo da sua potencial atividade antioxidante,
efeito hipoglicemiante e hipolipidemiante, ¢ eficaz na prote¢do dos animais com
sindrome metabolica e diabetes mellitus tipo 1.

Palavras-chave: Café. Torra¢do. Antioxidantes. Diabetes. Sindrome
metabdlica.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antioxidant activity of coffee soft drink
in three different degrees of roasting, in vitro and in vivo and the effect of that
drink in Zucker diabetic rats with metabolic syndrome. In all experiments, the
beverage was prepared under the same methodology. Were determined the
contents of the aqueous extract, ash, soluble solids, acidity, pH, total and
reducing sugars, fat, protein, moisture, crude fiber, mineral content, phenolic
compounds, caffeine, trigonelline and chlorogenic acid. Besides these
parameters were determined the major phenolic compounds present in coffee
and microbiological analysis of the grains. In vitro antioxidant activity was
measured by the methods of DPPH radical scavenging, metal chelating activity
and the trolox equivalent antioxidant capacity. Cell viability was examined by
MTT assay. Were used to in vivo tests the diabetic Zucker rat with metabolic
syndrome and control Zucker rats. The animals received daily doses of coffee
drinks by gavage for 30 days. After treatment, were evaluated for glucose,
triglycerides, total cholesterol and fractions (HDL-c, LDL-c and VLDL-c),
creatinine, uric acid, aspartate aminotransferase (AST), alanine amino tansferase
(ALT), lipids fecal, weight of the kidneys, liver weight, urine volume and
consumption of food and water, besides the evaluation of lipid peroxidation. The
coffee beverage, regardless of the roasting process, showed activity metal
chelator and antioxidant activity. The caffeic acid and chlorogenic acid showed a
positive effect on cell viability. The coffee does not affect the weight gain, food
consumption and water and excretion of lipids in obese Zucker rats. Collaborate
in modulating the metabolic syndrome and diabetes mellitus type II coffee soft
drink helped in reducing serum glucose, total cholesterol and triglycerides. The
coffee beverage showed significant hepatoprotective effect. The compounds in
the extract decreased the lipidperoxidation on liver and kidney. The results
demonstrate that treatment with roasted coffee soft drink because of its potential
antioxidant activity, hypoglycemic and hypolipidemic effect is effective in
protecting with metabolic syndrome and diabetes mellitus type I1.

Keywords: Coffee. Roasting. Antioxidant. Diabetes. Metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO

O café¢ ¢ um dos produtos de maior comercializagdo no mercado
internacional, em razdo da sua grande receptividade que tem a sua bebida. O
cultivo, a industrializacdo e a comercializagdo desse produto sdo de extrema
importancia para o Brasil, pois geram grandes divisas para o Pais, reconhecido
como um dos grandes produtores e exportadores mundiais.

As diferengas na composi¢cdo quimica do café contribuem para que os
graos crus, quando submetidos aos tratamentos térmicos, originem bebidas com
caracteristicas sensoriais diferenciadas. Tais caracteristicas sdo avaliadas pela
classificacdo oficial do café por provadores que, treinados, podem enquadrar a
bebida em sete diferentes classes, sendo essas em ordem decrescente de
qualidade: estritamente mole, mole, apenas mole, dura, riada, rio e riozona. A
classificag@o pela bebida ¢ essencial na comercializagdo do café, pois subsidia a
determinacdo do seu preco e seu mercado de destino.

Além do prazer proporcionado pela degustagdo de bebidas com
caracteristicas sensoriais diversificadas, o café vem se revelando um alimento
funcional, capaz de incrementar a qualidade de vida de toda a humanidade.

A sindrome metabodlica, principal fator de risco para coronariopatias, e o
cancer sdo responsaveis, no mundo, por grande parte do total de mortes e se
tornam um problema de saude publica de primeira grandeza. Nos paises
desenvolvidos, ha maior incidéncia dessas doengas, porém a populacdo dos
paises em desenvolvimento também ¢ afetada, tendo como conseqiiéncias
principais o aumento dos gastos com satde publica, reducdo da qualidade de
vida, aumento do sofrimento dos pacientes e das mortes subitas.

Em vista do elevado consumo da bebida por uma significativa parcela da

populagdo, o café vem sendo alvo de numerosos estudos acerca de seus efeitos
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farmacolégicos e implicagdes na saide humana, entre estas, destaca-se a
potencial atividade antioxidante atribuida aos compostos fendlicos e os produtos
gerados durante a reagdo de Maillard.

Os efeitos benéficos do café a saude dependem, além da matéria prima,
do tipo de torragdo utilizado, uma vez que alguns compostos sofrem intensa
degradagdo durante esse processo. A torracdo ¢ um processo dependente do
tempo e da temperatura, no qual alteragdes quimicas sdo induzidas nos graos de
café. Sugere-se que a atividade antioxidante do café diminua com a
intensificagdo da torracdo, que ocasiona a perda dos componentes fenolicos,
porém, outros compostos antioxidantes podem ser formados, resultantes,
principalmente, da reacdo de Maillard.

Trabalhos in vitro e epidemiologicos ja foram realizados visando o
estabelecimento de correlagdo entre a atividade antioxidante do café e a reducdo
do risco de diversas patologias, os resultados, porém, ainda apresentam-se
controversos. Em vdrias pesquisas foi constatada uma relagcdo inversa entre o
consumo de café e a incidéncia de diabetes, cancer e cardiopatias, porém, em
outras, foi relatada a auséncia de beneficios, e até mesmo prejuizo da bebida em
relagdo ao desenvolvimento de tais patologias. Portanto, averiguagdes in Vvivo
sdo extremamente necessarias para auxiliar a elucidagdo da ag¢do da bebida do
café na satide humana. Experimentos em modelos genéticos sdo fundamentais
para o melhor entendimento das alteracdes no organismo, haja vista que, em
humanos, estudos sobre esses efeitos derivam com mais frequéncia das
observacdes epidemioldgicas do que das averiguagdes experimentais.

Face ao exposto, neste estudo objetivou-se avaliar a atividade
antioxidante do café bebida mole, em trés diferentes graus de torragdo, in vitro e
in vivo e a atuacdo desta bebida em ratos Zucker diabéticos portadores de

sindrome metabdlica e sadios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia econdémica e qualidade do café

O Brasil ocupa a segunda posi¢do entre os maiores consumidores
mundiais de café e a primeira dentre os maiores produtores, destacando-se,
ainda, o fato de ser o Unico pais produtor que consome parcela significativa de
sua produgdo. O cultivo, a industrializagdo ¢ a comercializacdo desse produto
sdo de extrema importancia para o Brasil, pois gera grandes divisas para o pais
(TRUGO et al., 2001).

O consumo interno brasileiro de café continua crescendo. No periodo
compreendido entre Novembro/2008 e Outubro/2009 registrou-se um acréscimo
de 4,15% no consumo interno em relacdo ao periodo anterior correspondente
(Nov/07 a Out/08) (Figura 1). Tanto o consumo doméstico quanto o consumo
fora do lar apresentaram taxas de crescimento positivas. Maiores investimentos
em produtos e no marketing interno do café impulsionaram as vendas. Ja, o
consumo per capita foi de aproximadamente 78 litros para cada brasileiro por
ano, registrando uma evolugdo de 3,0% em relagdo ao periodo anterior. Os
consumidores estdo ingerindo mais xicaras de café por dia e consumindo
também formas diversificadas da bebida, além do café filtrado tradicional, como
os cafés expressos, cappuccinos e outras combinagdes com leite. A
disponibilidade de cafés melhores ¢ apontada como uma das razdes que
justificam o aumento do consumo interno. Outro fator que pode ter contribuido
para o aumento registrado em 2009 ¢ a boa percep¢do do publico com relacao
aos beneficios do café para a saude humana (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DO CAFE - ABIC, 2010).
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Figura 1 Evolu¢do do consumo interno de café no Brasil (ABIC, 2010)

A economia cafeeira ¢ uma atividade de elevada relevancia
socioecondmica para o Brasil. O café foi, e ainda &, para varias regides
produtoras uma das atividades com maior capacidade geradora de empregos e
fixadora de mao-de-obra no campo (CONSELHO NACIONAL DE
DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPQ, 2000).
Suas principais regioes cafeeiras estdo situadas nos Estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo e Parana.

A qualidade da bebida de café, caracterizada por seu sabor ¢ aroma, ¢é
influenciada por diversos fatores pré e pos-colheita que promovem a expressao
da qualidade final do produto. Essa qualidade do café ¢ avaliada em fungdo de
duas classificagdes: uma que utiliza o aspecto e pureza do café, e outra o sabor e
aroma, sendo esta ultima a mais importante, pois se refere as caracteristicas

sensoriais da bebida.
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2.2 Classificacdo do café

A classificagdo de produtos destinados a alimentacdo humana ¢é de
capital importancia, tanto no sentido de “informar” sobre a qualidade como
alimento, quanto no sentido de nortear as agdes de mercado como transagdes
comerciais, estratégias de marketing e armazenagem em toda sua cadeia de
comercializagao.

A classificacdo do café beneficiado baseia-se em atributos fisicos
(nmimero de defeitos, cor, tamanho e forma dos graos) e sensoriais (BRASIL,
2003).

Durante a classificagdo oficial do café pela bebida, esta ¢ classificada em

sete diferentes padrdes (Tabela 1).

Tabela 1 Padrdes de bebidas do café segundo classificacdo oficial pela prova de

xicara.
Classificacao Caracteristicas

Estritamente Mole Sabor suavissimo e adocicado

Mole Sabor suave, acentuado e adocicado

Apenas Mole Sabor suave com leve adstringéncia

Dura Sabor adstringente e gosto aspero

Riada Leve sabor de iodoférmio ou acido
fénico

Rio Sabor forte e desagradavel lembrando
iodoférmio ou 4cido fénico

Riozona Sabor e odor intoleraveis ao paladar e
ao olfato

Fonte: Brasil (2003)

A prova de xicara surgiu no Brasil no inicio do século XX e foi adotada
pela Bolsa Oficial de Café e Mercadorias de Santos, a partir de 1917, pouco
depois de sua instalagdo em 1914. O café, apods ter sido torrado e moido em

moinhos especiais em granulagdo apropriada é colocado em xicaras (pirex ou
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louca). A técnica correta recomenda que a infusdo seja preparada na propor¢ao
de 10g de pd para 100 mL de agua, a qual ¢ colocada sobre o pd, quando atingir
90° C. Nessa oportunidade, o classificador ja deve obter um julgamento
preliminar pelo aroma dos vapores desprendidos. O exame final ¢ feito com
auxilio de uma concha, servem-se cuidadosamente algumas por¢des de infusdo,
com a finalidade de julgar o gosto daquela bebida (PEREIRA; PAIVA, 2006).

Em tempo de crise na cafeicultura a qualidade ¢ fator fundamental para a
valorizag@o do café, a qual estd diretamente ligada a composicdo quimica desse
produto. Os atributos sensoriais da bebida do café estdo intimamente
relacionados com os compostos quimicos presentes no grao cru, que atuam
como precursores do aroma e sabor (LICCIARDI et al., 2005).

A qualidade da bebida esta associada a diversos fatores, destacando-se
entre eles a composigdo quimica do grao, determinada por fatores genéticos,
culturais e ambientais; o processo de preparo e conservagdo do grdo, no qual
intervém a acdo da umidade e da temperatura, podendo propiciar infec¢des
microbianas indesejaveis; a torragdo ¢ o preparo da infusdo, que modificam a

constitui¢do quimica do graio (CARVALHO et al., 1994).

2.3 Composi¢do quimica

Segundo Chagas (1994), os principais constituintes quimicos do café
arabica sdo: dgua (8 a 12%); proteinas (9 a 16%); minerais (2,5 a 4,5%)); lipidios
(10 a 18%); carboidratos (20 a 25%); solidos soluveis (24 a 31%); agucares
totais (5 a 10%); agucares redutores (0 a 5%); 4cidos clorogénicos (ACG) (2 a
8,4%); cafeina (0,6 a 1,5%); potassio (1,35 a 1,88%) e trigonelina (0,7 a 1,4%).
No entanto, essa composi¢ao quimica do grao cru do café depende de fatores

genéticos, ambientais e condi¢cdes de manejo pré e pos-colheita.
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Dentre esses compostos, sobressaem os agucares, compostos fenolicos
(acidos clorogénicos), cafeina, compostos volateis, adcidos graxos e proteinas,
cuja presenca e teores conferem ao café um sabor e aroma peculiares. A
formacao 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).

Os niveis relativamente elevados de compostos fenolicos,
particularmente de acidos clorogénicos e de compostos relacionados, em gréos
de café refletem sua importincia fisiologica para a planta, assim como sua
contribui¢do significativa a formacdo do aroma e do sabor da bebida do café
(FARAH; DONANGELO, 2006). Farah et al. (2006) observaram alta correlagdo
entre altos niveis de acidos clorogénicos (isdbmeros 4 ¢ 5 ACG) e baixa
qualidade sensorial da bebida. Segundo os autores, esta relacdo pode ser
explicada em razdo do maior teor de acidos clorogénicos encontrado nos graos
de café defeituosos, especialmente nos defeitos preto e verde. Niveis mais
baixos de acidos clorogénicos parecem também explicar a superioridade do
Coffea arabica L. na qualidade da bebida quando comparados com o Coffea
canephora Pierre. A diferenga nos indices de acidos clorogénicos dessas duas
espécies foi considerada um dos fatores responsaveis para diferencas do sabor
entre as duas espécies.

Os acidos clorogénicos abrangem uma série de compostos oriundos da
esterificacdo do acido quinico com derivados do acido cinamico como os acidos
cafeico, fertilico e p-cumadrico, sendo os principais subgrupos de isdmeros os
acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos e dicafeoilquinicos e, minoritariamente,
os acidos p-cumaroilquinicos (P-ACoQ). Esses compostos geram durante a

torrefagdo varios compostos fendlicos de baixa massa molar como, fenol, 1,2,3-
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triiddroxibenzeno (pirogalol), 1,2-diidroxibenzeno (catecol), 4-vinilbenzeno-1,2-
diol (4-vinilcatecol), entre outros, que apresentam caracteristicas sensoriais bem
variadas, como odores de matéria queimada, especiarias, cravo, fumo e, também,
sensa¢do de amargor e adstringéncia (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas
categorias, como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdico
e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e
hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Dentre as diversas classes de substincias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fenolicos tém recebido muita
atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a
lipooxigenase in vitro. A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se,
principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura quimica (SOUSA et
al., 2007).

Existe na literatura muita controvérsia sobre o mecanismo de agdo dos
compostos fenolicos. Estes atuam como antioxidantes na inativag¢do dos radicais
livres, em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico e tém a
capacidade de doar atomos de hidrogénio, inibindo assim as reagdes em cadeia
provocadas pelos radicais livres (ARORA; MURALEEDHRAN; STRASBURG,
1998; HARTMAN; SHANKEL, 1990). 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 também atividade pro-oxidante em
determinadas condi¢gdes (DECKER, 1997).

Alguns efeitos fisioldgicos, observados em animais € humanos e em
estudos in vitro, sdo associados a presenca de grande quantidade de compostos
fenodlicos na bebida de café. O acido clorogénico (ACG) representa uma familia

de compostos fenolicos, cujo componente majoritario ¢ o acido cafeoilquinico



25

(5-ACQ), presente em grande quantidade na bebida (MARIA, 1995). O principal
efeito fisiologico do 5-ACQ ¢ a sua atividade antioxidante, particularmente do
seu produto de hidrolise: o &cido caféico. A observacao de que o 5-ACQ reduz a
peroxidac¢ao de hemacias em ratos, a oxidagdo da LDL-c (lipoproteina de baixa
densidade) e a formagdo de nitrosaminas (agentes cancerigenos) in vitro sio
evidéncias de sua capacidade antioxidativa. Além disso, esse acido é capaz de
reduzir a resposta inflamatéria mediada por citocinas (KRAKAUER, 2002).

Em contrapartida, o 5-ACQ inibe a acdo enzimatica de amilases, tripsina
e lisozima (ROHN; RAWEL; KROLL, 2002). Por sua vez, os produtos
derivados de sua oxidagdo reduzem a biodisponibilidade de aminoacidos,
especialmente a lisina (FRIEDMAN, 1997). Além disso, o consumo de 5-ACQ
em quantidades encontradas na bebida de café, aumentaria os niveis de
homocisteina no plasma de humanos. Esse aminoacido ndo protéico ¢ um dos
fatores de risco para o surgimento de doengas cardiovasculares (OLTHOF et al.,
2001).

Daglia et al. (2000) sugeriram que os compostos fendlicos sdo
destruidos com a torragdo, enquanto os produtos da reacdo de Maillard, também
com propriedades antioxidantes, sdo formados.

Essa variedade de efeitos fisiologicos benéficos e maléficos atribuida
aos ACG, preponderantemente ao 5-ACQ, certamente ¢ dose-dependente. Os
estudos que relacionam a ingestdo didria de ACG do café e seus efeitos
fisiologicos sdo escassos. Portanto, atribuir um efeito benéfico ao consumo da
bebida de café, em razdo do alto teor de ACG, é ainda de fato uma atitude

precipitada.
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2.4 Torracao e alteractes do café

O café, para ser consumido, necessita obrigatoriamente ser torrado. Esta
fase é determinante da caracteristica final da bebida, pois o grau de torragdo
evidencia ou encobre inumeras propriedades do grao (ILLY; VIANI, 1995).

A torracdo consiste no aquecimento dos graos a 200- 240°C por 10 -15
min. Durante o processo de torrefagdo, a dgua residual dentro de cada célula é
convertida em vapor e ocorre uma série de reagdes quimicas complexas entre os
acucares, proteinas, lipideos e minerais contidos no seu interior. Os amidos
transformam-se em agucares simples, surgem algumas espécies de acidos
enquanto outros sdo eliminados, a estrutura celular basica do grdo acaba por se
desintegrar, fazendo com que ocorra expansao e as proteinas sdo desmembradas
transformando-se em peptideos. A trigonelina e os acidos clorogénicos sdao
compostos fortemente afetados pelas condigdes térmicas de torrefagdo
(MORAES, 2002).

Durante o processo de torragdo, o pH do extrato de café diminui até
atingir um valor minimo, aumentando em seguida; a concentragdo de cafeina
permanece constante; e a razdo 5-ACQ/cafeina permanece aproximadamente
constante durante a fase de secagem e diminui a uma taxa constante durante a
fase de pirdlise. A razdo trigonelina/cafeina diminui ap6s o ponto de pH minimo
ser atingido, em razdo da decomposicdo da trigonelina em acido nicotinico. Uma
comparagdo entre as caracteristicas de amostras de café bebida riado/rio e bebida
mole, demonstrou que a bebida riado/rio apresentou maior pH e teores similares
de trigonelina, 5-ACQ e cafeina. Observou-se que a reducdo da concentragdo de
5-ACQ ao final da torrag¢do foi mais acentuada para esta bebida, em comparagao
ao café de bebida mole. Esses resultados sdo um indicativo de que esse
parametro se apresenta como um potencial critério para diferenciacdo de

qualidade de produto (VITORINO et al., 2001).
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O processo de torrefagdo origina mudangas profundas na composigdo
quimica do café gerando derivados da reacdo de Maillard, caramelizagdo de
carboidratos e pirdlises. Essas alteragdes conferem ao café sabor e aroma
agradaveis, e podem ser determinantes para as atividades bioldgicas da bebida
(CLARKE; MACRAE, 1985; VILAS-BOAS et al., 2001).

Os produtos da reagdo de Maillard formados durante o processamento e a
estocagem de alimento, via interacdes entre os compostos e grupamentos aminos
e carbonilicos, sio comuns em muitos sistemas alimenticios, € varios estudos
demonstram que os produtos da reacdo de Maillard apresentam atividade
antioxidante in vitro. No entanto, o mecanismo de agdo destes compostos ainda
ndo ¢ bem conhecido. Alguns pesquisadores revelam a importancia de se estudar
a atividade antioxidante dos produtos da reacdo de Maillard na tentativa de
identificar compostos “naturais” como substitutos para antioxidantes sintéticos
(OLIVEIRA, 2000).

Em resumo, esta reagdo envolve a condensacdo do grupo aldeido do
acucar redutor (aldose) com um amino livre de uma proteina ou um aminoacido
para formar uma glicosilamina N-substituida, a qual se rearranja para formar o
produto do rearranjo de Amadori. O produto do rearranjo de Amadori se
desidrata formando furfural e redutonas e produtos de fissdo (dicarbonilicos).
Esses compostos e os aldeidos formados pela degradacdo de Strecker podem
reagir para formar aldois e polimeros nitrogenados livres, de alto peso molecular
e, ou, na presenca de compostos amino, produzir polimeros nitrogenados
marrons e copolimeros, chamados melanoidinas (OLIVEIRA, 2000).

Durante a reacdo de Maillard, um composto com extremidade redutora
condensa-se com um composto que tenha um grupo amino livre. Durante a
torrefagdo do café, parte de seus compostos fendlicos sdo incorporados as

melanoidinas (DAGLIA et al., 2000). Os 4acidos clorogénicos doam um grupo
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carbonil para as melanoidinas no primeiro estagio da reacdo de Maillard. Muitos
estudos tém sido feitos para caracterizar a estrutura e as propriedades quimicas
das melanoidinas, mas nenhuma foi completamente caracterizada até o momento
(ADAMS et al., 2005).

As principais implicagdes da reagdo de Maillard nos alimentos e nos
sistemas bioldgicos sdo muito diversas e influenciam aspectos quimicos,
sensoriais, nutricionais, toxicologicos e manifestagdes in vivo. Os aspectos
quimicos estdo relacionados com o mecanismo da reagdo, com o isolamento e
identificagcdo dos produtos intermedidrios e com a estrutura e propriedades dos
produtos finais (melanoidinas). Os aspectos sensoriais dizem respeito ao
desenvolvimento de aromas e sabores, & modificacdo de propriedades fisico-
quimicas e ao fendmeno de escurecimento. Os aspectos nutricionais consideram,
essencialmente, a perda de aminoacidos (lisina, arginina, entre outros) e de valor
nutritivo das fontes de proteina. Os aspectos toxicologicos estdo estreitamente
relacionados com a formagdo de mutagénicos e de antimutagénicos. Finalmente,
as manifesta¢des dos produtos da reagdo de Maillard in vivo estdo diretamente
relacionadas a atividade antioxidante (SGARBIERI, 1996).

A intensidade dessas alteracdes dependera do grau de torragdo do café
que pode ser clara, média ou escura. A torragdo média ¢ a mais indicada para
consumo, apesar da torrag@o escura ainda ser muito empregada pelas industrias,
originando sabor de queimado, facilitando a perda de volateis e a rancificagdo.
Sendo o processo de torrefacdo decisivo para a composi¢do do produto final

(PEREIRA et al., 2002).
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2.5 Moagem

Ap6s a torragdo, os graos de café devem ser moidos, processo este que
também deve ser rigorosamente controlado para obtengdo de uma boa bebida,
pois o tempo de preparo e o sabor da bebida sdo influenciados pela moagem. O
grau de moagem deve ser selecionado com muito critério, dependendo da
finalidade do uso do po6 e do gosto do consumidor.

Cada método de preparacdo da bebida exige uma moagem,
granulometria especifica que ird garantir maxima extragao somente dos atributos
do café. A moagem ideal para cada método de preparagdo vai depender do
tempo que cada café fica em contato com a 4agua e a sua temperatura
(NASCIMENTO, 2006).

Os graus de moagem do café sao definidos industrialmente como grosso,
médio e fino, seguindo estritamente as recomendagdes dos fabricantes de
moinhos, sem, no entanto, ter embasamento suficiente para correlacionar as
caracteristicas do processo com a composi¢do quimica e a qualidade final do
produto. Na pratica, o método de filtragdo ou extracdo ¢ que ird definir as
caracteristicas de moagem do p6 de café (MORAES, 2002).

De acordo com Illy e Viani (1995), existem alguns parametros que
influem nas caracteristicas da moagem do café torrado que sdo: a) a
variabilidade do “blend”, isto é, a moagem se confrontard com as diferencas
botanicas das variedades; b) grau de torracdo, modificacdo das estruturas
celulares e ¢) umidade, ndo deve ser superior a 3%, pois a umidade superior a
este valor amolece o grao e diminuem o numero de particulas finas na moagem.

A ruptura das células € realizada com a moagem, com a liberagao de
gases como CO, e CO e acompanhados por pequenas quantidades de substancias

volateis, responsaveis pelo tipico aroma do café (ILLY; VIANI, 1995). Os graos
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moidos ficam mais expostos e mais vulneraveis a a¢ao do oxigénio, podendo a
moagem acelerar a velocidade de envelhecimento do café, assim o ideal é que a
moagem seja realizada no momento do consumo, para que as caracteristicas do
grao de café sejam realcadas.

A granulometria pode ser relevante para extracdo de solidos totais,
relacionando-se com a composicdo quimica, atividade bioloégica e definindo o
rendimento do produto. Andueza, Pefia e Cid (2003) verificaram que a extragdo
de solidos e compostos soluveis, como trigonelina e acido clorogénico,
aumentou inversamente com o tamanho da particula e o contetido de cafeina

aumentou significativamente com a diminuigdo do tamanho da particula.

2.6 Ratos Zucker diabéticos

Os ratos Zucker diabéticos sdo modelos genéticos desenvolvidos em
laboratorio com a principal intengdo de pesquisas relacionadas a resisténcia
insulinica, intolerancia a glicose, sindrome metabdlica e obesidade genética.
Esses animais apresentam quatro cores variantes: predominantemente marrom,
branco e marrom, predominantemente preto e preto e branco (CHARLES
RIVER LABORATORIES, 2010).

Os mecanismos relacionados ao diabetes tipo 2 e sua associacdo com
patologias cardiovasculares t€ém sido elucidados por meio do uso de modelos
experimentais de obesidade e diabetes, tais como os ratos obesos Zucker e os
camundongos db/db e ob/ob. O objetivo é ter modelos animais que mais se
aproximam da condi¢do humana, na qual a obesidade ¢ fator muito comum

associado ao diabetes tipo 2. No modelo de Zucker, descrito primeiramente em

1960, estdo presentes hiperinsulinemia, dislipidemia, hiperfagia, hipotermia,
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alteracdes na atividade simpatica e reducdo do gasto energético (SCHMIDT et
al., 2003; TURNER; GUDGEON; TOSELAND, 1995).

Os ratos Zucker obesos sao vistos como um modelo de obesidade grave,
associada a resisténcia insulinica e tolerdncia a glicose diminuida. Nesses
animais o estimulo provocado pela insulina para a absor¢do de glicose nos
musculos esqueléticos e cardiacos ¢ marcadamente diminuido, a insulina ndo ¢
capaz de recrutar o principal transportador de glicose, o GLUT-4. Os ratos
obesos também apresentam captacdo diminuida de glicose, oxidacdo de glicose e
incorporacdo de glicose em glicogénio (MORABITO et al., 2002).

Os ratos Zucker Diabéticos proporcionam um bom modelo animal para
o estudo da sindrome metabolica humana. Descendentes dos ratos Zucker
hiperglicémicos e obesos, apresentam uma muta¢do ao nivel do receptor da
leptina (PICKAVANCE et al., 1998), o que compromete o efeito da leptina,
nomeadamente ao nivel de supressdo do apetite e dos efeitos termogénicos.
Assim, esses animais apresentam obesidade, niveis plasmaticos elevados de
colesterol e triacilglicerois, hiperfagia, politria e polidipsia. O desenvolvimento
do diabetes nestes modelos genéticos ¢ muito semelhante ao que ocorre no

homem (LEMOS et al., 2007).

2.7 Sindrome metabdlica

As profundas transformacdes na estrutura populacional, decorrentes de
quedas bruscas de mortalidade e fecundidade, deslocaram-se gradativamente dos
grupos jovens aos mais idosos, modificando a incidéncia e a prevaléncia de
doengas, bem como as principais causas de morte. Desse modo, doengas que

acometiam mais a populagdo infantil, como as infecciosas e parasitarias, vao
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perdendo importancia em prol de outras mais incidentes na populacdo adulta e
idosa (REZENDE; SAMPAIO; ISHITANI, 2004).

As transi¢des demografica, nutricional e epidemioldgica ocorridas no
século passado determinaram um perfil de risco em que doengas cronicas como
o diabetes, doencas cardiovasculares e o cancer assumiram Onus crescente e
preocupante. Essas sdo condigdes prevalentes e importantes problemas de saude
publica em todos os paises, independentemente de seu grau de desenvolvimento,
destacando-se como as principais causas de morte (BARRETO; CARMO,
1998). Fatores de risco relacionados ao estilo de vida, tais como: obesidade,
tabagismo, sedentarismo, dislipidemias, alcoolismo, estresse e hipertenso
arterial tém sido associados a essas doengas. A reducdo da exposi¢do a eles nio
s6 contribui para a diminuicdo da mortalidade, como também pode ser
considerada uma variavel de impacto para ocorrer um retardo substancial no
surgimento dessas doengas (MONTEIRO et al., 1995).

As doengas cardiovasculares representam a primeira causa de morte nos
paises desenvolvidos e também vém crescendo muito nos paises de economia
em transi¢do e em desenvolvimento (BRANDAO et al., 2005). Nos dias de hoje,
estas doencas contribuem significativamente como grupo causal de mortalidade
em todas as regides brasileiras. De acordo com o Ministério da Saude, a Regido
Sudeste possui o maior coeficiente de mortalidade por doencas do aparelho
circulatorio (207 mortes por 100 mil habitantes), enquanto a média brasileira é
de 169 mortes / 100 mil habitantes (CASTRO et al., 2004). Cerca de 25% das
causas de morte no mundo devem-se as doengas cardiacas. Uma das principais
causas das doencas cardiacas sdo os altos niveis de colesterol e triacilglicerdis
séricos, ou seja, hipercolesterolemia e hipertrigliceremia, respectivamente

(FIETZ; SALGADO, 1999).
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No inicio do século passado, diversos autores associaram o risco da
doenca cardiovascular a alguns fatores como a obesidade, a hipertensdo, o
diabetes e a dislipidemia, que freqiientemente estavam agrupados.
Posteriormente, novos estudos indicaram que a presenga do grupamento desses
fatores de risco se relacionavam geralmente a obesidade, especialmente a
abdominal. Entretanto, apesar de reconhecida do ponto de vista epidemiologico,
somente em 1988 o conceito de um elo fisiopatoldégico comum foi descrito na
literatura, que seria o estado de resisténcia periférica a acdo da insulina ¢ a
hiperinsulinemia a ela compensatoria. Desde entdo, a resisténcia a insulina tem
sido amplamente reconhecida como o fator fisiopatologico de base para o
desenvolvimento de diversas alteragcdes metabdlicas que constituem fatores de
risco ndo somente para a doenga cardiovascular, mas também para o diabetes, a
esteatose hepatica e as hepatopatias ndo-alcoodlicas (LERARIO; BETTI;
WAJCHENBERG, 2009).

Tradicionalmente, o conceito de resisténcia insulinica (RI) ¢ definido
como um defeito na agdo da insulina que resulta em uma hiperinsulinemia
compensatoria para manter os niveis de glicemia dentro da normalidade. Um
importante fator de contribuicdo para a Rl é a presenca de niveis séricos
elevados de acidos graxos livres, provenientes do aumento da mobilizacdo de
triacilglicerdis do tecido adiposo (ECKEL; BRUNDY; ZIMMET, 2005).

As evidéncias, na literatura médica, levam a crer que os produtos do
adipocito (principalmente os acidos graxos livres) contribuem de alguma forma
com as alteragdes encontradas nos pacientes, como aumento da pressao arterial,
resisténcia a insulina, intolerancia a insulina, intolerancia a glicose, glicemia de
jejum alterada, DM I, obesidade central, aumento da fragdo LDL-c, aumento
dos triacilglicerdis ¢ HDL-c (lipoproteina de alta densidade) baixo (LOPES,
2005).
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A presenca desse agrupamento de fatores de risco para o diabetes e a
doenca cardiovascular tem recebido diferentes denominacdes que a
caracterizam como uma sindrome. Inicialmente designada como "Sindrome X",
recebeu outras denomina¢des como sindrome do Novo Mundo, sindrome da
resisténcia a insulina, sindrome plurimetabodlica e, finalmente, sindrome
metabdlica, denominacdo atual e universalmente utilizada (MCLAUGHLIN et
al., 2003).

Estudos envolvendo a sindrome metabolica, fatores de risco
cardiovascular e o desenvolvimento de doenca cardiovascular aterosclerdtica
aumentaram consideravelmente em adultos e, ultimamente, tem sido objeto de
atencdo especial nas idades iniciais, pois cada vez mais este diagnostico vem
sendo realizado precocemente (SINAIKO, 2007).

A sindrome metabdlica (SM) caracteriza-se por um conjunto de
anormalidades (hipertensdo arterial, alteragdes lipidicas e glicidicas),
frequentemente correlacionadas com a resisténcia insulinica e com a obesidade
central e associa-se fortemente ao desenvolvimento da aterosclerose. Na
atualidade, a SM vem sendo identificada como um dos mais potentes e
investigados fatores determinantes das doengas cardiovasculares e do diabetes
melitus tipo 2 (BARBOSA et al., 2010).

O termo sindrome metabdlica descreve uma condicdo de ocorréncia
predominante em paises civilizados. Estima-se que a SM afete cerca de 20% a
30% da populacdo em idade média e avangada. Sua maior importancia reside no
fato de que tem sido implicada com um aumento significativo do risco de
morbidade e mortalidade cardiovascular (MONTEIRO JUNIOR et al., 2009).

Existem varias propostas de defini¢do clinica de SM. Trés sdo as mais
utilizadas: Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) (ALBERTI; ZIMMET,
1998), National Cholesterol Education Program’s Adults Treatment Panel |11
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(NCEP-ATP III) (GRUNDY et al., 2005) e, mais recentemente, a International
Diabetes Federation (IDF) INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION -
IDF, 2010).

A definicdo da OMS foi proposta em 1998 e preconiza como ponto de
partida a avaliacdo da RI (resisténcia insulinica) ou do distiirbio do metabolismo
da glicose e inclui a medida da albuminuria e, por isso, ¢ mais complexa de ser
avaliada.

A proposta mais amplamente utilizada para caracterizar essa sindrome ¢
a definida pelo National Cholesterol Education Program Expert Panel (NECP).
A definicdo da NCEP engloba a presenga de trés de cinco componentes:
obesidade abdominal, hiperglicemia de jejum, pressdo arterial elevada,
triacilglicerdis elevados, HDL-c¢ reduzido (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM - NECP, 2001). A defini¢do do NCEP-ATP III foi
desenvolvida para uso clinico e ndo exige a comprovacdo de RI. Pela sua
simplicidade e praticidade, esta é a defini¢do recomendada pela I Diretriz
Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabolica (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

A defini¢do de sindrome metabolica do International Diabetes
Federation (IDF) também ¢é muito utilizada. O IDF condiciona a classifica¢ao a
presenca de gordura abdominal alterada. A definicdo da IDF de sindrome
metabdlica requer a presenca de obesidade central, definida pela circunferéncia
abdominal, além de outros dois dos quatro seguintes fatores: elevacdo de
triacilglicerdis ou tratamento para tal; HDL reduzido ou tratamento para eleva-
lo; hipertensdo arterial ou tratamento anti-hipertensivo; hiperglicemia de jejum
ou diabetes previamente diagnosticados (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006).

Os critérios das trés propostas estdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1 Critérios diagndsticos da sindrome metabdlica segundo as trés
definigdes mais utilizadas: OMS, NCEP-ATP III e IDF.

OMS exige a presenca de resisténcia a
acdo da insulina ou de hiperglicemia e
mais dois outros componentes

Niveis

Presenga de hipertensao*

> 140/90 mmHg

IMC >30 Kg/m®

Relagdo cintura/quadril Masculino |> 0,90
Feminino > (0,85

Triacilglicerois*™ > 150 mg/dl

HDLc* Masculino | <35 mg/dl
Feminino <39 mg/dl

Glicemia* > 110 mg/dl

O NCEP-ATP 111 exige a presenca de Niveis
pelo menos trés dos seguintes
componentes

Pressao arterial* >130/85 mmHg

Circunferéncia abdominal Masculino |>102 cm
Feminino > 88 cm

Triacilglicerois™ > 150 mg/dl

HDLc* Masculino | <40 mg/dl
Feminino <50 mg/dl

Glicemia* > 100 mg/dl

O IDF exige a presenca de obesidade Niveis
abdominal e de pelo menos outros dois
componentes

Circunferéncia abdominal (Asiaticos e Masculino |>90 cm

Latinos da América Central e do Sul) Feminino >80 cm

Pressao arterial® >130/85 mmHg

Triacilglicerois*™ > 150 mg/dl

HDLc* Masculino | <40 mg/dl
Feminino <50 mg/dl

Glicemia* > 100 mg/dl

*QOu em uso de medicacdo especifica

Fonte: Rodrigues, Canani e Gross (2010)
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A sindrome metabdlica, independente da proposta de classificagdo,
constitui uma importante ameaca a saude publica. Isso ocorre tanto em funcao
da sua associagdo com o aumento de 5 a 10 vezes no risco de desenvolver
diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) e com o aumento de 2 a 3 vezes no risco para a
doencas cardiovasculares. Fatores de risco para o desenvolvimento da doenga
cardiovascular como a dislipidemia, a hipertensdo, a disfun¢do endotelial, a
inflamagdo, a hipercoagulagdo e as alteracdes na fibrinolise, a obesidade e o
metabolismo alterado da insulina e glicose fazem parte da sindrome metabolica
ou sdo fortemente associados a ela (MELLO; LAAKSONEN, 2009).

Embora as defini¢des disponiveis abordem alguns aspectos diferentes
dentro do espectro de anormalidades da SM, a literatura é concordante em seus
componentes essenciais: obesidade, hipertrigliceridemia, niveis baixos de HDL-
¢, HAS e intolerancia a glicose. Além disso, tais defini¢des compartilham do
mesmo objetivo: auxiliar na identificagdo de individuos de risco para DCV e
DM, que se beneficiariam com a interven¢do precoce sobre essas anormalidades
(LEVESQUE; LAMARCHE, 2008).

Segundo Sharovsky et al. (2005), assim como a obesidade, a
determinacdo da SM estd associada a interacdo entre fatores genéticos e
ambientais.

Segundo Lerario et al. (2002), o mecanismo pelo qual a distribui¢do
central da adiposidade causa resisténcia a insulina ja € bem conhecido.
Depositos viscerais de triacilglicerdis possuem tunover (rotatividade) mais
acelerado que o de outras regides, aumentando a oferta de acidos graxos livres
no sistema porta, que estimulam a gliconeogénese e inibem a depuracao hepatica
da insulina, contribuindo para elevar a glicemia, a insulinemia e a resisténcia

insulinica.
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A hiperinsulinemia tem um papel importante no desenvolvimento de
outros componentes da SM, como a dislipidemia e a hipertensdo. Os
mecanismos que podem explicar a relagdo da hiperinsulinemia com o
desenvolvimento da hipertensdo sdo: a reabsor¢ao renal de sodio e agua
aumentada; a ativagdo do sistema nervoso simpatico; a diminui¢ao da atividade
enzima Na'-K'-ATPase e aumento do acumulo de calcio celular e o estimulo de
fatores de crescimento (ISOSAKI; CARDOSO, 2004).

A hipertriacilgliceridemia ¢ explicada por Isosaki e Cardoso (2004), em
razdo de um aumento da liberagdo hepatica de lipoproteinas ricas em
triglicérides, as VLDL-c. Para Schiavo, Lunardelli e Oliveira (2003), as VLDL-c
ricas em triacilglicer6is sdo secretadas quando estd ocorrendo sintese excessiva
de triacilglicerdis hepaticos, como na obesidade e no diabetes mellitus ndo
insulino dependente.

Elevados niveis de triacilglicer6is no soro estdo associados com quatro
condicdes patogénicas que aceleram a aterosclerose: diminui¢do dos niveis de
HDL-c no soro; aumento das lipoproteinas remanescentes; pequena elevagao na
LDL-c e aumento das condigdes trombogénicas. Isso sugere que a
hipertriacilgliceridemia podera ser a causa da aterosclerose. Estudos
experimentais investigam a elevacdo dos triacilglicer6is no soro associada ao
risco de doengas coronarianas. Surgem evidéncias que a hipertriacilgliceridemia
¢ um fator de risco independente para doengas coronarianas, pois contribui para
estas doencas por um efeito aterogénico direto das lipoproteinas ricas em
triglicérides, particularmente as VLDL-c (SCHIAVO; LUNARDELLI;
OLIVEIRA, 2003).

Fatores ambientais relacionados ao estilo de vida t€m sido fortemente
implicados na fisiopatologia da SM. Esses ultimos incluem habitos dietéticos

(ESPOSITO; CERIELLO; GIUGLIANO, 2007) e inatividade fisica (LAKKA;
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LAAKSONEN, 2007), ambos contribuindo para a obesidade e especialmente
para o acimulo de tecido adiposo na regido abdominal, tecido diretamente
envolvido na génese da resisténcia a insulina. A grande liberacdo de acidos
graxos na circulagdo portal e sistémica, decorrente da alta atividade lipolitica da
gordura visceral, associada a producdo de citocinas pro-inflamatorias e pro-
aterogénicas, reduz a captacdo de glicose no figado, musculatura esquelética e
outros tecidos, gerando uma condicdo de alto risco cardiometabolico (DESPRES

et al., 2008).

2.8 Café e sindrome metabdlica

Inicialmente, a bebida de café era consumida em cerimonia religiosa ou
por indicagdo médica, sendo preparada a partir do grdo verde (cru). O café era
recomendado para tratar uma grande variedade de doengas, como pedra nos rins,
gota, tosse e sarampo. No decorrer do tempo, o consumo da bebida café tornou-
se popular, o que fez surgir um conflito na literatura médica em relagdo aos
efeitos do café na saide humana. Ao longo das ultimas décadas, muitos estudos
foram realizados, buscando esclarecer os aspectos relacionados a ingestdo do
café e os seus efeitos funcionais. A esta bebida, em fun¢do de sua composicio
quimica, tém sido atribuidas inimeras vantagens e desvantagens para a saude
humana (ALMEIDA et al., 2003).

Resultados de pesquisas epidemioldgicas sugerem que o consumo de
café pode vir a prevenir a ocorréncia da sindrome metabolica, em razdo da agdo
antioxidante apresentada por diversos constituintes do café e de outras acdes
fisiologicas relacionadas a prevengao de dislipidemias, obesidade, hiperglicemia,

hipertensdo entre outros fatores de risco para doencas cardiovasculares.
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Para Aratijo ¢ Mancini Filho (2006), o café representa uma alternativa
promissora a ser aplicada na prevencao e tratamento de diabetes e prevengdo de
fatores de risco para doengas cardiovasculares. Porém, outros estudos de coorte
ndo encontraram uma associacdo benéfica entre o consumo de café e o
desenvolvimento de tais patologias, demonstrando que o consumo dessa bebida
estd associado ao aumento de fatores de risco para cardiopatias, incluindo o
aumento da pressdo sanguinea e a concentragdo de homocisteina no plasma
(HIGDON; FREI, 2006). Em um estudo epidemiologico com 45.589 individuos
do sexo masculino ndo foi encontrada ligagdo entre o café e as doengas
cardiovasculares ¢ o infarto naqueles que bebiam quatro ou mais xicaras por dia
(GROBBEE et al., 1990). Ja Klag et al. (1994), concluiram que a ingestdo de
café por individuos fumantes ou ndo do sexo masculino, estava associada a um
risco aumentado de doengas cardiovasculares e a um risco elevado de infarto do
miocardio. Entretanto, Chou e Benowitz (1994) apontaram falhas em muitos dos
estudos realizados, entre elas a auséncia de limite superior nas quantidades
consumidas e a exclusdo de individuos com histérico de doencga cardiovascular.
Esses autores, apos estudo exaustivo, concluiram que o café em dosagens
tipicas, ndo aumentava o risco de infarto, morte subita e de arritmias.

Objetivando relacionar o consumo de café aos niveis sanguineos de
colesterol foram realizados 22 estudos longitudinais, envolvendo 130.000
pessoas de oito paises. Os resultados da influéncia do consumo de café nos
niveis de colesterol foram conflitantes e Thelle, Heyden e Fodor (1987)
atribuiram essas divergéncias aos diferentes métodos de preparo da bebida do
café, que podem afetar a sua composicdo. Conclusdes similares foram
apresentadas por Rosmarin (1989) e Thelle (1995). De acordo com Chou e
Benowitz (1994), o teor de cafeina nao influencia os niveis de lipoproteinas,

entretanto, o consumo de café fervido tem efeito na elevacdo da LDL-c e
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apoproteina B no soro, sendo este significativo ao se consumir seis a sete xicaras
de café fervido por dia. Chou e Benowitz (1994) e Thelle (1995) relataram que
os fatores responsaveis pelo aumento do colesterol nos individuos que
consomem café fervido sdo os diterpenos Kaveol e cafestol, os quais estdo
presentes na fracdo lipidica do café. Pacientes hiperlipidémicos sdo mais
susceptiveis ao aumento sérico de lipideos com o consumo de café, mas o
colesterol do soro ndo ¢ aumentado em individuos que consomem o café
preparado por processo de filtragdo (JEE et al., 2001).

Ito et al. (1998) ndo constataram aumento de colesterol total e
triacilglicer6is em humanos que receberam a bebida de café filtrado, o que
também foi verificado por Duarte et al. (2009). A ingestdo de café instantaneo
também ndo induziu alteragdo nos niveis de colesterol total (MCANLINS et al.,
1998). Ja, Yukawa et al. (2004) revelaram uma redu¢do no colesterol total e
LDL-c, ap6s consumo de café, sem alteragdes significativas de triacilglicerdis e
HDL-c.

Nessa linha, outros efeitos positivos do consumo do café, apontam
melhoria da irrigagdo sangiliinea ¢ de inibi¢do da oxidacdo da LDL-c
(ENCARNACAO; LIMA, 2003).

Tem sido demonstrado que o consumo a longo prazo de cafeina diminui
0 peso corporal em roedores. Estima-se que o consumo habitual de 6 xicaras de
café (ou seja, 600 mg de cafeina / dia) leve a um aumento no gasto energético de
100 kcal / dia. O café pode aumentar a termogénese, em parte, pelo aumento da
oxidacdo de gordura. A diminui¢do da massa adiposa e do nimero de adipdcitos
sem uma diminui¢do da ingestdo caldrica didria também ja foi relatada, bem
como o metabolismo lipidico. Porém, ha pouca evidéncia de ensaios em seres
humanos, e os resultados sfo ambiguos, acredita-se que este efeito seja

significativo apenas em individuos ndo obesos, uma vez que a cafeina causa
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maior termogénese, lipolise, oxidagdo da gordura e secregdo de insulina nestes.
Essa redugdo de peso pode provavelmente diminuir o risco de diabetes além de
outros beneficios (GREENBERG; BOOZER; GELIEBTER, 2006).

Estudos experimentais evidenciam que a administragdo de cafeina (em
quantidades médias compardveis as ingeridas diariamente) provoca uma
elevacdo aguda da pressdo arterial tipica, podendo esse efeito subsistir durante
varias horas. A vasoconstricao ¢ conhecida como sendo o principal meio através
do qual a cafeina influencia a pressdo sanguinea, resultante da sua agdo
antagonista face a adenosina, um vasodilatador fisioldgico. Ressalta-se que na
maioria dos estudos experimentais, a cafeina ¢ administrada numa unica dose
(aguda), contrariamente ao que acontece no dia-a-dia dos consumidores de café,
em que a mesma quantidade de cafeina ¢ ingerida em varias doses ao longo do
dia. Apesar destas constatacdes para a cafeina, os resultados dos estudos
epidemioldgicos que analisam o consumo de café e a sua influéncia na pressao
sanguinea sdo muito inconsistentes, ocorrendo associa¢des positivas, inversas e
inexistentes. De um modo geral, ndo existe uma clara relagdo causal entre o
consumo de café e hipertensdo, acrescenta-se a isto, a presenca de outros
compostos quimicos no café com agdo contraria ao efeito constritor da cafeina
como, por exemplo, os 4cidos clorogénicos (ALVES; CASAL; OLIVEIRA,
2009; HARTLEY et al., 2001; NURMINEN; NIITTYNEN; KORPELA, 1999).

O café contém inumeras substancias entre elas, a cafeina, acido
clorogénico, quinidinas e magnésio, que afetam o metabolismo da glicose
(DAM; HU, 2005). Tal fato vem ganhando destaque em razdo da associacdo
positiva entre o consumo de café e a reducdo do risco de diabetes tipo 2,
aumentando a sensibilidade da célula a insulina (DAM; FESKENS, 2002). A
insulina ¢ o principal hormonio que regula o metabolismo da glicose. Nas

células, a insulina ativa o transporte de glicose e aminoacidos, o metabolismo de
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glicogénio e lipidios, a sintese protéica e a transcricdo de genes especificos
(KAHN, 1998). Porém, segundo Encarnacdo e Lima (2003) a ingestdo de café
causa um aumento dos niveis de glicose no sangue em pessoas que nao fazem

uso regular da bebida.

2.9 Diabetes mellitus (DM)

O diabetes mellitus ¢ uma disfungdo metabolica de multipla etiologia
caracterizada por hiperglicemia cronica resultante da deficiéncia na secrecdo de
insulina, acdo da insulina ou ambos. Em 1995, foi estimado que o diabetes
mellitus atingia 4% da populagdo adulta mundial e que, em 2025, atingira 5,4%
da populacdo, o que equivalera a aproximadamente 300 milhdes de diabéticos.
Porém, a prevaléncia do diabetes mellitus tem elevado vertiginosamente, e
espera-se um incremento ainda maior. Nos paises em desenvolvimento, ha uma
tendéncia de aumento na frequéncia em todas as faixas etarias, especialmente
nas mais jovens, cujo impacto negativo sobre a qualidade de vida e a carga da
doenga aos sistemas de satde ¢ imensuravel (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION - ADA, 2002). O diabetes apresenta alta morbi-mortalidade,
perda importante na qualidade de vida e incorre em altos encargos para os
sistemas de satide. E uma das principais causas de mortalidade, insuficiéncia
renal, amputagdo de membros inferiores, cegueira e doenga cardiovascular em
todo o mundo, incluindo doengas coronarianas ¢ acidentes vasculares
encefalicos. A maioria das consequéncias do diabetes resulta dessas
complicacdes micro e macrovasculares (TOSCANO, 2004).

De acordo com a Associagdo de Diabetes Americana, existem 4
classificagdes de DM: tipo 1 ou insulino-dependente (DM1); tipo 2 ou ndo

insulino-dependente (DM?2); gestacional; e secundario a outras patologias.
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Independente da classificag@o, a principal caracteristica do DM e a manutengao
da glicemia em niveis acima dos valores considerados normais. O retardo para o
inicio do tratamento do DM pode acarretar no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, retinopatias, neuropatias autondmicas e periféricas,
nefropatias, doenga vascular periférica, aterosclerose, doenga cerebrovascular,
hipertensao, susceptibilidade a infec¢des e doengas peridontais (ADA, 2002).

O DM2 ¢ caracterizado pela incapacidade da insulina exercer
normalmente suas fungdes. A resisténcia a ac¢do da insulina impede o
desencadeamento de respostas enzimaticas, que envolvem a auto-fosforilacdo da
tirosina-quinase para o substrato IRS-1 e IRS-2 (substrato do receptor de
insulina 1 e 2), os quais fosforilam diversas proteinas, como o fosfatidilinositol 3
quinase (PI 3-quinase), que esta associada a sintese e translocacdo dos
transportadores de glicose (GLUT) para a membrana celular. Assim, no DM2, a
translocagdo de GLUT-4 (transportador de glicose 4) e a captacdo de glicose
pelas células ficam prejudicadas, levando a hiperglicemia cronica (ARSA et al.,
2009).

A hiperglicemia se manifesta por sintomas como politiria, polidipsia,
perda de peso, polifagia e visdo turva ou por complicagdes agudas que podem
levar a risco de vida: a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar
hiperglicémica ndo cetdtica. A hiperglicemia cronica estd associada a dano,
disfuncao e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coragao
e vasos sanguineos. Estudos de intervencdo demonstraram que a obtengdo do
melhor controle glicémico possivel retardou o aparecimento de complicagdes
cronicas microvasculares, embora ndo tenha tido um efeito significativo na
reducdo de mortalidade por doenga cardiovascular (GROSS et al., 2002).

O DM tipo 2 ¢ o maior problema de satde publica em diversos paises.

Nos Estados Unidos aproximadamente 17 milhdes de pessoas sdo diabéticas e
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mais de 90% desses casos sdo de diabetes tipo 2. Entre os maiores contribuintes
desta doenca estdo a obesidade ¢ a falta de exercicio. O diabetes era considerado
uma doenga de meia idade e idosos, mas, em razdo das mudangas do estilo de
vida agora e possivel também detectar tal patologia em adolescentes. Decorrente
da magnitude do problema, muitas pesquisas estdo sendo direcionadas para a
cura e prevencao da diabetes. Varios estudos estdo relacionados a mudancas do
estilo de vida, incluindo a dieta, drogas hipoglicémicas e uso de nutracéuticos,

como os polifendis (JANLE et al., 2005).

2.10 Café e diabetes

Um estudo multicéntrico sobre a prevaléncia de diabetes mellitus no
Brasil, apontou um indice de 7,6% na populacdo entre 30-69 anos, atingindo
cifras proximas a 20% na populacdo acima de 70 anos. Cerca de 50% destas
pessoas desconhecem o diagndstico e 25% da populagdo diabética ndo fazem
nenhum tratamento (PAIVA et al., 2006).

Dados epidemiolégicos indicam que ingerir grandes quantidades de café
reduz a incidéncia de diabetes tipo 2. Em dois estudos de coorte com individuos
saudaveis para examinar a relagdo entre o consumo a longo prazo de café e a
incidéncia de diabetes mellitus tipo 2, foram constatadas associa¢des
significativamente inversas entre estes, independente de fatores como indice de
massa corporal, tabagismo, atividade fisica e habito alimentar (GARAMBONE;
ROSA, 2007).

Pesquisa realizada com humanos para averiguar se o acido clorogénico
do café poderia modular a absor¢do de glicose, a secrecdo de insulina ¢ de
hormonios grastrointestinais concluiu que esse composto exerce acdo reguladora

no gradiente eletroquimico de soédio nas vilosidades intestinais, que ¢ o
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responsavel pelo transporte ativo de glicose. Assim, um suposto efeito de alguns
fendis e o de retardamento da absorcdo da glicose deslocando seu sitio de
absor¢do para segmentos mais distais do intestino (JOHNSTON; CLIFFORD;
MORGAN, 2003).

O café contém muitos componentes que poderiam contribuir para a
relacdo inversa com a incidéncia de diabetes tipo 2, pois contém quantidades
substanciais de potassio, niacina, magnésio e antioxidantes, como os polifenois.
Tais componentes possuem efeito benéfico no metabolismo da glicose ¢ na
resisténcia insulinica, podendo o café entdo ter efeito benéfico na prevengao do
diabetes (GARAMBONE; ROSA, 2007).

O mecanismo da relagdo inversa entre o consumo de café e a incidéncia
de diabetes tipo 2 ainda ndo esta bem elucidado, mas diversos mecanismos
plausiveis tém sido sugeridos. Um dos possiveis mecanismos seria o de inibi¢ao
da atividade da glicose-6-fosfatase pelo 4cido clorogénico. Essa enzima
regularia a glicemia, ja que e responsavel pela alta producao de glicose hepética
em diabéticos. Sendo assim, a redugdo na hidrolise ou na atividade da glicose-6-
fosfatase, levaria a redug@o na produgdo de glicose e, consequentemente, a uma
menor glicemia. Outro suposto mecanismo seria a inibigdo dos transportadores
de glicose dependentes de sodio no intestino também pelo acido clorogénico. O
café interferiria na secre¢do de peptideos gastrointestinais conhecidos por seus
efeitos hipoglicemiantes. Além disso, o café também contém magnésio, o que
poderia interferir positivamente na tolerancia a glicose (TUOMILEHTO et al.,
2004).

Outros mecanismos de a¢do dos acidos clorogénicos t€m sido estudados
em animais e in Vvitro, com o objetivo de clarificar os seus efeitos benéficos no
metabolismo da glicose, entre os quais: efeito antioxidante, uma vez que o

estresse oxidativo desempenha um papel no desenvolvimento de resisténcia a
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insulina ¢ diabetes tipo II; acdo quelante de metais, modificando a composi¢do
mineral dos tecidos e melhorando a tolerdncia a glicose (ex: aumento das
concentragoes de magnésio no figado); e inibi¢do da formagdo de compostos N-
nitrosos no trato gastrointestinal, que seriam toéxicos para as células beta do
pancreas (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).

O diabetes ¢ uma sindrome plurimetabdlica fundamentalmente
caracterizada por perturbacdes no metabolismo dos hidratos de carbono e dos
lipideos. O estresse oxidativo, avaliado laboratorialmente por meio de indices de
peroxidacdo lipidica e de oxidagdo protéica, encontra-se aumentado na DM 2,
mesmo em doentes ainda sem graves complica¢des. Apesar dessa evidéncia de
que o estresse oxidativo pode contribuir para a manifestacdo e progressao das
complica¢des diabéticas, resta ainda esclarecer se o estresse oxidativo estara
associado ou se € causa das modificagdes fisiopatologicas subjacentes a
diabetes. Tal fato deve-se, sobretudo, a avaliagdo do estresse oxidativo ser feita
de forma indireta e inespecifica. E, por isso, 0 mecanismo ou mecanismos que
conduzem ao estresse oxidativo no diabetes permanecem por elucidar na sua
totalidade. No entanto, tem sido sugerida a existéncia de mecanismos
interligados, em que ha produg¢ao acrescida de radicais livres como o superdxido
e, simultaneamente, uma diminuicdo do status antioxidante global. Estes
mecanismos incluem a glucooxidagdo, a formacdo de produtos avangados da
glicagdo (AGEs), a ativagdo da via do poliol, as alteragdes da glutationa
reduzida, as alteracoes do metabolismo do ascorbato, da inativa¢do do 6xido
nitrico (NO) ou do metabolismo das prostaglandinas (LEMOS et al., 2007).

Os AGEs podem também ter origem exdgena via dieta, sendo o café
torrado uma das principais fontes. A via classica da reagdo de Maillard, também
denominada glicagdo, inicia-se com a formagdo de base de Schiff instavel,

gerada pela condensagdo de grupamento carbonila de aglicar redutor, como a
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glicose, com um grupamento amina, oriundo, por exemplo, do aminoacido
lisina, composto especialmente suscetivel a reagdo. Na sequéncia, a base de
Schiff sofre rearranjos, tornando essa estrutura mais estavel, o produto de
Amadori, modernamente conhecido como early Maillard reaction products
(early MRPs) ou produtos iniciais da reacdo de Maillard. A hemoglobina
glicosilada e a frutosamina sdo conhecidos exemplos de produtos de Amadori.
Os produtos de Amadori gerados possuem grupos carbonilas reativos, que se
condensam com grupos aminas primarios acessiveis, dando origem aos produtos

avancados da reagdo de Maillard — AGEs.

2.11 Radicais livres e atividade antioxidante

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser
classificados como radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuracao faz
dos radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais ¢é critica para a
manutencdo de muitas fungdes fisioldgicas normais (POMPELLA, 1997).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou
na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU;
ANDERSON, 1997). Entre as principais formas reativas de oxigénio o O,
apresenta uma baixa capacidade de oxidacdo, o OH mostra uma pequena
capacidade de difusdo e é o mais reativo na indu¢do de lesdes nas membranas
celulares. O H,0, néo ¢é considerado um radical livre verdadeiro, mas ¢é capaz de
atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de DNA por meio

de reagdes enzimaticas (ANDERSON, 1996).
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A formagdo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicdo a fatores exodgenos. Contudo, na condigdo
de pro-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar, em razdo da
maior geracdo intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes
(CERUTTI, 1991, 1994). O desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes que resulta na indu¢@o de danos celulares pelos radicais livres tem
sido chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doengas, incluindo doengas degenerativas
tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares. Os danos no
DNA causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante
nos processos de mutagénese e carcinogénese (POULSEN; PRIEME; LOFT,
1998).

A utilizagdo 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, sendo que, muitas vezes, os proprios medicamentos aumentam a
geracdo intracelular desses radicais (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e reduc@o das
lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Uma ampla definicdo de
antioxidante ¢ "qualquer substincia que, presente em baixas concentracdes
quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagdo deste
substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protegdo dos
organismos. O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é o de

impedir a sua formacdo, principalmente pela inibi¢do das reagcdes em cadeia com
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o ferro e o cobre. Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque
sobre as proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases
do DNA, evitando a formagdo de lesdes e perda da integridade celular. Outro
mecanismo de protegdo € o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse
processo esta relacionado com a remog¢do de danos da molécula de DNA ¢ a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas. Em algumas situagdes pode
ocorrer uma adaptagdo do organismo em resposta a geracdo desses radicais com
o aumento da sintese de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Embora conhecido a muitos séculos, somente nas ultimas décadas o
cancer vem ganhando uma dimensdo maior, convertendo-se em um evidente
problema de saude publica mundial. No Brasil, o cenario nao tem sido diferente,
o cancer ¢é a terceira maior causa de mortes entre os brasileiros, representando
11,84% do total dos obitos registrados no pais (KLIGERMAN, 2000). O
processo de carcinogénese ¢ caracterizado por um estado oxidativo crénico,
especialmente na promoc¢do da doenga, na maioria das vezes resultante da agdo
de radicais livres (ARAUJO; MANCINI FILHO, 2006).

Segundo Duarte et al. (2005), cafés crus e torrados podem agir como
antioxidante in vitro e in vivo, além de inibir a peroxidacdo de lipideos, sendo os
compostos fendlicos e os produtos da reagdo de Maillard os responsaveis por

esta agao.
2.12 Café e oxidagdes bioldgicas
O café constitui uma bebida de grande popularidade, que ¢ consumida

mundialmente, com aroma e sabor caracteristicos (PINTO, 2002). Em vista

disso, numerosos estudos concernentes a sua seguranca e as implicagdes na
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saude tém sido realizados. Muitas pesquisas tém demonstrado que os
constituintes do café provocam varias respostas celulares e farmacologicas num
largo espectro de sistemas bioldgicos. Ha, entretanto, estudos epidemioldgicos
que contradizem os efeitos benéficos da ingestdo do extrato do café torrado, isto
¢, da bebida do café (TANAKA et al., 1998). Algumas dessas controvérsias
dizem respeito ao consumo de café e o aumento ou reducdo das oxidacdes
biologicas (SOMOZA et al., 2003).

Nascimento (2006), em seu estudo observou uma redugdo progressiva da
atividade antioxidante com o aumento no grau de torracdo. O caf¢ submetido a
torracdo moderadamente clara apresentou atividade antioxidante maxima,
enquanto o café com maior grau de torracdo apresentou a menor atividade
antioxidante. Assim, as torracOes mais claras seriam mais benéficas a saude
humana e mais eficazes na protecao das células contra os efeitos oxidativos.

Araujo (2007) avaliou a atividade antioxidante do extrato aquoso de
graos de café. Todas as amostras utilizadas na avaliagdo apresentaram um
percentual de inibigdo da oxidagdo proximo ao do butil hidroxi tolueno (BHT),
antioxidante sintético normalmente utilizado em alimentos industrializados.

Em um modelo de oxida¢@o da LDL humana in vitro, Aratjo e Mancini-
Filho (2006), observaram um elevado poder antioxidante e consequente
capacidade de reduzir ou evitar a aterogénese nesse sistema, com resultados
semelhantes aos apresentados nos mesmos testes aplicados para as vitaminas E e
C.

Segundo Duarte et al. (2005), as bebidas de café apresentam alta
atividade sequestrante de radicais livres, a qual aumenta com o tratamento
térmico do café cru para o claro, entretanto os graus de torracdo médio e escuro
induzem diminui¢ao da atividade sequestrante em comparagdo ao claro. Nesse

mesmo estudo, as bebidas de café apresentaram atividade sequestrante de
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radicais DDPH, que aumentou com a torragdo. A torragdo escura propiciou a
protecdo contra a lipoperoxidagdo in vivo. De acordo com os autores, esses
resultados sugerem que a formag@o de antioxidantes induzidos pelo tratamento
térmico poderia equilibrar a redugdo de compostos fenodlicos naturalmente
presentes no café.

Daglia et al. (2000), analisando a capacidade protetora da bebida de café
contra a peroxidacao de lipidios em figado de ratos, observaram que as amostras
apresentaram aumento na atividade protetora com a torragdo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Borreli et al. (2002), que observaram a reducao
da peroxidagdo do acido linoléico em cultura de células, com o aumento da
torracdo. Del Castillo, Ames e Gordon (2002), avaliaram a atividade
antioxidante de extratos de griaos de café submetidos a diferentes graus de
torragdo, clara, média e escura. Nos cafés de torragdo clara e média, apesar da
diminui¢do do conteudo de acidos clorogénicos, a atividade antioxidante das
melanoidinas foi maior na torracdo média (45,2%) do que na torracdo clara
(18,9%) em comparagdo ao café in natura. Entretanto, ndo aumentou a atividade
antioxidante da torra escura em relagdo a torra média. Segundo os autores, a
formagdo de melanoidinas com capacidade antioxidante ocorre somente em uma
fase da torrefacdo de café. A torragdo escura propicia a degradacdo parcial de
acidos clorogénicos, o que leva a reducdo da atividade antioxidante em relagdo a
torracdo média.

De acordo com Araujo (2007), durante o processo de torragdo ocorre
rompimento das ligagdes entre os compostos fendlicos e as moléculas ligadas a
eles, conferindo aos compostos resultantes uma estrutura com maior capacidade
antioxidante.

Diversos estudos epidemiologicos tém demonstrado uma relagdo direta

entre o consumo de café e a reducdo de alguns tipos de cancer. Resultados in
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vivo evidenciaram e reafirmaram o efeito anticarcinogénico da bebida do café.
Apesar de tais estudos revelarem uma relag@o inversa entre o consumo de café e
a incidéncia de tumores, varias investigagdes em fase de conclusdo té€m
evidenciado a auséncia de beneficios, e até mesmo prejuizo da bebida do café
sobre o desenvolvimento de diferentes tipos de tumores.

Hartge et al. (1983) estudaram 2.982 casos de cancer de bexiga,
constatando que individuos do sexo masculino que consumiam mais do que 49
xicaras de café por semana apresentaram um risco significativo de
desenvolvimento do carcinoma. Porém, os do sexo feminino que bebiam a
mesma quantidade apresentaram uma diminui¢@o no risco. Em estudo realizado
por Sala et al. (2000) foram avaliados individuos ndo fumantes com cancer de
bexiga e ndo foram encontradas evidéncias para uma associacdo de risco de
cancer ¢ consumo de café. A associacdo entre o consumo de café e o risco de
cancer foi também examinada em um estudo com casos-controle, conduzido no
Canada, o risco de cancer de bexiga ndo foi atribuido ao consumo de café em
individuos que nunca fumaram.

Em contrapartida, alguns trabalhos indicam que a torragdo propicia a
formag¢do de um composto denominado acrilamida, o qual apresenta uma
potencial atividade cancerigena aos humanos.

A presenca de substincias toxicas nos alimentos sempre constituiu
perigo para os consumidores, sendo uma das preocupacdes dos organismos
internacionais em relacdo a inocuidade alimentar. Em abril de 2002, um grupo
de pesquisadores da Suécia reportou a presenca de acrilamida (ACM) em
alimentos ricos em carboidratos, quando assados, fritos ou torrados, sendo os
cereais, as batatas ¢ o café possivelmente suas maiores fontes de ingestdo. A
acrilamida ¢ um mondmero usado na sintese da poliacrilamida, empregada nas

industrias de plastico. Trata-se de um pd branco cristalino, solivel em agua,
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etanol, metanol, dimetil éter e acetona, e insoluvel no benzeno. Com base nos
estudos efetuados, obteve-se uma relacdo de alimentos com concentra¢des
preocupantes de acrilamida (GERMANO; GERMANO, 2002).

O café, como muitos antioxidantes, exibe efeitos duplos in vitro que sdo
altamente dependentes dos pardmetros tais como a dose, oxigénio atmosférico e
compostos quimicos do grdo. Consequentemente, os dados obtidos nas
propriedades pro- ¢ antioxidante dos alimentos e das bebidas in vitro devem ser
interpretados com cuidado e os resultados ndo sdo facilmente extrapolados para
avaliar o impacto na saide humana (STADLER et al., 1994).

Como todos os polifenois dietéticos, o acido clorogénico ¢
comprovadamente um antioxidante. In vitro, este ¢ capaz de sequestrar radicais
livres e, de maneira eficaz, reduzir o nivel celular de espécies reativas do
oxigénio, aumenta a resisténcia das lipoproteinas a lipoperoxidagdo e inibe
danos oxidativos ao DNA. In vivo, quando adicionado a dieta, inibe a formagao
induzida de céancer de lingua e figado em ratos. Porém, na maioria dos estudos
essa substancia funcional tem sido estudada isoladamente e, provavelmente, tais
efeitos, diferentes ou ndo, existem quando esta ¢ parte de um alimento, sendo
necessarios mais estudos, ndo somente do agente protetor, mas do alimento
completo (GLEI et al., 2006). Por outro lado, tem sido mostrado que as
propriedades antioxidantes da bebida do café sdo dependentes das condi¢des de
torragdo. Durante a torragdo, proteinas e carboidratos se complexam na reagdo
de Maillard, resultando na formag¢do de compostos quimicos nitrogenados
denominados melanoidinas. Algumas estruturas destes compostos foram
identificadas como indutoras do aroma da bebida fresca do café¢ (SOMOZA et
al., 2003).

A estrutura da melanoidina denominada pronil-L-lisina foi identificada

como um poderoso antioxidante formado durante a reacdo de Maillard. Foi



55

demonstrado que a pronil-L-lisina é capaz de modular a enzima antioxidante de
fase 11, a glutationa S-transferase (GST), em sistemas bioldgicos, o que pode ser
interpretado como um pardmetro de capacidade antioxidante. Dados atuais
sugerem que o balanco entre enzimas de fase I ativadoras de carcinogénese e
enzimas de fase II detoxificadoras ¢ critico para determinar o risco individual de
desenvolvimento de cancer. Deficiéncias humanas de enzimas de fase II,
especialmente GST, t€m sido identificadas e associadas ao aumento do risco de
cancer de colon. Aumento da atividade de enzimas de fase II GST in vivo tem
sido demonstrado em experimentos cujos animais receberam griaos de café
juntamente com alimentacdo e também em trabalhos onde ratos recebiam bebida
regular do café (SOMOZA et al., 2003).

Embora existam ensaios quimicos (FUKUMOTO; MAZZA, 2000)
relativamente simples para avaliagdo da capacidade antioxidante, estes ndo sdo
representativos das condi¢des celulares do homem. Tendo em vista que
antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva ¢ necessario
que as informagdes sejam obtidas a partir de sistemas bioldgicos. A avaliacdo da
capacidade antioxidante empregando animais de laboratério é, em geral, de
dificil execucdo e necessita de um ntimero elevado de animais para assegurar
resultados estatisticamente significativos. J4, os ensaios em células permitem a
avaliacdo da atividade antioxidante de inimeros compostos de forma rapida,
econdmica e reprodutivel e os resultados obtidos podem ser mais facilmente
extrapolados para o homem, do que os obtidos em ensaios quimicos (SOARES

et al., 2003).
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3 METODOLOGIA

3.1 Matéria-prima e instalacoes

Foram utilizadas neste experimento, amostras de café (Coffea arabica
L.), provenientes da safra 2007/08 do municipio de Varginha, sul de Minas
Gerais.

Para a execucdo desse projeto, foram utilizadas as instalagdes dos
laboratérios de Graos e Cereais do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
(Ufla), biotério do Departamento de Medicina Veterinaria (Ufla), laboratorio de
Solos e Nutricdo de Plantas — Epamig, Lavras (Ufla), Polo de Tecnologia em
Qualidade do Café¢ da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e o
Departamento de Alimentos e Nutricdo da Universidade de Purdue, West

Lafayette, EUA.

3.2 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada por meio do método oficial brasileiro de
classificacdo do café pela bebida segundo a Instrucdo Normativa n. 8, de 11 de
junho de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
conhecido como prova da xicara (BRASIL, 2003). Tal procedimento foi
realizado por provadores treinados, os quais ndo tiveram conhecimento nem do
aspecto do grao antes da torracdo e nem da sua origem. As amostras foram
torradas em torrador Probat no ponto de torragdo claro. Em seguida, moidas em
moinho Probat com controle da granulometria, adotando-se a moagem grossa.
Ap0s a analise foram selecionadas para o experimento as amostras classificadas

como bebida mole.
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3.3 Preparo da amostra

As amostras de café foram torradas em torrador de laboratdrio (Probat)
com capacidade para lkg, nos graus de torracdo claro, médio e escuro
classificados por meio do sistema Agtron / SCAA Roast Classification Color
Disk". Em seguida, os grios torrados foram moidos (moedor elétrico Probat) em
granulometria fina, empacotados em embalagens de
polietileno/aluminio/polipropileno, selados a vacuo e armazenados a —20° C, até
0 uso.

Os graos crus foram moidos em granulometria fina em moinho IKA A1l

com auxilio de nitrogénio liquido.

3.4 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 cada leitura. A cor foi expressa em parametros da escala
desenvolvida pela Commission Internationale d” Eclairage (CIE) L*, a*, b*.
Foram realizadas trés leituras de cada repeticdo, sendo utilizadas trés repeticdes

para cada amostra.
3.5 Preparo da bebida para as analises in vitro e in vivo
Para o preparo da bebida foram colocados 10g de café em p6 em filtro de

papel Whatman n. 3 e, em seguida, foram vertidos 100 mL de agua destilada, a

90°C, sobre o pd contido no filtro. Todos os experimentos foram realizados com
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bebida preparada no momento de uso. Para os ensaios bioldgicos a bebida foi

mantida a temperatura ambiente até atingir 30 °C.

3.6 Analise de extrato aquoso

O método de extrato aquoso utilizado foi o citado por Trugo et al.
(2001). Uma aliquota de 1 mL de cada extrato foi transferida quantitativamente
para pesa-filtros e secada em estufa a 105°C até peso constante. A massa de cada
extrato de caf¢ foi determinada em balanga analitica, e a porcentagem de solidos
totais calculada por diferenca entre a massa do extrato ¢ a massa do residuo,

seco até peso constante.

3.7 Fracdo cinza

A fracdo cinza foi determinada por método gravimétrico, baseado na
determinacdo da perda de peso do material submetido a aquecimento a 550 °C
(ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS - AOAC,
2000).

3.8 Solidos soluveis totais
Os sdlidos soluveis totais foram determinados em refratometro digital

ATAGO PR-100, com compensacdo automatica de temperatura automatica a

25°C. Os resultados foram expressos em °Brix, segundo técnica AOAC (2000).
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3.9 Acidez titulavel

A acidez foi determinada por titulagdo com solu¢do de hidroxido de
sodio (NaOH) 0,1N FC 0,98, tendo como indicador fenolftaleina (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

3.10 pH

As medidas de pH foram feitas por potenciometria em eletrodo de vidro
a partir do mesmo extrato da acidez titulavel, utilizando-se peagidmetro marca

DIGIMED- DMPH-2, segundo AOAC (2000).

3.11 Acucares totais e redutores

Os aglicares totais e redutores foram extraidos pelo método de Lane-
Ennyon, descrito pela AOAC (1990), e determinados pela técnica de Somogy.
Os aglicares ndo-redutores foram obtidos pela diferenga entre os totais e os

redutores. Os valores foram expressos em porcentagem.

3.12 Extrato etéreo

Na determinacdo do extrato etéreo foi utilizado o método de extragdo
continua em aparelho de “Soxhlet”, utilizando-se como solvente o éter etilico. 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. O
éter usado no processo ¢ aquecido até tornar-se volatil e, ao condensar-se,

circula sobre a amostra em analise, arrastando toda a fracdo gordurosa e demais
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substancias soliveis em éter. Este é recuperado em outro recipiente, enquanto a

gordura extraida ¢ calculada por diferenga de pesagem.

3.13 Proteina

O valor de proteina bruta foi obtido pelo método de micro “Kjeldahl”,
por meio da determinacdo do nitrogénio total. Esse método consiste em trés
passos basicos: 1) digestdo da amostra em acido sulfurico com um catalisador,
que resulta em conversdo do nitrogénio em amdnia; 2) destilagdo da amdnia em
uma solugdo receptora; ¢ 3) quantificagdo da amodnia por titulagdo com uma

solugdo-padrio.

3.14 Umidade

Para analise da umidade dos graos foi utilizada a técnica gravimétrica
com emprego de calor, baseando-se na determinagdo da perda de peso do
produto submetido ao aquecimento em estufa (105°C) até peso constante e

expresso em porcentagem (AOAC, 2000).

3.15 Fibra bruta

Para analise de fibra bruta foram utilizados 0,5g da amostra

desengordurada segundo metodologia da AOAC, 2000.

3.16 Teor de minerais

A andlise do teor de minerais presentes na amostra foram determinados

segundo a técnica de Morgano et al. (2002). Os minerais cobre, zinco, ferro,
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manganés, calcio e magnésio foram determinados por digestdo nitrico-
perclorica; fosforo por colorimetria-tartarato de potassio e antimonio e gelatina;
potassio por fotometria de chama; enxofre por turbedimetria com cloreto de
bario; nitrogénio por semimicro kjeldahl digestdo por acido sulfirico em seguida

por destilagdo e titulagdo e boro por colorimetria por curcumina.

3.17 Compostos fendlicos

A concentracdo de fendlicos totais das bebidas foi determinada como
descrito por Woisk e Salatino (1998). Amostras de 0,1 mL da bebida do café
foram misturadas com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu diluido em agua
(1:10). Depois de 8 min, foram adicionados 0,4 mL de solu¢do de carbonato de
sodio 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

concentragdo de fenolicos foi calculada utilizando-se acido galico como padrao.

3.18 Determinacéao dos teores de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico

Para determinagdo de cafeina, trigonelina e acido clorogénico foram
utilizados procedimentos de extragdo com agua quente, segundo Vitorino et al.
(2001) e anélise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Utilizou-se
cromatografo da marca Schimadzu® com coluna em fase reversa C-18. O
sistema foi 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 analise otimizadas foram:
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1) Fluxo: I mL/min

2) Fase movel: metanol, agua e acido acético (20:80:1)
3) Temperatura: ambiente

4) Comprimento de onda: 272 nm

5) Pressdo: 130 atm

3.19 Determinacado qualitativa dos principais compostos fendlicos presentes

no café

Para identificacdo dos principais acidos presentes nas amostras de café
foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram
preparados padroes de 10 uM, 5 uM e 1 uM, diluindo os compostos do café com
etanol. Os compostos fenolicos do café foram separados com um gradiente
binario, com fase mével A (tampdo fosfato, SO0mM - pH 3,0) e fase movel B
(50% ACN, 20% MeOH, 30% AMF). A detec¢do utilizada foi eletroquimica

definida com potenciais entre 200-700mV.

3.20 Anélises microbiolégicas

Para a realizagdo das analises microbioldgicas foram pesados 25g de
cada amostra, as quais foram colocadas diretamente em frascos contendo 225ml
de agua peptonada (MERCK"). A seguir, procederam-se as demais dilui¢des
decimais até 10° utilizando agua peptonada como diluente. Para detectar o
numero mais provavel de coliformes totais foi utilizada a técnica dos tubos
multiplos (serie de trés tubos) empregando-se caldo Lauril Sulfato Triptose
(MERCK"®) (48h/37°C). A partir dos tubos contendo caldo Lauril que

apresentaram turvacdo e gas no interior do tubo de Durham, foi realizada a
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repicagem, utilizando o caldo EC (Synth) (24h/44,5°C em banho-maria). Todas
as analises foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos pela
International Commission on Microbiological Specifications for Foods - ICMSF
(1980).

3.21 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

Para a analise da atividade sequestrante 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'l. 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 diminui¢do na absorbancia indica atividade sequestrante de radicais
livres. Os testes foram realizados em triplicata. A atividade sequestrante de
radicais livres (%ASRL) foi expressa em porcentagem por comparacdo aos
controles, BHT, acido ascorbico ¢ trolox, nas mesmas dilui¢des das amostras de

café, segundo a equacdo 1:

Ac— A
% ASRL = CA—tXIOO (1)
C

Onde, Ac: absorbancia controle; At: absorbancia teste (amostra).

3.22 Avaliacdo da atividade quelante de fons Fe?*

A atividade quelante de fons Fe*' foi realizada de acordo com a

metodologia descrita por Tang et al. (2002), com modificagdes. Uma aliquota de
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1 mL das amostras foi transferida para tubos de ensaio dambar de 25 mL. A esta
aliquota foram adicionados 3,7 mL de 4gua deionizada; 0,1 mL de FeSO, 2mM
e 0,2 mL de ferrozina SmM [3-(2-piridil)-5,6-bis-(4-acido fenil sulfénico) -
1,2,4-triazina]. O padrao nesse teste, foi feito substituindo 1 mL da amostra por
agua deionizada. A mistura foi agitada e ap6s 20 min feita a leitura a 562nm
acertando o aparelho com o branco (neste caso substitui-se a amostra por EDTA

2%). A redugdo na absorbancia indica atividade quelante de Fe** (Equagdo 2).

AQ (%) =100 — [(Ap — At) X 100] ()
Ap

Onde, AQ ¢ atividade quelante de Fe**, Ap ¢ absorbancia do padrio, que

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

3.23 Capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)

O método TEAC consiste em monitorar a redugdo do radical ABTS"
produzido pela oxidacdo do 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS). O ABTS" reage com um doador de 4tomos hidrogénio,
como compostos fendlicos, sendo convertido em uma forma incolor de ABTS. A
quantidade de ABTS" reduzido, decorrente da reagio com compostos fenolicos
contidos na amostra € expressa em equivalentes de Trolox (curva padrdo). Esse
valor foi designado TEAC, capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.

Para analise da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC),
foram misturados 5 mL de ABTS" com 35 mL de 4gua deionizada. Para cada
extrato de café (verde, torragdo clara, torragdo média e torragdo escura), foram

preparadas 4 dilui¢des: 1/20, 1/40, 1/80 e 1/160. Em seguida, adicionou-se 0,29
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mL de ABTS" diluido em um prato com 90 pogos e 10 uL das amostras diluidas.

A leitura foi realizada apds 6 minutos a 735 nm.

3.24 Andlise de viabilidade celular (% de células vivas) — ensaio MTT

Ensaios MTT sdo ensaios colorimétricos realizados para medir a
atividade de enzimas que reduzem o corante MTT. O reagente MTT que possui
coloragdo amarela(3-4,5-dimetil-2-il-2,5 difeniltertrazolim brometol) é reduzido
a purpura nas mitocondrias de células vivas. Essa redugdo so6 ocorre quando as
enzimas redutase mitocondriais sdo ativas e, portanto, a conversdo pode ser
diretamente relacionada ao nimero de células viaveis (vivas). Quanto mais MTT
(amarelo) ¢ reduzido a purpura nas mitocondrias, maior o numero de células
viaveis na amostra.

Para esta analise, foram utilizadas células SH-SYS5Y (neuroblastoma).
As células foram contadas e distribuidas em placas com 96 pogos (8 x 10°
células por pogo). No dia seguinte, foi adicionado acido retindico ¢ a solugdo
permaneceu no meio de cultura por 5 dias. Apos esse periodo, adicionou-se 0,25
e 50 uM de compostos de café na presenca ou auséncia de AGE-BSA (AGE =
produtos avancgados da glicagdo ndo enzimatica; BSA = albumina sérica bovina).
A placa foi entdo colocada em agitador por 1 hora. Apds 3 horas a 37°C foi
acrescentado 0,4 ml de SDS 20% (dodecyl sulfato de sédio) e 50% DMF
(dimetilformamida). Trés dias depois, o meio foi substituido por um contendo
0.5 mg/mL de MTT. Aliquotas de 200 pL foram retiradas, colocadas em placas
de 96 pogos e lidas a 570 nm.
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3.25 Analise sensorial — teste de ordenacéo

A andlise sensorial foi realizada por meio do teste de ordenacdo com dez
provadores treinados previamente selecionados. Esse teste foi realizado no
laboratorio do Pélo de Tecnologia e Qualidade do Café na Universidade Federal
de Lavras em sala bem iluminada. Foram utilizadas amostras de café bebida mole
previamente classificadas pela prova da xicara torradas em trés diferentes pontos
(claro, médio e escuro). Foi realizada a extracdo da bebida de cada amostra
utilizando-se 40g para 1 litro de 4gua. A bebida foi colocada em copos plasticos
de 50 mL previamente codificados com trés numeros. Foi solicitado aos 10
provadores que, ao degustarem as trés amostras da esquerda para a direita,
registrassem de forma ordenada e crescente, classificando-as em primeiro,

segundo ou terceiro.

3.26 Analises in vivo — ensaio bioldgico

Para a determinacdo do efeito das bebidas de café em ratos com
sindrome metabdlica e sadios, nos sinais caracteristicos do diabetes melitus tipo
2 e seu efeito antioxidante in vivo foram utilizados ratos Zucker fa/fa (recessivos
com sindrome metabolica e diabetes mellitus tipo 2) e ratos Zucker fa/+ ou +/+
(dominantes - controle negativo — sem sindrome metabdlica e sem diabetes)
machos com 8 semanas de idade, provenientes do Centro de Desenvolvimento
de Modelos Experimentais (CEDEME) — Unifesp, Sdo Paulo. Os animais
permaneceram durante todo o periodo experimental, & temperatura de 23° C,
com periodo claro-escuro de 12 horas, recebendo ragdo comercial e agua ad

libitum, em gaiolas metabdlicas individuais, metalicas e sem cama.
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Todo experimento in vivo foi realizado no Biotério e Laboratério de
Fisiologia e Farmacologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras — MG com a devida aprovagdo do comité de
ética da propria instituigdo.

Os animais foram divididos em 4 grupos ¢ distribuidos em 20 gaiolas (1
animal por gaiola, 5 animais por grupo), marcados individualmente e tratados de

acordo com o seguinte protocolo:

Grupo 1 = Grupo sem sindrome metaboélica controle — ratos Zucker fa/+ ou +/+

e gavage com agua por 30 dias — Controle Normal (CN)

Grupo 2 = Grupo sem sindrome metabdlica tratado — ratos Zucker fa/+ ou +/+ e
café torracdo média (3,6 mL/Kg/dia) administrado por gavage durante 30 dias —

Normal Tratado (NT)

Grupo 3 = Grupo com sindrome metabdlica controle - ratos Zucker fa/fa e

gavage com agua por 30 dias — Controle Diabético (CD)

Grupo 4 - Grupo com sindrome metabdlica tratado - ratos Zucker fa/fa e café
torracdo média (3,6 mL/Kg/dia) administrado por gavage durante 30 dias —
Diabético Tratado (DT)

A bebida de café recém-preparada foi administrada aos animais por
gavage oral, uma vez ao dia, por 30 dias, assim como a dgua do controle. A dose
utilizada foi de 3,6 mL/Kg/dia correspondendo ao consumo humano de 5 xicaras

de 50 mL da bebida de café.
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Apos uma semana de adaptagdo, os animais foram submetidos a analises
da glicemia capilar de jejum (12 horas), colesterol total e triacilglicerdis por
puncdo da veia caudal dos animais. Foi realizada também a coleta da urina para
analises de glicose, uréia e creatinina. As fezes foram coletadas para analise de
gordura fecal. Esses procedimentos foram realizados uma vez por semana
durante 4 semanas de estudo.

O controle de consumo de ragdo e ganho ponderal durante os 30 dias de
experimento permitiram o célculo do consumo médio diario e ganho de peso
médio diario. Todos os indices foram calculados individualmente entre os
animais, permitindo o calculo do valor da média e do desvio padrdo para cada
grupo.

Decorrido o tempo, os animais foram anestesiados (com Tiopental - 35
mg/kg, via intraperitoneal), submetidos a exsanguinagdo por pun¢do cardiaca, e
retirada dos rins e figado. O sangue foi centrifugado em seguida para separagdo
do soro, o qual foi encaminhado para as andlises bioquimicas. Os 6rgdos apds
pesados foram congelados com nitrogénio liquido e armazenados a — 80°C para

analise de peroxidacao lipidica.

3.27 Analises bioquimicas

Os niveis de glicose, triacilglicerdis, colesterol total e fracdes (HDL-c,
LDL-c e VLDL-c), creatinina, 4acido Urico, aspartato amino transferase (AST),
alanina amino tansferase (ALT) foram determinados por método enzimatico
colorimétrico baseado na rea¢do de Trinder, no soro de ratos. O sangue foi

coletado nos animais em jejum de 8 horas.
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3.28 Peroxidacao lipidica

A fim de determinar se a bebida de caf¢ ¢ capaz de reduzir o estresse
oxidativo, foi analisada a peroxidacao de lipideos isoladas nos rins e figados dos
animais. A peroxidacdo de lipideos foi determinada pela formacao de
substancias reativas com 4cido tiobarbitirico (TBARS), de acordo com
Winterbourn, Gutteridge e Halliwell (1981). Os produtos da peroxida¢dao de
lipideos reagem com o acido tiobarbitirico produzindo um composto que
apresenta absorbancia a 532 nm.

Os rins e os figados dos animais foram pesados ¢ homogeneizados em
homogeneizador de tecidos, em banho de gelo, apoés 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 para analise da peroxidagao lipidica.

Aliquotas de 500 puL do sobrenadante foram misturadas a 500 pL de
acido cloridrico a 25% (v/v), 500 puL de acido tiobarbitirico 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 4gua fervente, durante 10 minutos. Apds 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 padrio de dialdeido malénico (MDA; 1,1,3,3
tetraetoxipropano). Os resultados foram expressos em nmoles de MDA/g de

tecido.
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3.29 Lipideos fecais

As fezes dos diferentes grupos foram coletadas separadamente uma vez
por semana para analise de conteudo lipidico fecal, utilizando o método de
"Soxhlet" (gravimétrico), que se baseia na perda de peso do material submetido
a extracdo com éter, ou na quantidade de material solubilizado pelo solvente,

conforme AOAC (2000).

3.30 Tratamentos e delineamento experimental

O tratamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
parcelas subdivididas.

Para os pardmetros extrato aquoso, umidade, fibras, cinzas, minerais,
polifenodis, cafeina, trigonelina, acido clorogénico e poder redutor utilizou-se 4
tipos de café (café cru, café torracdo clara, café torracdo media e café torragdo
escura) e 5 repeti¢des para cada tratamento.

As analises antioxidantes in vitro compreenderam 4 concentragdes (25,
50, 100, 200 pg.mL™), 4 pontos de torragdo (cru, claro, médio e escuro) e 3
repetigoes.

Para as analises in vivo foram utilizadas 2 tipos de bebida (agua e café), 2
linhagens de animais (Zucker fa/fa e Zucker fa/+ ou +/+) e 5 repetigdes para

cada tratamento.
3.31 Andlise estatistica
Apbs a obtengdo dos dados, os mesmos foram submetidos a analise de

varidncia. Para comparacdo das médias, foi utilizado o teste Tukey a 5% de

significancia. Para observar a influéncia da concentragdo das bebidas de café
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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

Variancia), desenvolvido por Ferreira (2000).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlise sensorial

A analise sensorial realizada por meio da prova da xicara foi feita em
diversas amostras apenas para a selegdo de café classificados como bebida mole,
que foi submetido a trés diferentes torragdes e utilizados em todas as analises

subsequentes.
4.2 Analise da cor

A utilizagdo de coordenadas polares permite uma interpretagdo mais
adequada de variagdes de coloracdo. As coordenadas polares do sistema CIE
L*a*b* sdo: (i) L* ou luminosidade; (ii) ¢* ou croma, que fornecem uma medida
da intensidade ou saturagdo da cor; e h,,, que corresponde a tonalidade. Esses
parametros podem ser calculados a partir dos valores medidos de L*, a* e b*

(equacdo 3):

lﬁ
c*=a/a® +b*

=t * g *)
h, =tan™(b*/a*)|

3)
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Os resultados médios obtidos referentes aos cafés com torragdo clara,

média e escura para a variavel cor sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 Andlise da tonalidade dos graos de café torrados em diferentes graus e
moido, de acordo com os parametros da escala L* a* b*.

Tipo de

Torracao L* a* b* c* ™
Clara 36,46 12,41 10,98 16,57 41,50
Média 32,83 11,29 8,27 13,99 36,22
Escura 28,79 10,28 6,39 12,10 31.86
Média 32,69 11,33 8,55 14,22 36,53

Os resultados expressos na tabela acima permitem verificar que houve
diferenca nos valores de L* a* b* e ¢* entre todos os tratamentos analisados e
que a tonalidade (h,,) obtida foi decrescente de acordo como grau de torragao, o
que indica que a temperatura ¢ o tempo utilizados permitiram que o grau de
torracdo em cada tratamento fosse adequado. Tal resultado é de grande
importancia para que a composi¢do quimica e as propriedades fisiologicas dos

cafés amostrados possam ser comparadas com as de outros trabalhos.

4.3 Solidos solUveis

A analise de solidos soluveis em cafés torrados e moidos tem sido
recomendada tanto para a verificacdo de fraudes, como para a averiguacao do
corpo da bebida, requisito apreciado pelos consumidores brasileiros. Varios
trabalhos de pesquisa t€ém utilizado o refratometro para medida dessa variavel,
porém, a técnica indicada para tal, pela legislagdo da portaria n° 377, de 26 de

abril de 1999 (BRASIL, 1999) ¢ a do extrato aquoso, sendo ambas utilizadas
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nesse experimento para fins de comparacdo. O extrato aquoso do café torrado e
moido representa a quantidade de substancias capazes de se solubilizarem em
agua fervente.

Os teores médios de soélidos soluveis e extrato aquoso das bebidas

estudadas estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3 Teores médios de solidos soluveis (g.100g-1) e extrato aquoso em
bebidas de cafés preparadas com graos verdes e torrados.
Analises Fisico-Quimicas

Tratamentos Sélidos Sollveis Extrato Aquoso

Café verde 25.50 30.60
Torracéo Clara 25.00 30.00
Torragdo Media 25.00 31.80
Torracéo Escura 25.00 30.40

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais dentro da coluna nao diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com a tabela acima, pode-se observar que as bebidas de café
analisadas ndo diferiram entre si tanto na analise de sélidos soliveis quanto na
de extrato aquoso, indicando que foram comparadas amostras com o mesmo
rendimento. Os teores médios de solidos soluveis encontrados por meio da
metodologia do extrato aquoso foram superiores, demonstrando assim maior
confiabilidade como método de averiguagdo em bebidas de café.

Segundo Lopes (2000), a fracdo de solidos soltiveis de graos torrados
sofre variagdes de acordo como grau de torragdo, podendo haver um aumento de
até 1% no teor de solidos em razdo da degradacdo da celulose, dos carboidratos
e desnaturacdo das proteinas. Porém, no presente trabalho, tal diferenca nao foi
encontrada , provavelmente por ndo ter sido utilizada a torragdo muito escura

que provoca maior degradacdao de compostos (Tabela 3).



74

Todas as bebidas analisadas enquadraram-se dentro do limite padrio, o
qual estipula um minimo de 25 (g.100g™") de solidos soliveis em cafés, sendo

que valores abaixo podem indicar fraudes (LICCIARDI et al., 2005).

4.4 Analises fisico-quimicas

A torrag@o provoca mudancas tanto fisicas no grao, como modificacdes na
forma, cor e tamanho, quanto quimicas decorrentes principalmente das reagdes
piroliticas que provocam alteragdes nos compostos organicos do grdo cru
gerando produtos como: caramelos, acidos volateis, carbonilas volateis e
sulfetos (PIMENTA; VILELA, 2003).

Para a caracterizagdo das amostras foram realizadas as analises de
agucares totais, acucares redutores, extrato etéreo, proteina, fibra bruta, umidade,
acidez, pH e cinzas. A composi¢do fisico-quimica das amostras de café

estudadas esta demonstrada nas Tabelas 4 € 5.

Tabela 4 Composicao fisico-quimica de graos de cafés crus e torrados em
diferentes graus (g/100g-1).

Analises Fisico-Quimicas

Tratamentos Aclcares Acucares Extrato  Proteina  Fibra
Totais Redutores  Etéreo Bruta
Café verde 7.10 a 0.41d 19.86 a 13.79a 12.88a

Torracéo Clara 0.65b 043¢ 17.38b 13.45a 10.48 b
Torracao Media 0.60 ¢ 0.52b 16.50 ¢ 12.92 a 9.94b
Torracdo Escura 0.58d 0.58 a 16.01 c 10.85b 9.80 b

Médias seguidas por letras minasculas iguais dentro da coluna ndo diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com a tabela acima ¢ possivel observar que a quantidade de

acucares totais diferiu entre todas as amostras analisadas, apresentando um
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decréscimo no conteido com o aumento na intensidade da torragdo. Os aglcares
participam, juntamente com os aminoacidos e proteinas, durante o processo de
torragdo da reagdo de Maillard e caramelizagdo, degradando-se e originando
varios compostos volateis (LOPES, 2000).

Ja, o teor de aglcares redutores demonstrou-se superior nos graos
submetidos a torracao escura (0,58) e inferior nas amostras verdes (0,41). Com a
elevacdo da temperatura a sacarose sofre desidratacdo seguida de hidrélise a
acucares redutores (CARVALHO; CHALFOUN, 2000), o que explica o
aumento encontrado. O conteudo desse agucar ¢ de primordial importancia para
o flavor do café. A sacarose tende a degradar-se proporcionalmente ao grau de
torracdo, sendo que a torragdo mais intensa proporciona o aparecimento de
pentoses como a arabinose e ribose (MARIA et al., 1996).

De acordo com Franca, Mendonga e Oliveira (2005) a quantidade total de
acucares decresce a medida que a torragdo atinge o seu fim, fato verificado neste
experimento. Os teores de agucares redutores encontrados no presente trabalho
sdo inferiores aos demonstrados por Lopes (2000) de 0,77% em diferentes
cultivares de cafés torrados.

Os resultados obtidos para extrato etéreo apresentaram-se de acordo com
o limite minimo de 8% previsto pela Portaria n® 377, de 26 de abril de 1999. O
ensaio que verifica o teor de extrato etéreo consiste na extracdo dos odleos
essenciais presentes nos graos de café, e que sdo responsaveis pelo seu aroma e
o sabor. Portanto, a qualidade do café pode ficar comprometida, se o teor de
extrato etéreo estiver abaixo do limite minimo especificado no ensaio.

Maiores valores de extrato etéreo foram encontrados nos graos de café
verde (19,86) havendo uma reducdo significativa com a torragdo (17,38) e
permanecendo constante a partir da torragdo média (16,50). Os triacilglicerois do

grdo do café sdo pouco afetados pela torracdo, sofrendo apenas pequena
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hidrélise e decomposi¢do, com liberagdo de acidos graxos e formacdo de
produtos volateis. Muitos lipidios sdo retidos nas estruturas celulares do grdo,
onde o dioxido de carbono formado a partir da decomposicdo de carboidratos os
protege contra oxidagdes (FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005).

A torragdo leva a desnaturagdo e a degradacdo das proteinas, que podem
ser observadas a partir das mudangas que ocorrem na composi¢do dos
aminoacidos, com o aumento dos termoestaveis como alanina, acido glutamico,
glicina, leucina, fenilalanina e valina, e a diminui¢do de outros, como arginina,
cisteina, serina e treonina. Esses aminoacidos encontram-se envolvidos em uma
série de reagdes que dardo origem aos compostos que formam as substancias
volateis responsaveis pelo aroma do café. Os resultados obtidos para proteina
(Tabela 4) evidenciaram maior teor no grdo de café verde em comparagdo com
os torrados. Os valores encontrados para os graos submetidos a torracdo média
sdo inferiores aos demonstrados por Fernandes et al. (2000) e condizem com os
teores encontrados por Lopes (2000) de 14,30 a 11,36%.

Estudos relatam que o consumo de fibra pode reduzir riscos de doencas
nas populagdes, destacando-se a prevengdo de doencas cardiovasculares e
gastrointestinais, cancer de colon, hiperlipidemias, diabetes e obesidade, entre
outras (CHAU; HUANG, 2004; TURANO, 2002).

Os resultados obtidos para a fibra bruta (Tabela 4) evidenciaram um maior
teor de fibra nos graos de café estudados, destacando-se o café¢ verde (12,88) em
relacdo aos graos torrados. Porém, a andlise de fibra bruta ndo revela o exato
conteudo de fibra que desempenha importante papel na prevencdo e tratamento
de doencas cardiovasculares e gastrintestinais, sendo importante a realizagdo de
analises complementares de fibra solivel, insoliivel e totais para embasamento

desses dados.
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Tabela 5 Composicao fisico-quimica de graos de cafés crus e torrados em
diferentes graus.

Analises Fisico-Quimicas

Tratamentos Umidade Acidez (mL de pH Cinzas
(9/1009) NaOH.100g-1) (9/1009)
Café verde 11.55a 200.00 b 591 a 3.42d
Torracdo Clara 6.60b 250.00 a 5.37d 4.06 ¢
Torragdo Media 321¢ 250.00 a 555¢ 4.27b
Torragéao Escura 2.36d 199.00 b 5.83Db 4.46 a

Médias seguidas por letras minasculas iguais dentro da coluna néo diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Observando-se a tabela acima pode-se notar que, conforme esperado, a
umidade do grio de café verde encontrada (15,55) foi estatisticamente superior a
apresentada pelos graos torrados na tonalidade clara (6,60), média (3,21) e
escura (2,36).

De acordo com Coelho e Pereira (2002), a acidez da bebida de café ¢ uma
das caracteristicas utilizadas para a avaliacdo da qualidade, pois as fermentacdes
que ocorrem nos graos por meio de rotas bioquimicas variadas induzem a
producdo acidos que depreciam a bebida. A fra¢do acida do café é constituida,
basicamente, por acidos ndo volateis (oxalico, malico, citrico, tartarico e
piravico) e acidos volateis (acético, propionico, valérico e butirico).

As torragdes clara e média destacaram-se com um maior valor para esta
variavel (250,00 mL de NaOH.100g-!). Apesar de haver formagdo de acidos
volateis com a torrag@o os acidos ndo volateis ja existentes no café verde podem
se decompor com o aumento do grau de torra¢do, o que explica o resultado
encontrado para a torragdo escura (200,00 mL de NaOH.100g-1).

Os teores de pH encontrados foram superiores nos cafés verdes (5,91)

seguidos daqueles expostos a torra¢do escura (5,83), média (5,55) e clara (5,37)
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respectivamente. As variagdes do pH com a torragdo, podem ser de muita
importancia na aceitacdo do produto pelo consumidor. Segundo Sivetz e
Desrosier (1979), o pH ideal deve estar entre 4,95 e 5,20 tornando o café
palatavel, sem excesso de amargor ou acidez, valores esses inferiores aos
encontrados neste estudo. Segundo Atencia (1985), o pH cai de 6,0 para 5,1
durante a torracdo devido a formacdo de diversos acidos organicos a partir de
carboidratos.

Os valores de pH para a torragdo clara e média estdo entre os encontrados
pela Organizacion Internacional del Café¢ - OIC (1992), de 5,31 a 5,63 para
amostras de cafés comerciaveis, e aos verificados por Lopes (2000), de 5,15 a
5,56 em diferentes cultivares de café arabica torrados. Ja o pH da torragao escura
estdo abaixo dos encontrados por estes autores.

Em relacdo ao residuo mineral fixo (cinzas) evidenciou-se a presenca
de um teor mais elevado de minerais na torracdo escura. A fragdo determinada
nos graos torrados mostrou-se superior ao grido verde. Todas as amostras
apresentaram um teor de residuo mineral fixo inferior ao estipulado pela Portaria
n°® 377, de 26 de abril de 1999, a qual prevé um maximo de 5 g/100g.

Os resultados obtidos permitem sugerir que o grau de torragdo apresenta
grande influencia na composi¢do quimica do grao de café, sendo necessaria uma
maior padronizagdo deste critério pelas industrias de comercializagdo, ja que, os
compostos quimicos do café sdo responsaveis tanto pela parte sensorial da
bebida quanto pela parte nutricional e seus efeitos fisiolégicos no organismo do

consumidor.
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4.5 Teor de minerais

Os resultados da analise de minerais obtidos para as diferentes amostras

de café encontram-se nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 Teores médios de macrominerais em amostras de café antes e apds trés
diferentes pontos de torragdo (g.100g™).

Macrominerais (9.100g™")

Torragdo Nitrogénio Fésforo Potassio Calcio Magnésio Enxofre
Verde 2,08d 0,49 a 3,66c  0,11b 0,19d 0,165a
Clara 2,71 a 0,13d 4,55a 0,12 a 0,26 a 0,17 a
Media 2,67b 0,25¢ 456a 0,12a 0,24 b 0,17 a
Escura 2,44 ¢ 0,37b 4,26 b 0,12 a 0,23 ¢ 0,16 a

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais dentro da coluna nao diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Tabela 7 Teores médios de microminerais em amostras de café antes e apos trés
diferentes pontos de torragdo (mg.100g-1).

Microminerais (mg.100g™)

Tratamentos Boro Cobre  Manganés Ferro Zinco
Café verde 0,54d 1,06 d 2,09¢ 2,28d 0,63 ¢
Torracgao Clara 0,94 a 1,34 a 297 a 2,33 ¢ 0,64 ¢
Torragdo Media 0,80Db 1,29b 221D 2,83 b 0,73 b
Torracao Escura 0,64 ¢ 1,20 ¢ 2,09 ¢ 5,33 a 0,88 a

Médias seguidas por letras minasculas iguais dentro da coluna ndo diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com as tabelas acima ¢ possivel observar que as amostras
analisadas apresentaram predominantemente o elemento potdssio e o nitrogénio

em sua composi¢do, sendo estes seus principais macroelementos, visto que os
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outros foram encontrados em quantidades bem inferiores (fosforo, calcio,
magnésio e enxofre). Dentre os microelementos analisados o manganés e o ferro
destacaram-se na composi¢do, seguidos na ordem de abundancia pelo cobre,
boro e zinco. De todos os minerais apenas o fosforo destacou-se com
quantidades superiores nos graos verdes, para os demais analisados houve um
aumento no seu contetdo com a torracdo. O mineral enxofre ndo variou nas
quatro amostras.

Em todas as amostras verdes foram obtidos niveis de cobre (1,06
mg.100g™), zinco (0,63 mg.100g"), manganés (2,09 mg.100g™), potassio (3,66
2.100g™), calcio (0,11 g.100g™) e magnésio (0,19 g.100g™) de acordo com os
citados na literatura. Ja os valores encontrados para o mineral ferro (2,28
mg.100g™) foram inferiores aos citados (3,0 a 6,0 mg.100g™") (KRIVAN;
BARTH; MORALES, 1993; MORGANO et al., 2002). Pode-se supor que o
valor discrepante encontrado seja decorrente dos diferentes tipos de adubagédo ou
pulverizacdo nos cafezais com agrotoxicos e fungicidas. Além disso, regides de
cultivo que podem se diferenciar quanto ao clima, altitude e tipo de solo também
podem alterar o conteudo dos minerais.

A andlise do conteido de minerais em graos de café ¢ de grande
relevancia para estudar seus efeitos bioativos no organismo, visto que alguns
desses minerais podem interferir positivamente na tolerancia a glicose, levando a
bebida do café a uma associagdo com um menor risco de diabetes tipo II
(GARAMBONE; ROSA, 2007).

Dois estudos de corte com individuos saudaveis para examinar a relagdo
entre o consumo a longo prazo de café e a incidéncia de diabetes mellitus 2,
observou uma associacao significativamente inversa entre estes, independente de
fatores como indice de massa corporal, tabagismo, atividade fisica e o habito

alimentar. Segundo os autores, o café contém muitos componentes que poderiam



81

contribuir para esta associagdo, entre eles o potassio e o magnésio. Tais
constituintes podem ter efeito benéfico na prevengdo do diabetes (por acdes
sinérgicas ou independentes), no metabolismo da glicose e na resisténcia

insulinica (SALAZAR-MARTINEZ et al., 2004).

4.6 Compostos fendlicos

O teor de compostos fenodlicos totais das diferentes bebidas obtidas por
meio das quatro amostras foi determinado. Os valores percentuais médios das
determinag¢bes dos compostos fendlicos totais dos cafés in natura e dos cafés

torrados sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8 Conteudo de compostos fenolicos (g eq. Ac. Galico / 100g) de quatro
tipos de bebida do café.

Tratamentos Compostos Fendlicos
Café verde 483 a
Torracéo Clara 4.24b
Torracédo Media 3.60c
Torragdo Escura 2.94d
Média 3,90

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais dentro da coluna nao diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com os dados expressos na tabela 8, no grdo torrado houve
uma variagdo significativa, nos teores de fendlicos entre os distintos graus de
torragdo analisados, sendo todos estatisticamente diferentes do grao verde. A
degradagdo desses constituintes com a torragdo e combinacao para formagdo de
novos compostos pode ser considerada causa dessas diferencas. O café verde

destacou-se com o maior teor de fendlicos (4,83%). Com a torragdo os cafés
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apresentaram perdas de 12,21% para o grau claro, 25,47% para o grau médio e
39,13% para a torracao escura.

Os resultados obtidos apresentam-se proximos ao intervalo de 4,31 a 6,18
% citados por Fernandes (2003), para cafés verdes da espécie Coffea arabica L.
da regido do sul de Minas Gerais.

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos nos vegetais
incluindo frutos, legumes, graos, gramineas, verduras, sementes, ervas,
especiarias e algas, podendo ser obtidos a partir de flores, folhas, raizes e cascas.
Esses compostos constituem uma das principais classes de antioxidantes
naturais. Karakaya e Tas (2001) avaliaram a atividade antioxidante e o conteudo
de fendlicos totais de alimentos comumente consumidos na Turquia. Os
pesquisadores verificaram que tanto o café turco (fervido) quanto o café
instantaneo tiveram uma correlagdo positiva entre o contetido de fendlicos ¢ a
atividade antioxidante.

A andlise do teor de compostos fenolicos € de grande importancia quando
se pretende verificar atividade antioxidante de uma amostra. A atividade
antioxidante de compostos fenolicos deve-se, principalmente, as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Essas caracteristicas desempenham
um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quelagao
de metais de transi¢@o, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagdo
do processo oxidativo (BASILE et al., 2005).

Sendo assim, como os teores de compostos fenodlicos encontrados para os
graos torrados foram estatisticamente inferiores aos detectados nos graos verdes,
sugere-se que os cafés bebida mole in natura possuem a maior capacidade de
atuagdo contra as oxidagdes bioldgicas do que os que sofreram tratamento

térmico, e que esta atuagdo diminui & medida que o grau de torragdo aumenta.
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4.7 Cafeina, trigonelina e acido clorogénico

Os teores de trigonelina, acido clorogénico (4cido 5-cafeoilquinico) e
cafeina foram calculados a partir dos cromatogramas obtidos para cada amostra.
Na Figura 2, apresenta-se o cromatograma obtido a 272 nm da solu¢ao padrao de
trigonelina, acido 5-cafeoilquinico (5 ACQ) e cafeina. Os tempos de retengdo
correspondente aos trés compostos de interesse foram identificados: trigonelina

(~3 minutos), acido clorogénico (~16 minutos) e cafeina (~17 minutos).
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Figura 2 Cromatograma da solug¢do padrao de trigonelina, acido clorogénico e
cafeina.

O prévio conhecimento da concentracdo de trigonelina permite estimar o
potencial de degradagdo para formacdo dos compostos volateis e do 4cido

nicotinico (AGUIAR et al.,, 2005). Durante a torracdo, a trigonelina sofre
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desmetilacdo para formar o 4cido nicotinico (niacina), que pode chegar a teores
proximos a 20 mg.100g ' de café torrrado. O 4cido nicotinico é considerado
como fator preventivo da pelagra e faz parte das coenzimas desidrogenase I e
desidrogenase II, importantes em varias reagdes enzimaticas de oxidagdo
(BOBBIO; BOBBIO, 2003). O conteudo de acido nicotinico em graos verdes
varia de 1,6 a 4,4 mg.100g ', aumentando quase dez vezes com a torragdo
(MACRAE, 1985).

Os teores de trigonelina em diferentes classes de bebida encontrados em
cafés crus e torrados encontram-se na figura 3. A variacdo encontrada
permaneceu na faixa de 0,56 a 1,58g.100g™" de café. A quantidade de trigonelina
extraida no grdo cru foi de 1,58 +/- 0,02 e 1,02, 0,83 ¢ 0,56 g.lOOg‘1 de café para
as amostras torrados nos graus claro, médio e escuro, respectivamente. Monteiro
e Trugo (2005) relataram valores de 0,2 g.100g” para cafés brasileiros com
torragdo média, os quais sdo bem inferiores aos obtidos no presente estudo.

Houve uma reducdo no teor de trigonelina apés a torragdo. A bebida
extraida do café submetido a torracdo escura apresentou a maior degradagdo de
trigonelina, em torno de 65%, sendo possivelmente o padrio de bebida com

maior formagao de 4cido nicotinico.
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Figura 3 Teores médios de trigonelina (g.100g™), acido clorogénico (g.100g™) e
cafeina (g.100g") em extratos de cafés antes e apés trés graus de
torragdo. Médias seguidas por letras mintsculas iguais ndo diferem
entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Tabela 9 Teores médios de trigonelina (g.100g™), 4cido clorogénico (g.100g™) e
cafeina (g.100g") em extratos de cafés antes e apds trés graus de

torracao.
Compostos ndo volateis
Tratamentos Trigonelina Acido Clorogénico Cafeina
Verde 1,58 +/- 0,02 4,30 +/- 0,09 1,52 +/- 0,03
Torragao Clara 1,02 +/- 0,03 0,69 +/- 0,02 1,23 +/- 0,01
Torracdo Média 0,83 +/- 0,02 0,52 +/- 0,01 1,38 +/- 0,01
Torracéo Escura 0,56 +/- 0,02 0,31 +/- 0,02 1,16 +/- 0,04

Analisando os teores de acido clorogénico encontrados (Tabela 09),

observa-se que houve reducdo drastica a medida que os grios foram torrados,

portanto, o processo de torracdo do café influenciou na composicao qualitativa e

quantitativa de acidos clorogénicos.

Varios trabalhos atribuem funcdes
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farmacoldgicas aos acidos clorogénicos, principalmente a sua atividade como
antioxidante (DUARTE et al., 2005).

Como o acido clorogénico vem sendo indicado como compostos com
potencial atividade antioxidante, os resultados apresentados na analise
cromatografica reforcam a hipotese proposta anteriormente de que os cafés
torrados amostrados possuem menor poder de prote¢do contra danos oxidativos,
porém, o processo de torracdo amplia a complexidade quimica do café¢ e
compostos fenolicos podem ser degradados, podendo, outros compostos
antioxidantes serem formados, principalmente resultantes da reacdo de Maillard,
fazendo com que a torragdo média apresente os maiores valores de atividade
antioxidante (NICOLI et al., 1997).

Em pesquisa realizada por Iwai et al. (2004), o acido 5-cafeoilquinico foi
isolado do café e a atividade antioxidante desse acido fenolico foi testada pelo
método DPPH, comparando sua atividade com o acido ascérbico e o a-tocoferol.
O 4cido 5-cafeoilquinico apresentou atividade superior a dos antioxidantes
estudados. Esse composto contém em sua estrutura duas hidroxilas: uma na
posicdo meta e outra na posi¢do para. Segundo Moure et al. (2000), a presenca
de hidroxila nas posi¢des 0rto e para conferem uma boa atividade antioxidante
ao composto fendlico.

Além do aspecto farmacolégico, os acidos clorogénicos sdo importantes
na avaliagdo sensorial da bebida. Os acidos clorogénicos sdo precursores
importantes dos dacidos fenolicos livres e, por conseguinte, dos compostos
fenolicos volateis que participam da formacdo do aroma do café torrado
(MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000).

Segundo Aragjo (2007), o contetdo total de acido clorogénico em café
ardbica ¢ de 5,5 g.100g™, valor este superior ao encontrado neste estudo para

todos os tratamentos analisados (Figura 3).
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Quanto a cafeina, o valor encontrado para o grdo cru encontra-se dentro
do que é estabelecido pela literatura que ¢ de 0,5 a 2 g.100g" para Coffea
arabica L. (MELLO et al., 1992). A cafeina ndo participa de reagdes que
ocorrem durante a torragdo, sendo quaisquer variagdes em sua concentragao
ocasionadas pela perda por arraste de vapor e pela perda de massa do grdo
durante a torragdo (VITORINO et al., 2001).

A cafeina foi o composto entre os estudados que apresentou maior
estabilidade a torragdo. Os valores encontrados foram semelhantes ou superiores
aos observados por Monteiro e Trugo (2005), os quais, estudando dez amostras
de café comerciais do Brasil, encontraram variacdo de 0,8 a 1,4 %.

A cafeina ¢ uma metilxantina contida nos grios de café cujos teores, no
caso da bebida, sdo influenciados pelo tipo do produto (torrado ou instantaneo,
descafeinado ou comum) e o processo utilizado no seu preparo. Entre as funcdes
farmacoldgicas comprovadas das metilxantinas no organismo humano sdo
citadas a estimulacdo do sistema nervoso central e cardiovascular, o aumento da
taxa metabolica e o efeito diurético. Alguns pesquisadores testaram o efeito
antioxidante da cafeina na prevengdo do dano oxidativo. A capacidade
antioxidante foi avaliada pelo método de TBARS e de oxidagdo da LDL-c
(lipoproteina de baixa densidade) humana. Os niveis de TBARS produzidos
durante a peroxidagdo da LDL-c humana apresentaram uma redugdo
significativa (LEE, 2000). A provavel capacidade antioxidante da cafeina ¢é
exercida pelo mecanismo de captagdo de radicais hidroxil e oxigénio singlete e

reagdo com elétrons.
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4.8 Determinacdo qualitativa dos principais compostos fenélicos presentes
no café

O perfil dos extratos de café obtidos por meio da cromatografia liquida

de alta eficiéncia com deteccdo eletroquimica ¢ demonstrado no cromatograma

abaixo (Figura 4).
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Figura 4 Andlise qualitativa dos principais compostos fendlicos presentes em
extratos de cafés antes e apos trés graus de torragao.

Baseado nos tempos de retengdo dos compostos foi determinado que os

picos ilustrados acima correspondem aos acidos clorogénico, caféico e cumarico
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nos quatro extratos de café. O 4cido clorogénico apresentou o pico mais
proeminente em relagdo aos picos do acido caféico e cumarico, indicando sua
prevaléncia na composi¢do quimica do café. Esse resultado corrobora com o
citado por Monteiro e Trugo (2005). Segundo os autores os compostos fenolicos
sdo muito conhecidos por suas caracteristicas antioxidantes in Vvitro e entre eles
figuram os 4cidos clorogénicos, os quais sdo considerados os mais importantes e
0s que se apresentam em maior quantidade no café.

Os acidos clorogénicos sdo formados, principalmente, pela esterificagdo
do acido quinico com o acido caféico, fertlico ou p-cumarico. A esterificacdo
também pode ocorrer entre o acido quinico e dois acidos caféicos ou, entdo,
entre o acido quinico mais o ferulico (MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000).

Com relagdo ao grau de torracdo, a amostra verde destacou-se com os
maiores picos para os trés compostos fendlicos identificados, seguida pela

amostra com torracdo média.

4.9 Analises microbiolégicas

As andlises microbiologicas sdo fundamentais para se conhecer as
condigdes de higiene em que os alimentos sdo preparados, 0s riscos que estes
alimentos podem oferecer a saude do consumidor e se os alimentos terdo ou nao
a vida util pretendida. Além disso, a analise laboratorial permite determinar o
agente etiolégico mais provavel, no caso de um episodio de toxinfeccdo
alimentar. Essas andlises s3o indispensaveis também para verificar se os padrdes
e especificagdes microbioldgicos, nacionais e internacionais, estdo sendo
atendidos adequadamente (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

No caso do café, a contaminacdo acontece, quase sempre, apos a

torrefacdo, pois o emprego de temperaturas elevadas elimina o risco de se
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utilizar matérias-primas inadequadas. Porém, as condi¢des higiénicas envolvidas
durante o manuseio e o acondicionamento do produto final podem contamina-lo.

Os resultados encontrados para as andlises de coliformes totais e fecais
neste estudo se encontram nas Tabelas 10 e 11. Essas bactérias sdo encontradas
nas fezes de animais de sangue quente, inclusive o homem, e pode ser veiculo de

transmissdo de doencas ou agente causador de problemas gastrointestinais.
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Tabela 10 Analise de coliformes totais em grios de cafés antes e apos trés graus de torragao.

Coliformes Totais
Tratamentos 10(-1) 10(-1) 10(-1) 10(-2) 10(2) 10(-2) 10(-3) 10(-3) 10(-3)

Cafe verde + + + + + + + + +
Torracgdo Clara neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Torracao Media neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Torracéo Escura neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Tabela 11 Analise de coliformes fecais em graos de cafés verdes.

Coliformes Fecais
Tratamentos 10(-1) 10(-1) 10(-1) 10(2) 10(-2) 10(-2) 10(3) 10(-3) 10(-3)

Café Verde neg neg neg neg neg neg neg neg neg
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Segundo a legislagdo vigente para café¢ torrado e moido o limite maximo
sdo 10 Coliformes a 45°C/g (BRASIL, 1999). Como e possivel observar nas
tabelas acima, apenas a amostra de café verde apresentou contagens acima do
permitido pela legislagdo, porém tal contaminacdo foi completamente eliminada
com o processo de torragdo, inclusive na amostra que sofreu a menor exposigao
a altas temperaturas (torragdo clara). Para a contagem de coliformes fecais a
amostra de café verde, que havia apresentado resultados positivos para
coliformes totais, obteve contagens negativas.

Conforme demonstrado, a contaminagao sofrida pelo café durante todo o
seu processamento pos- colheita pode ser destruida com a etapa da torragdo,
portanto, um bom planejamento ¢ implanta¢do do local de torracdo, moagem e
empacotamento, além de um eficaz treinamento dos funciondrios, evita uma

recontaminagdo deste produto.

4.10 Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

Existem varias metodologias propostas para avaliacdo da atividade
antioxidante de um composto natural ou artificial. Entre esses métodos encontra-
se a analise da reducdo de radicais livres DPPH" (radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila). O mecanismo de reducdo de radicais livres DPPH envolve a
doagdo de hidrogénio. A conversdo do radical DPPH' em DPPH-H resulta em
declinio relativamente rapido da absorbancia. Os radicais livres DPPH', que
inicialmente apresentam cor roxa por possuirem elétron livre, perdem esta cor
quando um radical hidrogénio doado por uma molécula antioxidante entra em
ressonancia com a molécula de DPPH. Nessa reacdo, a espécie DPPH™ €

reduzida pelos constituintes antioxidantes presentes na amostra (AH). Os
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radicais A" gerados reagem de véarias formas resultando em novos compostos
(NEBESNY; BUDRYN, 2003).

Na Tabela 12, estdo representados os resultados da atividade sequestrante
de radicais DPPH das bebidas de café. O butil hidroxi tolueno (BHT), o acido

ascorbico (AA) e o trolox foram utilizados como padrdes.

Tabela 12 Analise da atividade sequestrante de radicais DPPH (%) em extratos
obtidos de graos café antes e apds trés graus de torracdo, em quatro

concentragdes.
Concentracdes (ppm)
Tratamentos 25 50 100 200

VERDE 44,12 ¢B 44,89 ¢B 44,76 fB 51,57 eA
T. CLARA 41,72 fB 49,49 dA 53,44 dA 55,30 dA
T. MEDIA 54,45 cB 55,36 cB 58,48 cA 59,13 cA
T. ESCURA 46,92dB 48,22 dB 48,35 ¢B 53,81 dA
BHT 65,83 bC 70,70 bB 73,44 bB 77,18 bA
AA 91,96 aA 92,46 aA 93,44 aA 92,21 aA

TROLOX - - 46,42 f -

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes dentro da coluna e maiusculas
dentro e cada linha diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.
e T.: torragao

De acordo com a tabela acima, o acido ascorbico destacou-se com a maior
atividade sequestrante de DPPH em todas as concentragdes. Entre as amostras de
café analisadas, as torradas apresentaram a maior porcentagem de sequestro de
radicais livres, chegando a 59,13% de atividade na concentra¢do maxima testada

(200 ppm) na torragdo média (Tabela 12). As concentragdes apresentadas pelas
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amostras de café, tanto verde quanto torradas, foram similares ao padrdo Trolox,

um anélogo da vitamina E.

A atividade sequestrante de radicais DPPH foi dose-dependente para todas
as amostras avaliadas e para o padrio BHT, ou seja, quanto maior a
concentragdo das amostras maior a sua atividade antioxidante. Fato ndo
apresentado apenas pelo padrdo acido ascorbico.

A atividade sequestrante de radicais livres dos cafés verdes foi menor que
a apresentada por Naidu et al. (2007), que encontrou valores proximos a 80% em
cafés verdes da espécie arabica. Araujo (2007) e Duarte et al. (2005), utilizando
a mesma metodologia para avaliar a atividade sequestrante de radicais livres de
amostra de café torrados, obtiveram valores na faixa de 82 % a 92,52 % para a
concentragdo de 200 ppm, valores estes também superiores aos obtidos neste
trabalho.

Os resultados da tabela 12 permitem verificar que nas concentragoes de
25, 50, 100 e 200 ppm a atividade sequestrante de radicais livres foi
significativamente superior nas amostras obtidas a partir dos gréos torrados,
quando comparados aos extratos dos grios in natura, destacando-se entre os
torrados aqueles submetidos ao grau médio de torragdo. Stalmach et al. (2006)
ao pesquisarem sementes de café também verificaram que a capacidade
antioxidante da bebida preparada com grios de café submetidos a torragdo
média foi o dobro daquela de grios verdes nio torrados.

A potencializacdo da atividade antioxidante com a torragdo também foi
observada no trabalho de Daglia et al. (2000) e Nicoli et al. (1997), sugerindo
assim que outros compostos, que nao os fendlicos, poderiam ser responsaveis

pela atividade antioxidante em graos de café submetidos a torracao.
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Segundo Aratijo (2007), apesar da torragdo reduzir o contetido de
polifendis, que, como visto anteriormente sdo compostos com comprovada acao
antioxidante, os produtos da reacdo de Maillard, especialmente as melanoidinas,
sdo formados e estes também apresentam agdo contra oxida¢des bioldgicas.
Além disso, durante o processo de torragdo, as condi¢des de tempo e
temperatura aplicados podem romper as ligagdes entre os compostos fenolicos e
as moléculas ligadas a eles, conferindo aos compostos resultantes uma estrutura
com maior capacidade antioxidante.

A relagdo entre o grau de torracdo do café e sua capacidade antioxidante
varia de acordo com a espécie de café (Arabica ou Robusta), condigdes da
torragdo, procedimento utilizado para extragdo e teste de antioxidagdo

(GARAMBONE; ROSA, 2007).

4.11 Avaliagéo da atividade quelante de ions Fe**

Na avaliagdo da atividade quelante, o ferrozine, um reagente
cromogénico, torna a solugdo résea de acordo com a quantidade de ferro
disponivel em solugdo. Assim, quanto menor a quelagdo de ions pela amostra,
maior o nimero de ions disponiveis para reagdo com a ferrozina e maior sera a

absorbancia. Os resultados do poder quelante estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 Analise da atividade quelante de ions Fe2+ (%) em extratos obtidos
de grios café antes e apds trés graus de torracdo, em quatro

concentragdes.
Tratamentos
Concentracdes T. Clara T. Média T. Escura Verde
(Ppm)
200 1,94 ¢cD 4,4bD 1,39 dD 10,34 aD
400 3,8cC 6,03 bC 3,1dC 22,72 aC
800 4,4 dB 9,6 bB 9,2 cB 32,01 aB
1600 14,00 dA 20,12 bA 14,70 cA 55,40 aA

Me¢dias seguidas por letras minusculas diferentes dentro da linha e maiusculas
dentro de cada coluna diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.
e T.: torragao

Assim como no teste anterior, houve influéncia da torracdo no poder
quelante das amostras (p<0,05). Dentre as amostras torradas, a torragdo média se

destacou com maior atividade quelante de fons Fe*".
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Figura 5 Porcentagem de atividade quelante de fons Fe*" pelas amostras (extratos
de cafés verdes e submetidos a torragcdo clara, média e escura) em
quatro diferentes concentragoes.

Através da regressdo, verificou-se que todas as amostras apresentaram
poder quelante de metais dose-dependente, o qual atingiu o seu maximo com a
amostra verde, apresentando 55,40% de atividade quelante (Figura 5).

Nessa analise, diferentemente do resultado obtido na analise da atividade
sequestrante de radicais livres, os cafés verdes demonstraram maior atividade
antioxidante que os torrados. Uma maior concentragdo de polifendis nesse caso é
favoravel, pois um dos seus mecanismos de agdo antioxidante de especial
relevancia ¢ a capacidade de se ligar a metais, tais como: ions ferro e cobre,
impedindo ou minimizando a participacdo desses metais em reagdes de Fenton.

Os resultados apresentados estdo de acordo com Santos et al. (2007), que
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encontraram uma maior atividade quelante nas amostras de café verde,
provavelmente em razdo da presencga de compostos fenolicos funcionais.

Diante dos resultados dos dois testes antioxidantes realizados, a bebida de
café pode ser considerada como antioxidante e sua ingestdo pode contribuir para
a quelacdo de metais de transi¢do o que pode levar a peroxidacdo lipidica, com
consequente lesdo as membranas plasmaticas e a oxidacdo do DNA, causando

injaria ou morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

4.12 Capacidade antioxidante equivalente ao trolox

Alguns alimentos sdo especialmente ricos em substincias que, in vitro,
apresentam atividade antioxidante. Entre estes alimentos encontra-se a bebida de
maior consumo em todo o mundo, o caf¢ (MADHAVI;, DESHPANDE,;
SALUNKHE, 1996). A analise da atividade antioxidante da bebida do café

comparada ao antioxidante trolox encontra-se na figura 6.
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Figura 6 Efeito do extrato de café, obtido de amostras submetidas a trés
diferentes graus de torracdo, na absor¢do do radical ABTS+.

O grafico acima representa a porcentagem do substrato ABTS" reduzido
que ¢ expresso como porcentagem de inibi¢do. O extrato obtido do café na
torracdo média destacou-se com a maior porcentagem de inibicdo. Fato este que
pode ser atribuido ao maior teor de compostos fendlicos nestas amostras, como
demonstrado na figura 4. Todas as amostras demonstraram atividade
antioxidante dose-dependente.

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese do
diabetes tipo 2. Este é causado pela producdo de radicais livres, que sdo
formados de forma desproporcionada no diabetes pela oxidacdo da glicose,
glicacdo ndo-enzimadtica de proteinas, e a subsequente degradagdo oxidativa de
proteinas glicadas (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003). Essas
consequéncias do estresse oxidativo podem promover o desenvolvimento de

complicagdes do diabetes.
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O valor de TEAC compara o efeito do padrdo Trolox com o do extrato
de café como um antioxidante em potencial. Todos os extratos de café
apresentaram atividade antioxidante, destacando-se a torragdo média com a
maior porcentagem de inibi¢do. A ordem crescente de potencial antioxidante foi

torragdo clara, escura, verde e média (Tabela 14).

Tabela 14 Analise da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) em
extratos obtidos de graos café antes e apds trés graus de torragdo
(porcentagem de inibi¢do).

Tratamentos TEAC (%)
Café verde 14.76 b
Torracédo Clara 5.83d
Torracédo Media 16.22 a
Torragdo Escura 12.78 ¢
Média 12,39

Meédias seguidas por letras mintsculas iguais dentro da coluna nao diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com os resultados obtidos nas analises de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, sugere-se que o acido clorogénico foi um contribuinte

chave para a atividade antioxidante encontrada no ensaio TEAC.
4.12 Viabilidade celular (% de células vivas) — ensaio MTT
As complicagdes vasculares do diabetes mellitus sdo a principal causa

de morbimortalidade nos paises desenvolvidos. Entre as teorias que explicam

como a hiperglicemia cronica conduz aos danos celulares e teciduais observados
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nessa doencga, a formagdo dos produtos de glicagcdo avangada, também chamados
AGEs (do inglés, Advanced Glycated End-Products), ¢ considerada uma das
mais importantes. Os AGEs promovem estresse oxidativo, altera¢des
morfofuncionais e aumento da expressdo de mediadores inflamatorios
(BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).

Os efeitos dos compostos do café sobre a viabilidade celular em células
induzidas com AGE sdo apresentados na figura 7. A absorbancia do MTT ¢
proporcional a viabilidade celular, quanto maior a absor¢do de MTT, maior a

viabilidade da célula.

100

Absorbancia

0 -
AGE-BSA AGE-BSA AGE-BSA AGE-BSA
+ + +
acidocaféico  acido cumdrico acido clorogénico

Figura 7 Efeito dos compostos fenolicos do café, na concentracdo de 50 uM, na
inducdo da morte celular por AGE.
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De acordo com a figura acima, dentre os acidos presentes na bebida do
café testados o acido cumarico demonstrou um efeito negativo sobre a
viabilidade das células, enquanto que o acido caféico e o acido clorogénico
mostraram efeitos positivos sobre a viabilidade celular. O acido clorogénico
demonstrou aproximadamente 10% de aumento na viabilidade celular em
células induzidas com AGE. Esses resultados podem ser considerados benéficos,
j& que os acidos que apresentaram efeito positivo na viabilidade celular, caféico
e clorogénico, sdo os encontrados em maior quantidade na bebida no café

(Figura 4).

4.13 Analise sensorial — teste de ordenacao

As bebidas preparadas com as amostras torradas em trés diferentes graus
de torracdo foram avaliadas por provadores treinados os quais as ordenaram de
acordo com sua preferéncia. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela

15.
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Tabela 15 Teste de ordenacgdo realizado com amostras de café submetidas a trés
diferentes graus de torracdo com dez provadores treinados.

Ordenacéo
Provadores Primeiro Segundo Terceiro
1 Média Clara Escura
2 Média Clara Escura
3 Clara Média Escura
4 Média Clara Escura
5 Média Clara Escura
6 Média Clara Escura
7 Clara Média Escura
8 Média Clara Escura
9 Média Clara Escura
10 Clara M¢édia Escura

Uma vez comprovada a atividade biologica das amostras em estudo, seu
consumo podera representar uma forma de contribuir com a diminui¢ao do risco
da sindrome metabdlica e de doengas cronicas ndo transmissiveis como, por
exemplo, doencas cardiovasculares, cancer ¢ diabetes mellitus. Entretanto, além
do possivel efeito benéfico a saude que a bebida preparada com estas amostras
de café possa ter, ¢ necessario que ela tenha boa aceitacdo do ponto de vista
sensorial. Frente a esses pressupostos apenas bebida classificada como mole na
prova da xicara foi selecionada para o estudo como um todo e a amostra
submetida a torracdo média, melhor classificada no teste de ordenagdo e maior
capacidade antioxidante encontrada nos testes in vitro, foi selecionada para os

ensaios bioldgicos.
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4.14 Ganho de peso

O tratamento para a obesidade reduz significativamente o risco de
desenvolvimento de algumas doengas, como o Diabetes Mellitus tipo 2. Diante
deste contexto houve um rapido crescimento na pesquisa dos potenciais efeitos
termogénicos de diversos compostos extraidos de plantas, como a cafeina do
café (WESTERTERP-PLANTENGA; LEJEUNE; KOVACS, 2005).

A cafeina exerce um efeito sobre a descarga das células nervosas e
liberagdo de alguns outros neurotransmissores € hormonios, tais como a
adrenalina, agindo também na ativacgdo da lipase hormonio sensivel, uma enzima
que mobiliza os depositos de gordura para utilizar como fonte de energia em vez
do glicogénio muscular (BALLONE, 2005; PETERSEN, CORTE-REAL &
STILWELL, 2005). Dulloo et al. (1989), mostraram em seu estudo que a cafeina
facilita a perda e a manutengdo do peso ¢ em longo prazo pode ser um fator
benéfico para o emagrecimento de individuos com sobrepeso e obesidade.

Os resultados encontrados na avaliacdo semanal do peso dos animais

estudados encontram-se na figura 8.
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Figura 8 Peso em gramas aferido semanalmente, durante 30 dias, nos animais
dos grupos diabético tratado, normal tratado, controle diabético e
controle normal.

Segundo Salazar et al. (2004), em humanos, a administragdo aguda de
cafeina estimula a termogénese e aumenta o gasto energético, o que pode
facilitar redugdo de peso e manutengdo. Tal efeito ndo foi observado no presente
estudo para os grupos controle diabético e diabético tratado os quais nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, para a variavel peso, em
nenhum dos tempos analisados (Figura 8).

Existem evidéncias de que esse aumento da termogénese ¢ dependente da
quantidade de cafeina ingerida, podendo levar a um aumento no consumo diario
de energia de aproximadamente 100 kcal (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).

Provavelmente, o volume de café administrado nos animais, neste estudo, nao
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forneceu a quantidade suficiente de cafeina para induzir maior gasto energético e

lipolise do tecido adiposo dos animais.

Tabela 16 Ganho de peso (g) de ratos Zucker tratados durante 30 dias de

experimento.
Grupos
Tratamento Normal Diabético Média
Controle 67,0 aA 66,0 aA 66,5
Café 55,0 bB 68,0 aA 61,5
Média 61,0 67,0

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes dentro da linha diferem entre si
(p<0,05), pelo teste de Tukey.

Comparando o peso final dos animais com o peso inicial, observou-se
que o grupo controle normal que recebia apenas agua apresentou um aumento de
peso de 67 g em média, enquanto o grupo normal tratado, o qual recebia bebida
do café por gavage, um aumento de 55 g em média. J4, o grupo controle
diabético demonstrou um ganho de peso de 66 g e o grupo diabético tratado, 68g
em média, como mostra a Tabela 16. Verificou-se que os animais normais
(magros) que receberam agua obtiveram maior ganho de peso do que os animais
que receberam café, ja, nos animais diabéticos (obesos) ndo houve diferenga
estatisticamente significativa para a varidvel ganho de peso. Fato este que
corrobora com o citado por Salazar-Martinez et al. (2004), os quais relatam um

maior efeito termogénico em mulheres magras do que em mulheres obesas.
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4.15 Consumo alimentar, consumo de agua e volume urinario

O consumo médio diario de dietas dos animais experimentais dos grupos

controle e daqueles tratados com a bebida do café ¢ apresentado na Tabela 17.

Tabela 17 Consumo de racdo (g/dia) de ratos Zucker dos grupos controle e
tratados com bebida do café por 30 dias.

Grupos
Tratamento Normal Diabético Média
Controle 20,13 +/-0,20bB 28,85 +/- 0,52 bA 24,49
Café 24,67 +/- 0,07 aB 37,24 +/- 0,35 aA 30,95
Média 22,4 33,04

Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro da coluna e maitsculas
dentro de cada linha nao diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

De acordo com a tabela acima, os animais diabéticos apresentaram maior
consumo de racdo em relagdo aos animais do grupo controle, sendo este
resultado j& esperado, visto que, um dos principais sintomas do diabetes mellitus
tipo II ¢ a presenca de polifagia (aumento do apetite). Comparando os animais
que receberam a bebida do café com aqueles que receberam apenas agua por
gavage foi possivel observar que, independente da presenca ou auséncia do
diabetes, o grupo tratado com café apresentou um maior consumo alimentar.

Tal resultado contraria Greenberg, Boozer e Geliebter (2006) os quais
descrevem em seu artigo que a cafeina ou outros compostos do café sdo capazes
de aumentar a saciedade, e, portanto, reduzir o consumo de alimentos.

Constatagdo esta também realizada por Westerterp-Plantenga, Lejeune e Kovacs
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(2005) em wum estudo transversal com 76 humanos, correlacionando
positivamente o consumo habitual de cafeina com maior saciedade.
O consumo médio didrio de dgua dos animais experimentais dos grupos

controle e daqueles tratados com a bebida do café ¢ apresentado na Tabela 18.

Tabelal8 Consumo diario de 4gua (mL/dia) de ratos Zucker tratados com bebida

do café por 30 dias.
Grupos
Tratamento Normal Diabético Média
Controle 29,87 +/- 0,20 aA 28,23 +/- 1,03 bA 29,05
Café 27,90 +/- 0,83aB 38,99 +/- 0,17 aA 33,44
Média 28,89 33,61

Médias seguidas por letras minusculas iguais dentro da coluna e maitsculas
dentro de cada linha nao diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Apesar da sede intensa ser outro sintoma importante presente nos quadros
de diabetes mellitus tipo II, nos grupos controle n3o houve diferenga
estatisticamente significativa para a ingestdo de agua. J4, os animais diabéticos
tratados apresentaram uma maior ingestdo de agua (38,99) quando comparados
ao controle tratado (28,23). De todos os grupos estudados o grupo diabético
tratado destacou-se com a maior ingestdo didria de agua (38,99).

Os valores obtidos para o volume didrio de urina sdo apresentados na

tabela 19.
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Tabela 19 Volume diario de urina (mL) de ratos Zucker dos grupos controle e
tratados com bebida do café por 30 dias.

Grupos
Tratamento Normal Diabético Média
Controle 5,47 +/- 0,24 aB 8,04 +/- 0,18 aA 6,75
Café 3,74 +/- 0,14 aB 10,46 +/- 0,06 aA 7,10
Média 4,60 9,25

Me¢dias seguidas por letras minusculas iguais dentro da coluna e maiusculas
dentro de cada linha ndo diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

A presenga de poliuria (aumento volume urindrio) complementa os
principais sintomas do diabetes mellitus tipo II, juntamente com a polidpsia
(aumento sede) e a polifagia (aumento apetite), citados acima, e a perda de peso
(SOUSA et al., 2003). Nos diabéticos, em razdo da hiperglicemia, o limiar renal
de reabsorcao de glicose ¢ excedido, resultando em glicosuria (eliminagdo de
glicose na urina). A glicostiria causa uma diurese osmotica e, consequentemente,
a poliuria, levando a uma perda profunda de agua e eletrolitos. A perda de agua
pelos rins aliada a hiperosmolaridade causada pelos altos niveis de glicose no
sangue, leva a redugdo da 4gua intravascular, estimulando os receptores
osmoticos do centro da sede no cérebro. Dessa forma, aparece a sede intensa
(polidipsia).

De acordo com a Tabela 19, ndo houve diferenca significativa no volume
diario de urina entre os animais controle e tratados. Ja entre os grupos diabéticos
e normais pode-se observar diferenca para este parametro, destacando-se com o
maior volume diario de urina, conforme esperado, os ratos diabéticos.

Segundo Alves, Casal e Oliveira (2009) apesar do efeito diurético da

cafeina, a ingestdo da bebida do café provoca um ligeiro aumento da frequéncia
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de micgdo, ndo se observando, contudo, alteragdes do volume total de urina
eliminado diariamente. Segundo os autores, o pequeno aumento da produgéo de
urina verificado ap6s 3 h ¢ compensado por uma diminui¢do durante as horas
restantes do dia, o que explica o fato, de neste estudo, os animais tratados
apresentarem o mesmo volume urindrio didrio dos animais controle mesmo

ingerindo grande quantidade de café por dia.

4.16 Peso do figado

Neste trabalho, a cor do figado analisado e o aumento do peso deste 6rgéo
nos animais diabéticos sugere o acumulo de gordura no figado, provavelmente
em razdo do quadro de sindrome metabolica presente nesses animais. De acordo
com a Figura 09, as médias de peso do figado dos animais diabéticos que
receberam apenas agua (13,96 g), foram superiores (p<0,05) a do grupo controle
normal (10,44 g). Foi possivel observar macroscopicamente durante a eutanasia
a presenca de esteatose hepatica nos ratos diabéticos (Zucker obesos).

A Sindrome Metabdlica além de compreender um espectro de alteragdes
que incluem resisténcia a insulina, hipertensdo arterial, obesidade e dislipidemia
muitas vezes estd associada a outras entidades clinicas como doenca renal
cronica e doenga hepatica gordurosa nédo alcoodlica (CARVALHEIRA; SAAD,
2006).

A hepatomegalia decorrente da infiltragdo de gordura é descrita em
aproximadamente 75% dos pacientes com a sindrome. A doenca hepatica
gordurosa, o diabetes mellitus tipo 2 e a dislipidemia compartilham mecanismos
patogénicos. E provavel que a esteatose (acamulo de gordura) seja mediada pela

resisténcia a insulina, um solo comum a estas condi¢des. Como resultado da
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resisténcia a insulina, hd uma maior sintese e retencdo de triacilglicerdis no
hepatocito, levando a esteatose macrovesicular (SASS; CHANG; CHOPRA,
2005).

Além disso, ratos Zucker obesos apresentam muta¢des no receptor de
leptina levando a resisténcia a leptina (PRAGA, 2002). A leptina aumenta a
expressdo de citocinas fibrogénicas no endotélio glomerular e no intersticio
renal, facilitando a proliferacdo e a esclerose glomerular. Além disso, a leptina
contribui para o acimulo de gordura no tecido adiposo subcutineo e reduz a
deposi¢do de gordura na regido central do abdomen e em 6rgdos nio adiposos
como o figado e os rins. Deste modo, a leptina atenua os efeitos deletérios da
deposicdo de acidos graxos livres nestes 6rgdos. Contudo, em situagdes de
resisténcia as suas agdes, ocorre acumulo de gordura abdominal, aumento da
producdo de acidos graxos livres, resisténcia insulinica e esteatose generalizada

(PAULA, 2006).
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Figura 9 Peso (g) dos figados inteiros dos animais pertencentes aos quatro
diferentes grupos estudados. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Substancias capazes de combater o estresse oxidativo s@o capazes de
proteger o figado do acumulo indevido de gordura, portanto, as sustincias
antioxidantes presentes nas bebidas de café podem contribuir para a diminui¢do
do acimulo de gordura hepatica. Além disso, estudos em humanos verificaram
também um aumento da lipdlise apds a ingestdo de cafeina ou café (ALVES;
CASAL; OLIVEIRA, 2009).

Porém, neste estudo, apesar dos animais tratados apresentarem uma
tendéncia a menor ganho de peso hepatico ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativa entre os grupos diabéticos, controle (13,96 g) e
tratado (12,25 g), e os grupos normais, controle (10,44 g) e tratado (8,17 g),

indicando que a bebida do café ndo influenciou no acumulo de gordura hepatica.



113

4,17 Peso dos rins

O peso médio dos rins dos animais experimentais dos grupos controle e

daqueles tratados com a bebida do café ¢ apresentado na Figura 10.
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Figura 10 Peso (g) dos rins inteiros dos animais pertencentes aos quatro
diferentes grupos estudados. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Conforme a figura acima, os ratos diabéticos que ndo receberam café
tiveram um maior peso renal, com diferenca significativa (p< 0,05),
apresentando em média 3,48 + 0,25 gramas, enquanto o grupo tratado
apresentou uma média de 2,48 + 0,45 gramas.

A alteragdo de gordura ¢é observada mais frequentemente no figado, ja que
este € o principal 6rgdo envolvido no metabolismo de lipidios, apesar de poder
ocorrer em outros Orgdos, tais como: o coragdo, os musculos e os rins

(KOTEISH; DIEHL, 2001). O acimulo de gordura no tecido renal, assim como
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demonstrado no figado, pode entdo explicar o aumento do peso avaliado nos
animais diabéticos portadores de sindrome metabdlica.

Além do acumulo de gordura o aumento do peso renal nestes grupos
podem ser decorrente da hipertrofia renal, uma adaptagdo estrutural e funcional
decorrente da obesidade, observadas em estudos clinicos € experimentais, assim
como o aumento da taxa de filtracdo glomerular e aumento do fluxo sangiiineo
renal (KAMBHAM et al., 2001).

Em individuos obesos, ocorre elevacdo das necessidades metabolicas
basais, com acumulo de produtos do metabolismo celular. Consequentemente, a
obesidade é acompanhada de alteracdes hemodindmicas caracterizadas por
aumento do fluxo sanguineo regional, do débito cardiaco (DC) e da pressdo
arterial. Parte do aumento do DC ocorre em resposta a maior demanda
metabdlica do tecido adiposo, porém uma por¢ao significativa é destinada a
orgdos nao-adiposos como o coragdo e os rins. Animais € seres humanos
portadores de obesidade apresentam hipertrofia renal compensatoria (HALL et
al., 2003).

Entre as principais alteragdes metabolicas associadas ao dano renal no
paciente com sindrome metabodlica, citam-se o aumento da atividade
glicocorticoide, os distarbios do metabolismo do acido trico, a resisténcia a
insulina, o aumento de atividade da angiotensina II (AIl) e a hiperleptinemia
(PAULA, 20006).

A formacgdo dos produtos finais de glicacdo avancada nos quadros de
diabetes mellitus tipo II também podem contribuir para as lesdes renais.
Segundo Vlassara e Palace (2002), as células tubulares renais acumulam altos

niveis de AGEs. Estes aumentam a liberag¢do do fator de crescimento 3 (TGF-p),
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que estimula a sintese de componentes da matriz do colageno, fendmeno este
que deve contribuir, a0 menos parcialmente, para o espessamento da membrana
basal, caracteristico da nefropatia diabética. O acimulo de AGEs no colageno da
membrana basal, aliado a capacidade desses compostos de se ligarem a proteinas
plasmaticas, pode também contribuir para alteragdes na filtragao.

De acordo com a figura acima, para a variavel peso dos rins, os grupos
que receberam café apresentaram valores significativamente menores que os
apresentados pelos grupos que receberam apenas agua. E possivel observar que
0 peso dos rins nos animais diabéticos tratados foi estatisticamente igual aos
animais normais, ou seja, a bebida do café foi eficaz no combate a hipertrofia
renal, atenuando o efeito das alteracdes metabodlicas relacionadas a sindrome
metabolica presente.

A acdo benéfica da bebida do café encontrada corrobora com o resultado
encontrado por Cheung e Lee (1988) os quais demonstraram que a ingestdo da

cafeina reduz o tamanho e o nimero dos adipdcitos em roedores.

4.18 Analises bioquimicas

A prevaléncia do diabetes mellitus tipo 2 tem aumentado dramaticamente
nas ultimas décadas. Dieta e estilo de vida sdo fatores de risco primarios
determinantes para esta doenca. Além do sobrepeso e da obesidade, outros
fatores incluem sedentarismo, tabagismo e uma dieta rica em carga glicémica e
acidos graxos trans e menor teor de fibra e acidos graxos poliinsaturados. O
consumo do café pode estar relacionado com diabetes, pois a curto prazo estudos

metabdlicos tém sugerido que a cafeina afeta a sensibilidade a insulina e o

metabolismo da glicose (KEIJZERS et al., 2002).
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Nas figuras abaixo, sdo apresentados os resultados obtidos com respeito as

concentragdes séricas de glicose, colesterol total e triacilglicerdis, e os niveis

urinarios de glicose, uréia e creatinina, onde pode-se observar que o tratamento

com a bebida do café causou significativas alteragdes nos valores destes

marcadores bioquimicos, demonstrando-se eficaz de uma forma geral no

combate do desenvolvimento da sindrome metabodlica e do diabetes tipo 2.

A glicemia média dos animais experimentais dos grupos controle e

daqueles tratados com a bebida do café ¢ apresentada na Figura 11.
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Glicemia média (mg/dL) dos ratos Zucker dos grupos controle e
daqueles tratados com a bebida do café aferida semanalmente por 30
dias.

Na figura acima, pode-se observar que, conforme esperado, os animais

diabéticos,

tanto controle como tratados, apresentaram glicemia superior a 99

mg/dL. O grupo controle diabético apresentou média de glicose sanguinea de
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125 mg/dL no inicio do experimento e média final de 147 mg/dL. J4, o grupo
diabético tratado iniciou o experimento com glicemia média de 126 mg/dL e
final de 132 mg/dL. Os animais normais, tanto controle quanto tratados,
apresentaram valores de glicose entre 88 ¢ 96 mg/dL durante os 30 dias
analisados.

No presente estudo, a bebida do café administrada aos animais
diabéticos demonstrou um efeito hipoglicEémico extremamente relevante no
periodo de 21 dias. Porém, apods este periodo a glicemia dos animais atingiu
valores superiores aos iniciais. Tal fato provavelmente se deva ao
desenvolvimento de um quadro de resisténcia ao efeito hipoglicémico dos
compostos bioativos presentes na bebida do café no organismo dos animais ou
ao fato do efeito positivo da cafeina e do acido clorogénico no metabolismo da
glicose e na resisténcia insulinica s6 ocorrer a curto prazo. Para Greer et al.
(2001), os efeitos agudos da cafeina na sensibilidade a insulina sdo
provavelmente transitérios e ndo podem ser extrapolados para o uso a longo
prazo.

Em estudo realizado por Sotillo ¢ Hadley (2002), com ratos obesos,
hiperlipidémicos e resistentes a insulina, o acido clorogénico também ndo
promoveu a manuten¢do da hipoglicemia, mas reduziu significativamente a
resposta glicémica a sobrecarga de glicose. Os resultados sugerem que o acido
clorogénico ndo estimulou a liberagdo da insulina, mas agiu como agente anti-
hiperglicémico, com agdo similar a de drogas como a metiformina que
aumentam a sensibilidade a insulina ¢ ndo a sua liberacdo. Nesse mesmo
trabalho, as concentragdes séricas de colesterol diminuiram em 44% e as de

triacilglicerdis sérico e hepatico em 58% e 24%, respectivamente, comparadas
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com o mesmo grupo de ratos antes de receber infusdo venosa de acido
clorogénico.

De acordo com a figura 12, no presente estudo também foram encontradas
redugdes extremamente significativas nas concentragdes séricas de
triacilglicerdis nos grupos tratados com bebida de café. Foi observada uma
diminuicdo de aproximadamente 40% no grupo diabético tratado. Ja, para os
valores de colesterol, apesar de ter ocorrido uma reducdo de apenas 5% na
concentragdo sérica, ¢ importante notar que a bebida do café administrada evitou
a elevagdo do colesterol sanguineo como ocorreu no grupo controle (Figura 13).

Também ¢é possivel notar que mesmo nos grupos de animais com niveis
de colesterol e triacilglicerdis normais houve uma reducdo na concentragdo

sérica destes exames bioquimicos nos grupos tratados com a bebida.

420
360 ——
330 ¢ —_—
300
270
mg/ 240 ——.\ = Controle Diabético
dL 210
180 N == Diahético Tratado
o Wy g
120 ~g — —4+—Controle Normal
90
44 —*Normalintd
30 -
0 f f f f f {
Ofa\ b{«’? 6{«":’ E}{b" ,\@‘7
S M A SN

Figura 12 Niveis médios de triacilglicer6is (mg/dL) dos ratos Zucker dos grupos
controle e daqueles tratados com a bebida do café aferidos
semanalmente por 30 dias.
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Figura 13 Niveis médios de colesterol (mg/dL) dos ratos Zucker dos grupos
controle e daqueles tratados com a bebida do café aferidos
semanalmente por 30 dias.

Estudos realizados por Itoetal. (1998) ndo encontraram alteragdes
significativas nos niveis séricos de HDL-c, em homens apds a ingestdo de 5
copos de café por dia, durante quatro semanas. Yukawaetal. (2004)
demonstraram redugdo do colesterol total, enquanto os niveis séricos de
triacilglicerdis ¢ HDL-c ndo apresentaram alteragdes significativas apos a
ingestdo por 4 semanas de 150 mL da bebida de café preparada com 8 g de café-
arabica em 150 ml de agua fervendo.

No Japao, em pesquisa realizada com homens jovens consumindo café e
agua mineral como bebida controle, a ingestdo do café resultou na diminuicao

acentuada da LDL-c, além de originar importante redug@o na susceptibilidade da
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LDL-c a oxidag@o. Sugerindo que o consumo desta bebida poderia proteger
contra a aterosclerose, diminuindo os lipideos sanguineos e a oxida¢do da LDL-c
(HAMMAR et al., 2003).

Neste trabalho, foi observada uma redug@o nos niveis de todas as fra¢des
do colesterol sérico analisadas (LDL-c, HDL-c e VLDL-c) em todos os ratos
tratados com a bebida filtrada de café¢ (Figura 14). Na patogénese da
aterosclerose a HDL-c apresenta um importante papel protetor, enquanto o
aumento do colesterol, a custa da LDL-c, promove a aterogénese. Diante disso, o
efeito benéfico apresentado pela bebida do café na redu¢do da LDL-c
(lipoproteina de baixa densidade) foi contrabalanceado com a redugdo
concomitante da HDL-c (lipoproteina de alta densidade). Nao € possivel saber se
a bebida do café reduziu os teores de lipoproteinas LDL-c ¢ VLDL-c nos
animais diabéticos ou se apenas protegeu os organismos contra o aumento

destas.
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Figura 14 Niveis médios de LDL-¢c, HDL-c ¢ VLDL-c (mg/dL) no sangue de
ratos Zucker dos grupos controle e daqueles tratados com a bebida do
café por 30 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

O grupo controle diabético destacou-se para todas as varidveis com as
maiores concentragdes séricas € o grupo normal tratado com os menores niveis.
E possivel observar na figura acima que nos animais considerados normais, ou
seja, sem a presenca de diabetes ¢ sindrome metabdlica, o grupo tratado
apresentou médias sanguineas mais baixas do que o controle nas andlises de
HDL-c e VLDL-c.

Contrariando o presente estudo uma meta-analise de 14 ensaios
controlados randomizados permitiu concluir que o consumo de café fervido
aumentava de forma dependente da dose a concentragdo sérica de LDL-c,
enquanto que o consumo de café filtrado praticamente ndo alterava este

parametro (JEE et al., 2001).
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Também conhecida por transaminase glutdmico oxaloacética (TGO), a
aspartato aminotransferase (AST) ¢ encontrada em altas concentragdes no
citoplasma e nas mitocondrias do figado, musculos esquelético e cardiaco, rins,
pancreas e eritrocitos (globulos vermelhos do sangue), quando qualquer um
desses tecidos ¢ danificado, a AST ¢ liberada no sangue. Como ndo ha um
método laboratorial para saber qual a origem da AST encontrada no sangue, o
diagnéstico da causa do seu aumento deve levar em consideragdo a possibilidade
de lesdo em qualquer um dos o6rgios onde ¢ encontrada (NOMPLEGGI;
BONKOVSKY, 1994).

A alanina aminotransferase (ALT), enzima conhecida também por
transaminase glutdmico pirtvica (TGP), catalisa a reagdo: aspartato ¢ alfa-
queroglutarato, resultando em piruvato e glutamato. E encontrada em altas
concentragdes apenas no citoplasma do figado, o que torna o seu aumento mais
especifico de lesdo hepatica (RUHL; EVERHART, 2005).

Conforme ja citado anteriormente, danos hepaticos e renais sdo
complicacdes frequentemente presentes em pacientes portadores da sindrome
metabolica e do diabetes mellitus tipo II. Diante disso, a atividade das enzimas
TGP e TGO foram dosadas em todos os grupos experimentais e sdo apresentadas

na Figura 15.
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Figura 15 Atividade das enzimas TGO e TGP em ratos Zucker controle e
tratados com a bebida do café por 30 dias. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.

De acordo com a figura acima, os grupos que receberam café
apresentaram niveis séricos das enzimas TGO e TGP significativamente
menores que os apresentados pelos controles positivo e negativo. E possivel
observar que embora a atividade enzimatica da AST e da ALT tenha reduzido
significativamente no grupo diabético que recebeu doses diarias de café
comparado ao controle diabético, estas ainda permaneceram mais altas que no
grupo controle normal.

Contrariando os resultados encontrados neste trabalho, Urgert, Shulz e
Katan (1995), afirmaram que extratos de café aumentam os niveis séricos das
transaminases AST ¢ ALT em humanos, sendo esta elevacdo provocada pelos

dipertenos cafestol e kaveol. A ndo ocorréncia de tal fato neste estudo pode ser
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explicada pelo preparo das bebidas que seriam administradas aos animais, pois
as mesmas foram preparas com filtro de papel, os quais segundo Cavin et al.
(2002), ndo permitem a passagem total de cafestol e kaveol para o extrato.

Chen et al. (2004), analisando 6.000 mil participantes, verificaram que o
risco de desenvolvimento de doenga renal cronica ¢ diretamente proporcional ao
da Sindrome Metabolica. Segundo Kasiske et al. (1988) ratos Zucker obesos
desenvolvem lesdes renais em idades precoces.

A uréia ¢ sintetizada no figado e seu ciclo incorpora duas moléculas de
amdnia cuja principal fonte € o catabolismo protéico. Sua dosagem juntamente
com a creatinina deve ser realizada sempre que houver suspeita de mau
funcionamento renal ou hepatico.

Os niveis médios de uréia na urina e no sangue dos animais experimentais
dos grupos controle e daqueles tratados com a bebida do café sdo apresentados

nas Figuras 16 e 17 respectivamente.
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Figura 16 Niveis médios de uréia (mg/dL) na urina dos ratos Zucker dos grupos
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Figura 17

controle e daqueles tratados com a bebida do café¢ aferidos
semanalmente por 30 dias.
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Niveis médios de uréia (mg/dL) no sangue dos ratos Zucker dos
grupos controle e daqueles tratados com a bebida do café por 30 dias.
Me¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Os ratos diabéticos, controle (7367 mg/dL) e tratados (6890 mg/dL),
destacaram-se com os maiores valores de uréia na urina no inicio do
experimento, comprovando a presenca de algum dano renal nestes animais.
Porém, de acordo com a figura acima pode-se observar que apos 7 dias de
tratamento com a bebida do café o grupo diabético tratado apresentou uma
reducdo de aproximadamente 31% nos niveis de uréia igualando-se aos grupos
normais. E importante destacar que esta redugdo permaneceu até o final de 30
dias, quando estes animais foram submetidos a eutanasia. J4, para os valores
séricos de uréia nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos experimentais, demonstrando-se, neste caso, a urina mais eficaz
para aferigao da uréia.

Segundo Praga (2002), o tratamento da hiperlipidemia e a redugdo da
ingestdo alimentar reduzem a injaria renal em ratos Zucker, pois a dislipidemia
pode contribuir para o dano renal, principalmente por meio da proliferacao
mesangial ¢ da matriz extracelular induzida pelo colesterol LDL (PRAGA,
2002). Portanto, o alto indice de colesterol LDL encontrado no grupo diabético
controle neste experimento pode ter auxiliado no desenvolvimento do dano

renal.

A prevaléncia ou probabilidade de microalbumintria e (ou) reducdo da
filtragdo glomerular sdo progressivamente ampliadas pelo aumento do numero
de fatores de risco da sindrome metabdlica. Alteragdes patologicas especificas
tém sido definidas como "glomerulopatia relacionada a obesidade". A alteragao
primaria ¢ uma glomerulomegalia (100% dos casos), glomerulosclerose focal e
segmentar (80% dos casos) e aumento da celularidade da matriz mesangial (45%

dos casos). A evolucdo clinica da glomerulopatia relacionada a obesidade parece
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ser progressiva. Apds um seguimento de 27 meses, 14% dos pacientes dobram
os niveis de creatinina ou atingem insuficiéncia renal terminal

(CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

Para a analise de creatinina na urina, os resultados foram semelhantes aos
obtidos para uréia (Figura 19). Ao inicio do experimento, conforme esperado, os
grupos diabéticos, controle (69,4 mg/dL) e tratado (64,3 mg/dL), apresentaram
maiores valores na urina e apds 7 dias recebendo a bebida do café o grupo
diabético tratado demonstrou uma reducdo de aproximadamente 31%. Esta
reducdo também foi observada no grupo normal tratado, o qual, apesar de ja
apresentar valores baixos de creatinina no inicio do estudo (26,3) apresentou
uma reducdo de aproximadamente 45% apos receber café por 7 dias. Ambas as
reducdes foram mantidas até o final do experimento. Assim como para a uréia,
ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais nos valores séricos de creatinina, demonstrando-se, também neste
caso, a analise urinaria um método mais eficaz para detec¢do de creatinina

(Figura 18).
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Figura 18 Niveis médios de creatinina (mg/dL) na urina dos ratos Zucker dos
grupos controle e daqueles tratados com a bebida do café aferidos
semanalmente por 30 dias.
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Figura 19 Niveis médios de creatinina (mg/dL) e acido urico (mg/dL) no sangue
dos ratos Zucker dos grupos controle e daqueles tratados com a
bebida do café por 30 dias. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Elevagdes nas concentragdes séricas de acido urico sdo comumente
vistas em associa¢do com intolerancia a glicose, dislipidemia e hipertensdo
arterial, e ha correlacdo significativa entre estas concentragdes e resisténcia a
insulina. Ha evidéncias de que a insulina reduz o clearance urinario de acido
urico. A hiperuricemia parece ser um componente das anormalidades presentes
na sindrome metabdlica ou sindrome da resisténcia a insulina

(CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

Corroborando com a afirmagdo acima, neste estudo o grupo controle

diabético (1,24 mg/dL) apresentou valores séricos de acido durico
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significativamente superiores aos encontrados para o grupo controle normal
(0,64 mg/dL), confirmando a presenga de hiperuricemia na sindrome metabolica.
Porém, como ¢ possivel observar na figura 19, os animais do grupo diabético
tratado apresentaram concentragdes séricas de acido urico semelhantes aos
animais dos grupos normais. Como foi encontrada hiperuricemia no grupo
diabético controle conclui-se que realmente a bebida do café administrada agiu
de forma benéfica na prote¢do do rim desses animais.

Com relagdo aos niveis de glicose na urina os resultados sdo apresentados

na Figura 20.
25
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Figura 20 Niveis médios de glicose (mg/dL) na urina dos ratos Zucker dos
grupos controle e daqueles tratados com a bebida do café aferidos
semanalmente por 30 dias.

Alteragdes nas concentragdes da glicose na urina estdo diretamente

relacionadas ao excesso de glicose na corrente sanguinea. Neste experimento, a
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glicose apresentou significante aumento nos grupos diabéticos, tanto controle
quanto tratado, durante os 30 dias analisados. Entre si, os grupos normais,
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, sendo os niveis de
glicose superiores no grupo controle normal. Ja, entre os grupos diabéticos, os
maiores valores de glicose na urina foram encontrados no grupo tratado (Figura

20).

4.19 Peroxidacao lipidica

O excesso de espécies reativas no organismo pode causar alteragdes
estruturais e funcionais a componentes da parede celular, levando 8 mudanca de
sua funcionalidade. Essas alteracdes estao envolvidas na fisiopatologia de varias
doengas cronicas ndo transmissiveis como doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, diabetes, varios tipos de cancer, doencas cardiovasculares entre
outras. Antioxidantes da dieta podem contribuir para o combate aos radicais
livrtes e para protecdo de componentes celulares como material genético,
proteinas e lipidios contidos em membranas (SU et al., 2007).

O stress oxidativo, avaliado laboratorialmente por meio de indices de
peroxidacdo lipidica, encontra-se aumentado no diabetes mellitus tipo II, mesmo
em doentes ainda sem graves complicagdes. Apesar dessa evidéncia de que o
stress oxidativo pode contribuir para a manifestacio e progressao das
complicacdes diabéticas, resta ainda esclarecer se o stress oxidativo estara
associado ou se ¢ causa das modificagdes fisiopatologicas subjacentes a diabetes

(LEMOS et al., 2007).
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A média dos valores encontrados quando analisados os indices de
peroxidacdo lipidica no tecido hepatico e renal dos animais dos grupos controle

e dos animais tratados estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 Teor de substincias reativas ao acido tiobarbiturico (nmol de
MDA /mg de tecido) em figados e rins de ratos.

Orgéo
Grupos RIM FIGADO
Controle Normal 0,47 +/- 0,18 ab 0,53 +/-0,11c¢
Normal Tratado 0,45 +/-0,03 b 0,47 +/- 0,05 ¢

Controle Diabético 0,63 +/-0,18 a 1,12+/-0,22 a
Diabético Tratado 0,47 +/- 0,04 ab 0,83 +/-0,05b
Médias 0,50 0,71

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

De acordo com a tabela acima, os animais do grupo controle diabético
(1,12) apresentaram maior indice de peroxidagdo lipidica no tecido hepatico do
que os animais do grupo controle normal (0,53), porém no tecido renal apesar de
ter sido encontrado um valor maior para o grupo controle diabético (0,63) do que
para o grupo controle normal (0,47), esta diferen¢a ndo foi significativa.

Durante a hiperglicemia persistente do diabetes somada a outros fatores
presentes na sindrome metabdlica como a obesidade, ocorre um aumento da
produgdo de radicais livres de oxigénio por meio da auto-oxidagdo da glicose, e
esses radicais exercem seus efeitos citotoxicos nos fosfolipideos de membrana,
resultando na formagdo de malonaldeido (MDA), um produto final da

peroxidacdo lipidica, o qual reage com o 4cido tiobarbiturico.
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O consumo, durante 30 dias, de café torrado bebida mole foi efetivo na
reducdo da produgdo de TBARS no figado de ratos, sugerindo que esta bebida
confere uma protecdo a membrana celular contra o ataque oxidativo. No tecido
renal apesar dos niveis de TBARS menores nos animais controle esta diferenca
nao foi significativa.

Confirmando os resultados obtidos in vitro, o café estudado demonstrou
significativa atividade antioxidante, protegendo o figado dos animais contra a
lipoperoxidagao.

Os resultados encontrados corroboram com os apresentados por Ozercan
et al. (2006). Estes autores avaliando o efeito antioxidante do café instantaneo
em ratos verificaram que o tratamento com café instantaneo reduziu
significativamente os niveis de TBARS no tecido hepatico.

De acordo com os trabalhos de Fujioka e Shibamoto (2006) e Natella et
al. (2002), os acidos clorogénicos presentes na bebida de café sdo capazes de
serem absorvidos e exercem sua atividade antioxidante nos tecidos animais,
assim como os produtos da reacdo de Maillard. Sendo assim, a reducdo dos
niveis de TBARS observadas no figado dos animais que receberam doses de
café neste trabalho pode ser atribuida a presenga de acidos clorogénicos e
melanoidinas no extrato aquoso do café administrado.

Embora vérios estudos citem a melanoidina e outros produtos da reacao
de Maillard como provaveis antioxidantes existem pesquisadores que relatam
uma propriedade oxidante dos produtos avancados da reagdo de Maillard
(AGE’s), sendo estes capazes de favorecer o surgimento e a progressdo das
diversas complicacdes do diabetes. Os efeitos patologicos desses produtos estdo
relacionados a capacidade desses compostos de modificar as propriedades

quimicas e funcionais das mais diversas estruturas biologicas. Por meio da
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geracdo de radicais livres, da formacao de ligagcdes cruzadas com proteinas ou de
interacdes com receptores celulares, promovem, respectivamente, estresse
oxidativo, alteracdes morfofuncionais e aumento da expressdo de mediadores
inflamatorios (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). Provavelmente, no
tecido renal, este efeito antioxidante da bebida do café contrabalanceou o efeito
oxidante dos produtos da reacdo de Maillard, ndo havendo diferenca entre o
grupo diabético tratado e o controle.

O processo de absorcao e utilizagdo dos compostos antioxidantes presente
no café ainda ndo estdo bem compreendidos, porém as presentes constatacdes
indicam potenciais efeitos beneficios do café para a satide. Assim, esta bebida
pode trazer grandes beneficios para a saide humana, contribuindo para prevenir
ou adiar o inicio de doengas degenerativas em razdo da combinacgdo do teor de

antioxidantes por dose servida com a frequéncia do consumo da bebida.

4.20 Andlise de lipideos fecais

As concentragdes de lipideos presentes nas fezes dos animais

experimentais apos o tratamento estdo apresentadas na Tabela 21.



135

Tabela 21 Analise de lipidios fecais nos quatro grupos estudados ao final dos 30
dias de experimento (g.100g™).

Grupos
Tratamento Normal Diabético Média
Controle 3,09 bA 3,60 aA 3,35
Café 2,80 aB 2,78 aB 2,79
Média 2,95 3,19

Me¢dias seguidas por letras minusculas diferentes dentro da linha e maiusculas
dentro de cada coluna diferem entre si (p<<0,05) pelo teste de Tukey.

De acordo com a tabela acima, pode-se afirmar que houve diferenga
significativa entre os grupos experimentais, sendo que a presenca do diabetes e
da sindrome metabdlica causou um aumento no teor de lipideos nas fezes dos
animais, sendo o grupo controle diabético o que apresentou maior teor de
gordura fecal (3,60).

Segundo Raupp et al. (2002), algumas fibras apresentam a capacidade de
complexar-se com outros constituintes da dieta, como as substincias toxicas,
podendo arrastd-los para a excre¢do fecal. Os nutrientes da dieta, como
proteinas, minerais, carboidratos digeriveis e lipideos, também poderdo ser
excretados em maior ou menor quantidade, dependendo da fibra presente na
dieta.

Entre os grupos experimentais tratados com a bebida do café ndao houve
diferenca estatisticamente significativa, porém ¢é possivel observar diferenca
entres estes animais e os grupos controle. Segundo os resultados encontrados os
grupos tratados com a bebida do caf¢ apresentaram um menor conteudo de
lipidios fecais do que os que receberam agua, ou seja, nos animais tratados o

arraste de lipideos para as fezes foi significativamente menor do que nos animais
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controle. Esse resultado indica um possivel efeito negativo do café na excrecao
fecal de lipidios, apesar de um teor significante de fibras ter sido encontrado
(9,94%) no grao submetido a torracdo média e de ter sido observado um efeito
hipolipemiante nas analises bioquimicas. Conforme ja citado, a analise de fibra
bruta ndo revela o exato conteudo de fibra alimentar ou dietética, dando apenas
uma no¢do do teor de fibras do alimento, além disso, a analise foi realizada no
grio e provavelmente a fibra presente na bebida apos a extragdo seja bem menor.
Tais fatos podem explicar a menor excrecdo de gorduras fecais nos animais

tratados com café bebida mole.
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5 CONCLUSAO

Decorrente da sua potencial atividade antioxidante, efeito hipoglicemiante
e hipolipidémico a bebida do café foi eficaz na prote¢do dos animais contra os
sintomas da sindrome metabdlica e do diabetes mellitus tipo II. Porém, ¢
importante lembrar que sua a¢do no organismo varia conforme a frequéncia de
ingestdo, os habitos alimentares, o estilo de vida (consumo de alcool e/ou

tabaco) e a predisposi¢do genética ao desenvolvimento de algumas doengas.
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APENDICES

APENDICE A - Anélises bioquimicas

Resumo da anélise de variancia para a variavel glicemia sérica (mg/dL).

Grupos

Controle Diabético Controle Normal
Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 125,5a 126,7 a 88,2 ¢ 93,1b
7 dias 1259 a 99,9 b 91,0d 94,3 ¢
14 dias 126,7 a 86,5 ¢ 93,7b 91,0 b
21 dias 136,9 a 86,8 ¢ 94,5b 93,3b
30 dias 147,1 a 132,3b 959 c 93,0d

CV (%) =115

Me¢dias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resumo da andlise de variancia para a variavel colesterol sérico (mg/dL).

Grupos

Controle Diabético Controle Normal
Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 113,7 a 110,7b 65,6d 76,5 ¢
7 dias 1159 a 104,4 b 70,5 ¢ 67,8d
14 dias 118,7 a 102,7b 70,3 ¢ 65,2d
21 dias 122, 7 a 104,5b 70,8 ¢ 65,4d
30 dias 128,1 a 104,7 b 72,5 ¢ 60,8 d

CV (%) = 6,30

Médias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Resumo da andlise de varidncia para a variavel triacilglicer6is (mg/dL).

Grupos

Controle Diabético Controle Normal
Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 3159a 2323b 51,7d 57,3 ¢
7 dias 3262 a 161,3b 51,2 ¢ 443 d
14 dias 3553 a 1432 b 51,3 ¢ 28,1d
21 dias 390,3 a 1402 b 573 ¢ 31,3d
30 dias 399.1a 112,7b 57,1 ¢ 27,4 d

CV (%) = 13,10

Meédias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resumo da andlise de variancia para a variavel uréia urinaria (mg/dL).

Grupos

Controle Diabético Controle Normal

Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 7367 a 6890 b 3648 ¢ 3466 d
7 dias 7244 a 4764 ¢ 5533 b 2811d
14 dias 7005 a 4944 ¢ 5693 b 3158d
21 dias 7205 a 5437 ¢ 5742 b 5214 d
30 dias 7410 a 4705 d 5686 b 5535 ¢

CV (%) = 12,50

Médias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Resumo da andlise de varidncia para a creatinina urindria (mg/dL).

Grupos

Controle Diabético Controle Normal

Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 69,4 a 64,3b 36,5¢ 26,3d
7 dias 68,7 a 4440 36,3 ¢ 14,4d
14 dias 68,6 a 47,7b 354 ¢ 14,5d
21 dias 68,8 a 453 b 343 ¢ 16,0d
30 dias 68,8 a 432b 38,0 ¢ 14,7d

CV (%) = 12,40

Meédias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resumo da andlise de varidncia para a varidvel glicemia urindria (mg/dL).

Grupos
Controle Diabético Controle Normal
Tempos Diabético Tratado Normal Tratado
Inicial 132 ¢ 16,2 a 11,2d 14,70
7 dias 14,9 a 14,3 ab 13,5b 10,7d
14 dias 15,5b 18,5a 13,5¢ 10,5d
21 dias 15,0 b 17,5a 14,5b 99¢
30 dias 17,0 b 20,5 a 13,5¢ 9,6 d

CV (%) = 14,55

Médias seguidas por letras mintisculas iguais nas colunas nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.



APENDICE B - Tabelas de Andlise de Variancia

Resumo da analise de variancia para a variavel umidade

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

cafes s 545700040 181.900013  4086.263 0.0000

erro 16 0.712240 0.044515

Total corrigido 9 546.412280

o ow= .04

Média geral: 6.9360000 Numero de observacodes: 20

Resumo da anélise de variancia para a variavel acidez titulavel

T TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

;Q _____________________ é[ _______________ SQ QM Fc Pr>Fc

________________________ 3 0.948615 0.316205  1252.297 0.0000
16 0.004040 0.000253

"""""""""""" 19 0.952655

o ow= 0.28

Média geral: 5.6635000 NUmero de observagdes: 20

Resumo da analise de variancia para a sélidos soluveis.

" TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

;Q _____________________ é[ _______________ SQ QM Fc Pr>Fc

cafes s 23.437500 7.812500 1.0E+0009 0.0000

erro 16 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000

Total corri 19 23.437500

v M) = 0.30
Média geral: 24._.3750000 Numero de observacdes:

20
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Resumo da analise de variancia para a variavel agticares totais.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 0.000002 5.83333333E-0007 0.778 0.5234
erro 16 0.000012 7.50000000E-0007

Total corri 19 0.000014

cvV () = 0.41

Média geral: 0.2122500 Numero de observacodes: 20

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 0.098639 0.032880 297.353 0.0000
erro 16 0.001769 0.000111
Total corri 19 0.100409
oV o) = 2.18
Média geral: 0.4816500 Numero de observacodes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel fenolicos.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 9.898509 3.299503 244.312 0.0000
erro 16 0.216085 0.013505

oV o) = 2.98

20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel extrato aquoso.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes s 9.000000 3.000000 0.526 0.6705
erro 16 91.200000 5_.700000

Total corrigido v 100.200000

o W= 7.8

Média geral: 30.7000000 Numero de observacodes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel proteina.
____________________________ T _A_B_E_L_A_ _D_E_ _A_N_AL ISE DE VARIANCIA
N oo sQ QM Fc Pr>Fc
cafes s 26.000415 8.666805 29.671 0.0000
erro 16 4.673480 0.292093

Total corrigido v 30.673895

o ow= 424

Média geral: 12.7505000 Numero de observacobes: 20
Resumo da andlise de variancia para a variavel extrato etéreo.

o TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
N oo SQ QM Fc Pr>Fc
cafes s 43.999535 14.666512 80.218 0.0000
erro 16 2.925320 0.182833
Total corrigido v 46.924855
o W= 2.45

20
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Resumo da anélise de variancia para a variavel fibra bruta.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 30.769880 10.256627 17.833 0.0000
erro 16 9.202400 0.575150
Total corri 19 39.972280
vV ) = 7.04
Média geral: 10.7740000 Numero de observacodes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel cinzas.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 3.126900 1.042300 751.207 0.0000
erro 16 0.022200 0.001388
Total corri 19 3.149100
cVv ) = 0.92
Média geral: 4.0550000 Numero de observacodes: 20
Resumo da andlise de variancia para a variavel nitrogénio.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 125.151255 41.717085 463523.167 0.0000
erro 16 0.001440 0.000090
Total corri 19 125.152695
oV (%) = 0.04
Média geral: 24.7545000 Numero de observacodes: 20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel fosforo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 36.533920 12.177973 167972.046 0.0000
erro 16 0.001160 0.000073

Total corri 19 36.535080

cvV () = 0.28

Média geral: 3.0840000 Numero de observacodes: 20

=Y} GL S0 oM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 255.057360 85.019120 121023.658 0.0000
erro 16 0.011240 0.000702

Total corri 19 255.068600

oV (™) = 0.06

Média geral: 424500000 NUmero de observagdes: 20

FV GL sQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos s 0.420735 0.140245 221.731 0.0000
erro 16 0.010120 0.000633

Total corrigido v 0.430855

o w= 2.18

Média geral: 1.1515000 Numero de observacodes: 20




Resumo da andlise de variancia para a variavel magnésio.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 1.312655 0.437552  1207.039 0.0000
erro 16 0.005800 0.000363

Total corri 19 1.318455

cvV () = 0.83

Média geral: 2.3065000 Numero de observacodes: 20

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 0.024420 0.008140 46.514 0.0000
erro 16 0.002800 0.000175

Total corri 19 0.027220

eV () = 0.80

Média geral: 1.6530000 Numero de observacodes: 20

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 47.292120 15.764040 39410.100 0.0000
erro 16 0.006400 0.000400

Vv M) = 0.27
Média geral: 7.3280000 Numero de observacodes: 20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel cobre.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 22.285855 7.428618 14082.689 0.0000
erro 16 0.008440 0.000528
Total corri 19 22.294295
Vv W) = 0.19
Média geral: 12.2295000 Numero de observacodes: 20
Resumo da andlise de variancia para a variavel manganés.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 292.533775 97.511258 233559.900 0.0000
erro 16 0.006680 0.000418
Total corri 19 292.540455
oV (%) = 0.09
Média geral: 23.1965000 Numero de observacobes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel ferro.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamentos 3 3143.074055 1047.691352 504911.495 0.0000
erro 16 0.033200 0.002075
Total corrigido 19 3143.107255
Vv W) = 0.14
Média geral: 31.9485000 Numero de observacodes: 20
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Resumo da anélise de variancia para a variavel zinco.

Fv 6L ) QM Fc Pr>Fc
trataventos 3 23.683060 7.894353 16977.104 0.0000
erro 16 0.007440 0.000465

Total corrigido T 23.690500

o o®m= 030

Média geral: 7.1450000 Numero de observacodes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel trigonelina.
____________________________ T XB_E_L_;A_ _D_E_ _A_N_AL ISE DE VARIANCIA
Voo oo ) QM Fc Pr>Fc
tratamento 3 2.809215 0.936405  1930.732 0.0000
erro 16 0.007760 0.000485

Total corrigido v 2.816975

o ow= 224

Média geral: 0.9825000 Numero de observacodes: 20
Resumo da anélise de variancia para a variavel acido clorogénico.
____________________________ T XB_E_L_A_ _D_E_ _A_N_AL ISE DE VARIANCIA
Voo oo SQ QM Fc Pr>Fc
tratavento 3 56.045080 18.681693  3334.528 0.0000
erro 16 0.089640 0.005603

Total corrigido v 56.134720

o o®w= 513

Média geral: 1.4580000 Numero de observacodes:

20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel cafeina.

172

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
tratamento 3 2813.703055 937.901018 1.005 0.0460
erro 16 14928.750800 933.046925
Total corri 19 17742 .453855
oV (%) = 3.72
Média geral: 8.1735000 Numero de observacodes: 20

T cA . s 2+
Resumo da analise de variancia para a variavel quelante de Fe™".

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 3 1536.614119 512.204706 1.0E+0009 0.0000
concentracao 3 1037.292319 345.764106 1.0E+0009 0.0000
cafes*concentracao 9 401.981006 44.664556 1.0E+0009 0.0000
erro 0 0.000000000E+0000 0.0000000OE+0000
Total corrigido 15 2975.887444
v (%) = 0.09
Média geral: 13.3218750 NUmero de observagfes: 16

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
cafes 5 19047.267461 3809.453492 3811.036 0.0000
concentracao 3 514 .569800 171.523267 171.595 0.0000
concentracao*cafes 15 262.680250 17.512017 17.519 0.0000
erro 48 47 .980067 0.999585

Total corri 71 19872.497578

cVv ) = 1.64

Média geral: 61.1094444 Numero de observacodes:

72
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Resumo da analise de varidncia para a variavel capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox.

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 3 190.184700 63.394900 633949.000 0.0000
erro 8 0.000800 0.000100

Total corrigido 11 190.185500

Vv M) = 0.08

Média geral: 12.3950000 Numero de observacodes: 12

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
grupo 3 0.061933 0.020644 4.674 0.0361
erro 8 0.035333 0.004417

Total corrigido 11 0.097267

eV () = 13.20

Média geral: 0.5033333 Numero de observacodes: 20

Fv GL sQ QM Fc Pr>Fc
é;;;; ___________________ s 0.806158 0.268719 35.397 0.0000
erro 8 0.060733 0.007592

Total corrigido 1 0.866892

o W= 1.8

Média geral: 0.7358333 Numero de observacodes: 20




Resumo da anélise de variancia para a variavel peso do figado.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
grupos 3 93.421981 31.140660 11.970 0.0002
erro 17 44.228133 2.601655

Total corri 20 137.650114

cvV () = 14.33

Média geral: 11.2542857 Numero de observacodes: 21

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
grupos 3 5.193858 1.731286 16.390 0.0000
erro 17 1.795723 0.105631

Total corri 20 6.989581

v M) = 11.99

Média geral: 2.7109524 NUmero de observagdes: 21

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ratos 3 4328.200000 1442 _733333 32.531 0.0000
erro 16 709.600000 44350000

Vv M) = 18.55
Média geral: 35.9000000 Numero de observacodes: 20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel colesterol LDL.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ratos 3 2522.000000 840.666667 8.078 0.0017
erro 16 1665.200000 104.075000

Total corri 19 4187.200000

cvV %) = 24.17

Média geral: 42.2000000 Numero de observacodes: 20

=Y} GL S0 oM Fc Pr>Fc
ratos 3 61.200000 20.400000 0.753 0.5367
erro 16 433.600000 27.100000

Total corri 19 494 .800000

oV (™) = 12.28

Média geral: 424000000 NUmero de observagdes: 20

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

________________________ 3 0.054000 0.018000 6.545 0.0043
16 0.044000 0.002750

___________________ 19 0.098000

o ow= 18.08

Média geral: 0.2900000 NUmero de observagdes: 20
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Resumo da andlise de variancia para a variavel TGO / AST.

Fv 6L ) QM Fc Pr>Fc
rats 3 104395350000 64798450000 8.000 0.0017
erro 16 129600400000 8100.025000

Total corrigido 19 323995.750000

o w= 158

Média geral: 196.2500000 Numero de observacodes: 20
Resumo da anélise de variancia para a variavel TGP / ALT
____________________________ T _A_B_E_L_A_ _D_E_ _A_N_AL ISE DE VARIANCIA
VMoo oo SQ QM Fc Pr>Fc
rats s 93040.800000 31013.600000 13.011 0.0001
erro 16 38138.000000 2383.625000

Total corrigido 19 131178.800000

o ow= 12.46

Média geral: 150.4000000 Numero de observacobes: 20
Resumo da analise de variancia para a variavel lipidios fecais.
____________________________ TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
VMoo oo SQ QM Fc Pr>Fc
grupos s 1.314825 0.438275 87.219 0.0000
erro 8 0.040200 0.005025

Total corrigido T 1.355025

o ow= 231

Média geral: 3.0675000 Numero de observacodes:

20
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