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Café instantaneo, melanoidinas, acidos clorogénicos, polissacarideos, atividade
antioxidante, atividade imunoestimuladora, atividade anti-diabética.

Neste estudo, os compostos do café instantaneo sollveis em &agua fria foram fracionados
por ultrafiltracdo e os extratos obtidos foram caracterizados quanto a composicdo em
polissacarideos, proteinas, acidos clorogénicos e melanoidinas. Os extratos foram ainda
avaliados quanto as propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e antidiabéticas.
Foram utilizadas duas amostras, uma previamente fracionada em 2011, e outra preparada
em 2012. Na amostra processada em 2011, os extratos tinham sido exaustivamente lavados
com agua para minimizar a presenca de compostos de baixo peso molecular em extratos de
peso molecular mais elevado. Na amostra processada em 2012, os extratos foram somente
lavados duas vezes. Os seis extratos obtidos em cada ano foram caracterizados em 2012
guanto & composi¢do quimica e atividade biolégica.

Os polissacarideos representavam 20-50%, constituidos maioritariamente por galactose,
manose e arabinose em ligacdes 1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal, T-Gal, 1,4-Man, 1,4,6-Man, T-
Man, T-Ara e 1,5-Ara, diagnésticos da presenca de arabinogalactanas e galactomananas.
Quanto a composicdo em aminoacidos, ndo existiu muita variacdo entre os diferentes
extratos, apresentando todos eles uma maior quantidade de &cido glutamico/glutamina (7,0-
25,6 yg/mg) e leucina (3,7-9,9 pyg/mg).

Os acidos cafeoilquinicos (CQA) (187,7-575,0 mg/100g) foram os acidos clorogénicos mais
abundantes em todos os extratos, sendo o 5-CQA o CQA maioritario, com 83,1-242,4
mg/100g de amostra. Na amostra de 2011 os CGA s6 foram encontrados no extrato inferior
a 1 kDa, havendo quantidades residuais nos extratos >1 kDa e >5 kDa. Na amostra de 2012
0os CGA foram abundantes em todos os extratos, aumentando a sua quantidade com a
diminui¢cdo do peso molecular.

A presenca de melanoidinas foi avaliada pela quantificacdo de compostos castanhos pelo
coeficiente de extincdo Knix. 405 nm € pela determinagdo do indice de acastanhamento das
melanoidinas (MBI), cujo valor é diretamente proporcional ao Ky 405 nm € iNversamente
proporcional & quantidade de compostos desconhecidos na amostra. Os extratos mais
castanhos foram os de elevado peso molecular, >100 kDa (1,97 mL.mg*.cm™ e 3,31,
respetivamente, para a amostra de 2011 e 1,55 mL.mg'l.cm'1 e 3,37, respetivamente, para a
amostra de 2012). A cor castanha dos extratos diminuiu com a diminuicdo do peso
molecular. O menor valor de MBI (0,81 para o extrato <1 kDa de 2011 e 0,34 para 0 mesmo
extrato de 2012) mostra que os compostos castanhos contribuem em todos os extratos com
a mesma intensidade de cor. Por isso, a quantidade de compostos castanhos na amostra é
determinante para a cor da amostra.

A atividade antioxidante dos extratos do ano de 2011 foi maior nos extratos de menor e
maior peso molecular (0,1 mg/mL em ambos os casos), 0 que se justifica pela presenca de
CGA no extrato de menor peso molecular e pela presenca de uma maior quantidade de
melanoidinas no extrato de maior peso molecular. No entanto, os extratos da amostra de
2012 apresentaram uma atividade antioxidante muito idéntica entre si, variando entre 0,12-
0,15 mg/mL. Estes resultados estdo de acordo com a quantidade de CGA encontrada em
todos estes extratos, resultado de um fracionamento menos exaustivo e por iSSo menos
eficiente do que o da amostra processada em 2011.

O extrato >1 kDa da amostra de 2011 apresentou um potencial efeito imunoestimulador pois
ativou in vitro os linfécitos B de ratinho. Estes resultados foram confirmados por ensaios de
producdo de 6xido nitrico por parte de macrofagos de ratinhos. Para o extrato superior a
100 kDa da amostra de 2012 verificou-se uma diminui¢cao da atividade da a-glucosidase.

O presente estudo demonstra que os compostos do café instantaneo podem possuir efeitos
bioativos devido as suas propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e antidiabéticas.
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In this study, the instant coffee compounds soluble in cold water were fractionated by
ultrafiltration and the extracts obtained were characterized according to their composition in
polysaccharides, proteins, chlorogenic acids, and melanoidins. The extracts were also
evaluated according to their antioxidant, immunostimulatory, and antidiabetic properties. Two
samples were used, one previously fractionated in 2001, and another one prepared in 2012.
In the sample processed in 2011, the extracts were exhaustively washed with water to
minimize the presence of low molecular weight compounds in extracts of higher molecular
weight. In the sample processed in 2012, the extracts were washed only twice. The six
extracts obtained in each year were characterized in 2012 in relation to their chemical
composition and biological activity.

Polysaccharides represent 20-50%, consisting mainly of residues of galactose, mannose
and arabinose in 1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal, T-Gal, 1,4-Man, 1,4,6-Man, T-Man, T-Ara and
1,5-Ara glycosidic linkages, suggesting the presence of arabinogalactans and
galactomannans.

The total amino acids amount of all extracts was similar, showing higher values of glutamic
acid/glutamine (7.0-25.6 pyg/mg) and leucine (3.7-9.9 ug/mg).

The caffeoylquinic acids (CQA) (187.7 to 575.0 mg/100g) were the most abundant
chlorogenic acids in all the extracts, where the 5-CQA was the major CQA, with 83.1 to
242.4 mg/100 g of sample. In the sample of 2011 the CGA were only found in the extract
lower than 1 kDa, with trace amounts in extracts >1 kDa and >5 kDa. In the sample of 2012
the CGA were abundant in all extracts, increasing their amount with the decrease of the
molecular weight.

The presence of melanoidins was evaluated by quantification of brown compounds through
extinction coefficient Kyix 405 nm @and by determination of the "Melanoidin Browning Index"
(MBI), which is directly proportional to Knix 405 nm @nd inversely proportional to the amount of
unknown compounds in the sample. The browner extracts were those with the higher
molecular weight >100 kDa (1.97 mL.mg™*.cm™ and 3.31, respectively for the sample of 2011
and 1.55 mL.mg™.cm™ and 3.37, respectively for the sample of 2012). The brown colour of
the extracts decreased with the decreasing of the molecular weight. The lowest value of MBI
(0.81 for the <1 kDa extract of 2011 and 0.34 for the same extract of 2012) showed that the
brown compounds contributed with the same intensity of color to all extracts. Therefore, the
amount of brown compounds in the sample is decisive for the colour of the sample.

The antioxidant activity of the extracts of 2011 was higher in the extracts of lower and higher
molecular weight (0.1 mg/mL in both cases), which is justified by the presence of CGA in the
extract of lower molecular weight, and the presence of a higher amount of melanoidins in the
extract of higher molecular weight. However, the extracts of the sample of 2012 exhibit all
very similar antioxidant activity, ranging from 0.12 to 0.15 mg/mL. These results are in
agreement with the amount of CGA found in these extracts, result of a less exhaustive
fractionation and therefore less efficient than the fractionation of the sample processed in
2011.

The extract >1 kDa of the 2011 sample presented a potential immunostimulatory effect since
it activated in vitro mice B lymphocytes. Assays with nitric oxide production by mice
macrophages confirm these results. A decreasing activity of the a-glucosidase was observed
with the extract >100 kDa of sample of 2012. The present study shows that the compounds
from instant coffee may have bioactive effects due to their antioxidant, immunostimulatory
and antidiabetic properties.



1. Consideracoes Teoricas






1.1.Café — Caracterizacao Geral

O café é uma das bebidas mais consumidas a nivel mundial, sendo muito apreciada
pelas suas caracteristicas organoléticas e poder estimulante. Todos os dias, mais de 50
milhdes de chavenas de café sdo consumidas em todo mundo. A planta do café pertence ao
género Coffea da familia Rubiaceae e a grande maioria do café que é comercializado
pertence as espécies Coffea arabica e Coffea canephora (variedade Robusta), sendo
conhecidas como café Arabica e café Robusta, respetivamente [1, 2].

A bebida é obtida por extracdo com agua quente do grdo de café torrado e moido.
No processo de torra, 0os grdos sdo sujeitos a temperaturas elevadas e vao sofrendo
alteracbes com o aumento da temperatura, tais como a perda de &gua, desnaturacdo das
proteinas e degradacdo de compostos organicos, o que provoca alteragdo na cor do grao
ficando este castanho [3].

Os grdaos de café torrado sdo constituidos por carboidratos, incluindo
polissacarideos (galactomananas, arabinogalactanas), oligossacarideos (sacarose) e
monossacarideos (glucose, galactose, arabinose, manose, xilose), bem como por lipidos,
proteinas e aminoacidos, entre outros como podemos observar na Tabela 1. A variacdo dos

compostos vai depender do grau de torra a que 0s graos sdo sujeitos [1, 4].

Tabela 1: Composi¢do quimica (% de matéria seca) dos grdos de café torrado Arabica [4]

Componentes Café torrado
Polissacarideos 24,0 - 39,0
Lipidos 14,5 - 20,0
Proteinas 13,0-15,0
Oligossacarideos 0,0-35
Acidos clorogénicos 1,2-2,3
Minerais 35-45
Aminoacidos -
Acidos Alifaticos 1,1-15
Trigonelina 3,5-45
Cafeina ~1,0
Melanoidinas 16,0-17,0




A producgdo e venda de café instantdneo tém aumentado significativamente nos
ultimos anos na maioria dos paises. Tem-se verificado também um aumento no numero de
diferentes marcas disponiveis, podendo-se encontrar produtos em pé e granulado [5].

Para a producdo do café instantaneo, os grdos de café torrados sdo moidos e
extraidos com agua quente sob pressdo. O processo de secagem para obtencdo do café
instantdneo em pd pode ser efetuado por dois métodos distintos: por atomizacdo ou por
liofilizacdo [6]. Estes processos que ocorrem a elevadas temperaturas, aproximadamente
270 °C, (extracao, torra e secagem) durante a producdo industrial de café instantaneo,
levam a ocorréncia de reagBes quimicas, tais como caramelizacdo, oxidacao,

descarboxilacéo, isomerizacéao e despolimerizagéo [7-9].

1.1.1. Polissacarideos do café

Os polissacarideos representam cerca de 29% do material de alto peso molecular
das infusbes de café torrado e a sua quantidade pode variar dependendo da origem do café.
Por exemplo, o café arabica apresenta maior quantidade de polissacarideos do que o café
robusta. Estas infusbes sdo compostas principalmente por galactomananas e
arabinogalactanas do tipo Il [10, 11].

As arabinogalactanas sdo o principal grupo de polissacarideos extraidos do café
verde, mas apOs a torra dos grdos de café, as galactomananas passam a ser 0S
polissacarideos mais extrataveis [12]. A torra dos grdos de café aumenta a extratabilidade
dos polissacarideos dos grdos de café torrado quando comparados com o café verde. Este
aumento é em parte devido a alteracdes na microestrutura dos grdos, verificando-se um
aumento do volume dos grédos com a formacédo de grandes microporos na parede celular
[13]. Os polissacarideos desempenham um papel importante na retencdo de substancias
volateis do café e contribuem para o grau de viscosidade, bem como para a sensacdo
cremosa da bebida, conhecida como “corpo” da bebida. Estdo também relacionadas com a
estabilidade da espuma do café expresso [3, 12, 14].

A cadeia principal das galactomananas é constituida por residuos de D-manose
ligados por ligacdo B-(1—4), intercalada com alguns residuos de D-glucose em ligagdo [3-
(1—>4). Como cadeias laterais podemos encontrar residuos singulares de arabinose e

galactose com ligagdes o-(1—6) a cadeia de manose (Figura 1a) [15]. O grau de



ramificacdo destes compostos pode variar dependendo do grau de maturacdo dos graos de
café. Estes compostos podem ser acetilados nas posi¢des 2 e/ou 3 dos residuos de manose
[15-17].

(a)

ab
4 p4 4 B4 34 O
D D n0 /)‘ D

A% Manose @ Manose @ Glucose /\ Ramnose

Acetilada (O gilactose @ Arabinose @ Acido Glucurénico

Figura 1: Estrutura dos polissacarideos maioritarios dos graos de café verde: a) Galactomananas;
b) Arabinogalactanas [18]

As arabinogalactanas sdo polissacarideos constituidos por uma cadeia principal de
residuos de galactose com ligacdes B-(1—3), alguns dos quais s@o substituidos na posicao
O-6 com vérias combinacdes de residuos de galactose em ligagao B-(1—6). A estes
residuos de galactose encontram-se ligados pequenas cadeias de residuos de a-L-arabinose,
que podem conter no terminal ndo redutor o -L-ramnose. As arabinogalactanas possuem
também residuos de acido glucurénico como terminais nao redutores, em ligacao B-(1—06)
aos residuos de galactose (Figura 1b) [19-21]. Redgwell et al. [22] destacam ainda a
formacéo de ligacOes covalentes entre arabinogalactanas e proteinas a que dao o nome de
AGPs. Esta associacdo tem uma propor¢do de 12% de proteina para 85% de
arabinogalactanas. As AGPs estdo presentes na parede celular e na matriz extracelular das



células dos grdos de café verde e estdo envolvidas nos processos de crescimento,
desenvolvimento, adaptacéo e proliferacdo das células das plantas [23, 24].

Todos estes polissacarideos tém vindo a demonstrar uma diminuicdo dos niveis de
colesterol nos mamiferos, atividade imunoldgica, antitumoral, anti-inflamatéria,
anticoagulante, imunoestimuladora através da ativacdo de macrofagos e estimulagdo de
celulas linfocitarias B e T [25-27].

1.1.2. Compostos fenolicos do café

Os compostos fendlicos sdo um dos grupos de compostos que podem ser
encontrados no café. Podem ser classificados pelo nimero e arranjo de atomos de carbono,
contendo pelo menos um anel aromatico, com um ou mais grupos hidroxilo ligados, sendo
muitas vezes encontrados de forma conjugada com agucares e acidos organicos [28-30].
Entre os compostos fendlicos que se encontram em maior quantidade no café destacam-se
os 4&cidos clorogénicos (CGA). Os CGA subdividem-se em grupos formados pela
esterificacdo do acido quinico com um dos seguintes derivados do &cido cinamico: o acido
cafeico, o fertlico ou o p-cumarico, compostos que podemos observar na Figura 2 [31, 32].
Estes ddo origem aos 4cidos cafeoilquinicos (CQA), dicafeoilquinicos (diCQA),
feruloilquinicos (FQA), p-cumaroilquinicos (pCoQA), entre outros. O é&cido 5-
cafeoilquinico representado na Figura 3 é 0 que se encontra em maior quantidade entre

todos os &cidos clorogénicos do café.

OH
HO,C OH HO,C R
P
OH OH
OH
a) Acido quinico b) Acido cindmico

Figura 2: Estruturas dos: a) acido quinico, b) formacao dos derivados do acido cinamico: cafeico
(R=OH), ferdlico (R= OMe) e p-cumérico (R=H) [32]
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Figura 3: Estrutura do acido 5-cafeoilquinico [33]

As altas temperaturas observadas no processo de torra levam a formacdo de
material polimérico, ligando covalentemente os CGA e outros componentes do café, como
é 0 caso dos polissacarideos e proteinas, podendo levar a formacéo de compostos castanhos
de alto peso molecular denominados melanoidinas [12].

Os compostos fenolicos apresentam propriedades benéficas a saude, nao sé devido
a sua elevada atividade antioxidante (AAQO), mas também como agentes hepatoprotetores
[34], hipoglicemiantes e antivirais [35]. A AAO destes compostos esta fortemente
associada ao nimero e posicdo de grupos hidroxilo que possuem no seu anel aromatico
[36].

A cafeina é outro dos compostos de menor peso molecular que podemos encontrar
na bebida de café. Este composto representado na Figura 4 € um alcaloide que pertence ao
grupo das xantinas. Quimicamente designada por 1,3,7-trimetilxantina, este composto de
cor branca, inodoro, que apresenta um sabor ligeiramente amargo, é adicionada em
refrigerantes e diversos medicamentos. Atua também como um pesticida natural,
protegendo as plantas de insetos que se alimentam delas [37]. Um copo de cerca de 225
mL de café soltvel contém aproximadamente 60-85 mg de cafeina e uma chavena de café
expresso (cerca de 28 mL) contém 30-50 mg [38].

H3C
. \NW
H3C —N N
N
0 CHa

Figura 4: Estrutura quimica da cafeina



A capacidade da cafeina para potenciar o estado de alerta e a atencdo prolongada
estd muito bem documentada, devendo-se a sua fungdo primaria de estimulante do sistema
nervoso central, a sua acdo como antagonista da adenosina. A adenosina é uma substancia
quimica, produzida de modo natural pelo organismo, que atua como mensageiro, regulando
a atividade cerebral e modulando o estado de vigilia e sono. A cafeina bloqueia os
recetores de adenosina presentes no tecido nervoso, particularmente no cérebro, mantendo
0 estado de excitacdo. Através deste mecanismo, a cafeina melhora a capacidade de se
fazer esforco fisico e mental, antes do aparecimento da fadiga. O bloqueio dos recetores de
adenosina contribui para a constricdo dos vasos sanguineos, aliviando a pressdo das
enxaquecas e dores de cabecga, 0 que explica o facto de muitos analgésicos conterem
cafeina [39, 40].

1.1.3. Melanoidinas do café

As melanoidinas sdo geralmente definidas como macromoléculas nitrogenadas de
elevado peso molecular, de cor castanha, resultantes de reagdes de Maillard. S&o formadas
durante o processamento térmico de alimentos, estando amplamente distribuidas na nossa
alimentacdo, em produtos como o pao, café, cacau, malte e mel. Podem ser formadas por
ciclizacdo, desidratacdo, retroaldolizacdo, rearranjos, isomerizacdo, e condensacdo de
produtos iniciais da reagdo de Maillard [41, 42].

Varios autores sugerem que as melanoidinas do café sdo estruturalmente
constituidas por aminoacidos, polissacarideos (entre o0s quais galactomananas e
arabinogalactanas), compostos fenolicos e material desconhecido levando assim a
formagdo de estruturas “quiméricas”. No que diz respeito aos polissacarideos, sabe-se que
estes se podem encontrar ligados as melanoidinas por ligacdes covalentes. Quanto as
ligagbes dos compostos fendlicos as melanoidinas estas podem ser covalentes ou nao
covalentes [43].

Devido a heterogeneidade estrutural das melanoidinas, ndo existe ainda uma
estrutura bem definida para estes compostos. Contudo, a partir de sistemas modelo foi
possivel criar diferentes propostas para a estrutura destas moléculas: 1) polimeros com
unidades repetitivas de furanos e/ou pirrGis unidos por reagdes de condensacdo; 2)

proteinas modificadas, associadas a compostos de baixo peso molecular através do grupo



g-amino da lisina ou através do grupo guanidina da arginina; 3) polimeros resultantes da
degradacéo de agUcares, por condensacao alddlica, durantes as fases iniciais das reacdes de
Maillard [44-46]. A Figura 5 representa uma ilustracdo simplista da formacdo das
melanoidinas do café uma vez que como referido anteriormente estes mecanismos de
formacéo séo ainda desconhecidos.

Galactomananas

Desramificacéo

. Proteinas
Despolimerizacéo
Polimerizacéo (Transglicosilacéo)
Modificacéo do terminal redutor
A EEE——

Desnaturago
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Reac#o Maillard

Condensacéo fendlica
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Oxidacédo
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Polimerizacéo

e
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A Ramnose

Q Acido glucorénico
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‘ Ligacéo covalente desconhecida

D Cadeia lateral de arabinose modificada termicamente

- Material desconhecido
Q:ijjﬁb) Fragmento da cadeia polipeptidica

Figura 5: llustracdo da formacdo das melanoidinas do café [18]

Arabinogalactana - proteinas

Tém sido utilizados dois procedimentos para descrever ou medir o grau de
formagcdo de melanoidinas. Em primeiro lugar, a quantidade de melanoidinas €

determinada por diferenga, o que significa que essa quantidade é medida pela percentagem



de compostos que ndo podem ser contabilizados para a diferenca(100% - % de compostos
conhecidos), ou seja, subtraindo o material conhecido, tais como 0s polissacarideos e as
proteinas, ao total de material [47]. A cor castanha das melanoidinas pode também ser
quantificada pela medicdo da cor dos produtos da reacdo de Maillard, através de medicdes
espectrofotométricas. O Knix € um pardmetro determinado tendo em conta a Lei de Beer-
Lambert, Abs= Knixbc, onde Kpix corresponde ao coeficiente de extincdo (L.g*.cm™), b &
dimens&o da célula (cm) e ¢ a concentracdo (g.L™). Como os extratos sio compostos por
uma mistura de componentes, adotou-se a designacdo Kyix, em vez do coeficiente de
extincdo molar (propriedade caracteristica de uma dada molécula). Desta forma, 0s Kpix
sdo determinados tendo em conta os méximos de absorvancia dos compostos presentes no
café. O Kpyix, € determinado a 280, 325 e 405 nm, sendo estes valores de comprimento de
onda especificos para detetar a presenca de diferentes compostos presentes na bebida de
café. Assim, 0 Knix 280nm permite detetar a presenca de cafeina e de CGA, 0 Kmix 3250m
permite detetar a presenca de CGA, permitindo assim eliminar a interferéncia por parte da
cafeina e 0 Knix 40snm permite detetar a presenca de melanoidinas [48-50]. O quociente
entre 0 valor do Kpix 40snm € 0 total de material desconhecido ¢ designado por “Melanoidin
Browning Index” (MBI) [47].

As melanoidinas do café ndo sdo apenas de interesse devido a sua capacidade de
formacdo de cor, mas também as suas propriedades funcionais tais como a sua contribuicdo
para o sabor da bebida, a capacidade antioxidante a elas atribuida, a capacidade quelante,
entre outras [51]. Estes compostos apresentam efeitos benéficos para a salde humana,
destacando-se o0 seu efeito preventivo de certas formas de cancro, as suas propriedades
antioxidantes e devido a sua estrutura complexa é provavel que sejam também excelentes
pré-bidticos in vivo. Para além disso descobriu-se que as melanoidinas, por serem fibra
dietética, sdo capazes de prevenir doencas cardiovasculares e cancro do colo rectal [43,
52].

1.1.4. Proteinas e aminoacidos do café

As proteinas existentes nos gréos de café tém sido ainda pouco investigadas, apesar
do seu aparente envolvimento na formagdo do sabor e da cor durante o processo de torra

[5]. A percentagem de proteina em varias espécies de café verde pode variar entre 8-13% e
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estas proteinas podem ser divididas em solUveis em agua (50%) e insoltveis (50%). [53].
O processo de torra leva a desnaturacdo e degradacdo das proteinas, diminuindo a
quantidade total de aminoacidos apos a torra. As proteinas sollveis sdo constituidas por
aproximadamente 85% de globulinas e algumas funcionam como proteinas de reserva 11S
[54].

Os aminoécidos, compostos essenciais na biossintese das proteinas sdo muito
importantes na nutricdo humana. Como alguns deles ndo sdo sintetizados pelo organismo
(aminoacidos essenciais) é necessario ingeri-los através dos alimentos. Trabalhos sobre
este tipo de compostos demonstram a sua contribui¢do para o aroma amargo da bebida de
café e na formacéo das melanoidinas devido a reatividade do grupo e-amino ou tiol [55].

1.2.Atividades bioldgicas do café

1.2.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AAO) é uma das propriedades associadas ao café. Esta
atividade esta relacionada com a presenca de CGA e melanoidinas. Desta forma, mesmo
qguando presentes em baixas concentracfes, possuem a capacidade de retardar ou inibir a
oxidagé@o de um dado substrato [56].

O oxigénio é essencial para a vida, sem ele a maioria dos organismos vivos ndo
poderia sobreviver. No entanto, o oxigénio também é responsavel por efeitos
potencialmente nocivos relacionados com a formacéo de espécies reativas de oxigénio, que
agem como oxidantes. Muitas das espécies reativas de oxigénio sdo radicais livres, que
juntamente com outras espécies aparecem no COrpo por processos metabdlicos normais ou
introduzidas por fontes externas. A reatividade quimica destes compostos € muito grande
podendo danificar varios tipos de macromoléculas celulares, tais como proteinas, hidratos
de carbono, lipidos e acidos nucleicos [57].

O corpo humano apresenta varios mecanismos de defesa contra esses radicais, que
incluem sistemas de enzimas como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e
catalase, que agem como antioxidantes, tais como a glutationa, ubiquinol e acido urico. No
entanto, existem outros componentes que podem ser adquiridos através da alimentag&o, e
que também funcionam como antioxidantes tais como o tocoferol (vitamina E) e o &cido L-

ascorbico (vitamina C), carotenoides e compostos fenolicos [58, 59].
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Atualmente existe uma grande variedade de métodos que permitem a medicdo da
AAO de diferentes amostras. Estes métodos podem ser divididos em duas categorias: 1)
métodos que se baseiam na transferéncia de um hidrogénio (HAT); 2) métodos que se
baseiam na transferéncia de um eletrdo (ET). Como método HAT temos por exemplo o
ORAC e como métodos ET temos por exemplo o DPPH e o ABTS [36, 60].

O método de transferéncia de eletrbes como € o caso do 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DDPH) baseia-se na diminuicdo da absorvancia do radical a 515 nm. Esta
diminuicdo resulta da reducdo do radical DPPH por acdo de um antioxidante AH ou uma

espécie radicalar R* de acordo com as seguintes equacoes:
DPPH®*+ AH - DPPH—-H + A°
DPPH®* + R* - DPPH —R

Como consequéncia da inibigdo do radical a solugdo muda da cor purpura (515 nm)
para cor amarela. Este método requer a utilizacdo de um solvente organico, como por
exemplo o etanol, 0 metanol ou o acetato de etilo [56, 61].

A AAO pode ser expressa em ECsg. O ECs consiste na quantidade de antioxidante
necessario para reduzir a absorvéancia inicial da solu¢do que contém o radical a metade, isto
é, uma percentagem de inibicdo de 50%. Uma unidade alternativa, e que complementa a
informacdo fornecida pelo ECsy € 0 TEAC. O TEAC consiste na utilizagdo de um
antioxidante padrdo, como por exemplo o trolox (analogo hidrossoltvel da vitamina E).
Desta forma, a AAO pode ser expressa em equivalentes de trolox, permitindo caracterizar
e comparar o potencial antioxidante de uma amostra com outra amostra quando sujeita as

mesmas condicGes [61].

1.2.2. Atividade Imunoestimuladora

Verificou-se recentemente que outra das propriedades bioativas do café é o seu
potencial imunoestimulador. Este efeito esta associado a presenca dos polissacarideos
existentes na bebida, bem como nos residuos da mesma [10, 25].

O sistema imunitario é um sistema de defesa evoluido para proteger os animais dos
microrganismos patogénicos invasores. E capaz de gerar uma enorme variedade de células

e moléculas especificas capazes de reconhecer e eliminar uma variedade ilimitada de
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invasores estranhos. O sistema imunitério pode ser divido em imunidade inata e imunidade
adquirida.

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra a infecdo e envolve células
fagocitarias, como os macrofagos e os neutrofilos, barreiras como a pele e uma variedade
de compostos antimicrobianos sintetizados pelo hospedeiro. Em contraste com a
reatividade ampla do sistema imunoldgico inato, que é uniforme em todos os membros da
espécie, a imunidade adquirida so é ativada quando existir um estimulo antigénico para o

organismo [62].

1.2.2.1. Imunidade Inata

A imunidade inata é da responsabilidade das células fagociticas (macréfagos e
neutrofilos), da pele e dos compostos antimicrobianos sintetizados pelas células
hospedeiras dos agentes patogénicos [62]. Quando um tecido é lesado, é induzida uma
resposta inflamatodria que resulta numa sequéncia de eventos coletivos e complexos. Esta
resposta inflamatdria assemelha-se a uma resposta imunoldgica inata, cujos passos
principais se encontram descritos na Figura 6. Os macrofagos, quando estimulados,
produzem uma variedade de mediadores pro-inflamatorios, como as prostaglandinas E,
(PGEy,) e as espécies reativas de oxigénio tais como o 6xido nitrico (NO) e o peroxido de
hidrogénio (H,0,) [63]. As PGE; sdo sintetizadas a partir do acido araquidonico (Cazo.4)
pela ciclooxigenase (COX) e o NO através da enzima 6xido nitrico sintase. O NO é
produzido através dos macréfagos que quando estimulados por um agente patogénico,

induzem a transcricdo da enzima Oxido nitrico sintase (iNOS) [64, 65].

| 1) As células do tecido lesado libertam .\ ~ | 4) Os Fagocitos e os exsudatos
_ | fatores quimiotéticos e vasoactivos que e SO antibacterianos  destroem a
aumentam a circulagdo sanguinea e a [ 4 ~ bactéria

- .- { permeabilidade capilar no local lesado ) - - QJ =
) Exsudato - -

2) A permeabilidade dos capilares
(Proteina C reactiva e

el jfilogilcitiukio anticorpos) o local da inflamagdo
(exsudato) e de células. < = -

o= = - =S Diapedese —
== S = Q:/:P =T ,,r;l.«:f'/

3) Os Fagécitos migram para

Figura 6: Resposta inflamatdria de uma lesdo tecidular [66]
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1.2.2.2. Imunidade Adquirida

A imunidade adaptativa € um tipo de resposta imunoldgica mais especifica do que a
inata, onde ocorre uma resposta a um antigénio cerca de cinco ou seis dias apds a
exposicao do organismo, ou seja, esta resposta é mais lenta do que na imunidade inata. No
entanto, quando o individuo se exple pela primeira vez a um dado antigénio e se
desenvolve uma resposta imunitaria adquirida, ocorre formacao de células de memdria que
no futuro, quando o organismo estiver na presenca do mesmo antigenio dao origem a uma
resposta adaptativa mais rapidamente e por vezes de forma mais eficaz. Apesar das
diferencas entre os dois tipos de imunidade, estes ndo sdo independentes um do outro [66].

Os linfécitos sdo produzidos e sofrem maturacdo em Orgdos especificos,
denominados de 6rgdos linfoides priméarios que em ratinhos e humanos sdo a medula éssea
e o0 timo. A maioria dos linfécitos divide-se em trés categorias principais: linfocitos B,
linfocitos T e células NK (“natural killer”). Os linfécitos B derivam de uma célula da
medula Ossea (célula mée ou precursora) e amadurecem até se converterem em células
plasmaéticas, que segregam anticorpos [62]. Os anticorpos sdo glicoproteinas excretadas
pelos linfocitos B que tém a capacidade de reconhecer especificamente qualquer tipo de
molécula. A imunidade mediada por este tipo de células B é importante no combate a
infecdes por patogénios extracelulares.

Os linfocitos T formam-se quando as células mée ou precursoras migram da medula
Ossea para o timo, uma glandula onde se dividem e amadurecem. No timo, os linfécitos T
conseguem distinguir o proprio corpo do corpo estranho. Os linfécitos T maduros
abandonam o timo e entram no sistema linfatico, onde funcionam como parte do sistema
imunitario de vigilancia [67]. Os linfocitos T dividem-se em dois subgrupos os linfécitos
T-citotoxicos (TC) e os linfécitos T-reguladores (TH). Os linfécitos TC sdo células que
possuem atividade citolitica e sdo importantes na eliminacdo de células infetadas por virus.
Os linfocitos TH sdo células importantes na regulacéo da agdo de outros linfocitos, sendo
capazes de inibir ou ativar quer os linfécitos B, quer os linfocitos T-citotdxicos [62].

Quando uma celula linfocitaria é ativada, esta podera proliferar e diferenciar-se
numa célula efetora, no caso de linfocitos B, capazes de secretar anticorpos, e no caso de
linfécitos TC, adquirindo atividade citolitica capaz de promover apoptose da célula alvo.

As células T-reguladoras, apos ativagdo, véo proliferar e tornar-se efetoras. Neste caso das
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T-reguladoras, a funcdo efetora é a producdo de moléculas, entre as citocinas [62]. As
citocinas séo segregadas por células do sistema imunitario em resposta a uma estimulagéo
e comportam-se como 0S mensageiros do sistema imunitario. Estas ndo intervém
diretamente na lise ou na eliminacdo do patogénio, a sua fungdo ¢ “ajudar” as outras

celulas a fazé-lo [66].

1.2.3. Atividade Antidiabética

A diabetes é uma doenca que resulta de uma deficiente capacidade de utilizagdo
pelo organismo da nossa principal fonte de energia — a glucose. Ela é absorvida pelas
nossas celulas para ser utilizada como fonte de energia.

A glucose resulta da digestdo e metabolizacdo de alimentos ricos em amido,
acucares e compostos glucogénicos, , sendo depois absorvida da corrente sanguinea para
estar disponivel nas células [68]. Para que a glucose chegue as células onde é armazenada é
necessario que o pancreas produza eficazmente insulina, a hormona que regula os niveis de
glucose no sangue. Esta hormona é sintetizada nas células p dos ilhéus de Langerhans e
circula na corrente sanguinea.

A hiperglicemia (taxa elevada de acUcar no sangue) que existe na diabetes deve-se,
em alguns casos a insuficiente producdo de insulina ou pela incapacidade corporal para
utilizar a insulina produzida. Existem dois tipos de diabetes, diabetes do tipo | e tipo II,
mas de longe a mais frequente (90% dos casos) é a chamada diabetes tipo Il. Também
conhecida como diabetes ndo-insulino-dependente, a diabetes tipo I, ocorre em individuos
que herdaram uma tendéncia para a diabetes (frequentemente, um familiar proximo com a
doenca: pais, tios avos). Neste tipo de diabetes o pancreas é capaz de produzir insulina, ao
contrario da diabetes tipo 1, na qual ndo héa producdo de insulina. Mas esta producdo ou €
insuficiente, ou ha uma resisténcia do organismo a acdo da insulina.

Em ambos os casos, uma resposta insuficiente de insulina resulta num aumento de
glucose no sangue, que a longo prazo pode levar a complicacdes de salde tais como
doengas cardiovasculares, doencas renais, cegueira e danos nervosos. A doenca esta
associada a uma menor qualidade de vida, quer pelos efeitos de saude significativos quer
pelos elevados encargos econdmicos, relacionados com a compra de medicamentos,

material de autovigilancia, consultas, entre outros [68-70].

15



Embora esteja provado que mudancas no estilo de vida séo eficazes na prevencao
da diabetes tipo Il, também a intervencdo farmacol6gica pode ajudar a retardar a
progressdo da tolerancia a insulina [71, 72]. Como alguns medicamentos prescritos para a
doenca podem ter efeitos colaterais e alguns tém contraindicacbes graves, tem-se
procurado encontrar métodos eficazes, baratos e prontamente disponiveis para o controlo
da glucose.

Uma abordagem terapéutica para tratar a diabetes é retardar a absorcdo de glucose
através da inibigdo de enzimas, como a a-Glucosidase nos 6rgaos do aparelho digestivo. A
a-Glucosidase (o- p-glucosido gluco-hidrolase) é uma glicosidase amplamente distribuida
em microrganismos, plantas e tecidos animais, que catalisa a libertagdo de a-glucose. A
inibicdo desta enzima retarda o aumento de acUcar no sangue apés uma refeicdo de
hidratos de carbono. Esta presente no epitélio do intestino delgado e facilita a absor¢édo de
glucose pelo intestino, catalisando a clivagem hidrolitica de oligossacarideos a
monossacarideos absorbiveis. Com esta inibicdo o processo de digestdo de hidratos de
carbono propaga-se para a parte inferior do intestino, atrasando assim a taxa de absorcao
de glucose no sangue. Este método tem provado ser uma das melhores estratégias para a
diminuicdo de glucose no sangue, e assim ajudar a evitar complica¢cbes no futuro em
relacdo a doenca [72].

Existem 3 oligossacarideos sintetizados muito usados no tratamento de doentes com
este tipo de diabetes, 0s chamados inibidores de a-Glucosidase (AGIs), que sdo a acarbose
(Figura 7.a), 0 miglitol (Figura 7.b) e o voglibose (Figura 7.c). Estes AGIs ligam-se as
enzimas diminuindo a disponibilidade de centros ativos das mesmas. A disponibilidade de
ocorréncia da reacdo entre as enzimas e maltodextrinas € menor, retardando assim a
absorcédo de hidratos de carbono no intestino, diminuindo assim a glucose pos-prandial no
sangue e o nivel de insulina [73]. Em Portugal, apenas a acarbose é comercializada e tem o

nome comercial de Glucobay [68].
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Figura 7: Oligossacarideos sintetizados: a) acarbose, b) miglitol, c) voglibose, utilizados como
inibidores da a-glucosidase [74]

Estudos epidemioldgicos recentes tém demonstrado que o consumo de café esta
relacionado com uma reducéo do risco de diabetes tipo Il [70]. Um elevado consumo da
bebida esta associado a uma melhor toleréncia a glucose e a um risco menor de diabetes
em diversas populacdes como Europa, EUA e Japéo [75].

Os mecanismos pelos quais o café atua no metabolismo da glucose ndo sdo ainda
muito conclusivos, uma vez que ndo basta saber se ha ou ndo associacdo, € necessario
verificar quais os constituintes do café que assumem um papel mais predominante no
controlo da diabetes. Alguns estudos demonstram que a presenca de melanoidinas pode
estar ligada a este tipo de atividade devido a sua capacidade quelante. Compostos como o
ferro, quando em excesso no organismo, sdo armazenados no figado, misculos e pancreas,
podendo causar lesdes oxidativas, que levam a insulinorresisténcia e a disfuncdo das
células beta do pancreas [76, 77]. Esta atividade parece estar também ligada a cafeina, uma
vez que este composto tem demonstrado diversos efeitos bioldgicos, ajudando no aumento
da oxidacédo de gordura e mobilizacdo do glicogénio muscular, diminuindo ainda a gordura
corporal [78].

1.3.Ambito do trabalho

Pretende-se com este trabalho estudar a composicdo do café instantaneo

quantificando a presenca de polissacarideos, proteina, acidos clorogénicos, cafeina e
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melanoidinas. Atraves de um sistema de ultrafiltracdo pretende-se relacionar a composicao
com os diferentes pesos moleculares dos extratos. Pretende-se também avaliar atividades
bioldgicas, nomeadamente, a atividade antioxidante, imunoestimuladora e antidiabética,

relacionando estas atividades com a composicdo e o peso molecular dos extratos obtidos.
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2. Materiais e Métodos






2.1. Preparacédo dos extratos

Dissolveram-se 400 g de café instantaneo (“Nescafé Classico — Nestlé”) em 1 L de
agua destilada a 80 °C, com agitagdo durante 1 h, para dissolugcdo completa do café soltvel.
Posteriormente arrefeceu-se esta solucdo até atingir a temperatura ambiente. Deixou-se a
solugcdo numa camara fria a 4 °C durante 48 h, ao cabo do qual se verificou existéncia de
particulas em suspensdo, ou seja a formacao de um precipitado. A solucéo foi centrifugada
a 4 °C, 15000 rpm, durante 15 min. Recolheu-se o precipitado e o sobrenadante assim
obtido (Sn).

Sendo o objetivo prioritario a total solubilizacdo dos extratos para algumas analises
a serem efetuadas, como é o caso por exemplo da atividade imunoldgica, descartou-se a
fracdo insolivel em &gua fria, continuando o trabalho com o fracionamento e
caracterizagdo apenas da fragdo solGvel em agua fria (Sn).

O mesmo procedimento foi efetuado para uma amostra de café instantaneo (50 g)

da marca Auchan, dissolvendo-a em 125 mL de agua destilada no ano de 2011.

2.1.1. Fracionamento do café instantaneo por Ultrafiltracao

Apos centrifugacdo, a fracdo Sn foi fracionada por um sistema de ultrafiltragdo,
utilizando membranas porosas com diametro de poro de 100, 30, 10, 5 e 1 kDa de acordo
com o esquema da Figura 8.

Durante o fracionamento da amostra de 2011, cada extrato foi filtrado e
concentrado de um volume inicial de 200 mL até ser reduzido a 40 mL. Seguidamente, o
retentato era diluido novamente até ao volume de 200 mL e filtrado. O processo era
repetido até uma condutividade inferior a 20 uS.cm™, correspondendo a cerca de 10
lavagens do retentato. Este procedimento demonstrou ser muito moroso e como tal para
acelerar o processo e permitir um processamento de maior quantidade de material, optou-
se na amostra de 2012 por concentrar e fazer apenas duas lavagens do retentato. Este
método foi realizado para permitir que durante o processo de fracionamento por
ultrafiltracdo todos os sais passem através das varias membranas, encontrando-se sempre
no filtrado de menor peso molecular. Assim, a condutividade das vérias solucdes pode ser

usada como medida para avaliar a eficiéncia do processo.
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No final do processo de ultrafiltragcdo, foram obtidas seis extratos para cada uma
das amostras, correspondentes ao retentato de cada membrana utilizada, nomeadamente,
100, 30, 10, 5, 1 e o filtrado da membrana de 1 kDa. Todo o material foi liofilizado e

armazenado num exsicador.
Caf€ instantanco
b) Precipitagio a 4°C
Centrifugagao (15 000 rpm, 4°C, 15 min.)

Material insolavel Material soldvel {(Sn)

Ultrafiltragiio o 10D kDa

Fragio Fragio
=100 kDa <100 kDa

Fracio Ulteafiltragdo a 30 kDa
LSS

=30 kDa
Fragio
<3 kDa
YT Ultrafiltracio a 10 kDa
Fragio
=10 kDa
Fragio
<10 kDa
e Ultrafiltragio a S kDa
Fragao
=5 kDa :
Frugiio
<SkDa
e Ultrafiltragio a 1 kDa
Iragao
=1 kDa
Fragiio
<1 kDa

Figura 8: a) Sistema de ultrafiltracdo b) Esquema de ultrafiltracdo utilizado para obtencéo dos
extratos de material solivel em estudo.

2.2.Caracterizacdo dos extratos — Agucares

2.2.1. Analise de Acucares Neutros

A andlise de acgucares neutros efetuada neste trabalho ¢ uma adaptacdo do método

de Selvendran et al., tal como descrito por Coimbra et al. [79, 80].
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Hidrolise
Pesaram-se 1-2 mg de amostra para um tubo de cultura e adicionaram-se 200 pL de
H.SO,4 72% (m/m), tendo-se deixado reagir a temperatura ambiente, durante 10 min com
agitacdo ocasional. No fim deste periodo de reacdo a amostra foi diluida com 1 mL de agua
destilada, perfazendo a concentracdo de 2 M, agitada e hidrolisada a 120 °C num bloco de
aquecimento durante 1 h. Apds este periodo, arrefeceu-se a amostra num banho de agua
fria. A adicdo de acido sulfarico a amostra e a incubacao a 120 °C permitiu hidrolisar os

polissacarideos transformando-0s nos seus monomeros correspondentes.

Reducéo e acetilacao

Foram adicionados 200 pL de padrdo interno (2-desoxiglucose 1 mg/mL) a amostra
hidrolisada.

Transferiram-se 0,5 mL do hidrolisado para novos tubos de cultura e promoveu-se a
neutralizagdo do acido com 200 puL de NHj3 a 25%. Verificou-se o pH das solucdes para
garantir que esta solucdo se encontrava mesmo basica (passo necessario para que nao haja
destruicdo do borohidreto de sodio (NaBH,)). De seguida, foram adicionados 100 uL de
solucdo de 15% (m/v) NaBH, em NH3 3 M (esta ultima solucdo preparada na hora) para a
reducdo dos agUcares a alditéis. Esta solucdo foi agitada e incubada a 30 °C durante 1 h.

O tubo foi arrefecido em banho de gelo e adicionaram-se duas vezes 50 uL de acido
acetico glacial (AcOH) para eliminar o excesso de NaBH,.

Transferiram-se 300 pL da solucdo para tubos SOVIREL e, num banho de gelo,
foram adicionados 450 pL de 1-metilimidazol (catalisador) e 3 mL de anidrido acético
(agente acetilante), agitou-se bem e deixou-se a reagir a 30 °C durante 30 min.

Num banho de gelo, foram adicionados 3,0 mL de agua destilada, para decompor o
excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano para promover a extracdo dos
acetatos de alditol.

Ap0s agitacao e centrifugacdo a 3000 rpm durante 30 s para a separacdo das duas
fases, a camada aquosa foi aspirada por succdo. A camada organica foram adicionados,
novamente, 3,0 mL de agua destilada e 2,5 mL de diclorometano, centrifugada e a fase
aquosa aspirada. A fase organica foi lavada 2 vezes com 3 mL de &gua, de forma a
remover completamente o 1-metilimidazol. A fase organica final, onde estdo presentes 0s

acetatos de alditol, foi evaporada num evaporador centrifugo. Adicionou-se 1 mL de

23



acetona anidra e evaporou-se também no evaporador centrifugo, repetindo-se este passo,
para garantir a eliminacdo de qualquer residuo de agua.

Analise por GC-FID

Os acetatos de alditol foram dissolvidos em 50 pL de acetona anidra e analisados
por cromatografia em fase gasosa, num cromatografo de gas Perkin Elmer — Clarus 400
(PerkinElmer, Massachusetts, USA), equipado com um detetor de ionizacdo de chama
(FID) usando uma coluna capilar DB-225 de 30 m comprimento, 0,25 mm de diametro,
0,15 pm de espessura.

Foram injetados 2 uL de amostra com a temperatura do injetor a 220 °C e o0 detetor
a 230 °C, em modo “split”. O programa de temperaturas utilizado foi o seguinte:
temperatura inicial 200 °C, aumento até 220 °C a 40 °C/min e aumento até 230 °C a 20
°C/min. O gés de arraste foi H, com uma pressdo de 17 psi, sendo utilizado na chama do
detetor ar e H, com um fluxo de 45 mL/min e 450 mL/min, respetivamente.

2.2.2. Andlise das ligacdes glicosidicas por metilacéo

A analise das ligacbes glicosidicas por metilacdo parcial de polissacarideos
proposta por Ciucanu e Kerek (1984) baseia-se em metilar os grupos hidroxilo livres e
acetilar os hidroxilos que estabeleciam as ligacBes glicosidicas. Para a obtencdo dos
acetatos de alditol parcialmente metilados, procede-se a uma dissolu¢do da amostra com
DMSO, ativacdo do polissacarideo por tratamento com NaOH (s), metilacdo com CHjsl,

hidrolise, reducéo e acetilacdo [81].

Reacéo de metilagéo
As amostras (1-2 mg) foram secas sob vacuo na presenca de P,Os e adicionaram-se
2 mL de DMSO (seco com peneiros moleculares 3A), tendo-se deixado em agitacdo
durante 6 h até dissolucdo completa da amostra.
Sob atmosfera de argon, algumas lentilhas de NaOH foram trituradas (num
almofariz) até a obtencdo de um po fino e adicionaram-se a solucdo cerca de 40 mg. As
amostras foram deixadas a reagir durante 30 min, & temperatura ambiente e com agitac&o.

Apos este periodo adicionaram-se 80 uL de CH3zl com uma seringa e deixou-se a reagir
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durante 20 min com agitacdo vigorosa. Adicionaram-se, posteriormente, 2 mL de agua
destilada e promoveu-se a neutralizacdo da base com a adicdo HCI 1M, tendo-se verificado
0 pH da solucdo com papel indicador.

As amostras foram dialisadas contra uma solucéo de 50% EtOH/50% H,0, tendo-se
mudado a solucdo 3 vezes, e no final foram evaporadas até a secura, no evaporador
centrifugo. De seguida voltaram-se a colocar as amostras na estufa do vazio, durante 2/3h e
efetuaram-se 0s mesmos passos descritos anteriormente até a fase da neutralizagédo
inclusive.

Foram adicionados 3 mL de diclorometano e apds agitacdo e centrifugacdo a 3000
rpm durante 30s para a separacdo das duas fases, a camada aquosa foi aspirada por succao.
A camada organica foram adicionados, novamente, 2,0 mL de &gua; a solucdo foi agitada e
centrifugada nas mesmas condi¢cbes e a fase aquosa aspirada. Repetiu-se este passo da
lavagem da fase organica mas com 3 mL de agua destilada, até o diclorometano ficar
limpido. A fase organica final foi evaporada num evaporador centrifugo.

Hidrolise, Reducédo e Acetilacao

De modo a hidrolisar o material metilado foram adicionados 500 uL. de TFA 2 M e
incubou-se a 121 °C durante 1 h, com agitacdo ocasional. No final o &cido foi evaporado
num evaporador centrifugo.

Adicionaram-se, a amostra hidrolisada, 20 mg de NaBD,4 ¢ 300 uL de NH3; 2M,
tendo-se deixado a reagir durante 1 h a 30 °C. A amostra foi arrefecida num banho de gelo
e no final adicionaram-se 50 uL de acido acético glacial (2x), para eliminar o excesso de
BD,". A acetilagao foi promovida por adi¢ao de 450 uL de 1-metilimidazol e 3 mL de
anidrido acético, tendo-se deixado a reagir durante 30 min a 30 °C.

Num banho com gelo adicionaram-se 3,0 mL de agua destilada para decompor o
excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano; agitou-se muito bem para extrair
0s acetatos de alditol e centrifugou-se a 3000 rpm, 30 s, de modo a separar as duas fases. A
fase aquosa foi aspirada por sucgao e repetiu-se 0 passo anterior.

A camada organica foi lavada com 3 mL de agua destilada, agitou-se, centrifugou-
se e removeu-se totalmente a fase aquosa. A lavagem foi repetida com mais 3 mL de agua

destilada. O diclorometano foi evaporado no evaporador centrifugo.
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Andlise por GC-gMS
Os acetatos de alditol parcialmente metilados foram dissolvidos em 20 pL de
acetona anidra (dependendo da concentracdo da amostra) e analisados por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa com analisador quadrupolo, GC-gMS,
num cromatdégrafo GC-qgMS Agilent Technologies 6890N Network, usando uma coluna
capilar DB-1 de 30 m comprimento, 0,25 mm de didmetro, 0,15 um de espessura.
Foram injetados 0,2 puL de amostra com a temperatura do injetor a 220 °C em modo
“split” durante 5 min. O programa de temperaturas utilizado foi o seguinte: a temperatura
inicial foi de 45 °C, subida até 140 °C a 10 °C/min, subida até 170 °C a 0,5 °C/min e por
ultimo subida até 280 °C a 15 °C/min.

2.3.Caracterizacao dos extratos — Anélise de aminoacidos totais

A quantificacdo do material proteico presente em todos os extratos foi feita por
soma da quantidade de aminoacidos libertados apds hidrdlise acida. Esta foi realizada de
acordo com o procedimento descrito por Zumwalt et al. [82].

Foram pesadas rigorosamente 5 mg do material analisado para um tubo de fundo
redondo com tampas roscadas com revestimento em teflon. A cada amostra foi adicionado
1 mL de acido cloridrico (HCI) 6 M. Todos os extratos foram hidrolisados durante 24 h a
110 °C sob atmosfera de azoto. Ap6s arrefecimento a temperatura ambiente, foram
adicionados 500 pL de padrao interno de norleucina (solu¢do de norleucina 0,5 pmol/mL
em HCI 0,1 M). Apos arrefecimento procedeu-se a evaporacdo dos extratos no evaporador
rotativo centrifugo (Speedvac) até a secura. Posteriormente, dissolveram-se todas as
amostras em 1 mL de HC1 0,1 M e todas foram filtradas em filtros de 45 pm, para remog¢ao
de material ndo soluvel.

A derivatizacdo para posterior anélise por cromatografia em fase gasosa realizou-se
segundo o procedimento descrito por MacKenzie et al. ([83]. Procedeu-se a secura dos
extratos no evaporador centrifugo até a secura e posterior adi¢ao de 200 uL da solugdo de
isobutanol-HC1 3M (preparado por adi¢do de 270 pL de cloreto de acetilo/mL de
isobutanol seco- o isobutanol foi seco com hidreto de calcio, destilado e armazenado sob

peneiros moleculares 4A).
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Aqueceu-se a solucdo a 120 °C durante 10 min, com posterior agitagdo no vortex e
novo aquecimento durante 30 min a 120 °C. Colocou-se a amostra a arrefecer a
temperatura ambiente e evaporou-se 0 excesso de reagente no evaporador rotativo
centrifugo.

Apds evaporagdo foram adicionados 200 pLL de uma solugdo de 2,6-di-tert-butilo-p-
hidroxitolueno (BHT) (0,2 mg de BHT/mL de acetato de etilo), seguindo-se nova remogao
do solvente no evaporador -centrifugo. Apo6s adicdo de 100 pL de anidrido
heptafluorobutirico e aquecimento durante 10 minutos a 150 °C, efetuou-se um
arrefecimento a temperatura ambiente e posterior remocdo do excesso de reagente no
evaporador centrifugo.

Para efetuar a analise por cromatografia gasosa procedeu-se a dissolucdo da
amostra em 50 pL de acetato de etilo e andlise imediata no cromatdgrafo.

Para separacdo dos aminoacidos dos varios extratos, injetou-se 1 puL de cada um
dos mesmos num cromatdgrafo de gas PerkinElmer Clarus 400, equipado com um detetor
de ionizacdo de chama (FID). Utilizou-se hidrogénio como gés de arraste, mantendo-se a
temperatura do injetor a 250 °C e do detetor a 260 °C. O cromatdgrafo era constituido por
uma coluna de silica apolar (BD1) semi-capilar (com didmetro interno de 0,25 mm) com
30m de comprimento e espessura de filme de 0,15 pm (J & W Scientific). O programa de
temperaturas cromatogréafico utilizado consistiu em: manter a temperatura constante
durante 1 min a 70 °C, aumento para 170 °C a 2 °C/min, seguido de novo aumento para 250
°C a 16 °C/min, seguidamente manteve-se a 250°C durante 5 min.

Os compostos foram identificados pelos seus tempos de retencdo e comparacao
cromatografica com padrdes auténticos. A quantificacdo foi baseada no método do padréo
interno usando L-norleucina, e as curvas de calibracdo foram construidas para 18
aminoacidos. Para a asparagina (Asn) e acido aspartico (Asp), bem como glutamina (Gln)
e acido glutdmico (Glu), a metodologia ndo permite a distin¢do entre as funcbes de acido

carboxilico e amida, como tal, os amino&cidos foram quantificados em conjunto.
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2.4.Caracterizacao dos extratos — Analise de compostos fendlicos

Acidos clorogénicos e cafeina por HPLC

Efetuou-se uma anélise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) aos
compostos fendlicos livres e a cafeina das fracGes recuperadas, a qual consistiu em
preparar solucdes de concentracdo 10 mg/ml das referidas amostras e posterior analise pelo
método adaptado de Farah et al. [84]. Utilizou-se um HPLC-UV com uma coluna de C18
de fase reversa, de 5 um de diametro. Os compostos foram eluidos usando um gradiente de
concentracdes do eluente A [acido formico 5%] e eluente B [metanol]. O gradiente comeca
com 95% de eluente A e 5% de B durante 5 min. Dos 5 aos 45 min o eluente B aumenta
gradualmente até 40%. Dos 45 aos 65 min o eluente B aumenta gradualmente até 70%.
Dos 65 aos 75 min o eluente B é reduzido gradualmente até 5%. O fluxo usado foi de 0,8
ml/min & temperatura de 25 °C. Os picos foram detetados a 325 nm, para quantificacdo dos
acidos clorogénicos e 280 nm para quantificacdo da cafeina.

A guantificacdo dos acidos clorogénicos e da cafeina foi feita em equivalentes de 5-
O-cafeoilquinico (5-CQA) e de cafeina respetivamente, através de uma reta de calibragdo
relacionando a concentracdo de acido 5-CQA e cafeina em g/L com a area de pico.

2.5.Determinacao do Kiix

O procedimento aplicado para a determinacdo do Knix foi adaptado de Bekedam et
al. [43]. Para tal foram preparadas varias solucdes de diferentes concentracdes (entre 0,001
e 0,5 mg/mL) e posterior leitura da absorvancia a 280, 325 e 405 nm. O coeficiente de
extingdo, Kpix, foi determinado tendo em conta a Lei de Beer-Lambert: Abs =¢ b c, onde €
corresponde ao Kpmix (ML.mg™.cm™), b a0 comprimento da célula (cm) e ¢ & concentragéo
da solucdo (mg.mL™). Como as melanoidinas se tratam de estruturas heterogéneas

procedeu-se a designacdo Knix em vez de coeficiente de extingdo molar.

2.6. Determinacgédo do MBI

Para a determinacdo da quantidade total de material desconhecido presente em cada

um dos extratos bastou fazer uma diferenca entre o total de compostos para cada um dos
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extratos (100%) e cada um dos compostos conhecidos encontrados em cada extrato, que
foram calculados anteriormente, tais como os aglcares e aminoacidos. Material este que
ndo contribui para a formacdo de cor. Assim para verificar essa quantidade de material
desconhecido que contribuira para a formacéo de cor (MBI), bastara dividir o valor do Kpix

40snm Pela quantidade total de material desconhecido.

2.7.Avaliacao do efeito antioxidante

2.7.1. Determinacéo do EC50

Para avaliar o efeito antioxidante das fracdes recorreu-se ao método adaptado por
Huang et al. [61], que consistiu em reagir 0,1 mL de vérias concentra¢fes ( 0-3 mg/mL)
dos extratos de café em estudo, com 3,9 mL de uma solu¢cdo de DPPH 25 mg/L em etanol
durante 30 min, e posterior leitura da absorvancia a 515 nm. A atividade antioxidante foi

expressa em percentagem de inibi¢do de acordo com a equacao:

Abs(inicial) — Abs(30mim)
Yoribicio= *1
Olnibigéo Abs(inicial) 00

O valor de ECsy corresponde a uma diminui¢do de 50% do DPPH inicial, calculado de

acordo com a regressdo linear dos valores obtidos.

2.7.2. Avaliacdo do efeito antioxidante por comparacédo com
equivalentes de trolox

Preparou-se uma reta de calibracdo de &cido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-
2-carboxilico (Trolox) e prepararam-se também solugdes de 1 mg/mL dos varios extratos
em estudo, medindo a sua absorvancia a 515 nm. De seguida verificou-se qual a

concentracdo de Trolox correspondente ao valor de absorvancia para os diferentes extratos.

2.8. Avaliacéo do potencial efeito imunoestimulador

A avaliagdo do potencial efeito imunoestimulador dos diferentes extratos, so foi
efetuada para os extratos do ano de 2011. Foram ainda avaliadas uma amostra rica em

galactomananas e arabinogalactanas extraida do residuo de café por extragcdo aquosa com
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microondas e purificada por precipitacio em etanol (MO), e uma amostra rica
arabinogalactanas de alto peso molecular fracionadas por exclusdo molecular do café

instantaneo (EM).

2.8.1. Remocdao de lipopolissacarideos das amostras

Os lipopolissacarideos (LPS) estdo presentes nas paredes celulares das bactérias
Gram negativas que nos rodeiam. Mesmo na auséncia das bactérias vivas, os LPS podem
estar presentes nas amostras dando origem a falsos positivos, uma vez que os linfocitos
possuem recetores para LPS. Com o intuito de eliminar uma potencial contaminacdo por
parte dos LPS, realizaram-se dois ensaios para testar qual o melhor para realizar a
descontaminacdo das amostras, usando polimixina por batch e em coluna. A polimixina é

um antibidtico que interage com a parte lipidica dos LPS.

Batch

Preparou-se um batch de polimixina B, através da adicdo de 500 uL de gel de
polimixina B a um tubo de falcon de 15 mL, seguidamente lavou-se o gel adicionando 10
mL de PBS, centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min. Retirou-se 0 PBS e repetiu-se
novamente o este passo. Adicionou-se 1 mL de amostra e incubou-se durante 30 min sob
agitacdo. Centrifugou-se o tubo de falcon contendo amostra e polimixina a 3000 rpm
durante 5 min e recolheu-se o sobrenadante, ou seja a amostra descontaminada. Adicionou-
se 1 mL de PBS e centrifugou-se novamente a 3000 rpm durante 5 min, de forma a evitar

perdas de material. Recolheu-se este sobrenadante e juntou-se ao obtido anteriormente.

Coluna
Depois de empacotar a coluna com o gel de polimixina-B, segundo o esquema da
Figura 9, lavou-se com 50 mL de agua pirogénica, 25 mL de PBS e adicionou-se 1 mL de

amostra, seguida de 5 mL de PBS.
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Figura 9: Esquema da montagem da coluna com o gel de polimixina-B num suporte universal e
com um copo de recolha para as lavagens

Depois do gel incorporar a amostra, fechou-se a coluna e deixou-se a amostra a
interagir com o gel durante 30 min. Adicionaram-se mais 5 mL de PBS e comec¢ou-se a
recolher amostras de 5 mL, fazendo passar mais 25 mL de PBS. A coluna foi depois lavada
com 20 mL de desoxicolato e com 10 mL de &gua pirogénica (agua destilada e esterilizada)

para poder ser reutilizada.

2.8.2. Ensaio de ativacdo de linfocitosBe T

Para a avaliacdo da atividade estimuladora de todas amostras em estudo efetuaram-
se culturas in vitro com esplendcitos de ratinhos BALB/c. O bago de ratinhos BALB/c foi
removido assepticamente e homogeneizado em RPMI 1640 (Sigma) (meio suplementado
com aminoacidos e vitaminas num sistema tampdo de bicarbonato, desenvolvido em
Roswell Park Memorial Institute), suplementado com penicilina (100 1U/mL),
estreptomicina (50 pg/mL), 2-mercaptoetanol (0,05 M) e 10% de soro fetal bovino. A
suspensdo de células obtida foi colocada em placas de 96 pocgos (106 células/poco) e
incubada com arabinogalactanas (25 pg/mL), LPS (1ug/mL) ou RPMI durante 20 h a 37 °C
numa estufa com atmosfera humidificada a 5% CO,. A ativacgdo celular foi avaliada por
citometria de fluxo usando os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3 de ratinho
conjugado com FITC (BD Bioscience), anti-CD19 de ratinho conjugado com PE-Cy7
(Biolegend) e anti-CD69 de ratinho conjugado com PE (Biolegend). Para excluir qualquer

contaminacg&o por endotoxinas a amostra foi tratada com polimixina B.
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2.8.3. Ensaio de ativacdo de macrdéfagos

Descontaminacgdo das amostras
Neste processo de descontaminacgéo todas as amostras foram filtradas com um filtro
de 22um com o intuito de remover qualquer contamina¢do por parte de microrganismos

Vivos.

Incubacéo
A uma placa multipocos de 48 pocos (MW48) foram adicionadas cerca de 0,3x10°
células a cada um dos pocos. As células utilizadas neste ensaio faziam parte de uma linha
celular de mondcitos e macrofagos de ratinhos leucémicos em meio de cultura DMEM
(Modified Dulbecco’s Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino nao
inativado, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Estas células
encontravam-se incubadas a 37 °C numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de
CO,. Posteriormente adicionou-se meio de cultura DMEM até completar 1 mL. Incubou-se
as células durante a noite a 37 °C numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO,.
Apo6s a incubacdo retirou-se o meio das celulas e adicionou-se a diferentes pocos meio,
amostra e LPS, conforme o esquema da Figura 10a) e a uma outra placa sem células
adicionou-se amostra e meio Figura 10b).
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Placa com células

Placa sem células
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Figura 10: a) esquema da placa com células; b) esquema de placas sem células

Posteriormente incubou-se a placa que continha as células durante 1 h, nas condigdes
anteriormente usadas. Apos a incubagdo adicionou-se aos pocos que continham amostra
1uL de LPS para que se pudesse determinar a atividade anti-inflamatdria, destas amostras.
Incubou-se ambas as placas durante 24 horas a 37 °C numa atmosfera humidificada de
95% de ar e 5% de CO..
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Determinacao da produgéo de nitritos

Nesta etapa pretendeu-se quantificar a producdo de Oxido nitrico por parte dos
macrofagos. Para isso, quantificou-se a quantidade de nitritos presentes em cada po¢o da
placa, uma vez que o éxido nitrico, na presenca de oxigénio se degrada formando nitritos.
Na quantificacdo de nitritos utilizou-se o método do reagente de Griess [65]. Este método
baseia-se na reacdo quimica entre a sulfanilamida e dicloreto de N-1-naftiletilenodiaménio
sob condic¢des acidas (acido fosforico) permitindo detetar a presenca de nitritos. Recolheu-
se 170 uL de sobrenadante de cada pogo da placa MW48 com células e da placa sem
células para um novo poco de uma placa ELISA e adicionou-se 170 uL de reagente de
Griess.

Para além do sobrenadante das placas MW48, adicionou-se a placa ELISA padrbes
com diferentes concentracdes de nitritos, para se obter uma reta de calibracdo. Incubou-se
a placa ELISA durante 30 min, no escuro. Leu-se a absorvéncia a 550 nm num leitor de
placas automatico. Neste ensaio, também se usou o sobrenadante da placa sem células para

verificar se as amostras testadas interferiam com este método.

Viabilidade celular

Este ensaio é essencial para determinar a quantidade de células vidveis presentes
em cada um dos pocos depois da incubacdo das amostras. Neste ensaio 0 brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) é clivado por enzimas presentes nas
mitocondrias das células formando um precipitado que possui absorvancia a 570 nm.
Aspirou-se 0 meio restante da placa MW48 com células e adicionou-se 830uL de novo
meio e 83ul de MTT (100 mg/mL). Deixou-se reagir durante 15 min, e colocou-se a placa
em gelo, parando a reacdo. Aspirou-se totalmente o sobrenadante e adicionou-se, as células
aderentes, 300uL de isopropanol em acido (0.04N HCI em isopropanol). Misturou-se as
células com a solucdo de isopropanol e recolheu-se tudo para uma placa ELISA. Leu-se a

absorvéncia a 570 nm num leitor de placas automatico.

2.9. Avaliacéo do potencial efeito antidiabético

Para a realizagdo do estudo de inibicdo da a-glucosidase através da adicdo dos

extratos em estudo efetuou-se uma adaptagdo do método sugerido por Kim et al. [85].
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Foram preparadas uma solugdo de a-glucosidase de 0,075 unidades (solugéo A) e
varias solucbes de diferentes concentragdes dos extratos em estudo. Seguidamente
preparou-se uma solucdo tampao de fosfato 67 mM a pH=6,8 e uma solucdo de carbonato
de sodio (Na,CO3) 0,1 M.

Preparou-se uma solugdo de 5 mL de p-nitrofenil-a-D-glucose (p-NPG) 3 mM em
solugdo tampdo fosfato preparada. Adicionou-se em porta amostras diferentes 1 mL de
cada solucdo das fracbes em estudo a 10 pL da solucdo A. ApoOs agitacdo foram
adicionados 0,8 mL da solucdo de p-NPG preparada anteriormente, numa reacdo a 37 °C
durante 30 min.

Apos este periodo foram adicionados 2 mL da solugdo de Na,CO3 que permitiu parar a
reagdo. A atividade da a-glucosidase é determinada medindo a libertagdo de p-nitrofenol
resultante da reacdo ocorrida num espectrofotometro UV-Vis a 400 nm de acordo com a

equacéo:

a-glucosidase
p — NPG Glc + p — nitrofenol

Para comparacdo dos valores obtidos realizou-se 0 mesmo processo, utilizando
como inibidor a acarbose, um oligossacarideo sintético usado como inibidor da a-
glucosidase no tratamento da diabetes Mellitus tipo 2. Estudando também o tipo de
inibicdo ocorrida com este inibidor.

Por falta de tempo, ndo foi possivel verificar este tipo de inibicdo para todos 0s

extratos, realizando-se apenas o estudo do extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012.
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3. Resultados e Discussao






3.1.Preparacdo dos extratos de café

Para a preparacdo do material solivel em éagua fria obtido a partir do café instantaneo,
foram usados 50 g em 120 mL de &gua para a amostra de 2011 e 400 g em 1 L para a amostra
de 2012. As amostras foram aquecidas até dissolucdo completa e deixadas a arrefecer, primeiro
a temperatura ambiente e posteriormente a 4 °C, por um periodo ndo inferior a 48 h. O material
insoltvel foi separado por decantacdo e centrifugagdo, tendo sido obtidos 6,2% da massa
inicial em 2011 e 12,3% em 2012. Os sobrenadantes remanescentes (Sn) para as amostras de
2011 e 2012 representaram 86,3% e 78,5% das amostras iniciais, respetivamente. Na Tabela 2
encontram-se 0s rendimentos de cada uma das fracdes obtidas durante o processo de

fracionamento do café instantaneo.

Tabela 2: Rendimentos do processo de fracionamento por decantacédo e centrifugagéo do café

instantaneo
B (%) Massica
Fracoes

2011 2012
Sobrenadante (Sn) 86,3 78,5

Precipitado obtido por decantacéo (ppD) 3,6 -
Precipitado obtido por centrifugagéo (ppC) 2,6 12,3
Total da massa recuperada 92,5 90,8

Neste processo, foi possivel recuperar 92,5% e 90,8% respetivamente da massa
inicialmente usada. A diferenca de 8,5-9,2% observada entre a massa do material de partida e

a massa recuperada pode dever-se a presenca de agua no material inicial.

3.1.1. Fracionamento por ultrafiltracdo do material solavel em
agua fria

O material que permaneceu solivel ap0s a preparacdo das fragOes (Sn) foi
fracionado por um sistema de ultrafiltracdo, utilizando membranas porosas com didmetro
de poro de 100, 30, 10, 5 e 1 kDa. Este processo permitiu obter material com diferentes
pesos moleculares de acordo com o didmetro do poro e assim obter separacdo dos
compostos presentes no material solivel das amostras de café.

Por este processo de fracionamento pode-se verificar que cerca de 36,8% do

material soltvel para a amostra do ano de 2011 se encontra na fracdo de menor peso
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molecular (<1 kDa). O mesmo néo se verifica para a amostra de 2012, na qual as fragdes
que mais contribuem para o rendimento da ultrafiltracdo sdo a fracdo de maior peso
molecular (>100 kDa) com 20,8% e a de menor peso molecular (<1 kDa) com 16,3%,

como podemos observar na Tabela 3.

Tabela 3: Rendimento do processo de fracionamento dos extratos Sn de 2011 e 2012 por
ultrafiltracdo

Rendimento (1)

Extratos
2011 2012
>100° 8,0 20,8
>30° 10,5 6,7
>10° 13,6 5,3
>5° 5,6 3,9
>1° 5,6 3,6

<1° 36,8 16,3

Total 80,1 56,6

# Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ” Material filtrado através da membrana de ultrafiltracdo com um cut-off de 1 kDa.

3.2.Caracterizacao dos extratos — Analise de Acucares

3.2.1. Andlise de acgucares neutros

Através da andlise de acUcares por GC-FID foi possivel determinar e quantificar os
monomeros constituintes dos aglcares presentes em cada amostra. Os resultados obtidos
encontram-se sumarizados nas Tabela 4 e Tabela 5, € demonstram que as amostras de café
usadas sdo constituidas maioritariamente por galactose, manose, e arabinose e ainda

pequenas quantidades de glucose, ramnose e Xilose.
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Tabela 4: Composicdo (% molar) em acucares dos extratos fracionados por ultrafiltragdo a partir
de uma amostra de café sollvel de 2011

Extratos Composicéo em agucares (% Molar) z;rg(g?;gi
2011 Rha Ara Xyl Man Gal Glc (%)
Sn - - - - - - -
>100° 2,8°40,1 9,4+0,8 0,3x0,1 13,7402 72,1#0,8 1,7#0,1 37
>30° 0,7#0,2  49+06 0,1+0,2 17,004 756+1,4 1,7+0,2 43
>10° 0,600 4,7+03 0,3+0,1 27,818 654+2,2 1,1+0,2 49
>5° 1,0+0,1 6,308 0,2#03 11,6+0,1 74,2+0,6 6,701 38
>1° 14+0,1 6,7#0,1 0,1+0,1 10,5+0,1 75,0+0,8 6,3+0,6 44
<1 11 9,9 n.d. 45,2 40,0 3,9 20

? Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltracdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ® Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltragido com um cut-off de 1
kDa. ¢ valores médios. ® desvio padréo. °- N&o determinado. n.d.-ndo detetado

Tabela 5: Composicéo (%, molar) em agucares dos extratos fracionados por ultrafiltracéo a partir
de uma amostra de café soltvel de 2012

Extratos Composicéo em aglcares (% Molar) ;gg;ies
2012 Rha Ara Xyl Man Gal Glc (%)
Sn® 1,1°#0,0° 9,401 0,2+0,2 30,0¢1,1 559412 3,5%2,0 37
>100° 13+0,0 7,7¢0,2 0,2#0,3 25,2+14 61,448 4,245,7 50
>30° 09+0,1 6,7#0,2 0,4+0,0 21,4+04 68,9+0,4 1,8+0,7 48
>10° 1,0+0,1 6,6¢0,1 0,2#0,3 23,6+0,0 66,9+0,4 1,7+0,3 46
>5° 1,1+0,0  8,2#0,2 0,3+0,0 30,7#0,3 57,0+0,2 2,7+0,1 29
>1° 1,1+0,0  8,3x0,1 0,3x0,0 42,1+0,1 44,3+0,8 3,9+0,7 36
<1° 12+0,0 14,7£13 n.d. 40,2445 30,5+4,6  13,5+10,4 21

? Fragdo soluvel inicial (Sn). ° Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragio com um cut-off de
100, 30, 10, 5, e 1 kDa respetivamente. © Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltracdo
com um cut-off de 1 kDa. ¢ valores médios. ¢ desvio padréo. n.d.-néo detetado

Cerca de 37% do material soluvel (Sn) da amostra de 2012 é constituida por
acucares, sendo estes maioritariamente constituidos por galactose e manose, possuindo
arabinose em quantidades moderadas. Esta constituicdo estd em concordancia com a
literatura, onde se descreve para o café instantineo, uma constituicdo rica em
arabinogalactanas e uma menor percentagem de galactomananas [86]. Estes acucares serdo

polissacarideos com um baixo grau de polimerizagdo e/ou elevado grau de ramificacao,
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visto serem compostos presentes no material sollivel. Relativamente a amostra de 2011,
esta fracdo (Sn) ndo foi caracterizada.

Nos extratos fracionados por ultrafiltracdo a partir da fracdo Sn da amostra de 2011,
o total de acucares € bastante similar, entre 37-49% para os retentatos de 100, 30, 10,5e 1
kDa. A percentagem de acUcares no extrato com um peso molecular inferior a 1 kDa é
inferior as restantes, correspondendo a cerca de metade do total de agUcares das restantes.

Pode-se verificar que 0s extratos sdo constituidos na sua maioria por galactose
(65,4-75,6%), seguido de manose (10,5-27,8%) e arabinose (4,7-9,4%), o que leva a
conclusdo que ndo sé o total, mas também a sua constituicdo em aclcares é bastante
similar nos varios retentatos. De notar um ligeiro aumento da percentagem de glucose (6,3-
6,7%) para os retentatos de 5 e 1 kDa. O extrato de menor peso molecular, filtrado através
da membrana de 1 kDa, com 45,2% de manose, 40,0% de galactose e 9,9% de arabinose
apresenta uma maior disparidade na sua constituicdo quando comparado com 0s restantes
extratos.

Nos extratos fracionados por ultrafiltracdo a partir da fracdo Sn da amostra de 2012,
obtiveram-se extratos mais ricos em agucares para um cut-off superior a 10 kDa (46-50%).
Os extratos com pesos moleculares intermédios, nomeadamente o0s retentatos das
membranas de 5 e 1 kDa, apresentam totais de aglcares de 29 e 36% respetivamente. O
extrato filtrado pela membrana de 1 kDa, tal como na amostra de 2011 (20%, Tabela 4),
apresenta o valor mais baixo em acgucares (21%, Tabela 5).

Pode-se verificar que os extratos fracionados a partir da amostra de 2012 sdo na sua
maioria constituidos por galactose (44,3-68,9%), seguido de manose (21,4-42,1%) e
arabinose (6,6-9,4%) para cut-off superiores a 1 kDa (Tabela 5).

Tendo uma constituicdo semelhante entre eles, estes retentatos apresentam uma
constituicdo ligeiramente diferente para os retentatos obtidos na amostra de 2011. Os
extratos de 2012 apresentam uma percentagem de manose superior aos de 2011 (10,5-
17,0%), excetuando o retentato da amostra de 10 kDa (27,8%). Estas diferengas ndo se
podem justificar pelo fracionamento efetuado, mas serdo devidas a constituicdo das
amostras iniciais. Este resultado vem ressalvar as variacbes que podem advir do
processamento ou mesmo da constituicdo inicial dos gréos de café usados. O extrato de
menor peso molecular, filtrado através da membrana de 1 kDa, com 40,2% de manose,

30,5% de galactose e 14,7% de arabinose apresenta uma maior disparidade na sua
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constituicdo quando comparado com o0s restantes extratos. Nesta fracdo é ainda possivel
identificar excecionalmente uma quantidade elevada de glucose (13,5%).

3.2.2. Andlise das ligacdes glicosidicas

De forma a obter uma indicacdo acerca da natureza dos polissacarideos
constituintes dos extratos (Sn) obtidos a partir da fracdo soltvel a 4 °C, foi efetuada uma
andlise das ligacGes glicosidicas por metilacdo (Tabela 6). Este estudo foi feito com o
objetivo de avaliar o grau de polimerizacdo e de ramificacdo encontrado nos diferentes
extratos.

Para as duas fracGes Sn de café estudadas pode-se observar que a maioria dos
residuos de galactose se encontra em ligagdo (1—3), variando entre 12,1-21,5% para 0s
extratos de 2011 e 14,0-26,5% para os extratos de 2012. Existem também quantidades
significativas de residuos de galactose em ligagdo (1—06), (1—3,6) e terminal, num total de
34,1-68,4% para a amostra de 2011 e 41,2-67,1% para a amostra de 2012. As ligacOes
(1-3) e (1—-3,6) de galactose em enorme abundancia, sdo ligaces tipicas de
arabinogalactanas do tipo Il, que sdo encontradas na estrutura principal destes
polissacarideos [14]. Ligada a cadeia principal, encontra-se galactose em ligacao (1—6),
que também foi identificada nos nossos extratos. A galactose terminal é explicada pela
presenca de residuos terminais das cadeias laterais das arabinogalactanas. Este tipo de
ligacdo pode também ser encontrado em polissacarideos como as galactomananas, que
apresentam residuos Unicos de galactose ligados a cadeia principal de manose. O total de
galactose terminal identificado provém das duas contribuices.

As ligagdes glicosidicas dos residuos de manose encontradas nos extratos sdo na
sua maioria ligacdes do tipo (1—4), variando entre 3,1 e 32,8% para os extratos de 2011 e
entre 17,6 e 33,8% para os de 2012. Este tipo de ligagdo corresponde a 35,3-85,3% da
manose total para a amostra de 2011 e 73,8-84,3% para a amostra de 2012. Verificando o
racio entre a manose em ligagao (1—4,6) ¢ a manose (1—4), pode-se verificar que ha uma
variacdo de 3,4-35,9% para a amostra de 2011 e 2,5-11,6% para a amostra de 2012, o que

esta de acordo com a estrutura das galactomananas encontradas nas infusdes de café [14].
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Tabela 6: Composi¢do das ligagdes glicosidicas dos polissacarideos obtidos nos diferentes extratos
>100° >30° >10° >5° >1° <1’
Ligagdo 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012

% Molar
T-Rha 18 21 10 06 14 06 04 04 10 08 08 1,0

Total 18 21 10 06 14 06 04 04 10 08 08 10
T-Ara 37 60 52 38 74 60 26 33 30 52 46 32
15-Ara 46 28 19 16 17 21 20 18 27 19 33 20
Total 83 88 71 54 90 81 46 51 57 72 78 52
T-Xyl 03 03 02 O01 02 01 O0O1 01 01 O1 02 03
1,4-Xyl o4 09 08 07 09 05 14 04 02 04 37 04
Total 07 12 10 08 11 06 15 05 03 05 39 07
T-Man 17 30 22 25 45 34 14 33 15 81 71 54
1,4-Man 151 239 178 176 328 222 50 230 31 338 176 26,1

1,6-Man - - - - - - 1,0 - 1,2 - 59 -
1,2,3-Man - - - - - - 0,6 - 0,5 - 0,6 -
126-Man 1,1 03 01 02 - 02 05 02 07 01 00 06
1,3,6-Man - - - - - - 0,7 - 0,7 - 2,9 -
146-Man 14 121 07 13 11 11 11 27 11 08 10 26
Manitol 05 01 13 01 - 02 02 01 01 01 02 08

Total 19,7 284 222 21,7 384 271 104 293 89 430 352 354
T-Gal 14,4 179 195 186 21,8 209 172 179 188 179 139 136
13-Gal 215 239 18,7 265 164 240 218 185 204 144 121 140
1,6-Gal 94 63 77 89 56 72 121 105 138 52 44 16
136-Gal 146 88 82 130 42 92 159 132 149 34 34 83
Galactitol 2,0 = 32 02 = 02 04 09 05 03 04 12
Total 62,0 570 572 67,1 480 615 674 609 684 412 341 447
T-Glc 26 02 24 02 10 02 43 01 44 02 73 03

1,3-Glc 04 03 01 03 = 03 27 05 30 04 04 09
1,4-Glc 26 13 24 24 10 08 43 13 44 42 73 61
1,6-Glc - - - - - - 1,9 - 2,6 - - -
1,3,4-Glc - - - - - - 0,3 - 0,3 - - -
Glucitol 20 08 67 15 = 08 23 19 11 26 31 57

Total 77 25 116 44 21 20 158 38 157 74 182 130

# Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ” Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltracio com um cut-off de 1
kDa.
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Identificaram-se também residuos de manose terminal que variou entre 8,9 e 38,4%
da manose total para a amostra de 2011 e entre 21,7 e 43,0% para amostra de 2012. A néo
existéncia da diminuicdo do terminal de manose com o aumento do peso molecular dos
extratos leva a concluir que estes residuos de polissacarideos possam estar ligados a outro
material.

Além da galactose e da manose, foram ainda encontrados residuos de arabinose e
glucose em pequenas quantidades nas galactomananas, tal com descrito na literatura [15].
No entanto, a maior percentagem de arabinose encontrada provém das arabinogalactanas,
onde se encontra em ligagcdo (1—5), variando entre 1,7-4,6% para os extratos de 2011 e
1,6-2,8% para os extratos de 2012.Também ligados aos residuos em ligagdo (1—35) das
arabinogalactanas, encontram-se residuos terminais de arabinose. Com uma menor
contribuicdo, podem também ser encontrados residuos ligados diretamente a cadeia
principal das galactomananas.

A glucose em ligagao (1—4) encontrada nos diferentes extratos podera estar
intercalada na cadeia principal das galactomananas com a manose (1—4) [18]. A presenca
de residuos de acetatos de alditol (glucitol, galactitol e manitol) nas analises dos diferentes
extratos leva a supor que estes residuos sejam resultado de alguma submetilagcdo (com um

maximo de 11,2% das ligagdes).

3.3. Caracterizacdo dos extratos — Analise de aminoacidos totais

De forma a quantificar os componentes proteicos existentes nos varios extratos foi
realizada uma hidrolise acida. O total de aminoacidos quantificado nos varios extratos
encontra-se representado na Figura 11. Independentemente do extrato e/ou do ano, €
possivel observar-se um valor relativamente baixo da quantidade total de aminoacidos em
todos os extratos. Estes valores encontram-se entre 31,1-54,9 pg/mg para 0s extratos de
2011 e 29,2-62,7 pg/mg para os extratos de 2012. Esta igual proporcdo de proteina em
extratos de massas moleculares diferentes ja tinha sido observada em extratos de bebida de
café por Bekedam et. al [50] fazendo apenas um fracionamento entre material maior e
menor do que 3 kDa. Usando um sistema de ultrafiltragdo com um maior numero de
membranas, neste trabalho observou-se 0 mesmo comportamento. Devido a torra, a

degradacdo das proteinas d& origem a fragmentos ou mesmo a aminoacidos livres, que
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deveriam ser encontrados maioritariamente no filtrado de baixo peso molecular. No
entanto, estes sdo extremamente reativos e normalmente reagem no processo de torra
formando melanoidinas. Este comportamento justifica a presenca destes aminoacidos em

quantidades semelhantes nos diferentes extratos (Figura 11) [50].
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Figura 11: Comparagdo da constitui¢do total de aminoécidos dos extratos das diferentes amostras
relativamente ao ano 2011 e 2012

Os resultados da hidrélise, em termos dos aminoécidos individuais, estdo
apresentados nas Tabela 7 eTabela 8 para 0s extratos de 2011 e 2012 respetivamente.

Pode-se observar que 0s Varios extratos apresentam uma constituicdo muito
semelhante entre si. Embora a presenca destes aminoacidos ndo seja avultada nos
diferentes extratos, pode-se observar a existéncia de maiores quantidades de acido
glutdmico/glutamina que varia entre 7,0-22,4 png/mg para os extratos de 2011 e 10,1-25,5
pg/mg para os extratos de 2012. A quantificagdo deste aminoacido representa 20-42% dos
aminoacidos totais para a amostra de 2011 e 34-40% para a amostra de 2012, sendo
portanto 0 amino&cido mais representativo em todos os extratos. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por Bekedam et. al, em que a quantidade de 4cido
glutdmico/glutamina representa 29-30% do total de aminoacidos na bebida de café [50].

Em quantidades menos expressivas que a anterior pode-se encontrar a leucina (3,7-
8,8 ng/mg nos extratos de 2011) e (4,4-9,9 ng/mg nos extratos de 2012), que representa 11-

16% dos aminoéacidos totais para a amostra de 2011 e 15-18% dos aminoacidos totais para
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a amostra de 2012. Encontra-se ainda alanina, glicina, valina, serina e &cido
aspértico/asparagina em menores quantidades. Pode-se ainda encontrar vestigios de outros
aminoacidos como lisina, fenilalanina e prolina (Tabela 7Tabela 8) de acordo com a
bibliografia [50].

Tabela 7: Amino&cidos totais presentes nos extratos fracionados a partir da amostra Sn de 2011

(ng/mg)

Aminoacidos >100° >30° >10° >5° >1° <1
Ala 2,1+0,8 8,1+7,8 2,2+0,1 8,1+54 57+0,4 45+1,0
Gly 1,5+0,3 1,0+0,1 1,2+0,1 2,8+1,1 2,5+0,1 2,1+0,4
Val 3,0+0,6 1,8+1,3 3,0+0,1 3,8+2,8 6,7+0,1 4,6+1,1
Thr 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,0 0,5£0,4 0,8+0,2 0,3+0,1
Ser 0,1+0,1 1,6+2,1 0,1+0,0 0,4+0,2 0,5+0,1 0,1+0,0
Leu 5,2+0,0 3,7£0,5 4,7£0,5 7,9+£0,5 8,8+0,3 7,6£2,1
lle 2,1+0,1 5,457 1,8+0,2 2,1+2.9 4,740,1 3,4+1,6
Pro 1,804 2,215 1,4+0,3 4,7£3,5 1,2+1,6 2,2+£0,7
AsX 3,0+0,7 1,3+0,6 2,5+0,7 2,9+2,2 4,740,1 3,8+1,3
Phe 1,3£0,3 1,611 1,0+0,2 2,2+0,8 1,620,1 1,404
Glx 12,3+0,8 7,0+0,1 13,1+2,8 15,1+46 16,8+0,8 22,4456
Lys 0,5+0,1 0,1+0,1 0,3+0,1 3,2£3,5 0,6+0,0 0,1+£0,0
Tyr 0,1+0,1 0,2+0,2 0,3+0,0 0,5+0,3 0,4+0,3 0,8+0,3
Arg 0,1+0,3 0,5+0,6 0,1+£0,0 0,3+0,2 0,1+£0,0 0,1+0,1

Soma 33,1 34,6 31,8 54,5 54,9 53,4

# Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ® Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 1
kDa.
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Tabela 8: Aminoacidos totais presentes nos extratos fracionados a partir da amostra Sn de 2012

(ug/mg)

Aminoécidos >100° >30° >10° >5° >1° <1
Ala 29+10  39+04  3,8#0,2 33+0,0 4,3+06 3,510
Gly 1,74#05 1,8+0,2 1803 1,702  22+00  1,1+0,0
Val 37409  49+03  45+09  42+0,1 55403  2,2+07
Thr 05+0,1  05+00  05+0,1 04401  0,6+00  0,2+0,1
Ser 0,2#0,1 0,200  0,2#0,1  02+0,0  0,2+0,0 -
Leu 6,4+13  7,3+0,1  81+0,3  75+0,7  9,9+07  4,4+072
lle 25405  3,0+00 23+12  28+01  41+0,1  1,1+0,7
Pro 1,9¢01  18+0,0 2,1+01  2,1+0,1 2,605  1,8+02
Asx 3,4+0,2 30401  3,3+05 32+14 55406  3,2+0,6
Phe 1,8#0,3 1,4+0,1 1501  14+01 16403  0,8+0,0
Glx 16,8+0,5 16,8+0,9 151+44 182+14 256454 10,1467
Lys 05+0,1 0,200  0,1+00  0,1+0,0 04403  0,5+0,0
Tyr 0,3+0,1  05%0,1  0,6+00 03+0,0 0,3+02  0,2+0,1
Arg 0,2+0,1 0,100  0,2+0,1  0,1+0,01 0,100  0,1+0,0

Soma 42,8 455 44,1 454 62,7 29,2

# Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ® Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltracio com um cut-off de 1
kDa.

3.4. Caracterizacao dos extratos — Analise de compostos fendlicos

3.4.1. Determinacéao de acidos clorogénicos

Procedeu-se a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos livres para
todos os extratos. A quantificacdo foi feita usando uma reta de calibracdo com solugdes
padrdo de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), sendo que o total de compostos fendlicos foi
expresso em equivalentes de 5-CQA. Estes resultados estao representados na Tabela 9.

Com base nos cromatogramas obtidos a 325 nm para os varios extratos de 2011
apenas sdo observados acidos clorogenicos (CGA) na fracdo de baixo peso molecular (<1
kDa) como podemos ver pela Tabela 9. Neste extrato encontram-se 0s acidos
cafeoilquinicos (CQA) e os acidos feruloilquinicos (FQA), que correspondem a 234,1 e
80,2 mg/100g de extrato respetivamente. Podemos ainda observar residuos de acido 4-
CQA nos extratos superiores a 1 e 5 kDa. Em maior quantidade encontra-se o0 5-CQA (93,3
mg/100 g).

Nos extratos de 2012 podemos identificar 13 acidos clorogénicos. O grupo de CGA

mais abundante em todos os extratos sdo os CQA que representam cerca de 60-70% do
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total de compostos fendlicos. Os FQA representam cerca de 20-22%, os &cidos
dicafeoilquinicos (diCQA) 4-13% e os cumaroilquinicos (CoQA) 1-2% dos CGA totais
livres. Podem-se encontrar ainda residuos de quinolactonas tais como 3-cafeoilquinico-1,5-
lactona (3-CQL) e 3,4-dicafeoilquinico-1,5-lactona (3,4-diCQL), que séo formadas durante
0 processo de torra, por perda de uma molécula de &gua a partir do acido quinico e
formagdo de uma ligagdo éster intramolecular. Entre todos os CGA observados para 0s
extratos de 2012 destaca-se 0 5-CQA, como 0 mais abundante em todos os extratos com
uma variacao 83,1-242,4 mg/100 g de extrato, seguido do 4-CQA e do 3-CQA. Os éacidos
feruloilquinicos sdo os segundos CGA mais abundantes. Destes, destaca-se 0 4-FQA (25,7-
67,6 mg/100 g de extrato) como o mais abundante.

Todos os CGA sdo encontrados em todos 0s extratos e nas mesmas proporcées. No
entanto, verifica-se um aumento da quantidade total em &cidos clorogénicos com a
diminuigdo do peso molecular, sendo o extrato inferior a 1 kDa o que possui mais CGA,
cerca de 2,7 vezes mais do que o extrato superior a 100 kDa.

Durante um processo de fracionamento por ultrafiltracdo os sais passam através das
varias membranas, encontrando-se sempre em maior quantidade no filtrado de menor peso
molecular. Assim, a condutividade das vérias solucbes pode ser usada como medida para
avaliar a eficiéncia do processo. Durante o fracionamento da amostra de 2011, cada extrato
foi filtrado e concentrado de um volume inicial de 200 mL até ser reduzido a 40 mL.
Seguidamente, o retentato foi diluido novamente até ao volume de 200 mL e filtrado. O
processo foi repetido até uma condutividade inferior a 20 puS.cm™, correspondendo a cerca
de 10 dilui¢des (ou lavagens do retentato). Como este procedimento foi muito moroso, as
amostras de 2012 foram somente submetidas a duas diluicdes. Com esta alteracdo do
procedimento pode-se observar que uma grande quantidade de CGA ficou retida em cada
membrana na amostra de 2012, ao contrario de 2011 onde a maioria dos CGA ficaram no
filtrado de 1 kDa (Tabela 39). O facto de se encontrar acidos clorogenicos em todos 0s
extratos de 2012, estard relacionado com fenomenos de adsorgcdo entre os CGA e o
material de elevado peso molecular, tal como as melanoidinas. Este fendmeno de adsorcéao
foi j& observado por Gongalves et al. para vinhos, estudo no qual se verifica adsor¢do dos
CGA a material de elevado peso molecular [87].

Fazendo uma comparacdo dos dois anos pode-se verificar que a amostra de 2012

apresenta maior quantidade de CGA que a de 2011, sendo que o extrato com menor
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quantidade de &cidos clorogénicos na amostra de 2012 (>100 kDa) apresenta ainda assim
um valor superior ao extrato de maior quantidade do ano de 2011 (<1 kDa). E possivel que,
sendo as amostras de 2011 e 2012 de diferentes origens, possam também ter sofrido
processos de torra diferentes. Segundo a bibliografia, amostras que sofram processos mais
drésticos, apresentardo uma menor quantidade de CGA, pois estes interagem na formacao
do material de elevado peso molecular como a formagéo das melanoidinas, deixando assim

de se encontrar livres [88].

Tabela 9: Quantificacdo dos &cidos clorogénicos encontrados em todos os extratos em andlise (mg
por 100g de extrato)
CGA Extratos 2011 Extratos 2012

>100° >30° >10° >5° >1° <1° >100° >30*° >10° >5° >1*® «<1°
3-CQA nd nd nd nd nd 602470 527 630 915 97,6 1575
4-CQA nd nd nd 72 43 706|575 61,1 71,9 10338 1083 1752
5-CQA nd nd nd nd nd 933|831 892 1050 147,6 160,0 2424
Total CQA nd nd nd 72 43 224,1(187,7 202,9 239,9 343,0 3658 575,0

3-FQA nd nd nd ndnd 284|180 202 237 351 397 564
4-FQA nd nd nd nd nd 285|257 287 329 437 485 676
5-FQA nd nd nd ndnd 233|172 19,7 226 309 33,7 487
Total FQA' nd nd nd nd nd 802|609 686 792 1098 1219 1727

3-CoQA nd nd nd ndnd nd|nd nd nd nd 50 93
5-CoQA nd nd nd ndnd nd| 55 46 nd 59 55 8,0
Total CoQA nd nd nd nd nd nd 55 46 nd. 59 105 174

3-CQL nd nd nd ndnd nd| 51 57 63 78 85 112
34-dicQL nd nd nd ndnd nd 111 84 89 100 85 113
34-diCQA nd nd nd nd nd nd | 158 150 155 150 14,6 143
35-diCQA nd nd nd ndnd nd| 91 74 78 75 69 74
45-diCQA nd nd nd nd nd nd | 139 136 14,1 128 11,2 10,3
Total diCQA nd nd nd nd nd nd | 388 36,0 374 354 32,7 321

Total (CGA) - - - 7,2 43 304,4|309,0 326,3 371,7 511,8 547,9 819,6

# Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragio com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ” Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltracio com um cut-off de 1
kDa. n.d.-ndo detetado
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3.4.2. Determinacédo de Cafeina

A quantificacdo da cafeina nos varios extratos foi efetuada medindo a absorvancia a
280 nm. Os valores foram quantificados utilizando uma reta de calibragéo de um padrédo de
cafeina. Os resultados podem ser observados na Figura 12.

800 -

700 -
~ 600 -
o
§ 500 -
S, 400
E 300 - m Extratos 2011
O 590 - m Extratos 2012
= 1111
0

>100 >30 >10 >5
Poro da membrana (kDa)

Figura 12: Quantificacdo da cafeina encontrada em todos os extratos em anélise (mg por 100g de
extrato)

Tal como observado para 0s CGA nos extratos de 2011, apenas se identificou
cafeina no extrato de menor peso molecular, correspondendo a cerca de 634 mg de cafeina
por 100 g de extrato.

Para os extratos de 2012 pode-se verificar que o extrato de menor peso molecular é
0 que apresenta maior quantidade de cafeina, correspondendo a cerca de 721 mg/100g. A
fracdo de maior peso molecular é a segunda mais abundante em cafeina, com cerca de 577
mg/100g, mostrando assim que fica retida junto do material polimérico Para os restantes
extratos observa-se um efeito semelhante ao observado para os CGA na amostra de 2012,
onde se verifica um aumento da quantidade de cafeina com a diminuicdo do poro da
membrana, sendo o extrato superior a 30 kDa o que apresenta menor quantidade (274
mg/100 g). Este valor obtido é 3,2 vezes inferior ao valor da cafeina para o extrato inferior
alkDa.

3.5. Indices de acastanhamento (Knmix)
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O Knmix € um pardmetro que se baseia na Lei de Beer-Lambert e que permite a
caracterizacdo de diferentes amostras quanto a sua composi¢cdo em cafeina e CGA, CGA e
melanoidinas, através da determinacdo do coeficiente de extingdo a 280, 325 e 405 nm,
respetivamente. De forma a garantir a linearidade, foram preparadas solucdes de diferentes
concentragdes (0,1-1,2 mg/mL) de todos os extratos em estudo e determinagéo dos valores
de absorvancia a 280, 325 e 405 nm. Através da linearizacdo da Lei de Beer-Lambert foi
possivel determinar o Kmix que corresponde ao declive da reta. Os valores do Kpx para 0s

diferentes extratos encontram-se representados na Tabela 10.

Tabela 10: Avaliacao do Kix 280 nms-Kmix 325 nm € Kmix 405 nm Para 0s diferentes extratos
Kmix,405nm Khnixs325nm Knmix,280nm
(mL.mgtcm®) (mL.mg'.cm®) (mL.mgt.cm™)

Ano Extratos

>100° 1,97 4,22 5,64

>30° 1,31 3,19 4,89

= >10°% 0,87 2,76 3,95
I >52 1,03 2,90 4,35
>1? 0,94 2,91 4,45

<1 0,60 2,24 4,63

>100° 1,54 5,04 6,50

>30° 0,74 431 5,87

N >10°% 0,69 3,97 6,07
I >5? 0,49 4,42 6,52
>12 0,35 4,31 6,11

<1° 0,26 4,10 6,58

® Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ® Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltracdo com um cut-off de 1
kDa.

Pelos resultados apresentados na tabela 10 podemos observar que quanto maior o
declive, maior € o valor do Kuix 405 nm € cOnsequentemente maior € a propor¢cdo de
compostos castanhos. A fracdo com maior valor de Kmix 405 nm (1,97 mL.mg™*.cm™ para a os
extratos de 2011 e 1,55 mL.mg™.cm™ para os extratos de 2012) corresponde ao retentato
da membrana de 100 kDa em ambas as amostras. Este resultado esta de acordo com a
bibliografia que descreve estes compostos, denominados de melanoidinas, como material
de cor castanha de elevado peso molecular [18]. O filtrado da mesma membrana e retentato
da membrana de 30 kDa, apresenta ja uma reducdo de 34% para o extrato de 2011 e 52%
para 0 extrato de 2012 no valor do Kmix atribuido (1,31 e 0,74 mL.mgl.cm™

respetivamente). Verifica-se ainda uma diminuicdo do Kpix 405 nm cOmM a diminui¢do do
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didmetro de poro das membranas, sendo o valor mais reduzido de Kyix 0 apresentado no
filtrado na membrana de 1 kDa (0,60 mL.mg™.cm™ para o extrato de 2011 e 0,26 mL.mg"
! cm™ para o extrato de 2012).

Os valores obtidos para Knix 325 nm, €M representacdo dos CGA, sdo superiores para
a amostra de 2012 quando comparado com a amostra de 2011. O valor para 0 Knix 325 nm €
resultante da contribuigcdo dos CGA livres e ligados ao material de elevado peso molecular.
Sabendo que na amostra de 2011 ndo foram identificados por HPLC, CGA no estado livre
para as fracOes de maior peso molecular (tabela 9), significa que o valor obtido é apenas
resultado da presenca de CGA ligados a material de elevado peso molecular.

O mesmo comportamento é observado para os valores obtidos para Knix 280 nm, €m

representacdo conjunta dos CGA e da cafeina.

3.6. Avaliacdo do MBI

A formacdo de material ndo identificado como hidratos de carbono ou proteina,
geralmente referido como "material desconhecido™ esté relacionado com a formacédo das
melanoidinas e o desenvolvimento da cor castanha durante a torra. Assim, é possivel a
avaliacdo do referido material e 0 seu contributo na cor apresentada nos extratos dividindo
o valor de Knmix 405 nm pelo total de material desconhecido (obtido por subtracdo da
quantidade total de agucares e aminoacidos). Os resultados da sua quantificacdo estdo
representados na Tabela 11.

A medida que diminui o peso molecular dos extratos, com um valor semelhante
para o total de aminoacidos em todos o0s extratos e uma tendéncia para a diminuicdo no
total de acUcares, verifica-se um aumento gradual do total de compostos desconhecidos.
Simultaneamente, verifica-se um decréscimo do valor de Kk, resultando num valor de
MBI inferior com a diminui¢édo do peso molecular.

Os extratos das duas amostras que apresentam maior quantidade de compostos
desconhecidos (74,3 e 75,7 g/100 g, para 2011 e 2012, respetivamente) sdo 0s extratos de
menor peso molecular (<1 kDa). Estes extratos sdo também os que apresentam menor MBI
(0,81 e 0,34, respetivamente). Pode-se mesmo afirmar que os valores de MBI apresentados
demonstram que os compostos desconhecidos presentes nestes extratos pouco contribuem

para a intensidade da cor. Este resultado esta de acordo com a bibliografia que denomina
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de compostos castanhos as melanoidinas e que associa estes a compostos de alto peso
molecular [47]. Por outro lado, os extratos que apresentam maior valor de MBI (3,31 e
3,37, para 2011 e 2012, respetivamente) correspondem a fracdo superior a 100 kDa. Estes

extratos sdo também os que apresentam maior valor de Kpix.

Tabela 11: Resultados da avaliagdo do MBI para os diferentes extratos
Total compostos
Total Total desconhecidos Kmix.405nm

Ano  Extratos g;;ggrg; (I;;cl)ge(;ngs (9/100 ¢) (mL.mg‘l.cm‘l) MBI
>100° 37,0 3,3 59,7 1,97 3,31

>30° 43,0 3,5 53,5 1,31 2,44

- >102 49,0 3,2 47,8 0,87 1,82
& >52 37,8 55 56,7 1,03 1,81
>1° 43,8 55 50,7 0,94 1,85

<1® 20,4 5,3 74,3 0,60 0,81

>100° 50,0 43 45,7 1,54 3,37

>30° 48,0 45 475 0,74 1,56

o >10° 46,3 4,4 49,3 0,69 1,40
& >52 28,6 45 66,9 0,49 0,74
>1° 35,7 6,3 58,0 0,35 0,61

<1® 21,4 2,9 75,7 0,26 0,34

® Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa
respetivamente. ® Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltragdo com um cut-off de 1
kDa.

3.7. Avaliacdo do efeito antioxidante

3.7.1. Determinacéo do ECsg

Para o estudo do poder antioxidante dos diferentes extratos, determinou-se qual a
concentracdo de amostra que provoca uma diminuicéo para 50% da concentracdo de DPPH
inicial, parametro denominado de ECs,. O valor de ECs, € inversamente proporcional a
capacidade antioxidante, pelo que quanto menor ECsy maior sera a capacidade antioxidante
da amostra. Os resultados para os valores de ECsy dos varios extratos encontram-se
representados na Figura 13.

Relativamente aos extratos de 2011, os valores de ECs apresentam menor atividade
para 0s extratos intermédios, cerca de metade comparativamente com o0s extratos de menor

e maior peso molecular. A maior atividade dos extratos de menor e maior peso molecular
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poderdo ser justificados pela presenca de acidos clorogénicos no extrato de menor peso
molecular (tabela 9) e a presenca de uma maior quantidade de melanoidinas no extrato de
maior peso molecular (tabela 10).

Pode-se observar atraves da Figura 13 que o valor de ECs, para 0s varios extratos
de 2012 varia entre 1,17-1,36 mg/mL, ou seja, todo 0s extratos apresentam uma atividade
semelhante entre si. Este efeito esta associado a uma distribui¢cdo mais uniforme por todos
0s extratos, quer das melanoidinas, quer dos acidos clorogénicos.

Comparando as amostras dos dois anos, observa-se que 0s extratos com maior
poder antioxidante tém valores semelhantes, o que leva a querer que, apesar do tempo de
aquisicdo que os distingue (todos os ensaios de atividade foram efetuados no ano de 2012),
0s extratos ndo tenham sofrido perdas significativas na sua atividade durante o

armazenamento.

m Extratos 2011
1,00 - m Extratos 2012

>100 >30 >10 >5 >1 <1
poro da membrana (kDa)

Figura 13: Avaliacdo do valor de ECs, para 0s Varios extratos

3.7.2. Avaliacédo do efeito antioxidante por comparacdo com
equivalentes de trolox
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Uma forma mais répida de comparar a atividade antioxidante entre extratos do que
a determinagdo do ECsy é a utilizacdo de uma curva de calibragdo com um composto
antioxidante conhecido, neste caso, o0 trolox. Uma amostra com maior poder antioxidante
apresentara uma maior concentracdo em equivalentes em trolox.

Os resultados representados na Figura 14, que apresentam os equivalentes em trolox
para os extratos das duas amostras, mostram a mesma tendéncia dos apresentados na figura
13 para o valor de ECsy. Por exemplo, comparando os valores de ECsy para 0s extratos de
maior peso molecular (1,17 e 1,50 mg/mL, para 2011 e 2012, respetivamente) com 0s
valores em equivalentes de trolox para os mesmos extratos (0,10 e 0,15 mg/mL, para 2011
e 2012, respetivamente), a diminuicdo do poder antioxidante € de 22 e 29%,
respetivamente.

0,18 -
0,16 -

0,08 - m Extratos 2011
; 0,06 - m Extratos 2012

>100 >30 >10 >5 >1 <1
poro da membrana (kDa)

Figura 14: Avaliacdo do efeito antioxidante através de equivalentes de trolox

3.8.Avaliacéo do potencial efeito imunoestimulador

3.8.1. Remocdao de lipopolissacarideos das amostras
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Muitos  polissacarideos tém  sido  recentemente  classificados como

imunoestimuladores, entre eles, as arabinogalactanas associadas a proteinas do café
instantaneo [25] e as galactomananas acetiladas do residuo do café [10]. Os
lipopolissacarideos (LPS), constituintes da parede celular de bactérias gram-negativas, tém
uma forte acéo estimuladora de linfdcitos B e surgem muitas vezes como contaminantes de
amostras bioldgicas. Assim, para uma correta analise das propriedades estimuladoras dos
polissacarideos, é necessario despistar a possibilidade desta atividade poder estar associada
a presenca de LPS. Surge entdo a necessidade de descontaminagdo prévia a avaliacdo,
sendo este um passo muitas vezes negligenciado numa grande quantidade de estudos [89].
Neste trabalho, avaliou-se a importancia desta descontaminacdo como pré-tratamento a
avaliacdo da atividade imunoestimuladora de polissacarideos. Para tal, foi avaliada a
atividade imunoestimuladora em células linfocitarias do bago do ratinho em trés amostras
de composicdo distinta: uma amostra rica em galactomananas e arabinogalactanas extraida
do residuo de café por extracdo aquosa com microondas e purificada por precipitacdo em
etanol (MO), arabinogalactanas de alto peso molecular fracionadas por exclusdao molecular
do café instantaneo (EM) e material do café instantdneo com peso molecular entre 1 e 5
kDa (CS), que era um extrato resultante do fracionamento da amostra de 2011. A
descontaminacdo das diferentes amostras foi realizada por dois métodos em paralelo: um
que consistiu na passagem da amostra por uma coluna de polimixina B (tal como é descrito
na literatura) e outro em que se fez contactar a amostra com a polimixina B sob agitacdo
(polimixina em batch). Pretendeu-se com esta comparagdo testar um método mais rapido e
verificar se era igualmente eficiente para a descontaminacgdo da amostra.
Na figura 15 estdo representados os citogramas obtidos (da esquerda para a direita): apds
incubacdo dos esplendcitos com RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium), com
LPS, e com uma amostra contaminada com LPS, antes (MO_LPS) e ap6s descontaminagéo
através de polimixina B em batch (MO_PMB) e em coluna (MO_COL), para a amostra
MO.
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RPMI LPS MO_LPS MO_PMB MO_COL
CD69 | 7% o aT2% 52.4% 10.1% 10.1%

cD19

Figura 15: Citogramas de fluxo com percentagem de ativacdo de linf6citos B, comparando o efeito
imunoestimulador de extratos do residuo de café obtidos com extragdo com microondas (MO)
antes de tratamento com polimixina B (MO_LPS), depois de incubag¢do com polimixina B em

batch (MO_PMB) e ap6s passagem numa coluna de polimixina B (MO_COL)

O ensaio com RPMI ¢é tido como controlo negativo, representando uma ativagao
residual (7,7%), enquanto o ensaio com LPS funciona como controlo positivo para o
método (97,2% de ativacdo). A percentagem de ativacdo de linfécitos B da amostra
MO_LPS sem ser submetida ao tratamento de descontaminacdo foi de cerca de 52%,
baixando para 10% (equiparavel aos 7,7% do meio usado como controlo negativo) em
ambos os métodos de descontaminacdo. Através destes resultados é possivel concluir que
ambos 0s métodos sdo eficientes na eliminacdo de LPS das amostras. Como o tratamento
por polimixina B em batch € um método mais rapido e permite uma menor diluicdo da
amostra, este método torna-se uma melhor alternativa para a descontaminacdo das

amostras.

3.8.2. Ensaio de ativacdo de linfocitosBe T

Na Figura 16 estdo representados os resultados obtidos por citometria de fluxo de
esplendcitos de ratinho incubados apenas com RPMI, com LPS e com os extratos relativos
a amostra de 2011 antes de se fazer qualquer tipo de descontaminagdo em polimixina B. A
descontaminacdo com polimixina B serd posteriormente aplicada as amostras que
apresentarem potencial imunoestimulador. Para determinar o potencial imunoestimulador
dos extratos utilizaram-se duas concentragdes, 75 pg/mL e 100 pg/mL. Dos extratos em
estudo verificou-se que apenas 0 extrato correspondente a pesos moleculares
compreendidos entre 1 e 5 kDa apresentou uma ativacao de cerca de 90% de linfocitos B,
para ambas as concentragdes utilizadas. Este resultado veio demonstrar que as

concentragOes utilizadas atingiram o méximo de ativacdo, pelo que serd necessario
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diminuir a concentracdo de extrato para determinar qual a concentracdo minima que leva a

ativagdo dos linfdcitos.

100 -
90 -
80 -
70 -
g 60 = Extratos
g 50 - 2011 (75
Z 40 - pg/mL)
S 30 1 = Extratos
20 + 2011 (100
10 - Hg/mL)
0 |
RPMI LPS >100 >30 >10 >5 >1 <1
poro da membrana (kDa)

Figura 16: Percentagem de ativagao de linfocitos B com utilizacao dos vérios extratos em estudo

Apos a verificagdo de atividade para o extrato >1 kDa, e de modo a obter uma
curva de titulagdo, foram testadas varias concentracdes deste mesmo extrato.
Paralelamente, este extrato foi também submetido a dois tratamentos sequenciais em batch
com polimixina B para testar potenciais contaminagdes. Segundo o0s resultados
representados na Figura 17, pode-se verificar que o0s sucessivos tratamentos por polimixina
B néo reduziram a atividade do extrato, o que indica que a ativacdo observada nédo se deve
a contaminagdes por LPS, mas sim a compostos presentes no extrato. Verificou-se ainda
que a gama de concentracdes, mesmo para um minimo de 20 pg/mL, é ainda muito
elevada, pelo que sera importante repetir a titulagdo para concentracdes ainda mais baixas.

Ao contrario do que se verificou para ativacdo de linfécitos B, ndo se verificou

qualquer atividade dos linfécitos T.
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Figura 17: Ensaio de ativacdo de linfocitos B do extrato superior a 1 kDa da amostra de 2011,
antes e depois de descontaminac¢do com polimixina B, verificando a % de ativag&o para varias
concentragdes. CS-Extrato de café instantaneo > 1 kDa antes da descontaminagdo. CS_1- Extrato
de café instantaneo > 1 kDa ap6s a primeira passagem por polimixina B. CS_2- Extrato de café
instantaneo > 1 kDa ap06s a segunda passagem por polimixina B

3.8.3. Ensaio de ativacdo de macrdéfagos

Quando se pretende determinar a atividade anti-inflamatéria de uma amostra,
colocam-se os macréfagos em contacto com LPS (que induzem a producdo de o6xido
nitrico) e espera-se que as amostras diminuam a quantidade de 6xido nitrico libertado por
estes relativamente ao 6xido nitrito libertado pelos macrofagos apenas na presenca de LPS.
Se, por outro lado, se pretender determinar a atividade pro-inflamatoria, colocam-se 0s
macrofagos apenas em contacto com as amostras e espera-se que estes produzam oOxido
nitrico em quantidades mais elevadas do que as basais. Pela quantidade de 6xido nitrico
libertado pelos macréfagos € possivel verificar se uma amostra possui atividade anti-
inflamatoria e/ou pro-inflamatéria. O 6xido nitrico na presenca de oxigénio degrada-se
levando a formac&o de nitritos. Assim, a quantidade de nitritos determinada em cada poco,
onde as amostras sdo incubadas com os macréfagos, € proporcional a quantidade de 6xido
nitrico libertada por estes.

O potencial anti-inflamatorio da amostra com peso molecular compreendido entre 1
e 5 kDa foi avaliado, tendo-se concluido que este extrato ndo apresenta potencial anti-

inflamatorio.
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3.9.Avaliacéo do potencial efeito antidiabético

Para verificar o potencial efeito antidiabético dos extratos foi avaliada a atividade
de a-glucosidase na presenca do extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012 e na
presencga de acarbose, um oligossacarideo sintético usado como inibidor da a-glucosidase
no tratamento da diabetes Mellitus tipo 2. Para baixas concentracGes de substrato o
diagrama de Lineweaver-Burk (figura 18) mostra que a acarbose apresenta um tipo de
inibicdo mista, na qual o inibidor se liga a enzima, mas ndo no centro ativo, diminuindo
assim a afinidade para o substrato se ligar a enzima [90]. Neste tipo de inibi¢do, os valores
de velocidade formam linhas de tendéncia com interce¢cdo comum no eixo 1/[S] (Figura 18,
zona 2), o que indica que para diferentes valores de concentracdo de substrato se observa o
mesmo valor de -1/K,. Para elevadas concentracbes de substrato o tipo de inibicdo
observada é competitiva. O aumento da concentracdo de inibidor resulta na producdo de
linhas de tendéncia com intercec¢do no eixo 1/Vy, mas com diferentes declives (Figura 18,
zona 1). Devido a esta intercecdo o valor de 1/Vnx € igual para diferentes concentracdes
[90].

Para o extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012 testaram-se as concentragdes
0,15 e 0,25 mg/mL, tendo-se verificado uma diminui¢do na velocidade da reacdo quando
comparada com a atividade da o-glucosidase sem a presenca de inibidor. Como a
velocidade determinada foi idéntica para ambas as concentracdes, sera necessario testar
concentragdes mais baixas para compreender o comportamento destes extratos e 0 seu

potencial efeito antidiabético.
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Figura 18: Avaliagdo da inibi¢ao da a-glucosidase através da utilizac&o da acarbose como inibidor
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4. Conclusoes






O café instantdneo possui uma heterogeneidade de compostos no que respeita ao
seu peso molecular. Independentemente do peso molecular, todos os extratos sdo ricos em
polissacarideos (20-50%), proteinas (2,9-6,3%), acidos clorogénicos e melanoidinas. A
maior percentagem de material foi encontrada nos extratos <1 kDa (36,8%, para 2011, e
16,3% para 2012) e >100 kDa (20,8, para 2012). O fracionamento utilizando duas
passagens pela membrana ndo permitiu um fracionamento exaustivo. Este comportamento
explica a grande percentagem de material remanescente no extrato superior a 100 kDa para
a amostra de 2012.

Os éacidos cafeoilquinicos (CQA) representam cerca de 60-70% do total de
compostos fendlicos, sendo o mais abundante entre estes o 5-CQA. Evidencia-se ainda a
presenca de uma maior quantidade de CGA nos extratos de menor peso molecular. No
entanto, também se verificou a presenca de acidos clorogénicos nos extratos de maior peso
molecular, que podera ser o resultado de fendmenos de adsorcdo destes compostos as
melanoidinas. A presenca de melanoidinas, avaliada pela quantificacdo de compostos
castanhos pelo coeficiente de extincdo Kpix. 405 nm € pela determinagdo do “Melanoidin
Browning Index” (MBI), permitiu concluir que os extratos mais castanhos sdo os de
elevado peso molecular, diminuindo o MBI com a diminui¢do do peso molecular dos
extratos. Os compostos fendlicos ligados as melanoidinas estdo uniformemente
distribuidos pelos varios extratos, uma vez que o valor de Knix 325 nm € Semelhante.

A atividade antioxidante é maior para os extratos <1 e >100 kDa, devido a presenca
de acidos clorogénicos no extrato de menor peso molecular e de uma maior quantidade de
melanoidinas no extrato de maior peso molecular. Apenas se verificou ativacdo de
linfcitos B in vitro para o extrato correspondente a pesos moleculares compreendidos
entre 1 e 5 kDa. Mesmo com uma concentracdo minima de 20 pg/mL, verifica-se uma
ativacdo elevada dos linfécitos B, pelo que sera necessario diminuir a concentracao de
extrato para determinar qual a concentragdo minima que leva a esta ativacdo. A ativacao de
linfocitos T ndo foi observada para nenhum dos extratos. O extrato de maior peso
molecular revelou potencial de inibicdo da a-glucosidase.

O presente estudo veio demonstrar que os compostos do café instantaneo podem
possuir efeitos bioativos devido as suas propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e

antidiabéticas.
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