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RESUMO

O aumento da utilizagdo de graos de café verde em diferentes formas
farmacéuticas deve-se principalmente a sua significativa atividade antioxidante. Os
processos de biotransformagdo, empregando microrganismos, podem modificar as
substancias presentes em produtos naturais, visando o aumento da atividade
biolégica ou a sintese de novas substancias. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o processo de biotransformacédo de graos de café verde empregando
Aspergillus awamori CCDCA 1041, utilizando a fermentacdo em estado sélido. A
quantificacdo de substancias fendlicas, acido 5 cafeoilquinico (5-ACQ), acido cafeico
e cafeina foram determinadas nos extratos de café verde antes e apds a
biotransformacgao nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. A atividade antioxidante dos
extratos biotransformados foi determinada pelos métodos 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e poder redutor do ferro. Os maiores teores de substancias fendlicas, 5-
ACQ, acido cafeico e cafeina foram observados no tempo de 48 horas de
fermentacdo. O extrato de café verde biotransformado apresentou maior atividade
antioxidante pelos métodos avaliados, quando comparado ao extrato nao
biotransformado. Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a
biotransformacao dos graos de café verde, por Aspergillus awamori CCDCA 1041,
pode ser empregada para a obtengdo de maiores concentragdes das substancias
avaliadas, assim como para o aumento da atividade antioxidante.

Palavras chave: Fendlicos, antioxidante, acido 5-cafeoilquinico, acido cafeico,
cafeina.



ABSTRACT

The augmentation in the utilization of green coffee beans in different pharmaceutical
formulations is due to their significant antioxidant activity. Biotransformation
processes employing microorganism may modify substances present in natural
products aiming increase in biological activity or synthesis of novel compounds. The
objective of the present work was to evaluate the biotransformation process of green
coffee beans by Aspergillus awamori CCDCA 1041 in solid state fermentation.
Quantification of phenolic compounds, 5-ACQ, caffeic acid and caffeine was
performed in green coffee beans extracts prior and after biotransformation for 24, 48,
72 and 96 hours. Antioxidant activity of biotransformed extracts was assayed by the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and ferric reducing antioxidant power assays.
The extracts fermented for 48 hours presented the highest concentrations of phenolic
compounds, 5-ACQ, caffeic acid and caffeine. The biotransformed extract of green
coffee beans presented augmented antioxidant activity when compared to the non-
biotransformed when evaluated by the methods utilized. The results presented in this
work demonstrate that biotransformation of green coffee beans by Aspergillus
awamori CCDCA 1041 may be employed to attain higher concentrations of the
evaluated compounds as well as more prominent antioxidant activity.

Keywords: Phenolic, antioxidant, 5-caffeoylquinic acid, caffeic acid, caffeine.
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1 INTRODUGAO

Os graos de café verde apresentam comprovada atividade antioxidante.
Dentre as substancias relacionadas a essa atividade bioldgica, destacam-se os
fendlicos, em especial os acidos clorogénicos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). A maior
parte dos acidos clorogénicos e cindmicos presentes nos graos de café forma
ésteres com agucares, lipidios e polissacarideos (BEL-RHLID et al., 2013; FARAH;
DONANGELO, 2006; TORRES-MANCERA et al., 2013). A ligagdo de substancias
bioativas, provenientes de fontes naturais, a moléculas de acgucares ou outros
conjugados pode interferir na atividade da substancia, alterando a biodisponibilidade
e a ligagao ao receptor (FAN et al., 2013).

O processo de biotransformagao utiliza sistemas bioldgicos (enzimas ou
microrganismos) para produzir alteragdes em estruturas quimicas (HANSON, 1995).
Comparado a sintese organica, apresenta vantagens, como por exemplo, alta
estereosseletividade, reducao de reagdes adversas, condigdes de reacao brandas,
facilidade no processo e separacdo dos produtos, redugcdo de custos e
biossustentabilidade (LIU; YU, 2010).

Os fungos filamentosos, que se destacam como produtores de enzimas, tém
recebido grande atencado pelos resultados promissores na biotransformacédo de
substancias bioativas de fontes vegetais (MARTINS et al., 2002). A biotransformacgao
de compostos fendlicos e outras substancias presentes em fontes vegetais ou em
produtos delas advindos, pode proporcionar um aumento da concentracdo de
substancias livres e da atividade funcional desses antioxidantes (BANERJEE;
SINGH; RAHMAN, 2012; ANDRADE et al., 2013).

As substancias antioxidantes presentes no café estdo associadas a
prevencao de diversas doengas cronicas nao transmissiveis. Além do consumo da
bebida obtida a partir dos graos torrados, o extrato dos grdos de café verde é
utilizado em diferentes formas farmacéuticas e em produtos dermocosméticos
(ALMEIDA et al., 2006; CHANG et al., 2010; DOREA; DA COSTA, 2005).

Os graos de café verde podem ser utilizados como extrato seco adicionado a
sucos e outras bebidas; extrato aquoso consumido diretamente como bebida, pos e
capsulas e extratos adicionados a produtos dermocosméticos (OCHIAI et al., 2004;
WATANABLE et al, 2006).
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Considerando a importancia de fontes naturais de antioxidantes e outras
substancias bioativas, a expressiva producdo de café no pais e o aumento da
utilizacao de extrato de café verde pela populacédo em diferentes formas, o presente
trabalho foi realizado visando a melhoria de atividades biolégicas dos graos de café

verde, por meio da biotransformagao, empregando Aspergillus awamori.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GRAOS DE CAFE

O café pertence a familia Rubiaceae, que inclui mais de seis mil espécies,
sendo que a maioria delas é arbustos tropicais. Os graos de café sdo produzidos
pela planta Coffea L., originaria da Africa e de algumas ilhas do Oceano indico. Do
ponto de vista econbmico, as duas espécies mais importantes cultivadas sdo a
arabica e canephora (café robusta ou conilon) (FIUZA et al., 2009).

O café arabica cresce normalmente em altitudes elevadas (600-2.000 m) e
responde por aproximadamente 80% da producdo mundial de café. O café robusta
pode crescer em altitudes mais baixas, as lavouras s&do mais produtivas, possui
maior resistenténcia a doengas, no entanto produz grdos de qualidade sensorial
inferior, se comparado ao arabica. A bebida obtida do café robusta ndo possui
sabores variados e diferenciados, no entanto apresenta maiores concentragdes de
sélidos soluveis. Devido a essa caracteristica, os graos de café robusta sao
empregados na industria de café soluvel. Além dessas diferengas, o café robusta
apresenta 2,5% de cafeina e 8 a 12% de acidos clorogénicos enquanto o arabica
apresenta 1%. e 7 a 10%, respectivamente (KY et al., 2001; MUSSATTO et al.,
2011).

Conforme apresentado na Figura 1 o fruto do cafeeiro é formado por duas
sementes e o pericarpo. O pericarpo € diferenciado em exocarpo, mesocarpo e
endocarpo. O exocarpo, comumente denominado casca, é o tecido mais externo do
fruto. O mesocarpo, também denominado mucilagem, esta fortemente aderido ao
pergaminho do gréo. O endocarpo ou pergaminho € a estrutura mais interna, sendo
composto essencialmente por material celulésico. A semente do café é formada pelo
embrido, endosperma (o principal tecido de reserva) e por um envoltério,
denominado pelicula prateada (AVALLONE et al., 2000; BOREM, 2008).
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Figura 1 — Esquema ilustrativo do corte longitudinal do grao de café

Exacwscai

Sgmente Endgcarpo (Pergaminho}

Mesocarpo externo Mesocarpo intermao

Fonte: Adaptado de (AVALLONE et al., 2000)

O Brasil € o maior produtor mundial de café e tem garantido a manutencéo e
o crescimento da participagdo no mercado internacional devido ao clima propicio e a
qualidade dentro dos padrdes exigidos (CAVALARI et al., 2010).

A partir dos graos beneficiados pode ser produzida a bebida de café torrado
que se destaca no mercado internacional como uma das mais consumidas e
apreciadas ( KUMAZAWA; MASUDA, 2003).

O café pode ser processado, apos a colheita, por meio de duas vias: seca ou
umida. Os graos submetidos a esses processamentos apresentam significativas
diferengas sensoriais, quando submetidos a torragdo. O processamento via seca
consiste em secar os frutos com todas as suas partes constituintes, ou seja, casca,
polpa, mucilagem, pergaminho e o grao. Desta forma, esses cafés requerem um
maior tempo para serem secados, quando comparados aos cafés processados por
via umida (VILLELA, 2002).

Pelo processamento via umida pode ser produzido trés tipos de café: os cafés
descascados (a mucilagem remanescente do descascamento mecanico nado é
removida), os despolpados (obtidos pela retirada da mucilagem remanescente por
fermentacdo) e os desmucilados (a mucilagem €& removida por processos
mecanicos) (BOREM, 2008; GONZALEZ-RIOS et al., 2007).

A torragdo de graos de café, em temperaturas elevadas e tempo controlado,

proporciona varias mudangas na composicdo quimica e consequentemente nas
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caracteristicas sensoriais e atividades biolégicas do café (DAGLIA et al., 2000;
SACCHETTI et al., 2009).

Dentre os provaveis beneficios associados ao consumo da bebida de café
destacam-se: acado antidepressiva, redugdo na absorcao de colesterol e glicose,
redugdo no desenvolvimento da doenga de Parkinson e atividade antioxidante
(DOREA, 2005; KOZUMA et al., 2005).

Além do consumo do café torrado como bebida, os grdos de café verde
podem ser utilizados como extrato seco adicionado a sucos e outras bebidas; extrato
aquoso consumido diretamente como bebida, pos e capsulas e extratos adicionados
a produtos dermocosméticos (OCHIAI et al., 2004; WATANABLE et al, 2006).

O aumento de consumo de extratos de graos de café verde esta associado
principalmente a atividade inibitéria do acumulo de gordura e de peso corporal e
prevengao de diabetes mellitus tipo 2 (CHU, 2001; ONAKPOYA; TERRY; ERNST,
2011; SHIMODA; SEKI; AITANI, 2006; WATANABE et al., 2006)

No mercado de produtos cosméticos, observa-se um crescimento da
utilizacdo de matérias-primas de origem vegetal. Esse fato pode ser explicado por
diversos motivos, entre os quais esta a preferéncia dos consumidores por produtos
naturais. O 6leo de café verde vem recebendo destaque por atuar como emoliente e
hidratante e bloqueador de raios ultravioletas nocivos a pele (TSUKUI; OIGMAN;
REZENDE, 2014).

Os extratos de café verde, obtidos por solventes polares, podem ser
empregados na industria cosmética. A incorporagdao de extrato hidroetandlico de
café em formulagcdes fotoprotetoras foi capaz de aumentar a capacidade
fotoprotetora, sem ocasionar irritacdo da pele (ODA 2014; RODRIGUES et al.,
2015).

Graos de café verde sdo, com base na matéria seca, constituidos
principalmente por carboidratos, sendo a maior parte insoluvel, lipidios, proteinas,
acidos clorogénicos, minerais, cafeina, trigonelina e aminoacidos livres. As
substancias presentes nos gréos de café crus sdo determinantes para a qualidade
do café, uma vez que sao precursores de substancias formadas durante a torragao,
que sao responsaveis pelo sabor e aroma da bebida (MOREIRA et al.,, 2012;
MUSSATTO et al., 2011).

Os carboidratos estao presentes no grdo na forma de polissacarideos e como

acgucares de baixo peso molecular, que incluem tri, di € monossacarideos redutores
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e nao redutores (HALAL, 2008). O café apresenta diversos minerais, como potassio,
magneésio, calcio, sodio, ferro, manganés, rubidio, zinco, cobre, estanho, cromo,

vanadio, bario, niquel, cobalto, chumbo, molibdénio, titanio e cadmio (HALAL, 2008).

2.2 SUBSTANCIAS FENOLICAS

As substancias fendlicas sao originadas do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo. Além disso, sao
formadas em condicbes de estresse como infecgdes, ferimentos, radiagcdes UV,
dentre outras (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Sao caracterizadas pela presenga de um anel aromatico com, no minimo,
uma hidroxila ligada (SOTO-VACA et al., 2012). Essas substancias sao classificadas
de acordo com o numero de unidade fendlicas em fendis simples, polifendis, acidos
fendlicos (derivados do acido benzoico, do acido cindmico e cumarinas), flavonoides,
taninos (hidrolisaveis e condensados), estilbenos, chalconas, lignanas e ligninas
(Tabela 1) (STALIKAS, 2007; TSAO, 2010).
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Tabela 1- Classificacdo das substancias fendlicas

Estrutura basica Classes de substancias fendlicas
C6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos benzoicos

C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropanoides: acidos cindmicos e

compostos analogos, fenilpropenos,

cumarinas e isocumarinas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas, benzofenonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides e chalconas
(C6--C6)2 Lignanas

(C6-C3-C6)2 Diflavonoides

(C6-)n Melaninas vegetais

(C6-C3)n Ligninas

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: SIMOES et al. (2004)

A via do acido chiquimico da origem aos principais fendlicos, outros de menos
importancia para planta sdo originados da via do AcetilCoA, porém os flavonoides e
taninos sao biossintetizados pela via mista acetato-chiquimato (Figura 2)
(TREUTTER, 2001).
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Figura 2 - Esquema de producao das substancias fendlicas: Rota do
acido chiquimico e do AcetilCoA

eritrose-4-fosfato acido fosfoenolpirtvico

y

Rota do acido chiquimico

Y
COOH

Fenilalanina

R4:©f\/ COoH acetl-CoA
R3 R ¢
acido maldnico
R

Derivados do acido cinamico |

R X COOH R4 O 0] O compostos fendlicos variados
Rs Ry R, COOH
Ro

R, flavonoides

fendis simples

Ry - COOH ol O
R; R, O
R, n
n taninos condesandos
Lignina
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
Programa utilizado ChemDraw Pro 8
Os acidos fendlicos podem ser divididos em acidos benzoicos, acidos
cindmicos e as cumarinas. O acido cinamico e seus derivados, o0 acido para-
hidroxicinamico (para-cumarico), acido 3,4-diidroxicinamico (acido cafeico), acido 4-
hidroxi-3-metoxicindmico (acido ferulico), acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicindmico (acido

sinapico) e acido para-metoxicinamico sao importantes como constituintes naturais e
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como provaveis progenitores para formagdo de outras substancias contendo
esqueleto do tipo C6-C3 (JASINSKI, 2010; SOARES, 2002).

A maior parte dos derivados do acido cindmico sao formados a partir de
processos oxidativos e/ou metilagdes (sendo estes derivados formados pela agéo do
cofator enzimatico s-adenosil metionina - SAM) sobre o acido cindmico (Figura 3)
(JASINSKI, 2010).

Figura 3 - Proposta biossintética para derivados do acido cindmico

@A\/COOH [ o] Q/\/COOH j@A\/COOH

acido cindmico 4cido para- cumanco acido cafeico

SAL) SAU SAM
g A4 1

COOH CH3 SAM

AN COOH
X OCH3
~__COOH
acido para-metoxicinamico
CH3 HO

(0] . .
acido ferulico
acido sinapico

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
Programa utilizado ChemDraw Pro 8

Pressupbe-se que a reacgao de esterificagdo pela qual o residuo cinamoil é
ligado ao grupo hidroxila do acido quinico envolve o éster do acido cindmico com a
coenzima A. Assim, esse éster representa o inicio para muitos tipos de metabdlitos
do acido cindmico: formacao de éster, oxidacao, redugao de aldeidos e extensao de
cadeia pela reagao com unidades de malonil-CoA (JASINSKI, 2010).

O grupo de substancias derivadas do acido cindmicos apresenta ampla
distribuicdo nas plantas na forma de ésteres, amidas e glicosideos. Os acidos
clorogénicos (CGA) sao formados a partir da esterificagdo do acido quinico com um
dos seguintes acidos trans-cinamicos: o acido cafeico (3,4-di-hidroxicindmico), o
ferulico (3-metoxi, 4-hidroxi), sinapico (3,5-dimetdxi, 4-hidroxi) ou o p-cumarico (4-
hidroxi). Podem ser classificados de acordo com o tipo, niumero e posi¢gao dos

residuos acila: mono ésteres (acidos cafeiolquinicos - ACQ; cumaroilquinicos- pACQ
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e feruloilquinicos - AFQ); di (diIACQ), tri (triACQ) e tetra ésteres (tetraACQ) e ainda
ésteres mistos dos acidos cafeico e ferulico (acidos cafeiol-feruloilquinicos). Os mais
comuns e conhecidos sdo 0os mono ésteres do acido cafeoilquinico, principalmente o
acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) (CLIFFORD, 1999).

Dentre os acidos clorogénicos presentes no café, o componente majoritario é
o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ). O principal efeito fisiolégico do 5-ACQ ¢é a sua
acao antioxidante, também atribuida ao seu produto de hidrélise, o acido cafeico.

O 4&cido cafeico (3,4 acido dihidroxicinamico) € uma substancia fendlica
encontrada em plantas. Estudos prévios sobre sua atividade bioldgica, indicam que
possui atividade antioxidante, antiviral, antitumoral e anti-inflamatéria CHAO; HSU;
YIN, 2009; GULCIN, 2006; IKEDA et al., 2011; MORI; IWAHASHI, 2009;
RAJENDRA-PRASAD et al., 2011)

Além do 5-ACQ, estao presentes no café o acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-
cafeoilquinico, acido 3-feruloilquinico, acido 5-feruloilquinico, dentre outros. As
esterificagbes nas posicoes 3, 4, e 5, geram varios isémeros (Figura 4) (ABRAHAO,
2007; ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012; LIMA et al., 2010).
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Figura 4 — Estrutura quimica de alguns acidos clorogénicos presentes no café
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
Programa ChemDraw Pro 8

A atividade antioxidante dos acidos clorogénicos esta relacionada a sua
estrutura quimica, permitindo que atuem no inicio e na propagagédo do processo
oxidativo, quelando metais ou sequestrando radicais livres. A atividade antioxidante
dos acidos fendlicos é determinada, geralmente, pelo numero de hidroxilas
presentes na molécula, embora outras caracteristicas contribuam para essa
atividade. A dupla ligagao presente na molécula dos derivados do acido cinamico
participa da atividade do radical por ressonadncia e deslocamento do elétron
desemparelhado (SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007).

As substancias fendlicas presentes nos grdaos de café apresentam diversos
efeitos farmacoldgicos como antimicrobiano, anti-inflamatorio, prevengdo da
degeneracao da retina e atividade antioxidante (ALMEIDA et al., 2006; CHANG et
al., 2010; LIMA et al., 2010; JANG al., 2014).
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2.3 CAFEINA

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é o principal pseudoalcaloide encontrado nos
graos de café, sendo encontrada na polpa, no citoplasma do gréo e ligada a parede
celular (Figura 5). A cafeina esta fortemente relacionada a qualidade do café torrado,
contribuindo com sabor amargo. Além disso, atua antagonizando os efeitos da
adenosina, um neurotransmissor que causa o0 sono, sendo provavelmente a principal
razao para a popularidade do café. Outros beneficios da cafeina incluem a atividade
antioxidante, melhora do humor, melhor desempenho no exercicio fisico e reducao
dos sintomas associados a doenca de Parkinson (HECKMAN; WEIL; DE MEJIA,
2010; MAZZAFERA e SILVAROLLA, 2010 NOGUEIRA; TACITO; GUIMARAES,
2003).

Figura 5 — Estrutura quimica da molécula de cafeina
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
Programa ChemDraw Pro 8

A cafeina possui grande importancia comercial devido a sua utilizagdo em
bebidas populares como o café e cha. Além de ser empregada em diversas bebidas
e em diferentes medicamentos na industria farmacéutica (GOKULAKRISHNAN;
CHANDRARAJ; GUMMADI, 2005).

A presengca de cafeina na planta apresenta a vantagem de inibir o
crescimento de outras plantas, atua na defesa contra predadores e inibe o
crescimento microbiano (BRASS, 2009; FUJII; ONO; HIROOKA, 2002).

O custo da cafeina obtida pela extragao € maior, quando comparado a sintese
quimica. No entanto, os residuos quimicos presentes na cafeina pela sintese

dificultam o seu emprego em diversos setores industriais. O alto custo de produgao
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da cafeina natural estimula as pesquisas que visam o desenvolvimento de processos
para a sua obtengdo com menor custo (WANG et al.; 2005).

Os métodos biotecnolégicos empregando microrganismos tornaram-se
solugdes praticas e econémicas para muitos processos nas industrias de alimentos e
farmacéutica. Muitos produtos com atividade farmacéutica, incluindo antibidticos,
antitumorais e anti-inflamatérios, podem ser produzidos por meio da
biotransformagao microbiana. No entanto, poucos trabalhos foram publicados para a
producéo de cafeina (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; BOAVENTURA; LOPES;
TAKAHASHI, 2004; CUNHA et al., 2009; MOREIRA et al., 2008; WANG et al.; 2005;
WANG et al.; 2008)

Os métodos tradicionais para o aumento de producdo de cafeina sdo as
alteracbes nas condi¢cdes de cultivo da planta ou o desenvolvimento de novas
espécies que possuam maiores teores dessa substdncia. No entanto, esses
métodos promovem um aumento limitado de cafeina tornando necessario o
desenvolvimento de novas estratégias para aumentar o seu conteudo em produtos
naturais (WANG et al., 2005).

Por outro lado, a descafeinizagdo torna-se necessaria, como por exemplo
para reduzir o conteudo de cafeina em produtos alimenticios; tratamento de
efluentes contendo cafeina, que sao téxicos para o meio ambiente e descafeinizagao
de residuos para que possam ser utilizados em outras aplicagbes (BUERGE et al.,
2003; MAZZAFERA, 2002; WHITE; RASMUSSEN, 1998)

Alguns microrganismos podem degradar a cafeina enquanto outros toleram
altas concentragbes, essa variabilidade deve-se a diferengcas nos mecanismos
enzimaticos ou nos sistemas de regulagdo. Além da degradagdo microbiana, a
cafeina pode ser degradada pela acdo direta de enzimas (GUTIERREZ-SANCHEZ;
ROUSSOS; AUGUR, 2013)

A degradacédo da cafeina e outras metilxantinas por meio da utilizagédo de
enzimas ou microrganismos tem despertado o interesse cientifico uma vez que este
processo apresenta vantagens quando comparados aos métodos convencionais. Os
resultados obtidos sdo mais especificos, econdmicos e com sustentabilidade
ambiental (GOKULAKRISHNAN et al., 2005).

Os métodos convencionais, como a extracdo com solvente ou fluido
supercritico, ou envolve solvente toxicos ou sao de alto custo. Como esses métodos

nao sao especificos para a cafeina, ao serem utilizados podem remover outras
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substancias como aquelas responsaveis pelo aroma, comprometendo a qualidade
do produto (GUMMADI; DASH; DEVARAI, 2009).

A cafeina inibe a lipoperoxidacédo induzida por radicais hidroxilas (OH.) e
peroxidos (ROO.), convertendo em um potente antioxidante com capacidade similar
a glutationa e superior ao acido ascorbico (CLIFFORD e RAMIREZ-MARTINEZ,
1991). Em um estudo realizado por Noschang et al. (2009), foi observado um
aumento na atividade da superdxido dismutase e da catalase no cortex cerebral de

ratos tratados com cafeina.

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidagao nos sistemas bioldgicos ocorre devido a agao de radicais livres no
organismo. Essas moléculas tém um elétron isolado livre para se ligar a qualquer
outro elétron, e por isso sdo extremamente reativas e podem ser produzidas por
fontes endogenas ou exdgenas (VANCINI et al., 2002).

Os processos biolégicos, como redugdo de flavinas e tidis; resultado da
atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases;
presenca de metais de transi¢do no interior da célula e de sistemas de transporte de
elétrons atuam como fonte endodgena de radicais livres. As fontes exogenas
geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas e radiagdes (SALVADOR; HENRIQUES,2004).

Nos processos biolégicos ha formagao de uma variedade de radicais livres,
que podem ser classificados em cinco grupos: espécies reativas de oxigénio (ERO),
espécies reativas de nitrogénio (ERN), espécies reativas de enxofre (ERS), espécies
reativas de carbono (ERC) e os complexos de metais de transigdo, sendo as EROs
mais abundantes no organismo (Tabela 2) (SOARES, 2002).
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Tabela 2- Classificacdo dos radicais livres

Espécies reativas Radicais livres

(ERO) ion superoéxido (O2), Hidroxila (HO"),
Peroxido de hidrogénio (H202), Alcoxila
(RO),

Peroxila (ROO"), Peridroxila (HOO"),
Oxigénio singlete ('Oy)

(ERN) Fenildiazina (CeH5N ),
Oxido nitrico (NO")

(ERS) Tiol (RS

(ERC) Triclorometil (CCly)

Complexos de metais de transicdo Fe*3/Fe*?, Cu*?/Cu*

Fonte: Adaptado de Soares, 2002.

Esses radicais, em baixas concentra¢des, podem atuar de maneira benéfica
em defesa contra agentes infecciosos, formacdo de ATP por meio de ADP na
mitocondria, regulacdo do crescimento celular e produgdo de oxigenases
(lipoxigenase e cicloxigenase) para formagdo de prostaglandinas e leucotrienos
(DEVASAGAYAM et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio redox, ou seja, o balango
entre espécies quimicas “pro-oxidantes” e “antioxidantes” € alterado. O estresse
oxidativo, pode ocasionar uma série de danos, dentre os quais pode-se destacar a
oxidacdo dos acidos graxos da membrana lipoprotéica, processo denominado de
peroxidacao lipidica. Esse processo, afeta a integridade estrutural e funcional da
membrana celular, alterando sua fluidez e permeabilidade (BARREIROS; DAVID,
2006;SOARES, 2002).

Além disso, os produtos da oxidacdo dos lipidios da membrana podem
acarretar alteragdes em certas fungdes celulares. Os radicais livres podem provocar
modificagdes nas proteinas celulares, resultando na fragmentagcdo das mesmas,
podendo haver ativagdo ou inativacdo de certas enzimas, isso devido a reacédo dos
radicais livres com aminoacidos constituintes da cadeia polipeptidica. A reacdo de
radicais livres com acidos nucleicos, gera mudangas em moléculas de DNA e
consequentemente alteragdes cromossémicas (DROGE, 2002; SOSA et al., 2012).

Ha também, além destes efeitos indiretos, acao toxica resultante de altas

concentragbes de ion superdxido e perdoxido de hidrogénio na célula. Danos que
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culminam em varias patologias, tais como doengas neurodegenerativas,
inflamatdrias, cardiovasculares, alergias, disfungdes imunoldgicas, hemorragias,
catarata, envelhecimento acelerado e cancer(VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes, sintéticos ou naturais, podem prevenir ou retardar as
reacdes de oxidagado no organismo ou em produtos susceptiveis a essa deterioragao
(HUANG e PRIOR, 2005).

Os antioxidantes atuam contra o estresse oxidativo por meio da prevencgao da
formacéo de radicais livres, da capacidade de complexar com metais, do sinergismo
com outros agentes antioxidantes, da inibicdo de enzimas pré-oxidantes e no reparo
dos danos causados (LI; GIBSON, 2012;LOPEZ-ALARCON e DENICOLA, 2013).

Diversos estudos ja demonstraram os efeitos protetores dos componentes
fendlicos do café contra o estresse oxidativo (CHU et al., 2009; NATELLA et al.,
2002; ZHAO et al., 2008). Esses fendlicos foram capazes de captar radicais alcoxila
(ROe), alquilperoxila (ROQe¢), superoxido (O2.-), radical hidroxila (HO¢), éxido nitrico
(NOe), além do oxidante peroxinitrito (ONOO-/ONOOH) (WANG; HO, 2009).

2.5 BIOTRANSFORMAGCAO DE PRODUTOS NATURAIS

Sistemas bioldgicos podem ser empregados para produzir alteragbes na
estrutura quimicas de compostos. Esse processo, denominado biotransformacéao,
tem sido progressivamente utilizado como um meio de obtengdo de substancias
terapéuticas. Dentre as reagdes realizadas s&o incluidas as de oxirreducgao,
hidroxilagdo, hidrogenacado, hidrolise, metilagdes, isomerizagédo, glicosilagdes e
esterificacbes de varios substratos exdégenos (BANERJEE;SINGH; RAHMAN, 2012;
LIU; YU, 2010).

Por meio do empredo de processos de biotransformacgao, é possivel reavaliar
os produtos naturais ja estudados, nao somente para fins de modificagcdes das
moléculas, mas também para melhorar a eficiéncia das mesmas que possuem
aplicabilidade mais ampla na criagdo de analogos (BANERJEE; SINGH e RAHMAN,
2012).

Substancias bioativas, oriundas de produtos naturais, muitas vezes estao

ligadas quimicamente a moléculas de agucares ou a outros conjugados. Esses
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conjugados podem influenciar na atividade bioldégica da substéncia alterando a
biodisponibilidade e a ligagédo ao receptor (FANet al., 2013).

Sistemas isolados de enzimas ou microrganismos podem ser empregados
nos processos de biotransformacéo. Os isolados de enzimas estdo comercialmente
disponiveis ou podem ser obtidos a partir dos microrganismos produtores (HANSON,
1995).

A biotransformagdo possui vantagens sobre a sintese organica, como por
exemplo alta estereosseletividade, a reducdo de reacgdes colaterais, condi¢cboes
operacionais brandas, facilidade no processo e na separagao dos produtos, reducao
de custos e biossustentabilidade (LIU; YU, 2010).

A biotransformagdo usando microrganismos € realizada por meio de
processos fermentativos. Os microrganismos usados na fermentagdo devem ser
reconhecidos como seguros, conceituados como GRAS(Generally Regarded as
Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) (CONESA et al., 2001)

A fermentacdo submersa tem como caracteristica principal a utilizacao de um
meio fermentativo liquido com nutrientes solluveis, possui relativa facilidade de
cultivo em grande escala, pois apresenta homogeneidade do meio e facilidade no
controle dos parametros do processo, principalmente se monitorados por sensores
adequados. Entretanto, a maior probabilidade de contaminacdo, pela maior
quantidade de &gua, € um inconveniente desse processo (COUTO; SANROMAN,
2006).

A fermentagcdo em estado sdlido (FES) utiliza substratos umidos o suficiente
para propiciar o crescimento e 0 metabolismo do microrganismo (SINGHANIA et al.,
2009). Esse sistema possui algumas vantagens, tais como: maior concentragdo do
produto, menor volume de aguas residuais e menor atividade de agua para
possiveis microrganismos contaminantes. Entretanto, esse sistema possui como
desvantagem a dificuldade de ampliacédo do processo, em grande parte devido a
transferéncia de calor e dificuldade de homogeneidade de cultura (MARTINS et al.,
2011; SINGHANIA et al., 2009).

A selegcdo do microrganismo, a escolha do substrato, a otimizacdo dos
parametros que afetam o crescimento microbiano e a produgao, o isolamento e a
purificacdo do produto sdo etapas dos processos fermentativos que devem ser
otimizadas (PANDEY, 2003). Dentre os fatores que afetam o crescimento microbiano

e a fermentacdo, destacam-se: temperatura, pH e pressao osmatica, fontes de
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carbono e nitrogénio, enxofre, fésforo, oxigénio e fatores organicos de crescimento
(COUTO; SANROMAN, 2006).

Na fermentacdo solida, outros fatores importantes para o crescimento
microbiano e atividade no substrato, particularmente a granulometria e niveis de
umidade/atividade de agua, sao pontos criticos. Geralmente pequenas particulas de
substrato fornecem uma grande superficie de contato com o microrganismo.
Contrariamente, grandes particulas fornecem maior aeragdo, mas limitam a
superficie de contato para uso microbiano. O tamanho da particula deve ser
selecionado de acordo com cada processo. (PANDEY et al., 1999).

A umidade do meio de fermentagdo € um fator determinante no sucesso da
fermentacao solida. Niveis baixos de umidade do meio diminuem a solubilidade do
substrato sodlido, porém niveis elevados de umidade causam diminuicdo da
porosidade e dificultam a transferéncia de oxigénio. (MAHADIK et al., 2002).

Fungos filamentosos e leveduras constituem os microrganismos adequados
para FES, uma vez que podem crescer em condi¢cdes de pouca atividade de agua
(SINGHANIA et al., 2009). Outra caracteristica que torna os fungos filamentosos
ideais para a FES é o fato de serem tolerantes as pressdes osmoticas elevadas
(KRISHNA, 2005).

Os fungos filamentosos, além de apresentarem-se promissores no
melhoramento de substancias de fontes vegetais, s&do importantes produtores de

enzimas termoestaveis de alto valor cientifico e comercial (MARTINS et al., 2002).

2.6 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos s&o um grupo eucarioto morfologicamente complexo e distribuido
no planeta, na natureza possuem um papel importante como decompositores
bioldgicos. Dentre os fungos, os Ascomicetos e Basidiomicetos saprofitos sdo os
mais eficientes na decomposi¢cdo da biomassa lignocelulésica e conseguem se
adaptar a diferentes fontes de carbono e nitrogénio(BOUW; WATTENBERG, 2008)

O filo Ascomicota se diferencia dos outros por sua reproducido, onde ha
producédo de esporos em ascos (esporangios). A maior parte dos Ascomicetos sao
filamentosos, ou seja, exibem formas estruturais distintas durante seu ciclo de vida.
A estrutura vegetativa basica é a hifa, um filamento tubular originado da germinagao

do esporo reprodutivo. Quando o micélio se encontra em culturas liquidas, ele



28

apresenta diferentes formas, entre filamentos de micélios dispersos a massas de
micelas densas (VIEIRA, 2014).

Os Aspergillus spp. sdo anamorficos e pertencem ao reino Fungi, filo
Ascomicota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e género Aspergillus. As
espécies mais conhecidas sao a Aspergillus flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans.
Estes podem ser patogénicos ao ser humano como por exemplo o A. flavus, que
pode produzir aflatoxinas. Os fungos filamentosos que possuem o status de GRAS
sdo amplamente usados para a producdo de bioprodutos como exemplo o A.
nidulans, A. oryzae e o A. niger (GALAGAN et al., 2005;SOARES et al., 2010).

O Aspergillus awamori tem como sindnimos Aspergillus niger var. awamori,
Aspergillus longobasidia, Aspergillus pseudocitricus, Aspergillus miyakoensis. Suas
coldnias sdo pretas com as bordas brancas. (MYCOBANK; CANADA, 2014).

As espécies de Aspergillus possuem grande aplicagdo na industria alimenticia
e farmacéutica. O Aspergillus awamori destaca-se como um 6timo produtor de
varias enzimas hidroliticas, como xilanases e celulases. E considerado um excelente
produtor de exo e endoglicosidases. Essas enzimas sao utilizadas na clarificacdo de
sucos de fruta e bebidas alcodlicas, produgdo de xarope de glicose e maltose,
dentre outros produtos (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2007;ZUNIGA et al.,2011;
(LEMOS; PEREIRA, 2013).
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil de biotransformacgao de gréos de café verde (Coffea arabica
L.), empregando o fungo filamentoso Aspergillus awamori, visando a melhoria de

atividades bioldgicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

[

Avaliar a influéncia do tempo de fermentacdo no processo de

biotransformacéao dos graos de café verde;

)

Determinar o teor de fendlicos nos extratos de café verde obtidos por

biotransformacao;

Determinar a atividade antioxidante dos extratos de café verde

[]

biotransformado por meio dos métodos DPPH« e do poder redutor do ferro;

Avaliar a influéncia da biotransformacao nos teores de acido cafeoilquinico (5-
ACQ), acido cafeico e cafeina, por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE CAFE VERDE

Foram utilizados graos de café verde beneficiados (Coffea arabica L.),
adquiridos da Cooperativa dos Cafeicultores das Matas de Minas, Vigosa, Minas
Gerais. Os gréaos de café verde foram moidos em moinho de facas micro (MSSL-
030) e tamisados (granulagdo de 840 um /malha n° 20). As amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo (2-8 °C) até o periodo de realizagdo do processo

fermentativo.

4.2 MATERIAL BIOLOGICO

Foi utilizado o fungo filamentoso Aspergillus awamori CCDCA 1041, isolado
do café, pertencente a Colecao de Cultura de Microrganismos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O
fungo foi reativado em tubos contendo o meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) a 22 °C
+ 2. O meio foi esterilizado em autoclave 121°C por 15 minutos. Os repiques foram

realizados a cada 15 dias.

4.3 PREPARO DO INOCULO FUNGICO

Os esporos de Aspergillus awamori CCDCA 1041, apds crescimento de 7
dias, foram transferidos para um tubo contendo solugdo salina. A contagem dos
esporos foi realizada em camara de Neubauer e a suspensado foi diluida para

obtencao de 107 esporos/mL.

4.4 BIOTRANSFORMAGCAO DO CAFE VERDE

Aliquotas de 10 g do café verde moido foram transferidas para erlenmeyers
de 250 mL, a seguir adicionou-se 10 mL de agua deionizada. Posteriormente, foi

realizada a esterilizagao por calor umido a 121 °C por 15 minutos. Apés esterilizacéo



31

e resfriamento, foram inoculados 1mL da suspensé&o de esporos (1x107 esporos/mL)
de Aspergillus awamori CCDCA 1041. Na amostra controle ndo fermentada a
adicdo de 1 mL da suspensdo de esporos, foi substituida por 1 mL de solucao
salina. As amostras foram incubadas a 25 °C por 24, 48 ,72 e 96 horas. O

experimento foi realizado em triplicata.

4.4.1 Extragdo dos metabdlitos

Os extratos de graos de café verde biotransformados e o controle foram
extraidos empregando 70 mL de solugédo etandlica 80%, sob agitacdo em shaker
(200 rpm por 2 horas a 25 °C). Os extratos foram filtrados utilizando papel de filtro,

tipo millex 14 um.

4.4.2 Determinagao do teor de sdlidos totais

Os teores de solidos totais dos extratos hidroetandlicos biotransformados e
controle (mg de sélidos totais/mL de etanol 80%) foram determinados em balancga
com sistema de aquecimento por infravermelho, na qual a amostra foi submetidas a

temperatura de 105 °C até peso constante.

4.5 QUANTIFICACAO DOS FENOLICOS TOTAIS NOS EXTRATOS DE CAFE
VERDE

Os teores de polifendis totais nos extratos hidroetandlicos biotransformados
pelo Aspergillus awamori CCDCA 1041 e no extrato nao biotransformado foram
determinados segundo o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido
galico como padrao (SINGLETON; ROSSI,1965).

A partir de uma solugao estoque de 1 mg/mL de acido galico em etanol, foram
preparadas, em ftriplicata, cinco concentragcées (1 a 5 yg/mL) para constru¢cado da
curva de calibracédo . Em tubos de ensaio foram adicionados 5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu 10% e os tubos foram agitados e deixados em repouso durante 8
minutos. Foram colocados 4 mL de Na2COs 4 m/v. Apds 2 h de reacdo em

temperatura ambiente, as absorvancias das solugdes de acido galico foram medidas
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por meio de espectrofotdbmetro em 760 nm. Os brancos foram preparados da
mesma forma substituindo acido galico por 1 mL de agua destilada. Para zerar a
leitura no espectrofotdmetro foi utilizado etanol.

Foram preparadas solugbes dos extratos de café verde na concentracdo de
200 yg/ mL. Os padrbes de 5-ACQ, acido cafeico, cafeina, quercetina e rutina foram
preparados em concentragdes de 30 ug/mL. Aliquota de 1 mL das solugdes foram
transferidas para tubos de ensaio, onde foram acrescentados 5mL do reativo de
Folin-Ciocalteu 10%. Apds 8 minutos, adicionou-se 4 mL de solugéo de carbonato de
sédio a 4% m/v. Os resultados das amostras foram expressos como gramas
equivalentes de acido galico (EAG) por 100 gramas de café (g de EAG / 100 g de

café). O ensaio foi realizado em triplicata.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE CAFE
VERDE

4.6.1 Método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH-, os diferentes
extratos obtidos foram diluidos em alcool etilico nas concentra¢des de 15, 30, 60, 90
e 120 uyL/mL. Os padrbes de 5-ACQ, acido cafeico, cafeina, quercetina e rutina
foram preparados nas concentragbes de 1, 3, 5, 6, 12, 15 e 17 pg/mL. Foram
adicionados em tubos de ensaio 4 mL da amostra e 1 ml da solugao de DPPH 0,5
mmol/L. Apés 30 min de reacao, a leitura foi realizada em espectrofotometro em 517
nm. O branco das amostras constituiu-se de 4 mL de suas respectivas solugdes e
1,0 mL de etanol, sendo realizado para cada umas das concentragdes utilizadas. O
controle negativo foi constituido por 4 mL de etanol e 1,0 mL de solugao de DPPH,
para o branco do controle negativo foi usado somente etanol. O ensaio foi realizado
em triplicata.

A partir das leituras obtidas no espectrofotdmetro, determinou-se a
porcentagem de atividade antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de

DPPH reduzida pelas amostras, utilizando a seguinte formula:

(absorbancia controle — absorbancia amostra)
0% AA = — X 100
absorbancia controle
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Apods o célculo das porcentagens da atividade antioxidante das amostras, os
valores obtidos foram usados para a montagem curvas de concentragbes versus
absorbancias. A concentragao efetiva para inibir 50% do DPPH (CEso) foi calculada
por meio do grafico de porcentagem de reducdo do radical DPPHe versus
concentragéo do extrato no meio reacional. Por meio da analise de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados foram obtidas as equacbes da reta para

determinar o CEsg.

4.6.2 Método do poder de redutor do ferro

Foi realizada a atividade antioxidante pelo método do poder de reducao do
ferro (OYAIZU, 1986). Foram preparadas solugdes estoque das amostras utilizando
agua como diluente. A partir das solugdes estoque, foram feitas diluicbes para
obtencao de concentragdes de 5, 15, 30, 60, 100 ug/mL para as amostras 1, 2, 3, 4,
5, 8, e 10 pg/mL para os padrdes . Em seguida, foram adicionados aos tubos, 3 mL
de tampéao fosfato de potassio (200uM, pH 6,6) e 3 mL de solugéo ferrocianeto de
potassio a 1% (m/v). Os tubos foram incubados a 50°C por 20 minutos em banho-
maria, posteriormente foi adicionado aos tubos 3 mL de solugdo de acido
tricloroacético a 10% (m/v). Foram retirados 2,5 mL da solug&o adicionados de 2,5
mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1% (m/v). O branco das
amostras foi composto por 1 mL de agua e todos reagentes, exceto as solugdes das
amostras.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro em comprimento de onda
de 700 nm, obtendo as curvas de concentragdes versus absorbancias. Por meio da
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados foram obtidas as
equacdes da reta para determinar o calculo da concentragdo de extrato de 0,5 de

absorbancia (EC50) das amostras.

4.7 DETERMINAQAO DOS TEORES DE ACIDO CLOROGENICO, ACIDO
CAFEICO E CAFEINA

Os reagentes utilizados foram metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA), agua
deionizada ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore®) e acido fosforico P.A.

(marca Quimex e pureza de 85%). Todos os solventes foram filtrados em membrana
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de 0,45 pmcom o auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e
degaseificados durante 15 minutos em banho de ultrassom a 45 °C. Os padrdes de
acido clorogénico (pureza =95%), acido cafeico (pureza 298%), e cafeina (pureza
299%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil).

Antes das injecbes todas as amostras e solugdes padrao foram centrifugados
por 5 minutos a 10000 rpm e filtrados em filtros de 0,45 micras acoplados a seringas.

Foi utilizado o HPLC modular (Waters®) composto por uma bomba binaria
(Waters® 1525), detector de foto diodo (Waters® 2998) e injetor automatico
(Waters® 2707). Os dados coletados das amostras e padrbes foram tratados e
analisados utilizando o software Empower®3. A cromatografia foi realizada em
coluna de fase reversa de silica C18 modelo Promosil (Agela Technologies®) de 150
mm x 4,6 mm com particulas de 5 um.

O eluente utilizado foi preparado utilizando agua ultrapurificada acidificada
com 0,1% de acido fosforico (Solvente A) e metanol (Solvente B). Primeiramente a
coluna foi equilibrada por 20 minutos com a fase mével, composta de 95% do
solvente A e por 5% do solvente B. Apds a injegao (50 uL) dos extratos e padrdes, a
eluigcdo dos compostos ocorreu com um gradiente de concentragao dos solventes de
forma que a concentracédo do solvente B aumentou de 5% para 40% em 20 minutos
e de 40% para 100% em 10 minutos, permanecendo em 100% por 10 minutos. O
fluxo de eluicdo foi de 1 mL/minuto e a coluna foi mantida a 30 °C em forno de
aquecimento.

Os padrdes de acido clorogénico, cafeina e os extratos foram diluidos em
agua/metanol (95:5 v/v) e o acido cafeico foi diluido em 100% de metanol. Foram
preparadas solu¢des dos padrdes nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 ug/mL
para construcdo da curva de calibragdo através do método do padrdao externo,
enquanto que as amostras foram analisadas em ftriplicatas na concentragdo de 2 mg/
mL. Os padrbes de acido clorogénico, acido cafeico e cafeina e os extratos foram

analisados em 272 nanémetros.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa de estatistica
GraphPad Prism® (verséo 6.0). Os resultados foram expressos pela média £ desvio

padrao (DP), comparando os diferentes grupos de acordo com o método de analise



de variancia ANOVA seguido do teste de comparagbes multiplas.

consideradas diferengas significativas os valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DE FENOLIQOS TOTAIS DURANTE O PROCESSO DE
BIOTRANSFORMAGCAO DE CAFE VERDE (Coffea arabica L.)

Os teores de substancias fendlicas variaram durante o processo fermentativo
(Figura 6) observou-se um aumento progressivo dos teores de fendlicos nos extratos
de café verde biotransformados até o tempo de incubagdo de 48 horas, quando
comparados a amostra controle (extrato de café verde ndo biotransformado). Apés
esse tempo de fermentagdo, observou-se um declinio nos teores de compostos
fendlicos. Os teores de fendlicos totais foram calculados por meio da equagao da
reta obtida pela regresséao linear (y=0,1145x-0,0075) com coeficiente de correlagao
linear (r) = 0,9963.

Figura 6 — Teores de substancias fendlicas durante o processo de biotransformagao

de café verde (Coffea arabica L.) por Aspergillus awamori CCDCA 1041
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Controle (extrato de café verde nao biotransformado). Os resultados representam a média (n=3)
desvio padrdo. Letras iguais nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O teor de substancias fendlicas determinado no tempo de 48 horas (19,38 +
5,09 g de EAG/100 g) foi 99,71% superior ao obtido no extrato de café verde nao

biotransformado (9,71 £ 2,01 g de EAG/100 g). Os valores de substancias fendlicas



37

nos demais tempos avaliados (24, 72 e 96 horas) foram respectivamente (14,14 +
3,37; 12,34 £ 0,71 e 10,62 0,29 g de EAG/100 g).

5.2  ATIVIDADE  ANTIOXIDANTE DURANTE O PROCESSO DE
BIOTRANSFORMACAO DE CAFE VERDE (Coffea arabica L.)

5.2.1 Método do sequestro do radical DPPH

Houve um decréscimo no valor determinado de CEso até tempo de 48 horas
de incubacdo, quando comparado a amostra controle (Figura 7). A atividade
antioxidante no tempo de 48 horas (28,48 + 4,14 yg/mL) foi de 193,85% superior a
obtida no extrato de café verde controle (84,53 + 17,73 pg/mL) pelo método DPPH.
Os valores de CEso dos tempos de 24,72 e 96 horas foram respectivamente (64,48+
12,43; 76,21 + 21,40 e 95,57 £8,99 pg/mL).

Figura 7 - Atividade antioxidante, pelo método DPPH, durante o processo de
biotransformacgéao de café verde (Coffea arabica L.) por Aspergillus awamori CCDCA
1041
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Dentre os padrbes avaliados, a quercetina apresentou maior atividade
antioxidante (5,97+ 0,32 pg/mL ) seguida do acido cafeico (6,31 £ 0,38 ug/mL), rutina
(11,79 £ 0,24 pg/mL), sendo que o 5-ACQ apresentou menor atividade antioxidante
(13,05 £ 0,27 pyg/mL). A cafeina n&o apresentou atividade antioxidante pelo método
DPPH.

5.2.2 Atividade antioxidante pelo método do poder de redug¢ao do ferro

Os resultados foram expressos em valores de CEsp , concentragdo minima
necessaria de extrato capaz de inibir em 50% a atividade oxidante dos radicais
livres. Houve um aumento da atividade antioxidante no tempo de 48 horas, depois a
mesma diminuiu. O CEsp no tempo de 48 horas (12,24 + 1,64 pg/mL) foi de 111,27%
menor do que o controle (26,35 + 5,75 pg/mL) . Os valores de CEsg dos tempos de
24,72 e 96 horas foram respectivamente (24,73 £ 7,30; 26,89 + 0,67 e 28,22 + 4,33
Mg/mL)

Dentre os padrdes o acido cafeico apresentou maior atividade com ECso (2,54
t+ 0,42 pg/mL) em seguida a quercetina (3,00 £ 0,35 pg/mL), posteriormente o 5-
ACQ (4,16 = 0,31 pyg/mL) e com menor atividade a rutina (7,70 + 0,18 pg/mL). A
cafeina ndo apresentou atividade pelo método do poder de reducéo.
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Figura 8 - Atividade antioxidante, pelo método do poder redutor, durante o processo

de biotransformacao de café verde (Coffea arabica L.) por Aspergillus awamori
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Os resultados representam a média (n=3) * desvio padrao. Letras iguais, ndo diferem
significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05)
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

5.3 QUANTIFICAGAO DE 5-ACQ, ACIDO CAFEICO E CAFEINA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Os teores de 5-ACQ, acido cafeico e cafeina foram quantificados a partir de
curvas de calibracido construidas a partir da area dos picos obtidas e as
concentragcbes das solugdes padroes desses compostos que foram de 25, 50, 100,
150 e 200 pg/ mL (Tabela 3).

Tabela 3 - Equacgdes das retas e os coeficientes de correlagao linear.

Padroes Equacgoes R

5-ACQ y=52.085,2972x + 107.836,1321 0,9989
Acido cafeico y = 91307x — 460881 0,9963
Cafeina y = 120460x — 81113 0,9987

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



40

Os perfis cromatograficos dos extratos de café verde nado biotransformado e

biotransformado nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas encontram-se representados

nas Figuras 9 a 13.
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Figura 9 — Perfil cromatografico do extrato de café verde nao biotransformado
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Figura 10 — Perfil cromatografico do extrato de café verde biotransformado (24 h)
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Figura 11 — Perfil cromatografico do extrato de café verde biotransformado (48h)
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Figura 12 — Perfil cromatografico do extrato de café verde biotransformado (72h).
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Figura 13 — Perfil cromatografico do extrato de café verde biotransformado (96h)
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Os teores de 5-ACQ, cafeina e acido cafeico nos extratos néo
biotransformados (controle) e biotransformados foram calculados considerando-se

as curvas de calibracao obtidas e os valores estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentragdes de 5-ACQ, acido cafeico e cafeina (pg/mL) durante o
processo de biotransformagao de café verde (Coffea arabica L.) pelo fungo
Aspergillus awamori CCDCA 1041.

Amostra 5-ACQ Acido cafeico Cafeina
Controle 98,12 £ 9,14a 6,60 + 0,10a 162,11 £ 9,00a
24 horas 106,93 £ 13,39a 6,82 + 1,30a 163,15 £ 9,71a
48 horas 153,58 + 9,96b 11,25 £ 9,20b 283,17 + 4,66¢
72 horas 15,62 + 4,48¢ 7,27 +2,16a 112,17 £ 43,64a,b
96 horas - - 64,22 £ 15,53b

Os resultados representam a média (n=3) * desvio padrao. (-) ndo detectado. Letras iguais na mesma
coluna, nao diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05) Fonte: ELABORADO
PELO PROPRIO AUTOR

Os valores maximos do 5-ACQ, acido cafeico e cafeina foram alcangados
apos 48 horas de fermentagdo. Os valores de 5-ACQ, acido cafeico e cafeina no

tempo de 48 horas foram de 56,31%, 70,83% e 74,88% respectivamente, sendo
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superiores a mostra controle. Apds o periodo de 48 horas, observou-se um declinio
nos valores de 5-CQ, acido cafeico e cafeina. No tempo de 96 horas somente a
cafeina foi identificada, sendo a concentragao inferior aos demais tempos de

fermentacgéao.
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6 DISCUSSAO

O processo de biotransformacdo dos gréos de café verde pelo fungo
Aspergillus awamori CCDCA 1041, promoveu uma alteracdo das concentragdes de
5-ACQ, acido cafeico e cafeina. A atividade antioxidante do café verde é atribuida
principalmente a sua fragcao fendlica, no entanto a atividade antioxidante da cafeina
também é descrita na literatura como um inibidor eficaz da peroxidagao lipidica
,além de prevenir a oxidagdo da molécula de DNA (AZAM et al., 2003; GOMEZ-
RUIZ; DAVID; AMES, 2007).

O aumento de todas as substancias avaliadas ocorreu no tempo de 48 horas,
no qual foi observada uma maior atividade antioxidante pelos métodos DPPH e
poder redutor. Pelos métodos de investigacédo da atividade antioxidante empregados
nesse trabalho a cafeina ndo apresentou atividade antioxidante. Os acidos
clorogénicos e acidos cindmicos presentes no café podem ser encontrados tanto na
forma livre como ésteres com agucares, lipidios e com polissacarideos como
xiloglucanos e pectinas (BEL-RHLID et al., 2013; FARAH; DONANGELO, 2006;
TORRES-MANCERA et al., 2013).

O aumento das concentracbes de fendlicos possivelmente foi ocasionado
pela produgdo de enzimas fungicas capazes de clivar a ligagdo dos compostos
fendlicos e da cafeina com a parede celular e com outras moléculas ocasionando o
aumento da concentracdo dessas substancias. Dentre as enzimas que
possivelmente sao produzidas destacam-se as hidrolases, como a B-glicosidase e a
a-arabinofuranosidase . (BHANJA et al., 2008; GOTTSCHALK et al.,, 2010). O
aumento da concentracdo de acido cafeico pode ter ocorrido pela quebra da ligagéo
éster do 5-ACQ gerando acido cafeico e acido quinico (TORRES-MANCERA et al.,
2013).

Os trabalhos de biotransformagao do café sao direcionados principalmente
aos residuos de sua produgdo. Dentre estes residuos destacam-se a fermentagao
de casca de café e polpa utilizando microrganismos para obtencdo de maior
atividade antioxidante pelo aumento dos teores de substancias fendlicas e cafeina
(LOPEZ et al., 2013; GARCIA et al., 2015).

Busca-se também o aumento da atividade antioxidante do café torrado, por
meio da biotransformacdo. A co-fermentacdo de café torrado pela bactéria

Acetobacter aceti, e pelas leveduras Zygosaccharomyces bailii e Brettanomyces
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claussenii. apresentou um aumento de 5-ACQ, acido cafeico e cafeina (WATAWANA
et al., 2015).

O processo de biotransformagao propiciou uma alteragdo significativa na
concentracdo da cafeina. Tanto a degradacdao da cafeina quanto a sua producgéo
sdo objetos de estudo para pesquisa e aplicacdo industrial. A descafeinizacdo €
empregada para reduzir o conteudo de cafeina em produtos alimenticios; tratamento
de efluentes contendo cafeina, que sao toxicos para o meio ambiente e
descafeinacdo de residuos para que podem ser utilizados em outras aplicagdes
(BUERGE et al., 2003; MAZZAFERA, 2002; WHITE; RASMUSSEN, 1998).

Considerando a importancia comercial da producado de cafeina para atender
as industrias farmacéutica e de alimentos, a busca por novos métodos de producao
assim como a otimizagdo dos métodos ja empregados tornaram-se objetivos de
varios trabalhos cientificos (ALTERMANN et al., 2013; GOKULAKRISHNAN et al.,
2005; ZHAO et al., 2011; WANG et al.; 2005; WANG et al., 2008; WATAWANA et al.,
2015).

Tanto a produgao de cafeina como a descafeinizagdo podem ser realizadas
por meio de processos empregando microrganismos. Os resultados obtidos sao
mais especificos, econdmicos e com sustentabilidade ambiental, quando
comparados aos meétodos tradicionalmente empregados (GOKULAKRISHNAN et al.,
2005).

A biotransformacao do café verde pelo Aspergillus awamori CCDCA 1041
propiciou um aumento da produgao de cafeina no tempo de 48 horas, apds esse
periodo foi observada uma degradacdo da substéncia, quando comparada a
amostra controle. Apoés o periodo de 48 horas, também foi observada uma
degradacéo de 5-ACQ e acidos cafeico, devido ao metabolismo fungico (BRAND et
al., 2000; STOILOVA et al., 2006).

Além do café, a fermentacao de outras fontes naturais é relatada na literatura
propiciando o aumento dos teores de fendlicos e cafeina (WANG et al., 2005;
TORRES-MANCERA et al., 2013). A fermentagdo do cha verde e cha preto por
fungos presentes no proprio cha aumentou os teores de cafeina no cha preto em
27.57% no decimo quarto dia e no cha verde em 86.41% apds 28 dias de
fermentacdo (WANG et al., 2005).

Chas fermentados por Aspergillus niger apresentaram maior atividade

antioxidante pelos métodos de determinacdo das substancias reativas ao acido
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tiobarbiturico, do B-caroteno e do DPPH (MORAIS; AUGUSTO; MARTINEZ 2012). A
FES, empregando Bacillus subtilis com soja amarela promoveu um aumento dos
fendis e da atividade antioxidante pelos métodos do poder redutor e do DPPH
(SANJUKTA et al., 2015)

Os microrganismos podem ser empregados tanto para a sintese de
substancias com atividade antioxidante quanto para modificar a estrutura de
substancias a fim de aumentar a atividade antioxidante (TRONINA et al., 2013;
GEROMICHALOQU et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

A biotransformacao dos graos de café verde empregando o fungo Aspergillus
awamori CCDCA 1041 promoveu alteragdes nos teores de substancias fendlicas, 5-
ACQ, acido cafeico e cafeina, sendo os maiores valores observados no tempo de 48

horas.

O extrato de café verde biotransformado (48 horas de fermentacao)
apresentou maior atividade antioxidante pelos métodos avaliados quando

comparado ao extrato n&ao biotransformado.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a fermentagao
dos graos de café verde pode ser utilizada para o aumento dos teores de 5-ACQ,
acido cafeico e cafeina, ressaltando que essas substancias apresentam varias

aplicagdes nas industrias farmacéutica, de alimentos e cosmética.
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