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RIBEIRO, Everton. Potencial bioativo da fragcao proteica de graos verdes e
torrados e da borra de café (Coffea arabica var. IAPAR 59). 2019. 95 f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2019.

RESUMO

O café € uma das maiores commodities agricolas. Com a popularidade do consumo
da bebida, é crescente a quantidade de subproduto sélido gerado, o qual € conhecido
como borra. Os graos verdes de café tém cerca de 10 a 15% de proteina, e teores
similares sao encontrados nos graos torrados e na borra de café (10 a 13%). O
objetivo deste trabalho foi verificar o potencial da fracdo proteica dos graos verde e
torrado e da borra de café, como fonte de peptideos bioativos. O potencial bioativo da
globulina de reserva 11S foi avaliado in silico pela base de dados BIOPEP. Uma parte
da amostra de café verde (Coffea arabica var. IAPAR 59) foi torrada em grau médio
(220-230 °C) e moida. A bebida de café foi preparada por percolagcéo do café torrado
e moido em agua a 90 °C, e a borra obtida foi liofilizada. As proteinas dos cafés verde
e torrado e da borra foram extraidas em HCI 0,1 M / NaCl 0,1 M, e precipitadas em
(NH4)2SO4 66%. Os extratos proteicos obtidos foram dialisados, liofilizados e
submetidos a simulacao da digestdo gastrointestinal com pepsina e pancreatina. Os
extratos, antes e apos digestéo, foram avaliados quanto a concentragédo de proteina
soluvel, melanoidinas, capacidade redutora, atividade antioxidante pelos métodos
ABTS e FRAP e a inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA) avaliada
pela 1Cso (concentragédo que inibe 50% da atividade da ECA). A globulina 11S
apresentou frequéncia elevada de peptideos inibidores da dipeptidil peptidase-IV
(DPP-IV) (A=0,62) e da ECA (A =0,44), que podem ser liberados pela agao digestiva.
Antes da digestao, o extrato de café torrado apresentou a maior atividade antioxidante,
para os métodos de ABTS e FRAP, respectivamente (496,83 e 813,98 umol TE.g™").
Correlagdes significativas (p < 0,05) entre melanoidinas e os valores de ABTS (r =
0,66) e FRAP (r = 0,86) indicaram que a atividade antioxidante dos extratos de café
torrado e da borra resultaram da interacao entre proteinas e melanoidinas. Apos a
digestao, a atividade antioxidante aumentou consideravelmente para os extratos de
café torrado e da borra, obtendo-se, respectivamente, valores de 574,28 e 645,58
umol TE.g™! para ABTS e de 1096, 07 e 1110,90 umol TE.g™! para FRAP. A digestdo
simulada ndo aumentou de forma expressiva a atividade antioxidante do extrato de
café verde, indicando que esta ndo é a principal atividade biologica deste extrato. A
inibicdo da ECA foi expressiva somente apos a digestado dos extratos. Os extratos de
café verde e da borra tiveram as menores ICso (0,30 e 0,27 mg.mL™") devido a menor
massa molecular dos peptideos liberados pela digestdo. No extrato de café torrado,
mesmo havendo menor inibicdo da ECA, o aumento observado ap6s a digestdo pode
ser atribuido a interacdo com melanoidinas. Dessa forma, a simulagdo da digestéao
gastrointestinal dos extratos proteicos liberou potenciais inibidores da ECA e
antioxidantes. Moléculas bioativas anti-hipertensivas e antioxidantes podem ser
obtidas a partir da borra de café, um subproduto do processamento do café.

Palavras-chave: peptideos, digestdo, bioinformatica, ECA, antioxidante,
melanoidinas.



RIBEIRO, Everton. Potential in green and roasted coffee beans and spent coffee
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ABSTRACT

Coffee is one of the most traded worldwide commercial food. Since the beverage is
widely consumed, larger amounts of solid by-product, which is known, spent coffee
ground, is generating. Green coffee beans have around 10 to 15% of protein, and
similar contents have already reported for both roasted beans and spent coffees (10%
to 13%). The aim of this study was to evaluate the potential of proteins obtained to
green and roasted coffee beans and spent coffee as a source of bioactive peptides.
The bioactivity of the 11S coffee storage globulin was assessed in silico using the
BIOPEP database. Following, green beans (Coffea arabica IAPAR 59) was roasted to
medium grade (220-230 °C) and grounded. Brewing was prepared by percolating the
roasted beans in water at 90 °C, and the spent coffee obtained was freeze-dried.
Proteins of green and roasted beans and spent coffee were extracted in 0.1 M HCI /0.1
M NaCl followed by precipitation in 66% (NH4)2SO4. Protein extracts obtained were
dialyzed, freeze-dried and submitted to simulated gastrointestinal digestion with pepsin
and pancreatin. The extracts, before and after digestion, were evaluated as soluble
protein content, melanoidins, reducing capacity, antioxidant capacity measured by
ABTS and FRAP assays, and the angiotensin-converting enzyme | (ACE) inhibition
measured by the ICso (concentration that inhibits 50% of ACE activity). A high
frequency of dipeptidyl peptidase-IV (DPP-IV) (A = 0.62) and ACE inhibitor peptides
(A =0.42) has been found encrypted in 11S coffee globulin, which could be released
by digestion. Before simulating digestion, roasted bean extract showed higher
antioxidant capacity for both ABTS and FRAP (496.83 and 813.98 umol TE.g™",
respectively). Significant correlations (p < 0.05) between melanoidins and ABTS (r =
0.66) and FRAP (r=0.86), suggests that antioxidant capacity exhibited for both roasted
bean and spent coffee may be due to protein-melanoidins linkages induced by
roasting. After digestion, antioxidant capacity considerably enhanced for roasted bean
and spent coffee extracts, obtaining, respectively, values such as 574.28 and 645.58
for ABTS; and 1096.07 and 1110.90 for FRAP, at umol TE.g™'. Simulating digestion
was not able to improve antioxidant capacity for the green bean extract, suggesting
that it is not the main biological activity within the extract. ACE inhibition was significant
only after digestion of the extracts. Green beans and spent coffee extracts showed the
lowest ICs0 (0.30 and 0.27 mg SP.mL") due to smaller peptides released by digestion.
Even though the roasted bean extract showed less ACE inhibition, the increase
observed after digestion can be assigned to the protein-melanoidins linkages. Thus,
digestion gastrointestinal simulating of coffee proteins is able to release potential ACE
inhibitors and antioxidants. Coffee proteins can be a good source of bioactive peptides
and this potential could be obtained even in spent coffee, a by-product of coffee
processing.

Keywords: peptides, digestion, bioinformatics, ACE, antioxidant, melanoidins.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude, estima-se que anualmente,
as doencas crénicas nao transmissiveis (DCNT’s) sao responsaveis pela morte de 41
milhdes de pessoas no mundo, o que configura um dos maiores problemas de saude
publica mundial. Desse total, a maior parte das causas esta associada as doencgas
cardiovasculares (17,9 milhdes), seguido de cancer (9,0 milhdes), doencgas
respiratorias (3,9 milhdes) e diabetes mellitus tipo 2 (1,6 milhdes); somando juntas
mais de 80% de todas as mortes registradas (OMS, 2018).

Diversas evidéncias epidemiologicas tém mostrado que a dieta alimentar
associada a outros habitos como tabagismo, alcoolismo e inatividade fisica
representam fatores que aumentam o risco de incidéncia das DCNT’s (HERNANDEZ-
LEDESMA; CONTRERAS; RECIO, 2011; OMS, 2018). Nesse contexto, a mudanca
de habitos alimentares tem emergido, desde o fim dos anos 1990, como uma das
estratégias para a prevencédo ou reducdo do risco de desenvolvimento dessas
doencas.

Esse cenario tem impulsionado varios segmentos da pesquisa na area de
alimentos, tais como as industrias, a readequar formula¢des a fim de produzir
alimentos que fornecam mais do que o aporte de nutrientes necessarios ao organismo;
mas que também sejam capazes de prevenir doengas, e com isso, proporcionar
beneficios a satide humana (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009; LAGOS et al., 2015).

Diante dessa percepcéao, varios compostos, denominados bioativos, tém sido
identificados e/ou isolados a partir de matrizes alimentares vegetais como frutas,
hortalicas, leguminosas e gréos de cereais. Estes compostos sdo, em sua maioria,
provenientes do metabolismo secundario de plantas e incluem os alcaloides,
terpenoides, vitaminas, compostos fendlicos, entre outros (PATIL et al., 2009;
RECHARLA et al., 2017). Eles s&o capazes de atuar em alvos fisiologicos especificos,
modulando, em nivel celular, varias reacbes envolvidas na ativacao de processos
patolégicos; podendo, consequentemente, exercer efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios, anti-hipertensivos, imunomodulador, regulador glicémico, efc;
reduzindo, assim, o risco de desenvolvimento das DCNT'S (BASTOS; ROGERO;
AREAS, 2009; NONGONIERMA; FITZGERALD,2015; SANCHEZ; VAZQUEZ, 2017).
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Estudos por simulagcdo computacional (in silico) ja tém demonstrado que as
proteinas de reserva tanto de leguminosas como de cereais podem ser precursoras
de peptideos bioativos (CHEUNG et al., 2009; UDENIGWE; GONG; WU, 2013;
MONTOYA-RODRIGUEZ et al., 2015). Estes peptideos podem exercer atividade
bioldgica apds serem liberados da proteina nativa pela agdo de enzimas digestivas,
por fermentagédo ou por processamento térmico industrial (UDENIGWE; ALUKO,
2012).

O café &€ a segunda maior commodity, em valor, exportada por paises em
desenvolvimento, dentre eles, o Brasil (PENDERGAST, 2009; ICO, 2019). Segundo
dados da Organizacdo Mundial do Café e da Associacao Brasileira da Industria de
Café referentes ao ano de 2018, o Brasil € o maior exportador de café e o segundo
maior consumidor do mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Nos graos de
café, além da cafeina, varios outros constituintes quimicos como os acidos
clorogénicos, o acido cafeico, e as melanoidinas podem estar relacionados a
prevencédo de doencas como o mal de Alzheimer, o mal de Parkinson, o cancer de
colon e as doencgas cardiovasculares (BIDEL; THUOMILEHTO, 2013; YENSETTI;
MURALIDHARA, 2016; SCHMIT et al., 2016; FARAH; LIMA, 2019).

O preparo da bebida produz um subproduto sélido, conhecido como borra.
Como a demanda comercial pelo café é grande no mundo, e o consumo da bebida é
bastante popular, um grande volume desse subproduto € gerado, principalmente por
industrias do café (CRUZ et al., 2012). A estimativa é que apds o preparo da bebida,
cerca de 550 a 670 g de borra de café sédo produzidas por quilograma de gréao de café.
Anualmente, esse volume perfaz mais de 6 milhdes de toneladas (JIMENEZ-
ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2015; GETACHEW; CHUN, 2017).

Os graos de café apresentam um teor de proteina que pode variar de 10 a 15%
para o café verde; e em torno de 10 a 13% para o café torrado e para a borra de cafée,
em base seca (LAGO; ANTONIASSI; FREITAS, 2001; BALLESTEROS; TEIXEIRA;
MUSSATTO, 2014; JIMENEZ-ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES; 2015). A
globulina 11S representa 45% do total de proteina presente no gréao verde, e tem como
principal fungdo armazenar o nitrogénio necessario para as etapas de germinagao e
desenvolvimento do grao (MONDEGO et al., 2011).

Durante a torracéo, o calor induz nao somente a desnaturagéo das proteinas,

mas também a fragmentacgao, e a reagdes de polimerizagéo que levam a incorporagao
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dessa fracao a estrutura das melanoidinas; resultando em mudancgas no conteudo e
no perfil eletroforético (MONTAVON; MAURON; DURUZ, 2003). Até o momento, ndo
ha relatos sobre o potencial bioativo da proteina 11S; e tampouco, ha estudos que
relacionem o potencial bioativo predito in silico com o impacto induzido pela torragao
na atividade bioldgica das proteinas do grao torrado, e na borra de café; o que justifica

a relevancia deste estudo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial de trés matrizes diferentes do café (Coffea arabica var.

IAPAR 59): os graos verde e torrado e a borra, como fonte de peptideos bioativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar in silico o perfil de atividade biolégica da sequéncia proteica da
globulina 11S do café verde

e Predizer in silico os fragmentos peptidicos da globulina 11S que podem ser
gerados a partir da digestdo simulada com proteases

e Simular a digestao gastrointestinal in vitro de extratos proteicos dos gréos verde
e torrado e da borra de café

e Avaliar atividade biologica in vitro em extratos proteicos dos graos verde e
torrado, e da borra de café; antes e ap6s a simulagdo da digestéo
gastrointestinal

e Verificar qual o impacto da torracédo do café na atividade bioldgica da fragcéo

proteica do café



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CAFE

3.1.1 Caracteristicas Gerais

O cafeeiro é uma planta que pertence a familia Rubiaceae, e ao género Coffea,

compreendendo cerca de 90 espécies que se desenvolvem em ambientes de clima

tropical e subtropical. E uma planta de porte arboreo, perene, classificada como

dicotiledbnea; apresenta um caule lenhoso, folhas persistentes e inflorescéncias

subtendidas por bracteas. Conta com um sistema radicular raso, cujas raizes podem

se concentrar perto da superficie, ou se aprofundar no solo, podendo chegara 1,5 m
de profundidade, dependendo da espécie (MURTHY; NAIDU, 2012; FARAH,;

SANTOS, 2015).

Os frutos (Figura 1) compreendem as seguintes partes: exocarpo ou epicarpo

(casca), mesocarpo (mucilagem), endocarpo (pergaminho), tegumento ou perisperma

(pelicula prateada) e endosperma (semente) que representa o grao de café.

Figura 1 - Partes constituintes do cafeeiro

Endosperma (grao)

Tegumento ou perisperma
(pelicula prateada)

Endocarpo
(pergaminho)

Mesocarpo
(polpa)

Epicarpo ou exocarpo
(casca)

Fonte: adaptado de FARAH; SANTOS (2015)
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As espécies Coffea arabica L. e Coffea canephora L. sdo notadamente as mais
cultivadas, devido a importancia econdmica e comercial. A espécie C. arabica, que
produz o café arabica, € originaria da regiao tropical da Etidpia e & cultivada em
regides montanhosas com altitudes entre 1600 a 2800 m, adaptando-se melhor em
clima umido com temperaturas de cerca de 20 °C e precipitagdes pluviométricas
anuais de 1600 a 2000 mm (DA MATTA; RAMALHO, 2006). Por apresentar um melhor
equilibrio entre acidez e compostos que conferem aroma e sabor a bebida, o que leva
a caracteristicas sensoriais mais marcantes, como aroma mais intenso e sabor suave,
€ tido como um café fino, que produz uma bebida de qualidade superior (ORMOND;
DE PAULA; FILHO, 1999; BERTRAND et al., 2003).

A espécie C. canephora, que por sua vez produz as variedades robusta e
conilon, é tipica de regides equatoriais quentes e umidas, como Kouillou no Gabao
(Africa), e apresenta maior resisténcia as variacdes climaticas, suportando também
médias térmicas anuais mais elevadas, entre 24 a 30 °C (DA MATTA; RAMALHO,
2006). A bebida de café desta espécie nao apresenta aromas e sabores marcantes,
sendo caracterizada como neutra. No entanto, por apresentar maior teor de sélidos
soluveis, € muito utilizada pela industria de café soluvel (ORMOND; DE PAULA;
FILHO, 1999; BERTRAND et al., 2003).

Novas cultivares tém surgido como resultado das demandas de regides
produtoras de café que buscam, dentre outros fatores, aumentar a produtividade pelo
aumento da adaptagcédo as variagbes climaticas de uma regido, pela melhora da
resisténcia do cafeeiro as doencas; e também pela reducdo do uso de defensivos
agricolas (MENDONCA et al., 2007; KITZBERGER et al., 2013).

A espécie Coffea arabica var. IAPAR 59, utilizada neste estudo, é resultado do
cruzamento entre o Coffea arabica Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2, e
apresenta resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro, diminuindo dessa forma, os gastos com
defensivos agricolas para o controle da doenga. Possui brotos de cor
predominantemente bronze, frutos de cor vermelha com maturacdo levemente
precoce. Os graos, obtidos apds o beneficiamento, geralmente sado classificados por
peneira de tamanho 16’ (16/64 polegadas); o que caracteriza bom tamanho e
adequado para produzir bebidas semelhantes a da cultivar Bourbon Vermelho
(IAPAR, 2011).
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3.1.2 Produgéo e Consumo do Café

De acordo com o relatério da Organizagao Internacional do Café, a produgéo
mundial de café do ano de 2018, referente a safra de 2017/18, foi de cerca de 165,5
milhdes de sacas de 60 kg, sendo 112,9 milhdes a produgéo exportavel pelos paises
produtores, o que representa um aumento de 5% na producgéo total, e uma queda de
1,4% na exportavel, se comparado com a safra de 2016/17 (ICO, 2018a,b). Para o
ano de 2019, estima-se uma producgao total de 168,8 milhdes de sacas de 60 kg (ICO,
2019).

Nesse cenario, o Brasil ocupa posicao de lideranga com um volume produzido
de 61,7 milhdes de sacas de 60 kg, conforme aponta o quarto levantamento da safra
de 2017/18 realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB). O café
arabica representa 77% desse total (47,5 milhdes de sacas), volume esse 38,6%
maior em relacéo a safra 2016/17, o que é devido a bienalidade positiva nas regides
produtoras (CONAB, 2018).

O mesmo levantamento realizado pela Conab citado anteriormente também
aponta a produgéo por estados (Tabela 1). Dessa forma, em termos de produgéo
regional, Minas Gerais é o estado que mais se destaca. Com uma producgéo de 33
milhdes de sacas, o estado além de representar mais de 50%, em volume, da
producéo de café no pais, detém 69% da produgéao referente a espécie arabica no
pais, a qual é destinada prioritariamente a industria de café torrado e moido.

O estado do Espirito Santo, por sua vez, é o principal produtor da variedade
canéfora, com cerca de 9 milhdes de sacas, sendo boa parte destinada a industria de
café soluvel. O aumento de 52% percebido na produgédo em relacao a safra de
2016/17 é devido as condi¢des climaticas favoraveis para o cultivo, como maiores
indices de pluviosidade e a temperatura mais amenas.

O estado de S&o Paulo, terceiro maior em volume de produgao de café no pais
(6,3 milhdes de sacas de café arabica), apresentou um ganho de 42,9% em relagédo a
safra 2016/17 devido as condi¢des climaticas aliadas ao ciclo da bienalidade, que
favoreceram o cultivo das lavouras.

Na Bahia (2,1 milhdes de sacas), a regularidade das chuvas no estado
beneficiou as trés regides produtoras (Atlantico, Cerrado e Planalto) proporcionando

disponibilidade hidrica para a floragao, formagéo e desenvolvimento dos frutos. Além
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disso, varias lavouras na regido do Planalto que foram afetadas pela estiagem na safra
anterior, recuperaram o ritmo de producao, registrando-se um aumento de 100% na
producao destas (CONAB, 2018).

Em Rondbnia, a distribuicdo regular das chuvas durante o periodo de
desenvolvimento dos frutos juntamente com a renovagédo do parque cafeeiro que
ocorreu pela utilizagdo de plantas mais resistentes a pragas e doencgas e a entrada de
tecnologias no manejo da cultura resultaram no aumento de 2,1% na producao de
café canéfora (2 milhdes de sacas), em relagdo a safra anterior.

O Parana aparece em sexto lugar, com um volume producéo de 1 milhdo de
sacas. A reducdo das areas cultivadas, as variagbes climaticas e a bienalidade
negativa, resultaram numa queda de 17,4% na producgao do estado em relacéo a safra
de 2016/17. Mesmo com a reduc¢ao na producéao, a qualidade do café € considerada
satisfatoria.

Para o ano de 2019, o segundo relatério da CONAB aponta uma estimativa de
produgcéo menor (50,9 milhées de sacas), e uma redugao de 22,1% na producéao de
café arabica em relacéo a 2018 (CONAB, 2019). A bienalidade negativa aliada as altas
temperaturas e escassez de chuvas tem impactado negativamente os principais
estados produtores de café arabica, como Minas Gerais e Sdo Paulo; e também a
producéo de café canéfora no estado do Espirito Santo, de modo que se esperam
reducdes de 20; 26 e 7% nos totais produzidos, respectivamente. Em Rondénia, no
entanto, as estimativas sdo de aumento de 2,1% na producéao de café canéfora, o que
esta relacionado a distribui¢gao regular das chuvas o periodo de novembro de 2018 a
marcgo de 2019. No Parana, a regularidade das chuvas também pode contribuir para
um aumento na produc¢ao, de modo que se espera um aumento de 5,6% na producéo

em relacao a 2018.
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Tabela 1 - Producgéo regional (em mil sacas de 60 kg) do café no Brasil referente a
safra de 2017/18

Estado Coffea arabica Coffea canephora Total
Minas Gerais 32.980 390,8 33.360
Espirito Santo 4.750 8.980 13.740
Sao Paulo 6.300 - 6.300
Bahia 1.880 2.670 4.550
Rondénia - 1.980 1.980
Parana - 1.000 1.000

Fonte: CONAB, 2018

Cerca de 34% do volume total produzido (21 milhdes de sacas) € absorvido
pelo mercado interno, o que coloca o Brasil no ranking dos paises que mais
consomem a bebida, ficando atras apenas dos Estados Unidos (ICO, 2018b).

Conforme apontam as pesquisas realizadas pela Associacao Brasileira da
Industria de Café realizadas em 2018, ha um aumento da segmentacéo do consumo
da bebida de café no mercado interno. Mesmo que o café em p6 (gréos torrados e
moidos) ainda represente cerca de 80% do consumo interno, a procura por cafés em
graos e em capsulas também é crescente. O consumo do café em capsulas, por
exemplo, aumentou 50% desde a pesquisa realizada em 2015, passando de 0,6 para
0,9%. Este aumento reflete o maior conhecimento dos consumidores sobre as
espéecies de cafés; tipos de torra; formas de preparo, o que desperta a procura por
cafés de melhor qualidade e em novas formas de apresentagéo (ABIC, 2018).

As pesquisas ainda estimam que deve haver um crescimento continuo no
consumo interno, de 3,5% ao ano, até 2021. No mesmo periodo de tempo, o
aumento no volume de producdo de café em grédos pode chegar a 6%, o que
representa 19% do total produzido de café produzido para consumo interno. Isto pode
ser atribuido tanto a procura por cafés especiais, como 0 espresso em
estabelecimentos comerciais, bem como a procura pelas maquinas automaticas e
domeésticas de café, que é crescente (ABIC, 2018). Cafés de alta qualidade, como os
das categorias Superior e Gourmet, também devem ganhar espago entre

consumidores que preferem aromas e sabores diferenciados.
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3.2 TORRACAO

A torragdo € um tratamento térmico que promove modificacdes fisicas e
quimicas nos graos verdes de café responsaveis por conferir os atributos sensoriais
caracteristicos da bebida tais como a cor, 0 aroma e o sabor (SCHENKER et al.; 2000;
PEREIRA, 2003; ALESSANDRINI et al., 2008; BERTONE et al., 2016).

Durante a torracdo, a aplicacdo de calor gera nos graos um gradiente de
temperatura, e um aumento na pressao interna, o que promove a mobilizagcao da agua
presente nas estruturas celulares e sua conversao em vapor. Em seguida, os graos
expandem, havendo um aumento na quantidade e no tamanho dos poros,
favorecendo assim a liberagao de vapor d ‘agua e de gases como o COz2, o que resulta
na reducdo da densidade e perda de massa dos graos (ROSA et al., 2016). A estrutura
dos poros, além de ser um importante fator que controla a transferéncia de massa
durante a etapa de armazenamento dos grdos e as propriedades de absorcéo e
desgaseificacao dos grédos torrados, ainda permite a migracédo de Oleos para a
superficie do grao (SCHENKER et al., 2000).

As condi¢cbes empregadas na torragdao geralmente atingem temperaturas de
200 a 240 °C e tempos de 10 a 30 minutos, porém também podem variar de acordo
com o tipo de torrador utilizado, grau de torragéo requerido, bem como variedade, a e
a umidade do grdo. (MOURA et al., 2007; NAKILCIOGLU-TAS; OTHLES, 2019).

Varios parametros que podem ser utilizados para monitorar o grau de torragao
dos graos, tais como: cor, perda de massa, temperatura da massa dos graos, ou
alteragcdes na composicao quimica que possam ser medidas através de técnicas
colorimétricas ou espectrofotométricas (PERRONE et al., 2010; WANG; LIM, 2014).

Uma forma basica de controle do grau de torragdo é feita pelo sistema
AGTRON “Roast Color Classification System” (STAUB, 1995). Nesse sistema, um
conjunto de discos de cores obtidos por absor¢céo de radiagao infravermelha pelo grao
ou pelo pé formam uma escala de 0 a 100. Cada numero desta escala corresponde a
uma cor, observando-se que a escala tende a 0 para torras mais escuras e a 100 para
torras mais claras. Com isto, tem-se a seguinte classificagdo para o grau de torragao:
moderadamente clara (75), média (55), moderadamente escura (45) e escura (35)
(MELO, 2004; UEJO NETO, 2008).
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O grau de torragéo utilizado varia muito de acordo com a preferéncia do local
que esta sendo comercializado o produto. No Brasil, por exemplo, ha maior
preferéncia pelas torras média e moderadamente escura (Agtron 45-65). Em outros
paises, como os Estados Unidos, € comum graus de torragdo médio (Agtron 50-60).
Ja na regiao do sul da ltalia, torras mais escuras, onde as temperaturas podem chegar
a 240 - 245 °C, podem ser frequentemente utilizadas no preparo de cafés espresso.
(ROSA et al., 2016; SWEET MARIA’S, 2019)

3.3 COMPOSICAO QUIMICA DO CAFE

O café é uma matriz alimentar de composi¢cao quimica complexa. Diversas
alteracdes nos constituintes quimicos ocorrem durante as etapas de processamento
do gréo verde, e que conferem a bebida, o sabor e o aroma caracteristicos (PIMENTA,
2003; ALESSANDRINI et al., 2008).

A composigédo pode variar de acordo com a diversidade genética da planta
(espécie e a variedade do café); as caracteristicas do solo e sua fertilizacao, o clima
e a altitude do cultivo da plantagéo, o processamento pés-colheita dos frutos (método
de secagem e armazenamento dos graos); e o processo de torra (TOCI; FARAH;
TRUGO, 2006; PACETTI; LUCCI; FREGA, 2015; CAPORASO et al., 2018).

Na Figura 2 esta apresentada a composi¢ao quimica de graos de café (Coffea
arabica). Em geral, os carboidratos constituem em torno de 60% do peso do grédo
verde, em base seca; e em torno de 45 a 50%, no grao torrado. Essa classe de
compostos € representada principalmente por polissacarideos e oligossacarideos
(BRADBURY, 2001; WEI; TANOKURA, 2015). Dentre os polissacarideos, destacam-
se as galactomananas e as arabinogalactanas; que s&o responsaveis por conferir
viscosidade e retencado de aroma a bebida (NUNES et al., 2006; WEI; TANOKURA,
2015). A sacarose é o principal agucar simples presente no grao de café verde, e atua
como precursor de compostos de aroma e sabor que sao gerados durante a torracéo,
via reacdo de Maillard, tais como acidos carboxilicos, furanos e aldeidos
(BRADBURY, 2001).

As proteinas constituem cerca de 10 a 15% do peso seco do grédo verde. No
grao torrado sédo encontrados teores que variam de 10 a 13% (WEI;, TANOKURA,
2015; MAZZAFERA; SCHIMPL; KYIOTA, 2019). Tém a funcdo de armazenar o
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nitrogénio necessario para o desenvolvimento do grao verde; e sao precursoras de
compostos que conferem cor, aroma e sabor a bebida do café, formados
principalmente na torracédo dos grdos (MONDEGO et al., 2011). Também tem sido
verificado por alguns autores que a associagao das proteinas com polissacarideos,
que ocorre via ligagdes covalentes, pode conferir a propriedade de estabilizar espuma
da bebida de café (NUNES et al., 1997; TARZIA; SCHOLZ; PETKOWICZ, 2010)

A fracéao lipidica representa cerca de 13% do gréo verde, sendo constituida
principalmente por triacilglicerois, esterois e tocoferois (GOULART et al., 2007; ZHOU
et al., 2013). No grao torrado, representam em torno de 17%, mostrando que essa
fracdo se mantém praticamente inalterada com a torragdo (WANG; LIM, 2015). Os
lipidios podem contribuir para a qualidade da bebida, pois sao capazes de reter varios
compostos de aroma formados na pirolise durante a torragdo dos graos (GOULART
et al., 2007; RODARTE, 2008).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados pelo sistema
de defesa da planta de café como resposta as condigcbes ambientais adversas. No
grao verde representam cerca de 4 a 6% dos constituintes quimicos para a espécie
C. arabica (FARAH; DONANGELO, 2006; FARAH; LIMA, 2019). Entre as principais
classes de compostos fendlicos presentes, estdo os acidos clorogénicos. Estes sao
formados pela esterificagdo do acido quinico com um derivado do acido frans-
cinamico, que pode ser acido cafeico, ferulico ou p-cumarico, podendo ser agrupados
em cinco classes principais: os acidos cafeoilquinicos, com trés isdmeros principais
(3,4,5); os acidos dicafeoilquinicos (3,4; 3,5; 4,5); os acidos feruloilquinicos (3,4,5); os
acidos cafeoilferuoilquinicos; os acidos p-cumaroilquinicos (CLIFFORD, 2006;
PERRONE et al., 2010). Durante a torracdo, os acidos clorogénicos podem ser
isomerizados; transformados em quinolactonas via reagbes de desidratagéo;
hidrolisados, formando acidos quinicos livres, acidos fendlicos livres, e varios outros
volateis que contribuem a formacéo de aroma do grao torrado; e também incorporados
a estrutura polimérica das melanoidinas (BEKEDAM et al., 2008; FARAH; LIMA,
2019).
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Figura 2 - Composigéo quimica dos cafés verde e torrado (Coffea arabica), em %, e
em base seca.
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As barras de cor verde referem-se ao teores dos constituintes quimicos no café verde; as barras de cor

marrom, ao teores presentes no café torrado.

Fonte: adaptado de WEI; TANOKURA, 2015

A cafeina e a trigonelina sdo compostos alcaloides presentes nos graos de
café. A cafeina pode ser encontrada em teores de 1,0 a 1,5% nos graos verdes e de
1,0 a 1,4% nos graos torrados (KITZBERGER et al., 2013; KITZBERGER; SCHOLZ;
BENASSI, 2014). E um dos compostos mais estaveis durante a torragédo, sendo
extensivamente estudada por sua agéo estimulante e também por contribuir com o
amargor caracteristico da bebida de café (CAPRIOLI et al., 2014). A trigonelina (1,0 a
1,2% no café verde), por sua vez, € muito sensivel a degradacao térmica durante a
torragdo, havendo reducao de 50 a 80% do seu teor no grao verde, conforme o grau
de torra utilizado (WANG; LIM, 2015). Como produtos da degradacao da trigonelina,
tem-se a formacéao de niacina (vitamina do complexo B) e também pirrois e piridinas,
0s quais sao precursores de compostos que conferem aroma a bebida (RODARTE,
2008; ASHIHARA et al., 2014).

As melanoidinas sao estruturas poliméricas, de massa molecular elevada (5-
100 kDa), que conferem aos gréos a cor marrom escura caracteristica de café torrado.
Sao formadas na torragéo, a partir da interagdo entre carboidratos, proteinas, acidos
clorogénicos e outros produtos intermediarios da reacédo de Maillard; constituindo
cerca de 25% dos graos torrados (RUFIAN-HENARES; PASTORIZA, 2015;
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TAGLIAZUCCHI, 2015). Embora ndo haja consenso sobre a estrutura, varios estudos
apontam que a cadeia principal é constituida de carboidratos, tais como
arabinogalactanas e galactomananas; e também de proteinas (NUNES; COIMBRA,
2010; MORALES; SOMOZA; FOGLIANO, 2012). Também tem sido sugerido que
menos de 1% dos acidos clorogénicos presentes no café verde sédo incorporados
intactos a estrutura das melanoidinas durante a torragdo (PERRONE; FARAH;
DONANGELO, 2012).

Devido a heterogeneidade dos compostos que estado ligados as melanoidinas,
ha varias fragbes com massas moleculares e composi¢des quimicas diferenciadas
que podem ser isoladas (RUFIAN-HENARES; PASTORIZA, 2015). Estudos ja tém
mostrado as implica¢des benéficas a saude humana das melanoidinas presentes na
bebida de café, destacando propriedades antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e inibicdo de metaloproteases como a enzima
conversora de angiotensina | (ECA) (RUFIAN-HENARES; MORALES, 2007; WANG
et al., 2011; VERZELLONI et al., 2011; TAGLIAZUCCHI; VERZELLONI, 2014).

3.4 BEBIDA E BORRA DE CAFE

A bebida de café é obtida por uma extragcdo sélido-liquido que ocorre
basicamente em duas etapas: primeiro, ha a transferéncia dos componentes do po6 de
café que sdo soluveis na agua por meio do contato entre as duas fases; e em seguida,
ha a separacao da solugéo extraida da fragdo sélida insoluvel, que pode ser realizada
por filtragdo, centrifugacdo, ou até mesmo por decantacédo (PETRACCO, 2001).

A borra de café é um residuo soélido particulado obtido apds as etapas de
extracéo e filtracdo da bebida do café com agua quente ou vapor, a partir de gréos
torrados e moidos (ZUORRO; LAVECCHIA, 2012; BALLESTEROS, TEIXEIRA;
MUSSATTO, 2014; DURAN et al., 2016). Dois tipos principais de borra de café podem
ser distinguidos: aquelas geradas a partir da atividade industrial, como por exemplo,
na fabricacdo de café soluvel; e também aquelas provenientes da preparacao direta
da bebida, em cafeterias, restaurantes e lares (CRUZ et al., 2012).

Em relagdo a composicdo quimica, em base seca (Tabela 2), os
polissacarideos sdo os componentes que estdo em maior propor¢édo. A hemicelulose

€ o polimero mais abundante (39,1%), e juntamente com a celulose (12,4%),
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representam mais da metade do peso seco (51,5%) desse subproduto. Na estrutura
da hemicelulose estdo presentes manoses, galactoses, e arabinoses, que se
combinam formando principalmente galactomananas e arabinogalactanas
(BALESTTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014).

As borras de café apresentam um teor elevado de lipidios (13 - 20%) e um teor
reduzido de cinzas em torno de 1,30%. Dentre os elementos minerais, o potassio € o
que esta presente em maior propor¢ao no grao (40%) e também permanece em maior
concentragcdo no residuo, seguido de magnésio e fésforo (BALESTTEROS;
TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014; CAMPOS-VEGA et al., 2015).

O teor de proteina também ¢ significativo, sendo encontrados valores, em base
seca, como 13,6% (MUSSATTO et al., 2011b), até valores como 17,4% (Tabela 2)
(BALESTTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014). Durante o preparo da bebida é
estimado que somente cerca de 13% da fragdo proteica é extraida (BEKEDAM et al.,
2006), o que evidencia que a maior parte da proteina presente nos graos torrados se
concentre na borra, podendo entéo justificar os elevados teores encontrados.

Cafeina e acidos clorogénicos também estdo presentes em concentragcdes que
podem variar de acordo com a espécie, cultivar e o método de preparo da bebida
(Tabela 2). Como mostrado por Bravo et al. (2012), a concentragdo € muito menor,
comparativamente aquela encontrada no gréo torrado, o que indica que a maior parte

destes compostos séo extraidos durante o preparo da bebida.
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Tabela 2 - Principais compostos presentes em borras de café, em base seca

Composto Concentragéo
Carboidratos, dos quais: 51,50
Celulose (Glicose) 12,40
Hemicelulose 39,10
Arabinose 3,60
Manose 19,07
Galactose 16,43
Proteina 13,60-17,40
Lipidios 13,00-20,00
Cinzas 1,30
Acidos clorogénicos totais 5,33-7,74
Acido 5-cafeoilquinico 2,48-3,59
Cafeina 3,59-5,20
Minerais:
Potassio 11,70
Magnésio 1,90
Fosforo 1,80
Enxofre 1,60
Célcio 1,20
Aluminio 22,30
Ferro 52,00
Manganés 28,80
Cobre 18,66
Zinco 8,40

Acidos clorogénicos totais, acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e cafeina sdo expressos em mg.g-'. Os

minerais sdo expressos em mg.kg'. Os teores dos demais compostos sdo expressos em g.100g".

Fonte: adaptado de BRAVO et al., 2012; BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2014; WANG; LIM,
2015.

Devido a popularidade do consumo da bebida, € grande o volume de
subprodutos produzidos, tanto pelas industrias de café quanto pelos lares e
estabelecimentos comerciais. E estimado que cada quilograma de grdos verdes
produza entre 550 g a 670 g de borra; e anualmente, esse volume de subproduto
gerados pelas indUstrias de café seja de cerca de 6 milhdes de toneladas (JIMENEZ-
ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES, 2015; GETACHEW; CHUN, 2017).
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O descarte desse subproduto, que normalmente ocorre em aterros sanitarios,
tem sido visto com cautela do ponto de vista ambiental. No solo, tanto a cafeina quanto
0os acidos clorogénicos sédo capazes de interferir no crescimento dos vegetais,
reduzindo o crescimento primario, o comprimento de pelos radiculares da raiz e
inibindo a germinacao de sementes (JANISSEN; HUYNH, 2018). No entanto, esses
compostos também apresentam alegagdes de beneficios a saude humana devido a
sua atividade antioxidante (CRUZ et al., 2014). Dessa forma, o reaproveitamento tem
sido fomentado, e varias alternativas tém sido buscadas para reduzir o descarte.

Como os polissacarideos representam mais de 50% do peso em base seca, as
borras de café tornam-se uma interessante matéria-prima para recuperacéo de
agucares para industria. Tratamentos quimicos e enzimaticos tém sido estudados para
obtencao de acucares (MUSSATTO et al., 2011a; BALLESTEROS et al., 2015; WANG
et al., 2016) que podem ser posteriormente biotransformados em etanol (MUSSATTO
et al, 2012; BURNIOL-FIGOLS et al., 2016), bio-6leo (WANG et al., 2016) ou
ingredientes funcionais para aplicagdo em alimentos, como € o caso da producao de
mano-oligossacarideos (CHYIANZU et al., 2014).

O teor elevado de lipidios também desperta o interesse na extragdo do 6leo
para producgao de biocombustiveis. No trabalho de Vardon et al. (2013), por exemplo,
tanto o 6leo foi extraido para produgdo de biodiesel, como também a torta
desengordurada resultante foi submetida a pirdlise lenta para produgéo de bio-6leo e
biocarvao; havendo portanto a utilizagdo completa desse subproduto. Além disso, a
alta capacidade calorifica (~5000 kcal.kg™") impulsiona a sua utilizagdo para geracéo
de energia como biocombustivel s6lido em aquecedores de pequeno porte tanto
sozinho (KANG et al., 2017), como em mistura com outros materiais, como a serragem
do pinho (LIMOUSY et al., 2015).

Além disso, varios estudos avaliam o uso direto na agricultura, podendo-se
citar, por exemplo, a borra de café como substrato para o cultivo em estado s6lido de
cogumelos comestiveis (LEIFA; PANDEY; SOCCOL, 2001; MURTHY; MANONMAMI,
2008) e em mistura com terra vegetal para cultivo de alface (CRUZ et al., 2015).
Santos et al. (2017) observaram uma expressiva redugao nos teores de compostos
fendlicos totais, taninos e relagdo carbono: nitrogénio; e aumento no teor de nitrogénio

total de borra de café compostada em diferentes proporgdes (0,10, 20, 40%) com
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palha de trigo e brotos de Acacia dealbata, o que sugere o potencial da borra de café
para utilizacdo como fertilizante.

Em relacdo a fracdo proteica, pouca informacéo ha disponivel a respeito da
importancia no aproveitamento. Lago, Antoniassi e Freitas (2001) realizaram
caracterizagao fisico-quimica de borras de café soluvel de diferentes industrias, e
encontraram que os aminoacidos predominantes foram: acido glutamico (0,618 a
0,987 g.100 g") e leucina (0,484 a 0,757 g.100 g-'). Valores da mesma ordem também
foram encontrados para valina (0,324 a 0,488 g.100 g™') e fenilalanina (0,290 a 0,477
g.100 g™).

Campos-Vega et al. (2015) relataram que os teores médios de aminoacidos
essenciais em borras de café, em base seca, tais como isoleucina (5,2%), leucina
(10,8%) e valina (6,4%), séo duas vezes maiores que os teores presentes na fracao
proteica do farelo de soja, os quais apresentaram teores médios em base seca de 2,3;
4,2 e 2,4%, para isoleucina, leucina e valina, respectivamente. Além disso, os autores
estimaram uma elevada relagdo de Fischer (aminoacidos com cadeia lateral
ramificada em relagédo aos aminoacidos aromaticos) para a borra de café. A relagcéo
de Fischer é um parametro muito utilizado para selecionar proteinas alimentares para
producdo de suplementos a base de hidrolisados proteicos, visando aplicagbes
clinicas como por exemplo, os individuos alérgicos as proteinas do leite, e os que
apresentem doencgas hepaticas crénicas. Assim, os autores sugeriram que a fragéo
proteica da borra de café poderia ser melhor investigada quanto as suas propriedades

nutricionais e também a sua atividade bioldgica.

3.5 PROTEINAS DO GRAO DE CAFE

Nos graos verdes de café, as proteinas podem se encontrar
compartimentalizadas em organelas denominadas corpos proteicos, abundantes no
citoplasma das células vegetais; podendo também estar ligadas a arabinogalactanas
na parede celular. As principais classes relatadas conforme a solubilidade
compreendem as albuminas (~15%) e globulinas (~85%) (LUDWIG; RACZEK;
KURROCK, 1995; MAZZAFERA; SCHIMPL; KIYOTA, 2019).

A principal proteina encontrada no grao verde de café é a globulina 11S, que

representa em torno de 45% do total de proteinas presente no endosperma, o
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equivalente a cerca de 5 a 7% do peso seco do grdo (ACUNA et al., 1999; HOMMA,
2001). No restante da fragéo proteica, também estédo presentes varias enzimas, como
por exemplo, aquelas responsaveis pela deterioracdo dos gréos de café, das quais
destacam-se: a polifenoloxidase, a esterase, a isocitrato desidrogenase e a malato
desidrogenase. Ha também um sistema enzimatico antioxidante que protege os graos
contra a acao de radicais livres, no qual estdo presentes a superdxido dismutase,
catalase e a peroxidase (TONIETTO et al., 2012; TAVEIRA et al., 2012). Além disso,
tem-se as proteinas LEA (late embryogenesis accumulated), uma familia de proteinas
sintetizadas no fim da embriogénese, e que estdo envolvidas na protecédo de
estruturas celulares contra danos causados pela redugdo nos teores de agua nas
sementes; tendo, dessa forma, grande importancia na prevengao de danos causados

as células na secagem dos graos de café (TAVEIRA et al., 2012).

3.5.1 Proteina 11S

A proteina 11S do café é uma globulina do tipo legumina, sendo encontrada
como proteina de reserva em leguminosas como a soja, o feijao-fava, o grao de bico
e a ervilha; e em outros graos de cereais como o arroz e a aveia (ROGERS et al.,
1999). E sintetizada no final do desenvolvimento do grdo, e o seu acimulo no tecido
do endosperma constitui fonte de nitrogénio hidrolisavel durante a etapa da
germinacgao, o que garante o desenvolvimento do embrido (KING; GIFFORD, 1997,
ACUNA et al., 1999).

Estruturalmente, € um polipeptideo de massa molecular de 150-400 kDa, onde
cada dimero (55- 60 kDa) € composto de duas subunidades: uma acida, de 32 kDa
(a); e outra basica, de 20 kDa (B), unidas por ligagéo dissulfeto. Devido as diferencas
entre espécies de café, ja foram propostos arranjos oligoméricos de 2 até 6
subunidades, ndo havendo uma unica configuracéo para a sua estrutura quaternaria
(ROGERS et al., 1999; ACUNA et al., 1999; BAU; MAZZAFERA; SANTORO, 2001).
Estas proteinas apresentam elevada solubilidade em solugbes salinas diluidas
proximas em pH isoelétrico (pl ~ 4,5) da maioria das globulinas de origem vegetal; sdo
capazes de sedimentar em gradientes de sacarose com ou sem adi¢c&o de sal, e n&o

se dissociam em ambientes de baixa forca ibnica, ao contrario do que ocorre com as
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proteinas 11S de leguminosas como a soja (ACUNA et al., 1999; ROGERS et al.,
1999).

3.6 MUDANCAS NA FRACAO PROTEICA

A composic¢ao quimica das proteinas é alterada durante o processo de torragcéo
dos graos de café. Em termos quantitativos, ha uma redugcé&o em torno de 21% do teor
proteico, havendo perdas significativas de varios aminoacidos, tais como como
arginina (93%), lisina (87%), serina (58%), treonina (36%), histidina (35%) e
asparagina/aspartato (24%) (BEKEDAM et al., 2006).

O calor gerado no processo promove a desnaturagdo, com posterior
fragmentagao das subunidades das proteinas, seguido ou ndo de incorporagéo destas
na estrutura polimérica das melanoidinas. Montavon, Mauron e Duruz (2003)
verificaram, em gel de eletroforese, que no processo de torragdo, apds 2 minutos a
temperatura de 240 °C ja havia sinais de polimerizacdo da proteina 11S; porém
intensa polimerizagdo e fragmentagéo foram verificadas somente apos cerca de 5
minutos. Como resultado, puderam ser visualizadas tanto bandas de proteina de
massa molecular elevada quanto polipeptideos de massa molecular menores do que
as subunidades da globulina 11S do café verde (33 e 24 kDa), o que mostra, portanto,
o envolvimento das proteinas presentes no grdo de café verde na formacéo das
melanoidinas.

Com base em reagdes determinadas em sistemas-modelo, sabe-se que as
alteracdes induzidas nas proteinas pela torracdo provém tanto das reacdes de
escurecimento ndo-enzimatico, como a reacao de Maillard; como também de reacdes
autoxidativas. Na reac&o de Maillard, ocorre a interagao direta do grupo carbonila de
um agucar redutor e um grupamento amino livre de um aminoacido, um peptideo ou
proteina, e que, apos reagdes de condensacgao, formam polimeros nitrogenados
escuros, as melanoidinas (HOMMA, 2001). Grupamentos g-amino das cadeias laterais
de proteinas ricas em arginina, lisina, histidina e asparagina; e grupos tiol e metiltiol
de aminoacidos sulfurados sao altamente reativos e participam de reagdes de
escurecimento ndo-enzimatico produzindo espécies de radicais, como o radical cation

1,4-bis[5-amino-5-carbdxi-1-pentil]-pirazino  (CROSSPY) (Figura 3), descrito por
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Hofmann (1999b), e identificado na crosta de paes, e em cacau e graos de café
torrados (HOMMA, 2001).

Figura 3 - Estrutura quimica do radical cation 1,4 bis [5-amino-5-carboxi-1-pentil]-
pirazino (CROSSPY).

Fonte: HOMMA, 2001

Um outro grupo de reagdes também responsavel por alterar a fragcao proteica
dos grdaos de café sdo as reacgdes autoxidativas. Essas reacgbes ocorrem
espontaneamente na presenca de oxigénio, ndo requerem a intervencao de oxidases
como a polifenoloxidase e a peroxidase, e dependem da presenca de compostos com
atividade redox, tais como os polifenois e os derivados destes, os acidos clorogénicos
(MONTAVON et al., 2003).

Essas reagdes ja se iniciam nos gréaos verdes, devido a abundancia de acidos
clorogénicos (cerca de 6 a 10%, b.s.), e se caracterizam pela formacéo de adutos
entre proteinas e derivados de polifendis oxidados, como as quinonas (MONTAVON,;
et al., 2003; ALl et al., 2012).

As quinonas e semiquinonas, por serem intermediarios eletrofilicos reativos,
sdo facilmente atacados por espécies nucleofilicas, tais como residuos de lisina,
metionina, cisteina e triptofano que estdo ligados a molécula proteica (RAWEL,
ROHN, 2010). Consequentemente, novos produtos de adicdo sdo formados, e
novamente oxidados para formar novas quinonas. Na torragéo, devido as elevadas
temperaturas, varias outras espécies reativas tais como o radical superéxido (O27),

H202 e radicais hidroxil (OH-) sdo formadas, o que favorece o ataque as espécies
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nucleofilicas, intensificando a formacdo destes produtos de adigdo. Por meio de
reacdbes de condensagdo, essas estruturas va&o se polimerizando e sendo
incorporadas as melanoidinas (RAWEL; KROLL; HOHL, 2001; RAWEL; HOHN, 2010).

Como as melanoidinas representam um grupo heterogéneo de polimeros, dos
quais podem ser isoladas varias fracdes contendo diferentes teores de
polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos ligados, e portanto, com diferentes
propriedades fisico-quimicas; a fracao proteica nos gréaos torrados nao apresenta uma
estrutura quimica definida.

Devido a desnaturagcdo e a ligagdo as melanoidinas, a solubilidade das
proteinas é reduzida com a torracdo. Bekedam et al. (2006) observaram que mais da
metade do total de proteina ligado a melanoidinas do café provém de fracdes
altamente soluveis em solugdes etandlicas concentradas (75-80%), o que se
contrapde ao carater pouco soluvel geralmente demonstrado pelas albuminas e
globulinas em meio etandlico. Além disso, os autores estimaram que somente 13% da
fracdo proteica presente nos gréos torrados foi soluvel em agua e capaz de ser
extraida na bebida de café. Isto sugere que parte da fragao proteica, apds a torragao,
pode permanecer insolluvel e estar presente na borra de café.

De forma geral, as informacdes existentes sobre as mudancgas das proteinas
com a torragéo se limitam ao estudo dos impactos na qualidade sensorial da bebida,
como descrito no trabalho de Hwang, Chen e Ho (2012), uma vez que as proteinas
sao precursoras de aminoacidos e peptideos responsaveis pelo sabor e aroma da
bebida. Mazzafera, Schimpl e Kiyota (2019) além de relatarem a escassez de estudos
sobre a bioatividade das proteinas do café, também sugerem que as mudancas
induzidas pela torracdo podem ter impacto na bioatividade dessa fracéo.

Vinecky (2015) ja estudou peptideos bioativos a partir do café verde e torrado,
mas o foco do seu estudo foi obter sequéncias peptidicas com acgéo opioide a partir
de um estudo gendmico prévio acerca da expresséo de proteinas dehidrinas. Até o
momento n&o ha conhecimento a respeito do perfil de atividade biolégica da proteina
11S do café; do impacto da torragcado sobre a bioatividade dessa fragao; e tampouco

na borra de café.
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3.7 PEPTIDEOS BIOATIVOS

Peptideos com atividade biolégica ou bioativos sdo sequéncias de aminoacidos
encriptados na estrutura primaria de uma proteina, e que, apos liberagdo por
processos proteoliticos, podem exibir além da funcao nutricional, diferentes funcdes
biolébgicas como atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomodulagao,
complexacéo com ions metalicos, inibicdo da enzima dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV),
inibicdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA), entre outras (UDENIGWE;
ALUKO, 2012; CHAKHRABARTI; GUHA; MAJUMDER, 2018).

A liberagdo dos peptideos da sequéncia da proteina pode ser realizada com
enzimas proteoliticas comerciais de grau alimenticio, provenientes de origem
microbiana ou vegetal; com enzimas digestivas (visando simular a digestéo
gastrointestinal); ou por fermentacao utilizando culturas starter (DALIRI; LEE; OH,
2017b). Os hidrolisados proteicos obtidos s&o entéo fracionados com base nas suas
caracteristicas estruturais, o que geralmente é feito por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. As fragbes separadas séo testadas quanto a sua atividade biologica in vitro;
e daquelas com maior atividade, os peptideos sdo entdo separados e identificados
(DALIRI; LEE; OH, 2017).

A acao dos peptideos sobre moléculas-alvo e seu efeito benéfico no organismo
humano dependem de caracteristicas estruturais, como o comprimento da sequéncia
peptidica; e de propriedades fisico-quimicas, tais como: hidrofobicidade, a presenca
de carga liquida na estrutura e o volume dos grupamentos presentes na cadeia lateral.
Além disso, as condigbes de hidrolise, as etapas de purificagcdo pds-hidrolise e o
tamanho dos peptideos obtidos também influenciam sua absorgéo pelos enterécitos
presentes no intestino, afetando consequentemente, sua biodisponibilidade
(UDENIGWE; ALUKO, 2012; CHAKRABARTI; GUHA; MAJUMDER, 2018).

Diversas fontes de proteinas alimentares, tanto de origem animal como vegetal,
tém sido pesquisadas para obtencédo de peptideos bioativos. Entre as fontes de
proteina de origem animal utilizadas estao: as proteinas do leite, como a caseina; as
proteinas do ovo; a proteinas da musculares da carne; proteinas de origem marinha
em fontes como ostras, salméo, caranguejo e macroalgas. As fontes de proteinas de

origem vegetal incluem as leguminosas como soja, feijao, ervilha, lentilha, gréao-de-
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bico; e os gréos de cereais como trigo, aveia, canhamo, linhaga e a canola (SARMADI;
ISMAIL, 2010; UDENIGWE; ALUKO, 2012), entre outras.

A complexidade das etapas envolvidas nos estudos in vitro tem levado a
utilizacdo de ferramentas da bioinformatica como etapa prévia na prospeccao de
peptideos bioativos (AGYEI; TSOPMO; UDENIGWE, 2018). Entre as ferramentas
utilizadas, estado as pesquisas em bases de dados.

Por meio de estudos in silico é possivel avaliar se uma proteina alimentar é
capaz de gerar sequencias peptidicas com uma determinada atividade biolégica
(AGYEI; TSOPMO; UDENIGWE, 2018). O BIOPEP é uma base de dados capaz de
predizer as sequencias peptidicas com atividade biolégica presentes na estrutura
primaria de uma proteina (MINKIEWICZ et al., 2008). Além disso, pode-se realizar
uma simulacdo de hidrélise enzimatica com até trés proteases de especificidade
conhecida para verificar a melhor combinagdo de proteases para liberar peptideos
com uma atividade requerida; qual o perfil de atividade biolégica dos peptideos
liberados pela digestdo gastrointestinal; e também se uma determinada sequéncia
peptidica é capaz de resistir as condi¢cbes da digestdo (MINKIEWICZ et al., 2008;
UDENIGWE, 2014).

N&o ha conhecimento sobre como o potencial bioativo da fragdo proteica do
café pode ser alterado com a torragéo, e se essa bioatividade poderia também estar
presente na borra de café. Logo, essas hipéteses levantadas corroboram a relevancia

deste estudo.

3.7.1 Peptideos Alimentares Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina |
(ECA)

3.7.1.1 Enzima conversora de angiotensina | (ECA)

A dipeptidil carboxipeptidase (EC 3.4.15.1), comumente denominada enzima
conversora de angiotensina | (ECA), € uma zinco metalopeptidase de cerca de 130
kDa, que pode atuar tanto como uma dipeptidil peptidase, removendo dipeptideos na
extremidade C-terminal do substrato; e também como uma endopeptidase em
substratos que apresentam grupamentos amida em C-terminal (TSCHOPE;
SCHULTEISS; WALTER, 2002; NI et al., 2012).
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Nos sistemas bioquimicos humanos de regulacdo cardiovascular, como o
sistema renina-angiotensina (RAS), a ECA é um elemento crucial, pois catalisa a
clivagem do dipeptideo HL na extremidade C-terminal do decapeptideo inativo
angiotensina | (NRVWIHPFHL), convertendo-o ao octapeptideo angiotensina I
(NRVWIHPF) (Figura 4) (CRUZ, 2014). Sendo transportado via corrente sanguinea
para 6rgdos como rins e as glandulas suprarrenais, a angiotensina Il estimula a
sintese de aldosterona, um esteroide capaz de aumentar a reten¢ao de sal e diminuir
a excrecgao de agua pelos rins, elevando a presséao arterial, conduzindo a um quadro
clinico de hipertensédo (LI et al., 2004; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; SILVA, 2013;
CRUZ, 2014).

A ECA também inativa a bradicinina, um nonapeptideo com acéo hipotensora;
e é responsavel pela degradacgao de neuropeptideos como encefalinas, neurotensinas
e da substancia P, que pode interagir com o sistema cardiovascular (Li et al., 2004;
PAN et al., 2011; CRUZ, 2014; LI; YU, 2015).

Figura 4 - Esquema de funcionamento do sistema renina-angiotensina.
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Fonte: SILVA, 2013
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3.7.1.2. Mecanismo de acgao de peptideos inibidores da ECA

A atividade de inibicdo dos peptideos depende de caracteristicas fisico-
quimicas como o tamanho e a distribuigdo dos residuos de aminoacidos na sequéncia
peptidica (LI et al., 2004; LI; YU, 2015). O tamanho determina a eficiéncia da interagao
com o sitio catalitico da enzima, sendo que tripeptideos conseguem interagir com os
trés subsitios (S1, S1’ e S2’) do sitio ativo da enzima, e também com o ion Zn?*;
garantindo uma melhor estabilizacdo via ligacdes de hidrogénio e interacbes
hidrofobicas, e consequentemente a eficiéncia na competicdo pela ligacdo ao
substrato € maior (LI et al., 2004).

A sequéncia dos residuos de aminoacidos que compdem as ultimas trés
posicoes da extremidade C-terminal do peptideo também determina a atividade de
inibicdo da ECA. Residuos de aminoacidos hidrofébicos, aromaticos ou de cadeia
lateral ramificada, apresentam maior afinidade com a enzima, sendo que prolina,
alanina, valina e leucina tém preferéncia pela ligagdo ao subsitio S1; isoleucina
interage bem com o subsitio S1’; e prolina e leucina no ultimo subsitio (S2’). (LI et al.,
2004; JAO et al., 2012 apud CRUZ, 2014).

3.7.1.3 Peptideos bioativos em proteinas alimentares

O uso de inibidores sintéticos da enzima conversora de angiotensina, tais como
captopril, enalapril e o lisinopril constitui ainda a principal forma de tratamento
terapéutico em casos de hipertensdo. Contudo, algumas drogas podem exibir alguns
efeitos adversos durante o tratamento tais como tosse seca, erupg¢des cutaneas e
alteracdes no paladar (CHEN et al., 2009).

Diante disso, a prospecg¢ao de novas fontes de inibidores da ECA tem dado
grandes passos. Proteinas alimentares que s&o fonte de peptideos (Tabela 3)
inibidoras da ECA, tanto de origem animal como vegetal também tém sido
identificadas como promissores inibidores, alternativas aos inibidores sintéticos, com
variaveis potenciais bioativos (BOUGATEF et al., 2010; JIMSHEENA; GOWDA, 2011).

Além das caracteristicas ja mencionadas acima relacionadas a inibicao da

enzima, a inibicdo da ECA é dose-dependente, sendo comumente quantificada em
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como ICso (concentragao necessaria do peptideo para inibir a atividade enzimatica em
50%). Varios valores de ICso para inibicdo da ECA para proteinas de origem alimentar
tém sido reportados por estudos recentes (Tabela 3).

Nao ha estudos reportados na literatura que abordem a investigacdo de
peptideos inibidores da ECA em café, no entanto, varios outros estudos sobre o tema

tém sido conduzidos em proteinas de origem vegetal.
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Tabela 3 - Valores de ICso (umol.L") para peptideos obtidos de proteinas alimentares
em comparagao a peptideos sintéticos comerciais utilizados para inibicao da ECA.

Proteina Fonte Peptideo(s) ICs0 (umol.L™") Referéncia*
caseinas
a-s1 leite bovino RYLGY 0,71 Contreras et. al.,
AYFYPE 261 (2013)
k f(56-66) leite de cabra ARHPHPHLSFM 4,27 Ibrahim; Ahmed;
B f(96-106) QSLVYPFTGPI Miyata (2017)
soro
B-lactoglobulina leite de cabra PEQSLACQCL 4,45 Ibrahim; Ahmed;
f(113-122) Miyata (2017)
isolado proteico soja LIVTQ 0,087 Vallabha; Tiku
fermentado LIVT 0,110 (2014)
(Lactobacillus  casei
spp.
Pseudoplantarum)
isolado proteico cupuacgu LDNK 131 Cruz et al., (2016)
FLEK 79,5
MEKHS 63
MVVDKLF 59,3
GSGKHVSP 3,1
isolado proteico semente de tomate DGVVYY 2,0 Moayedi et al.,
fermentada (2018)
(Bacillus  subtilis
A14h)
- sintético captopril 0,041 Megias et al.,

(2004)

Fonte: *compilado de varios estudos.

Jimsheena e Gowda (2011) apéds isolamento e identificacdo de trés peptideos

da proteina araquina do amendoim, verificaram que a maior atividade inibitéria da ECA

apresentada pelo pentapeptideo NAQRP (ICso 32+2umol.L™") era favorecida pela

presenca do residuo de prolina em C-terminal, que se mostrou resistente a digestéao
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gastrointestinal simulada, melhorando a biodisponibilidade, bem como pelo pequeno
comprimento da cadeia peptidica, que facilita a interagdo com o sitio ativo.

Connolly et al. (2015) identificaram 34 peptideos de hidrolisados proteicos
obtidos a partir do subproduto do mosto cervejeiro com varias enzimas comerciais tais
como Alcalase, Corolase PP, Flavourzyme e Promod 144 MG. Os peptideos IVY e
ILDL, que sao provenientes da eluigdo de fragdes mais hidrofébcas,em RP-HPLC com
acetonitrila, também apresentaram as maiores eficiéncias de inbicdo da ECA (ICso =
80,4 e 96,3 umol.L™").

Pokora et al. (2017) observaram que a hidrolise das proteinas da clara do ovo
com uma serina protease proveniente da levedura Yarrowia lipolytica foi capaz de
liberar peptideos com elevada inibicdo da ECA. Varias sequéncias peptidicas
identificadas tais como VGS, GV, RFDKLPGFGDSIEAQ, KMKILELPFASGTM,
LELPAFASGTM e YQIGLFRVASMASEKM apresentaram elevadas eficiéncias de
inibicdo da ECA (ICso variando de 50 a 200 ug.mL"") e também s&o provenientes da

proteina ovoalbumina.

3.7.2 Peptideos Alimentares com Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante de peptideos vem sendo amplamente estudada no
intuito de elucidar os efeitos na saude humana, avaliando-se a capacidade
antioxidante diretamente nos hidrolisados proteicos, bem como nos peptideos
purificados (SARMADI; ISMAIL, 2010).

3.7.2.1 Mecanismo

Os peptideos podem desempenhar a atividade antioxidante por inibicao da
peroxidacao lipidica, sequestro de radicais livres e/ou quelacao de ions metalicos; ndo
havendo, necessariamente, um Unico mecanismo para sua atuacao (DALIRI; LEE;
OH, 2017; LORENZO et al., 2018). No entanto, sabe-se que as propriedades
antioxidantes dos peptideos estdo relacionadas tanto com as suas caracteristicas
estruturais; como também as condi¢cdes de sua obtencéo, das quais pode-se citar: 0
tipo de protease utilizada para hidréolise, a fonte de proteina e a influéncia de
tratamentos antes da hidrélise (KARAMI; ABGARI-ADERGNANI, 2019).
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Varias caracteristicas estruturais podem influenciar a atividade antioxidante dos
peptideos. Residuos de aminoacidos aromaticos tais como fenilalanina, tirosina e
triptofano podem atuar na quelacao de ions metalicos pro-oxidantes, e no sequestro
de radicais livres (KARAMI; ABGARI-ADERGNANI, 2019). Outros residuos de
aminoacidos tais como lisina, metionina e cisteina também tiveram atividade relatada
por outros autores (CUMBY et al., 2008; MUNDI; ALUKO, 2014; KARAMI; ABGARI-
ADERGANI, 2019).

A distribuicdo dos residuos de aminoacidos na cadeia peptidica e a
configuragéo estrutural também sdo importantes na determinacédo da atividade
antioxidante. De acordo com Chen et al. (1996), a presenca de dois residuos de
histidina em C-terminal foi determinante para verificar atividade antioxidante no
pentapeptideo LLPHH obtido ap6s hidrélise da conglicinina da soja. A remog¢ao de um
residuo de histidina, provocou reducado significativa da atividade antioxidante do
peptideo. Os mesmos autores também verificaram que a substituicdo de L-histidina
por D-histidina prejudicou o adequado posicionamento do grupo imidazol na quelagéo
de ions metalicos, o que diminuiu, desta forma, a atividade antioxidante.

Um outro fator que influencia a atividade antioxidante, e que esta estritamente
relacionado a biodisponibilidade, é o tamanho da cadeia peptidica. E reportado que
sequéncias peptidicas curtas, contendo geralmente entre 2 a 6 residuos de
aminoacidos sdo absorvidos mais facilmente pelo intestino do que proteinas
(SARMADI; ISMAIL, 2010). Conforme a massa molecular do peptideo aumenta, a
chance de superar a barreira intestinal diminui; o que de certa forma, pode estar
associado a dificuldade de permear o espaco intersticial na entrada do sistema
linfatico intestinal, e isto pode comprometer o seu efeito biolégico (FITZGERALD;
MEISEL, 2000; ALTMANN et al., 2016).

3.7.2.2 Peptideos bioativos em proteinas alimentares

Proteinas de varias matrizes alimentares, tanto de origem animal como vegetal,
tém sido utilizadas como fonte de peptideos antioxidantes. A seguir, sdo descritos
alguns estudos recentes.

Rocha et al. (2015) ao avaliarem o efeito combinado de germinacéao (0; 24; 48

e 72 h) e hidrélise por alcalase (0,1, 2, 3 e 4 h) das proteinas do feijdo comum sobre
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a geragao de peptideos bioativos, verificaram que germinagéo por 48 h e tempo de
hidrolise por alcalase de 1 h foi capaz de gerar peptideos com elevadas atividades
antioxidante e de inibicdo da DPP-IV; sendo que o peptideo RGPLVNPDPKPFL
também é capaz de interagir diretamente com o sitio ativo da enzima DPP-IV.

Saew-Law et al. (2016) identificaram quatro peptideos com expressiva
atividade antioxidante frente ao radical ABTS * (GLFGPR, GATGPQGPLGR, VLGPF
e QLGPLGPV) apés etapas de purificagcdo de um hidrolisado de gelatina da pele de
robalo (Lates calcarifer), sendo o peptideo GLFGPR o que apresentou maior atividade
antioxidante apo6s etapa de sintese. Tanto a hidrofobicidade dos residuos de
aminoacidos (G, L, A, F, P, V) como a presencga de arginina no residuo C-terminal
podem ter favorecido a atividade de sequestro do radical livre testado.

Shazly et al. (2017) ap6s purificarem hidrolisados de caseina de leite bovino e
de bufala obtidos com alcalase e também com tripsina, verificaram maiores valores
de atividade antioxidante para fragbes ultrafiltradas menores que 1 kDa da caseina de
bufala hidrolisada com alcalase. No entanto, os dois hidrolisados obtidos a partir da
caseina do leite de bufala geraram sequencias peptidicas nao relatadas na literatura
e com elevada atividade antioxidante (RELEE, MEDNKQ, TVA e EQL).

Montone et al. (2018) identificaram cerca de 500 sequéncias peptidicas em um
hidrolisado proteico da microalga Tetradesmus obliquus, apdés a etapa de
fracionamento em RP-LC e RP-nanoLC-MS/MS. Por meio de estudo in silico na base
de dados PeptideRanker ® conseguiram verificar que quatro sequéncias peptidicas
(WPRGYFL, GPDRPKFLGPF, WYGPDRPKFL e SDWDRF) tinham maior
probabilidade de apresentarem a maior atividade antioxidante, e portanto, eram as

mais aptas para serem sintetizadas e ter a sua bioatividade testada in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

O material estudado e métodos empregados estdo descritos no item 6, uma

vez que os resultados foram redigidos na forma de um artigo cientifico.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e a discussao desta Dissertagcéo foram redigidos na forma de um

artigo cientifico, sendo intitulado “Potencial bioativo da fragédo proteica de graos verdes

e torrados e da borra de café (Coffea arabica var. IAPAR 59).
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6.1 ARTIGO CIENTIFICO

POTENCIAL BIOATIVO DA FRAGAO PROTEICA DE GRAOS VERDES E
TORRADOS E DA BORRA DE CAFE (Coffea arabica var. IAPAR 59)

RESUMO

Neste estudo, foi avaliado o potencial de extratos proteicos obtidos dos graos verde e
torrado e da borra de café como precursores de peptideos antioxidantes e inibidores
da enzima conversora de angiotensina | (ECA), por meio da simulagédo da digestao
gastrointestinal in vitro, e do perfil de atividade bioldgica da globulina 11S do café pela
base de dados BIOPEP. A globulina 11S apresentou frequéncia elevada de peptideos
inibidores da dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV) (A = 0,62) e da ECA (A = 0,42), que
podem ser liberados pela agao digestiva. Apés a simulacdo da digestéao
gastrointestinal, os extratos de café verde e da borra apresentaram os maiores
potenciais anti-hipertensivos. No entanto, o extrato de café verde apresentou pouca
atividade antioxidante comparado aos extratos de café torrado e da borra, devido a
torracdo da matriz. Peptideos com elevados potenciais anti-hipertensivo e
antioxidante podem ser obtidos a partir da borra de café.

Palavras-chave: peptideos, digestao, bioinformatica, ECA, antioxidante,

melanoidinas.

1 INTRODUCAO

O café é uma das maiores commodities agricolas, sendo a segunda maior em
valor exportada pelos paises em desenvolvimento (ICO, 2019). A importancia dada
ao consumo da bebida ndo tem sido atribuida apenas ao efeito estimulante da cafeina,
mas também a agéo antioxidante conferida por varios outros compostos como acidos
clorogénicos, trigonelina, caveol, cafestol e melanoidinas, os quais podem conferir,
em nivel celular, protecéo contra ativacao de processos patologicos (FROST-MEYER,;
LOGOMARSINO, 2012; GODOS et al., 2014; ROSA et al., 2016).

Os gréos verdes de café tém cerca de 10 a 15% de proteina (MONTAVON,;
MAURON; DURUZ, 2003; GEROMEL et al., 2008), podendo variar conforme a
espécie do café e o método empregado na analise. Para o café torrado e para a borra
de café tém sido relatados teores entre 10 a 13% (NUNES; CRUZ; COIMBRA, 2012;
CAETANO et al., 2014; CAETANO et al., 2017).
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Durante a torracgao, o calor gerado induz a desnaturagao das proteinas, levando
posteriormente a fragmentagdo das subunidades em polipeptideos menores e/ou a
reacdes de polimerizagdo com compostos fendlicos oxidados, formando estruturas
quinoidais, que podem ser incorporadas a estrutura polimérica das melanoidinas
(MONTAVON; MAURON; DURUZ, 2003).

Tem sido relatado que a presenca de proteinas e do complexo proteina-
arabinogalactanas ligado a matriz das melanoidinas esta associado ao carater
polianidnico da estrutura, o que pode conferir a capacidade de quelar ions metalicos
e sequestrar espécies reativas de oxigénio; podendo desempenhar,
consequentemente, atividade antioxidante (BEKEDAM et al., 2007; TAGLIAZUCCHI,
2015).

A principal proteina presente no gréo de café verde € a globulina de reserva
11S (ROGERS et al., 1999). Estudos evidenciam que as proteinas de reserva em
leguminosas e cereais, tais como a 11S, sdo precursoras de peptideos capazes de
modular, a nivel celular, varias reagbes envolvidas na ativagcdo de processos
patolégicos (CHANG; ALI, 2012; CAVAZOS; MEJIA, 2013; ESPINOZA-HERNANDEZ
et al., 2019). Esses peptideos, denominados bioativos, podem ser liberados da
proteina nativa tanto pela acdo das proteases digestivas, como por fermentagcéo ou
processamento térmico industrial (UDENIGWE; ALUKO, 2012; DALIRI; LEE; OH,
2017).

Rogers et al. (1999) mostraram que ha mais de 60% de similaridade entre as
sequéncias polipeptidicas da subunidade 3 da globulina 11S do café e as de outras
leguminas do tipo 11S presentes no feijao-fava, soja ervilha, e no arroz. Essas
evidéncias podem levantar a hip6tese de que as globulinas 11S do café também
podem atuar como precursoras de peptideos bioativos.

O BIOPEP é uma base de dados que permite a avaliagao in silico de uma
proteina como precursora de peptideos bioativos. Também & possivel prever a
atividade biolégica de peptideos gerados a partir da simulagdo da digestao enzimatica
da proteina selecionando-se até trés proteases de interesse. Vinecky (2015) ja
estudou peptideos bioativos a partir do café verde e torrado, mas o foco do seu estudo
foi obter sequéncias peptidicas com acéo opioide a partir de estudos gendmicos
realizados nas proteinas dehidrinas. Até o momento, ndo ha relato sobre o perfil de

bioatividade da proteina 11S no café.
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Para o café torrado e a borra de café, esses peptideos poderiam ainda estar
ligados a outras estruturas como melanoidinas formadas no processo da torragéo dos
graos, o que poderia potencializar a atividade biologica. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi investigar, in vitro, o potencial da fragdo proteica isolada de trés matrizes
diferentes (graos verde e torrado e borra) do café arabica (Coffea arabica var. IAPAR
59) como precursora de peptideos bioativos, a partir do potencial predito in silico da

globulina 11S.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O material vegetal utilizado no estudo foi graos de café verde (Coffea arabica
var. IAPAR 59) obtidos de um mesmo lote da propriedade Sitio Serinha 2, localizada
na cidade de Congonhinhas — PR (23° 33' 04" S, 50° 33' 13" W).

Os frutos de café foram colhidos em estadio maturagcédo cereja, na segunda
safra de 2016. Posteriormente, foram secos naturalmente ao sol até atingirem em
torno de 11% de umidade, sendo posteriormente descascados mecanicamente. Os
graos de café verde obtidos foram entéo beneficiados em peneira 16/64”, separando-
se defeitos (graos pretos, ardidos, malformados e quebrados).

As enzimas pepsina suina (EC 3.4.23.1), pancreatina (EC 232-468-9), a enzima
conversora da angiotensina-1 EC (3.4.15.1) proveniente de pulmao de coelho (0.25
U, Sigma A-6778); a membrana de didlise (Sigma D-9652) e a albumina de soro
bovino (BSA >98% pura) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os

demais reagentes foram utilizados puros para analise.

2.2 METODOS

2.2.1 Predicao de Atividade Bioldgica da Globulina 11S

Foi realizado um estudo in silico na base de dados BIOPEP para prever todas

as sequéncias peptidicas possiveis da globulina 11S do café verde com atividade

bioloégica (MINKIEWICZ et al., 2008). Para este estudo foi utilizada a sequéncia de
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aminoacidos da globulina 11S do café depositada na base de dados UNIPROT com
entrada Q9ZNY2_COFAR e numero de acesso NCBI 13443 (THE UNIPROT
CONSORTIUM, 2017) (Figura 1S).

Também foi realizada a predicéo dos peptideos gerados apos a simulagéo da
digestdo gastrointestinal da proteina através da ferramenta “acdo da enzima” do
BIOPEP. As enzimas selecionadas foram pepsina, tripsina e quimotripsina, que sao
algumas das proteases disponiveis no banco de dados, e que estao envolvidas no
processo de digestdo gastrointestinal. A frequéncia de ocorréncia dos peptideos
bioativos mapeados na sequéncia da proteina foi calculada de acordo com a equagéo
1:

(Eq. 1)

S5

Onde:

A = frequéncia de ocorréncia do peptideo com uma dada atividade biol6gica
bioativo na proteina

a = numero de repeticdes do (s) peptideo (s) com uma dada atividade bioldgica
na sequéncia polipeptidica

n = numero de residuos de aminoacidos da proteina (492 residuos de

aminoacidos).

2.2.2 Preparo de Amostras para Estudo in vitro

A partir dos resultados da predicéao in silico da atividade biolégica da globulina
11S também foi realizado um estudo in vitro. Foram estudados os graos verdes e
torrados, além da borra de café obtida a partir do preparo da bebida. O fluxograma
esquematizando o processo de obtencdo das amostras também esta apresentado
como Material Suplementar (Figura 2S).

Amostras dos graos verdes de café foram torrados em grau médio (220-230
°C), utilizando-se um torrador a gas (TMC10, Pinhalense, Brasil). Perda de massa
(18%) e luminosidade (L* = 21) foram utilizadas como parametro de controle
(KALSCHNE et al., 2018).
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Os graos verdes e os torrados foram moidos em moinho de facas e
classificados em granulometria fina (28 mesh). Para a moagem dos graos verdes, foi
utilizado nitrogénio liquido, enquanto que os grdos torrados foram moidos a
temperatura ambiente. Os p6s obtidos foram acondicionados em frascos de vidro, e
armazenados a -20 °C até a realizacao das etapas posteriores do estudo.

A bebida de café foi preparada por percolacéo de 10 g do pé de café torrado
com 100 mL de agua a 90 °C em papel de filtro Whatman n°® 3 (LIMA et al., 2010).
Apés a filtragdo, o material retido (borra de café) foi coletado, congelado a -80 °C,
liofilizado, e armazenado a -20 °C até o momento das analises.

Amostras dos cafés verde e torrado e da borra foram caracterizadas quanto ao
teor de umidade, lipidios, proteinas, cinzas e carboidratos por diferenca conforme
metodologia da American Official Analysts of Chemistry (AOAC, 1995). Foram obtidos
0s seguintes teores médios (em base seca, exceto umidade) de umidade, lipidios,
proteina (N x 5,75), cinzas e carboidratos, respectivamente, para os cafés verde
(10,46; 16,53; 12,71; 4,26; 56,07 g.100g™"), torrado (3,50; 18,93; 13,24; 4,56; 59,77
g.100g™") e para a borra de café (6,99; 24,69; 11,35; 2,50; 54,47 g.100g™).

2.2.3 Extragéo de Proteinas

Extratos proteicos dos graos verdes, torrados e da borra de café foram obtidos
por meio de extracéo acida seguida de precipitagdo com sulfato de aménio a 66%,
conforme procedimento adaptado de Heimbeck (2011) e Vinecky (2015). As amostras
anteriormente preparadas (item 2.2.3) foram suspendidas em solucéo de extracéo a
HCI 0,1 mol.L-* e NaCl 0,1 mol.L-" na proporgdo 1:12 (m/v), deixando-se sob agitagdo
a 4 °C por 12 h, com posterior filtragdo a vacuo.

Os filtrados foram centrifugados a 10.000 g por 20 min a 4 °C, e os
sobrenadantes obtidos tiveram o pH corrigido para 7,0 com solugdo de NaOH 0,1
mol.L-". Apds nova centrifugacdo (10.000 g / 20 min a 4 °C), os sobrenadantes foram
adicionados de sulfato de amonio 66% (m/v), incubados (4 °C/12 h, sem agitacéo), e
entéo centrifugados nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente. Os precipitados
contendo cada material proteico foram suspendidos em agua destilada nas
concentracdes de 3,0 mg.mL™", e dialisados contra agua destilada a 4 °C, sob agitacao

em camara fria, por 72 h, em membrana de dialise com didmetro de corte de 14 kDa.
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Os extratos proteicos resultantes foram congelados a -80 °C, e liofilizados para

analises posteriores.

2.2.4 Simulacgao in vitro da Digestdo Gastrointestinal

Os extratos proteicos liofilizados foram submetidos a hidrolise enzimatica
sequencial com pepsina suina (EC 3.4.23.1) seguida de pancreatina de pancreas
suino (EC 232-468-9), visando simular, in vitro, as condi¢des da digestao
gastrointestinal proteica.

Os extratos proteicos foram suspendidos em agua ultrapura na proporg¢ao de
1:20 (m/m), adaptando-se o procedimento descrito por Rocha et al. (2014). Para a
etapa realizada com a pepsina, uma proporgao de 1:20 (m/m) de enzima:substrato foi
adicionada em tubo falcon de 50 mL e incubada em pH 2,0 a 37 °C por 2 h.
Posteriormente, pancreatina foi adicionada ao meio na mesma proporgédo citada
anteriormente, seguida por incubagédo em pH 7,5 a 37 °C por 2 h. A enzima foi
inativada a 75 °C por 20 min, e, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000
g por 15 min a 4°C. Os sobrenadantes foram liofilizados e congelados a -20 °C para

analises posteriores.
2.2.5 Caracterizagao dos Extratos Proteicos
2.2.5.1 Proteina soluvel

Os extratos proteicos, antes e ap6s a digestdo, foram suspendidos em agua
destilada para uma concentragdo de 0,55 mg.mL-'. Em seguida, a concentragdo de
proteina soluvel foi determinada conforme Bradford (1976), utilizando-se albumina de
soro bovino para construgdo da curva padréo nas concentragdes de 100 a 900 ug.
mL-" (y = 0,0007x+ 0,0488; R? = 0,99, p < 0,05).

2.2.5.2 Estimativa de melanoidinas

O teor de melanoidinas dos extratos proteicos, antes e apds a digestao, foi

estimado de acordo com o método de Perez-Hernandez et al. (2012), com
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modificagdes. Um volume de 100 pL de cada extrato (2,0 mg.mL") foi diluido em agua
destilada para um volume final de 1,0 mL, e realizada a leitura em espectrofotdbmetro
UV-visivel (Biochrom, Canbourne, Reino Unido) a 420 nm. A concentragédo de
melanoidinas foi estimada conforme Tagliazucchi et al. (2010), que utiliza o valor de

1,1289 L. 'g-' cm -! de absortividade para o calculo.

2.2.5.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As proteinas dos extratos liofilizados obtidos foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Os géis foram preparados conforme
metodologia adaptada de Laemmli (1970).

Extratos proteicos de café verde na concentracédo de 2,5% (ml/v), de café
torrado a 1,0% (m/v) e da borra a 2,0% (m/v) foram preparados em agua destilada, e
diluidos em tampao de amostra (62,5 mmol.L"" Tris-HCI pH 6,8; SDS 10% (m/v),
glicerol 20%, B-mercaptoetanol 5%, Coomassie blue G250 0,1% e agua destilada)
para uma concentragao final de 0,3% para o extrato proteico de café verde; e de 0,4%
para os extratos de cafés torrado e de borra.

As amostras foram entdo aquecidas a 95 °C por 5 min, e apds resfriamento,
aliquotas de 10 pL foram aplicadas no gel. Acrilamida a 15% foi utilizada como gel de
corrida (separagéo), e a 4% como gel de empilhamento.

A corrida foi feita a uma corrente elétrica de 10 mA, tensado de 140 V, por um
periodo de 5 h. A seguir, os géis foram mantidos em solugédo corante Coomassie blue
G250 durante uma noite, a temperatura ambiente, e posteriormente descorados em
solugdo descorante composta de acido acético, metanol e agua destilada na
proporgao de 1:4:5, respectivamente.

Os marcadores de massa molecular continham padrdes de proteina entre 10 e

250 kDa, seguindo as especificagbes do fabricante (Bio-Rad).
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2.2.5.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de tricina (SDS-PAGE-

tricina)

O perfil dos peptideos presentes nos extratos liofilizados foi verificado por
eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de tricina, adaptado do método de
Schagger e von Jagow (1987).

As amostras dos extratos digeridos foram suspensas em agua destilada a 1,5%
(m/v), e diluidas em tampdo de amostra contendo SDS 10% (m/m), tris-HCI 62,5
mmol.L-" pH 6,8, B-mercaptoetanol e dgua destilada para uma concentragdo de 0,15%
para o extrato de café verde e 0,3% para os extratos de café torrado e da borra. Em
seguida, as amostras foram aquecidas a 37 °C por 15 min, e aplicadas no gel (5 yL
em cada pogo). A corrida foi realizada com corrente elétrica constante de 10 mA,
voltagem variando de 30 a 120 V, por aproximadamente 4 h. Os géis foram fixados
em solugdo contendo acido acético, metanol e agua na respectiva proporcao de 1:4:5
(v/v) por 1 h; e mantidos em solugéo de acido acético 10% contendo Comassie blue
G 250 0,1% por mais 24 h. Posteriormente, os géis foram descorados em solugéo de
acido acético 10%.

Foram utilizados marcadores de massa molecular de acordo com as instrugdes
do fabricante (Bio-Rad), com padrbes de proteina que variaram entre 1,423 a 26,6
kDa.

2.2.5.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos proteicos, antes e apds a digestao, das
amostras de café verde, torrado e da borra foi avaliada pelos seguintes métodos:
FRAP (BENZIE; STRAIN, 1996); ABTS (RUFINO et al., 2007) e Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

2.2.5.5.1 Capacidade redutora do ion férrico (FRAP)

Para avaliacado da capacidade redutora do ion férrico, preparou-se o reagente
FRAP que consiste de 2,5 mL de solugdo TPTZ 10 mmol.L-" em HCI 40 mmol.L""
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adicionados de 2,5 mL de FeCl3 6H20 e 25 mL de tamp3o acetato 300 mmol.L™" (pH
3,6), seguindo-se incubagéo a 37 °C por 30 min.

Os extratos antes e apds a digestéo (5,0 mg.mL""), foram diluidos em etanol
absoluto para uma concentracgao final de 1,0 mg.mL"'. A um volume de 900 pL do
reagente FRAP misturaram-se 30 uL de amostra e 90 pL de etanol absoluto (99%),
seguindo-se a incubacao a 37 °C por 30 min, com posterior leitura de absorbancia a
595 nm. A curva padrao (y = 0,0012x+0,0199; R? = 0,99, p < 0,05) foi preparada com
Trolox a diferentes concentragées (50 a 600 umol.L"). Os resultados foram expressos

em umol Trolox equivalente g de proteina sollvel.

2.2.5.5.2 Atividade sequestradora de radicais livres 2,2’ - azinobis-3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico - ABTS (TEAC)

Na analise pelo método ABTS, produziu-se a solugao de radicais cations ABTS:
* (TEAC) pela reacdo da solugédo estoque de 7 mmol.L-" ABTS com 140 mmol.L"’
perssulfato de potassio, seguido do armazenamento em frasco escuro a temperatura
ambiente por 12 h. A solugéo de radicais ABTS-* foi diluida com etanol absoluto (99%)
para uma leitura de absorbancia de 0,700 + 0,05 a 734 nm.

Os extratos, antes e apods a digestdo (4,8 mg.mL"") foram diluidos em etanol
absoluto para concentragées finais de 2,4; 1,2 e 0,6 mg.mL™". Adicionaram-se, ent&o,
30 pL da amostra a um volume de 3,0 mL de solugédo ABTS-*, e apds 6 min de reacao
procedeu-se a leitura de absorbancia a 734 nm. Para construgéo da curva padréo (y
= 0,0442x-4,4729; R? = 0,99, p < 0,05) utilizou-se Trolox em diferentes concentractes
(25 a 1500 umol. L).

Os resultados foram expressos como atividade antioxidante equivalente ao

Trolox (TEAC - ymol Trolox. g*' de proteina soluvel).
2.2.5.5.3 Capacidade redutora (Folin-Ciocalteu)
Um volume de 250 yL dos extratos, antes e apds a digestdo, na concentragao

de 0,8 mg.mL"" foi adicionado de 1,25 mL de carbonato de sodio a 7,5% e de 1,00 mL

do reagente Folin-Ciocalteu 0,9 N. Apds agitacdo, a mistura foi mantida sob
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temperatura ambiente no escuro por 2 h, realizando-se posteriormente a leitura a 749
nm.

Foi preparada uma curva padrdao (y = 10,16x-0,144; R? = 0,99, p < 0,05)
utilizando-se acido galico em diferentes concentracdes (0,02 a 0,10 mg.mL"). Os
resultados foram expressos como mg EAG. g de proteina soluvel.

2.2.5.6 Inibicado da enzima conversora de angiotensina | (ECA)

A inibicdo da ECA para os extratos antes e apo6s a digestao, foi determinada in
vitro pelo método de Cushman e Cheung (1971), com adapta¢des descritas por Cruz
et al. (2016). N-hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) foi utilizado como substrato de reacéo,
dissolvendo-o numa mistura de reagdo contendo: solugio tampao com 0,1 mol.L™" de
fosfato de potassio 0,1 mol.L-' e de NaCl 0,3 mol.L"' com pH ajustado para 8,3, para
uma concentracao final de 5 mmol.L".

Uma aliquota de 250 uL da solugao anteriormente preparada foi misturada a 25
ML dos extratos, antes e ap6s a digestao, preparados em agua destilada a diferentes
concentragdes (0,25; 1,25; 2,50 mg.mL") e a 40 yuL de enzima dissolvida em 1,0 mL
de agua destilada. Ap6s incubagdo das amostras a 37 °C por 30 min, a reagao
enzimatica foi interrompida pela adicao de 70 uL de HCI 1 mol.L".

O acido hipurico formado pela agdo da enzima conversora de angiotensina
sobre o HHL foi extraido em 1,5 mL de acetato de etila, utilizando-se, por conseguinte,
1,0 mL da fase extraida para evaporagéo do solvente a 120 °C, seguido da adi¢cao de
1,0 mL de agua destilada. A absorbancia de cada amostra foi lida em
espectrofotbmetro a 228 nm.

Foram preparados também: um tubo controle contendo todos os reagentes,
exceto a amostra (extrato antes e ap6s a digestao), que foi substituida pelo tampao
borato de sédio; e um tubo branco contendo o tampao borato de sédio e o substrato.
Além disso, cada amostra te teve o valor da absorbéancia descontado da leitura do
branco da amostra (que consistiu de tampé&o borato, substrato e amostra).

A porcentagem de inibicdo da ECA foi determinada de acordo com a seguinte

equacao 2:

(c-4)

ECA; (%) = (=5

X 100 (Eq. 2)
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Onde:

A = absorbancia da amostra descontado do branco da amostra (substrato +
enzima + amostra)

C = absorbancia do acido hipurico formado sem a presenca dos extratos como
inibidores (substrato + enzima + tampao)

B = absorbancia do acido hipurico formado sem a enzima (substrato + tampé&o
borato).

Os resultados foram expressos como ICso, que corresponde a concentragao
dos extratos, em mg de proteina soltvel.mL-!, necessaria para inibir 50% da enzima
ECA nas condi¢gbes descritas, sendo calculado por regressdo néo linear da % de
inibicdo da ECA contra o logaritmo das concentragbes utilizadas dos extratos,

conforme descrito por Rocha et al. (2014).

2.2.6 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com duas repeticdes
e analises em ftriplicata. O esquema de tratamentos foi de dois fatores: matrizes e
digestdo. Os dados foram tratados por ANOVA e teste de Tukey entre as matrizes
(verde, torrado, borra) e digestao (antes e apds), considerando o nivel de significancia
de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o software R®v. 3.3.1 (R CORE TEAM, GNU, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREDICAO IN SILICO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Usando a base de dados BIOPEP, foram preditos varios peptideos bioativos
que estéo encriptados (Tabela 1) na sequéncia de aminoacidos da globulina 11S do
café verde (Coffea arabica) depositada na base de dados UNIPROT (THE UNIPROT
CONSORTIUM, 2017) (Figura 1S). E possivel identificar dois grupos de maior
ocorréncia: os inibidores da dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV) (A = 0,62) e os inibidores
da enzima conversora de angiotensina | (ECA) (A = 0,42). Estas duas atividades ja
foram identificadas em peptideos provenientes de matrizes alimentares tais como o
leite (NONGONIERMA et al., 2013; TAGLIAZUCCHI et al. 2017); produtos carneos
(ESCUDERO; MORA; TOLDRA, 2014), soja (MARGATAN et al, 2013; WANG et al.,
2019), aveia (WANG et al., 2015a; WANG et al., 2015b), entre outros. Para o café, até

o0 momento, este é o primeiro estudo.
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Tabela 1. Sequéncias peptidicas encriptadas na globulina 11S (Coffea arabica) com
potencial bioativo preditas por simulagéo in silico.

Atividade Sequéncias'’ Frequéncia?
(A)
Inibicdo da dipeptidil IPI; GP; MA; KA; LA; FA; AP; LP; VP; 0,6220
peptidase—IV (DPP-IV) LL; VV; VPL; GQ; IP; FP; RP; . EP;

NP; QP; FL; EK; AL; SL; GL; WRS;
WR; WN; WT; WG; AD; ES; AE; AF;
AG; ;AV; DN; DQ; DR; EG; ET; EV;
EY; FN; FQ; FR; GF; GG; GH; GV; HR;
HS; HW; HY; II; IL; IN; 1Q; IR; KE; KF;
KG; Kl; KK; KR; KT; KV; KY; LI; LN; LT;
LV; MI; NA; ND; NE; NG; NN; NQ; NT;
NV; PG; PH; PI; PK; PQ; PS; QE; QG;
QH; QI; QL; QQ; QS; Qv; Qw; QY;
RH; RI; RK; RL; RN; RR; SF; SK; TE;
TF; TG; TL; TN; TQ; TT; TV; TY; VD;
VE; VF; VG; VI; VK; VL; VN; VQ; VT;
VY; YF; YG; YN; YS; YV

Inibicdo da enzima conversora RL; IR; GRP; LY; VF; FAP; RF; VY; 0,4210

de angiotensina —I (ECA) HY; FP; PR; LF; YG; AIP; LLP; VPK;
GLP; LPG; GP; PL; VK; FFL; IP; RP;
AF; AP; ; KR; VP; ; GF; FR; IF;
VG; 1G; GL; AG; GH; GR; KG; FG; DA;
GS; GV; GQ; GK; GT; WG; HG; GG;
QG; SG; LG; GD; TG; EG; EA; NG;
PG; VR; ITT; QK; DG; SF; KY; KF; KL;
NK; RR; AR; KA; EY; LLF; EV; VE; TE;
LQ; LN; TQ; : PQ; EK; KE; PH; HK;
VAF; TF; Al; AV; HQG; LEE; YVA;
AQL; FQ; YV; IL; HGP; GTG; ST; YN;

LR; GLPQE
Estimulante VPL; LLL; LV; IV, IL; LI; II; LL; EE; SE 0,059
Antioxidante IKK; LY; ; EL; PHW; PHY; RHQ; 0,045
VKL; KD; YVL; IR; LK; TY; TFE; VY;
FLPE
Neuropeptideo GQ 0,0122
Ativador da protedlise 0,0122

mediada por ubiquitina
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(CONTINUACAO)

Inibidor da CaMPDE IR; KF; EF 0,0122
Hipotensivo (inibidor IR; KF; EF 0,0122
da renina)

Antiamnéstico VPL; PG; GP 0,0102
Regulador GFL; GP; PG 0,0102
Antitrombético GP; PG 0,0081
Imunomodulador YG; GFL; EAE 0,0061
Ligante de permease KK 0,0041

bacteriana
Antibacteriano GLPQE; YVL 0,0041

'As letras em cada sequéncia peptidica indicam a inicial do nome do aminoacido. Nomenclatura: A =
alanina, C = cisteina; H = histidina; | = isoleucina; M = metionina; S = serina; V = valina; G = glicina; L
= leucina; P, prolina; T = treonina; F = fenilalanina; R = arginina; Y = tirosina; W = triptofano; D = &cido
aspartico; N = asparagina; E = acido glutdmico; Q = glutamina; K = lisina.

2A frequéncia de ocorréncia (A) variade 0 a 1.

As sequéncias marcadas com cores possuem mais de um tipo de atividade, e estdo assim
representadas: em amarelo (inibidor das enzimas DPP-IV e ECA); em amarelo com negrito (inibidor
das enzimas DPP-IV, ECA e antioxidante); em vermelho (antioxidante e inibidor da ECA); em vermelho
com negrito (inibidor das enzimas DPP-1V, ECA e CamPDE e hipotensivo); em laranja (inibidor das
enzimas DPP-IV e ECA, antiamnéstico, regulador e antitrombético), em laranja com negrito (inibidor da
DPP-1V e estimulante) em verde (inibidor da DPP-IV e antioxidante); em verde com negrito (inibidor da
DPP-IV, ECA e antioxidante); em rosa (inibidores da DPP-IV, ECA, CamPDE, antioxidante e
hipotensivo) em azul (inibidor das enzimas DPP-IV e ECA e neuropeptidio), em roxo (inibidor da ECA
e antibacteriano), em marrom (inibidor das enzimas DPP-IV e ECA e imunomodulador) e em cinza
(inibidores da DPP-1V e ECA e ativador de proteolise)

A inibicdo destas duas enzimas é uma estratégia utilizada pela farmacoterapia
na produgdo de medicamentos. Os inibidores da DPP-IV prolongam a agdo dos
horménios incretinas como o peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) e o peptideo
insulinotropico dependente de glicose (GIP) sobre os receptores que estimulam a
secregao de insulina, mantendo, assim, o controle da glicemia em individuos com
diabetes tipo 2 (LACROIX; LI-CHAN, 2016). Os inibidores da ECA, por sua vez, evitam
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a conversao de angiotensina | em angiotensina I, que é um vasoconstritor capaz de
aumentar a absorcgéao periférica de ions sodio, e com isso, elevar a presséo arterial
(DASKAYA-DIKMEN et al., 2017). Logo, a frequéncia elevada dessas duas classes
de inibidores na sequéncia da proteina do café representa uma caracteristica muito
favoravel para o isolamento e aplicagdo de peptideos com esses tipos de atividade
biologica.

Na sequéncia da proteina também foram encontradas, em menor ocorréncia,
sequéncias peptidicas com as atividades estimulante (A = 0,06) e antioxidante (A =
0,05), reguladora (A = 0,01), neuropeptidica (A = 0,01), antiamnéstica (A = 0,01),
imunomoduladora (A = 0,006), inibidor de renina (A = 0,01), inibidor da CaMPDE (A =
0,01) e antibacteriana (A = 0,004).

E interessante notar que varias sequéncias peptidicas da globulina 11S
possuem mais de um tipo de atividade bioldgica. Ha pelo menos 40 sequéncias que
apresentam ao mesmo tempo atividades de inibicao da DPP-IV e da ECA. Além disso,
ha sequéncias de menor ocorréncia que também podem inibir a DPP-IV e/ou a ECA.
Os peptideos AH e TY, por exemplo, apresentam atividades antioxidante e de inibigao
da DPP-IV; logo, poderiam atuar tanto no controle glicémico como no sequestro de
radicais livres decorrentes do estresse oxidativo ocasionado pelo diabetes tipo 2. Um
outro exemplo interessante € dos peptideos IR e KF, que podem exercer efeito anti-
hipertensivo ao inibirem de forma completa o sistema RAS (renina-angiotensina), ou
seja, inibirem tanto a ECA quanto a renina. Esta estratégia pode ser benéfica tanto
para o tratamento da hipertensdo como causa primaria, como também em individuos
diabéticos que apresentem complicagdes renais, uma vez que a atividade residual da
renina esta relacionada a casos de microalbuminuria (GISMONDI; OIGMAN, 2011;
NEVES et al., 2018). Essa multifuncionalidade poderia ser mais explorada tanto para
prospeccao de novos farmacos, quanto para producao de ingredientes para serem
aplicados em matrizes alimentares.

Apds a predicao do potencial bioativo total da sequéncia proteica pela base de
dados BIOPEP (Tabela 1), foi realizada a simulacdo da digestdo gastrointestinal in
silico para verificar se os peptideos liberados pela agéo proteolitica poderiam, de fato,
exercer atividade biolégica. As sequéncias com potencial bioativo estéo identificadas

na Figura 1. Houve maior ocorréncia de peptideos inibidores da DPP-IV (A = 0,045) e
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da ECA (A = 0,043). Em menor ocorréncia, também houve peptideos com atividades
antioxidante (A = 0,03) e estimulante (A = 0,01).

Varias das sequéncias peptidicas apresentaram mais de um tipo de atividade
bioldgica, abrindo a possibilidade das sequéncias que foram preditas com mais de um
tipo de atividade (Tabela 1) serem liberadas pela acao digestiva. No entanto, somente
parte de todos os peptideos bioativos preditos foram liberados pela digestédo, os quais

correspondem, em sua maioria, a di e tripeptideos.

Figura 1. Simulacao in silico da digestdo gastrointestinal da globulina 11S com as
proteases pepsina, tripsina e quimotripsina.

M-Bll-SH-M-1SL-SL-Y-Mll-L-F-L-GCL- N8l - BR-PQPR-L-R-BH-TQCDIQK
-L-N-AQEPSF -R-F - PSEAGL - TEF - W - DSN - N - PEF - GCAGVEF - ER - N - TVQPK
-Bl-R-L-BH-Y-SN-BK -F - - VEGTGVQGTVIPGCAETF - ESQGESF - W -
GGQEQPGK - GQEGQEQGSK - GGQEGR-R-QR-F-PDR-H-[@f-L-R-R-F -l -
GDVL -l -L-PGF-TQW-TY -N-DGDVPL - VTVAL - L - DVAN - EAN - QL - DL - QSR -
K-F-F-L-AGN-PQQGGGK - EGH - QGQQQQH - R - N - IF - SGF - DDQL - L - ADAF -
N-VDL-K-1IQK-L-K-GPK-DQR - GSTVR - AEK - L -QL -F - L - PEY -
SEQVQQPQQQQEQQQH - GVGR - GW - R- SN - [@ll - EETL - CTVK - L - SEN - IGL -
PQEADVF - N - Bl - AGR - ITTVN - SQK - IPIL - SSL - QL - SAER - @B - L - Y - SN - AIF -
APH-W-N-IN-Bl-N-AL-Y-VIR-GN -8R - IQVVDH - K- GN - K - il - DDEVK -
QGQL - IIVPQY -F-AVIK-K-AGN-QGF - Bl -MBE - K- TN-DN-AM - IN - Bl - VGR - L
- SAF - R- AIPEEVL - R - SSF - QISSEEAEEL -K-Y -8R - QER-L - L - L - SEQSQQGK -
K-R-SCL-S

Inibidor da DPP-IV

Inibidor da ECA

Antioxidante, inibidores da DPP-IV e ECA

Antioxidante, estimulante e inibidores da DPP-IV

Antioxidante e inibidor da DPP-IV

Estimulante e inibidor da DPP-IV

Inibidores da ECA e DPP-IV

Os tracos entre as letras (aminoacidos) representam os pontos de clivagem da ligagéo peptidica pelas proteases.
Nomenclatura: A = alanina, C = cisteina; H = histidina; | = isoleucina; M = metionina; S = serina; V = valina; G =
glicina; L = leucina; P, prolina; T = treonina; F = fenilalanina; R = arginina; Y = tirosina; W = triptofano; D = acido
aspartico; N = asparagina; E = acido glutdmico; Q = glutamina; K = lisina.
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O grau de hidrolise da cadeia polipeptidica obtido da simulagéo da digestao
gastrointestinal foi de 37,02%, o que sugere que a especificidade de atuacdo das
proteases utilizadas pode ter contribuido para a diferenca nas frequéncias de
ocorréncia entre a predicao de bioatividade total e a simulacdo da digestdo. Cada
enzima cliva a ligagao peptidica a partir do reconhecimento de determinados residuos
de aminoacidos. A pepsina atua sobre fenilalanina e tirosina; a tripsina cliva apés lisina
e arginina; e a quimotripsina tem especificidade por aminoacidos aromaticos
(NELSON; COX, 2013). Além da especificidade citada, a presenca de residuos de
prolina e glutamina perto dos pontos de clivagem da ligagao peptidica podem bloquear
a atuacgao da tripsina e da quimotripsina. Dessa forma, a acao das proteases pode ter
limitado a extens&o da hidrélise, e isso levou a liberagao de peptideos de tamanho
variavel e, consequentemente, a resultados de bioatividade reduzida.

Os demais peptideos liberados nao tém potencial bioativo descrito no BIOPEP.
No entanto, varios deles tém uma frequéncia elevada de sequéncias peptidicas
encriptadas com atividade de inibicado da DPP-IV e da ECA (Tabela 2). Isso mostra

que estes peptideos também poderiam atuar como inibidores enzimaticos.
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E interessante notar que a maior parte das sequéncias que foram preditas como
inibidores sao di e tripeptideos. Embora sequéncias peptidicas curtas consigam
interagir com os subsitios do sitio ativo das enzimas a inibicado da DPP-IV e da ECA
pode ocorrer em sitios de ligacdo secundarios (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011;
LACROIX; LI-CHAN, 2015; CRUZ et al., 2016).

Na DPP-1V, é relatado que sequéncias peptidicas longas (30 - 50 residuos de
aminoacidos) podem inibir a enzima de forma n&o-competitiva pela ligagdo do
peptideo na interface onde ocorre a dimerizagdo da estrutura, o que impede o
estabelecimento da conformacgéo ativa da enzima, e consequentemente, a catalise do
substrato (KUHN-WACHEA et al., 2011; POWER et al., 2014).

No caso da ECA, o peptideo pode inibir a enzima de forma nao competitiva pela
interagdo com o ion Zn?* presente no sitio ativo da enzima; e também seletivamente
a um dois dominios cataliticos (dominios C e N) do sitio ativo, levando a reducao da
velocidade de catalise do substrato devido a mudanga ocasionada na conformacéao
da enzima (ONUH et al., 2015; FU et al., 2017; SETAYESH-MEHR; ASOODEH, 2017).

Dessa forma, as caracteristicas estruturais destas enzimas podem permitir que
moléculas maiores, tais como varias das sequencias peptidicas liberadas pela
digestdo  simulada (VVEGTGVQGTVIPGCAET, SEQVQQPQQQQEQQQH,
GQEGQEQGSK, GGQEQPGK, PQQGGGK, PQEADVF, ESQGESF, GCAGVEF,
DGDVPL e IIVPQY) possam atuar como inibidores, uma vez que poderiam se ligar
em sitios de ligacao secundarios e induzir mudangas conformacionais na enzima,
dificultando a interagcdo com o substrato, conforme proposto por outros autores
(WYVRATT; PATCHETT, 1985; NELSON; COX, 2013; RUFIAN-HENARES;
MORALES, 2007).

Outra caracteristica dos peptideos inibidores € a natureza dos residuos de
aminoacidos terminais. Para a ECA, sequéncias C-terminal de tripeptideos que
apresentam residuos de aminoacidos hidrofébicos ou de cadeia lateral ramificada tais
como fenilalanina, tirosina e triptofano e/ou prolina conseguem interagir efetivamente
com os subsitios S1, S2 e S2' do sitio ativo da enzima. Na DPP-IV, a por¢cdo N-
terminal de residuos de aminoacidos aromaticos como triptofano e com cadeia lateral
ramificada, bem como a presenca de prolina na posigcdo 2 parecem ter maior
efetividade (LACROIX; LI-CHAN, 2016; NONGONIERMA et al., 2017). Dessa forma,

varias das sequéncias que foram consideradas inativas na_base BIOPEP tais como
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IPIL, ADAF, ISL, PSEAGL, AQEPSF, DGDVPL, PGF, VDL também podem ser

Os resultados apontam que a globulina 11S do café tem potencial para ser
investigada, primariamente, como precursora de peptideos inibidores da DPP-IV e da
ECA.

3.2 PROTEINA SOLUVEL

A concentracao de proteina soluvel dos extratos antes da digestédo variou de
51 a 63,8 % (Tabela 3). Apds a simulagao da digestdo gastrointestinal, esses valores
aumentaram significativamente (p < 0,05), chegando a serem maiores que 80% para
os extratos de café torrado e da borra. Isto mostra que houve agao proteolitica sobre
a fracao proteica dos extratos. Durante o processo de digestao gastrointestinal, varias
proteases tais como pepsina, tripsina e quimotripsina promovem a redug¢do do
tamanho da cadeia polipeptidica. Os peptideos e aminoacidos livres liberados séo
mais soluveis que a proteina nativa (NELSON; COX, 2013). Dessa forma, a agao
proteolitica ocorrida na simulagéo da digestao pode ter liberado peptideos; e como foi

demonstrado no estudo in silico (Tabelas 1 e 2), eles também podem ser bioativos.



oo18y04d ojenxa ap ,.6001 |oAnjos euajoid ap 6 owod essaidxe ogdesuadsuo) ,
‘oe1sabip e sode @ sajue (Bli0g 8 Opello) ‘OplaA) saziljew se a4ud (G0‘0 < d) Is asus walsyip oeu osloweled eped eled sienbi sejnasnuUIW SeJ}d| WOoD SeIP9IA|
‘oelsabip e sode no sajue (e1loq 8 opelio} ‘eplan) sazujew se esed (GO0 < d) 1s aiyus walslip oeu osdweled eped eled sienbi sejnosniew sed| Wod SeIpa

4a 90°0F9S‘T ey T6'8CFLTTSET ey66'C9TF06'0TTT ey 66'8TF85GY9 evy6LCF95°G8 eliog
qv 90°0F6S°C eq V9 VTF97'G86 ev0C'0LFL0°960T eg LO'CTFBL VLS ey S6'TFVT V8 opetioj
a5 70'0F€S0 e 99'LTF6C'001 eg VT'TTFCOCTT en L8'LFESOTT el V' CFC6'9L 9pIdA

opj1sabip b sody
eg TT'0FC0C av £9°9GF9LSSLT q'g 8¢ LSF99°0T9 qeT0'62F99°0V 1 q'e 96°€F6L'8S elog
ey/0'0FEQ'E qg LO'8TFIL'86L avIL' LVF86'ETS qv VL' VTFEB 96V a2 0T¥F90TS opeiio}
e L0°0FOV'T 9 8C9F00°€8¢€ e GG'8¥99°00T g 0C'LF0E'99 qv SO'EFILE9 9pPIaA

op1sabip pbp sajuy

(-8 *31 jown) (;-8 *3L jowr)
(:1wsw) (;-8'9v3 jown) +(:-8001°8)

dvid Ss1av oJloweled

seuiploued\l

eJoInpaJ apepioede)

ajuepIxoljue apepIAly

[9AN|Os euldloid

"0JJiA Ul [eunsalulonseb oelsabip sode @ sejue ‘gjed ap BJI0Q © Ope.IO] ‘SpJaA 9Jed ap S02I8)old Sojelixe Sop seulplougaw
ap J08) 8 eiojnpas spepioeded ‘dyy4 @ S1gV Sopojow sojad ajuepixonue apepiAle ‘|8An|os eulsjoid ap oedesussuo) ¢ ejagel

8.



79

Também foram observadas diferengas nas concentragbes de proteina soluvel
entre os extratos antes da digest&o. Elas podem ser atribuidas as alteragdes ocorridas
nas proteinas devido as etapas de torracdo e preparo da bebida realizadas nas
matrizes dos extratos. A formacgéo e complexagcdo das melanoidinas as proteinas do
café durante a torragcdo dos graos, torna essa fragdo menos soluvel em agua
(BEKEDAM et al., 2006), o que pode ter resultado na menor concentragéo de proteina
soluvel obtida no extrato de café torrado. Por outro lado, no extrato da borra de café,
a etapa de percolagédo da agua quente no p6 de café pode ter acentuado a extensao
da desnaturacg&o da proteina, resultando na exposigdo de mais sitios de ligagdo com
a agua, levando a um aumento nos valores de solubilidade. Guo et al. (2015)
verificaram que a solubilidade de um isolado proteico de soja aumentou apds 15 min
de aquecimento a 80, 90 e 100 °C, devido tanto a exposi¢cado de sitios de ligagao
hidrofébicos quanto hidrofilicos. Isso portanto, poderia justificar os maiores valores

obtidos em relacéo ao extrato de café torrado.

3.3 PERFIL ELETROFORETICO DOS EXTRATOS ANTES E APOS A DIGESTAO

Na Figura 2A (antes da simulagao gastrointestinal), as bandas polipeptidicas
de cerca de 25 e 37 kDa presentes no extrato de café verde podem ser atribuidas as
subunidades da globulina 11S. Em graos verdes de café arabica, esta proteina
normalmente apresenta um dimero de cerca de 55-60 kDa, composto de duas
subunidades: uma a (acida), de cerca de 33 kDa; e outra 3 (basica), de 24 kDa, unidas
por ligacdes dissulfeto (ROGERS et al., 1999).

Além disso, observa-se uma banda intensa de 10 kDa que pode corresponder
a produtos de hidrolise da globulina 11S. As endopeptidases presentes no gréo de
café verde tém acao durante o armazenamento, o que pode resultar na liberacéo de
polipeptideos de menor massa molecular (12 — 16 kDa), conforme relatado por
diversos autores (ROGERS et al., 1999; LUDWIG et al., 2000). Como a amostra de
café verde utilizada no estudo ficou armazenada por cerca de um ano em condi¢des
ambientais antes da realizagédo dos experimentos, a banda do polipeptideo de 10 kDa

pode ser oriunda da acao das endopeptidases durante o armazenamento.
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Figura 2. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de extratos proteicos antes (A) e apés (B)
a simulacéo in vitro da digestao gastrointestinal
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(V) extrato de café verde; (T) extrato de café torrado; (B) extrato de borra de café e (P) padrdo. As setas
azuis indicam as bandas de proteina antes da simulacéo in vitro da digestdo gastrointestinal; as setas
vermelhas indicam as bandas de proteina liberadas apés a simulagéo.

Para os extratos de café torrado e da borra ndo foram observadas bandas de
proteina antes da digestdo. A derivatizagéo de proteinas a polifendis oxidados que
ocorre na torragao dos graos de café pode formar estruturas poliméricas maiores que
200 kDa (NUNES; COIMBRA, 2001), dificultando a permeagéo das proteinas no gel
de eletroforese. Por outro lado, a fragmentacdo que pode ocorrer nas globulinas 11S
durante a torracao, podem liberar polipeptideos de menor massa molecular, como o
polipeptideo de cerca de 14 kDa observado por Nunes e Coimbra (2001). Neste
estudo, no entanto, durante a etapa de dialise para purificacédo das proteinas e

eliminagédo do sal formado durante o processo de extragdo, proteinas de menor
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tamanho podem ter sido perdidas para o permeado, uma vez que a membrana
utilizada tinha malha de corte de 14 kDa. Considerando que o teor de proteina soluvel
obtido dos extratos foi maior que 50% (Tabela 3), € provavel que a faixa de massa
molecular da fragdo proteica concentrada ndo tenha sido separada no gel de
eletroforese; o que nao significa, portanto, auséncia de proteina.

Na Figura 2B é mostrado o perfil eletroforético das proteinas dos extratos apo6s
a simulacéo da digestado gastrointestinal. Pode-se observar que as proteinas dos
extratos foram degradadas, resultando na liberacéo de polipeptideos de menor massa
molecular. No extrato de café verde, apds a digestdo, foram observadas quatro
bandas de cerca de 26; 10; 5; e 3 kDa. A banda de cerca de 26 kDa, pode
corresponder a hidrolise do polipeptideo de 37 kDa, mas também pode indicar que a
subunidade [ resistiu a digestao.

Ali et al. (2012) notaram que a subunidade a é fortemente hidrofilica e mais
acessivel a acdo de enzimas, como a tripsina. A subunidade [, por ser mais
hidrofébica, ndo apresenta grupamentos da cadeia polipeptidica tdo expostos a
espécies reativas. Desta forma, é possivel que a banda a 26 kDa seja, parcialmente,
referente a resisténcia da subunidade (3, e esta banda e as demais sejam referentes
a hidrolise da subunidade a. Essa sensibilidade diferenciada a agado proteolitica
sugere que a bioatividade deste extrato pode estar mais relacionada aos polipeptideos
liberados da subunidade a e do polipeptideo de 10 kDa (Figura 2A).

Uma banda de cerca de 26 kDa foi observada tanto para o extrato de café
torrado como para o extrato da borra, e pode corresponder a fracées de proteina
liberadas da estrutura polimérica resultante do processo de torracéo.

No extrato da borra de café, além da banda de 26 kDa, outras duas bandas de
menor massa molecular (3,4 e 10 kDa) também apareceram. O tratamento
hidrotérmico do pé de café torrado para a extracéo da bebida (percolacdo da agua a
90 °C) pode ter ocasionado alguma desnaturagcéo proteica, com desdobramento
parcial da molécula, expondo mais ligacbes peptidicas susceptiveis a acdo das
proteases utilizadas para digestao gastrointestinal in vitro das proteinas, resultando

assim, na liberacao de peptideos de menor massa molecular.
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3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos proteicos, antes e apds a simulacao da
digestdo gastrointestinal, foi avaliada pelos métodos de ABTS e FRAP (Tabela 3).

Antes da digestao, o extrato de café torrado apresentou os maiores valores de
atividade antioxidante pelos dois métodos empregados. Também é possivel observar
que os valores obtidos tanto para o extrato de café torrado como para o extrato da
borra sdo maiores daqueles obtidos para o extrato de café verde (p < 0,05). Essas
diferencas podem ser atribuidas a incorporagdo das proteinas as melanoidinas
durante a torracao, levando a formagao de materiais de massa molecular elevada, e
com mais grupamentos quimicos com atividade antioxidante (MONTAVON,;
MAURON; DURUZ, 2003). Esta incorporacdo também justifica as bandas das
proteinas que néo foram visualizadas no gel de eletroforese (Figura 2A).

As melanoidinas sao estruturas poliméricas heterogéneas que contém varias
fracbes com diferentes teores de carboidratos, proteinas e compostos fendlicos
(TAGLIAZUCCHI; BELLESIA, 2015). A determinagédo da capacidade redutora esta
relacionada tanto ao teor de compostos fendlicos quanto a outros compostos
doadores de elétrons como proteinas e melanoidinas (PEREZ-MARTINEZ et al.,
2010). E possivel que, devido a natureza da estrutura polimérica das melanoidinas,
compostos fendlicos estejam complexados a elas. Assim, tanto as correlagdes
significativas (p < 0,05) entre a capacidade redutora e a atividade antioxidante pelos
métodos de ABTS (r=-0,74) e FRAP (r =-0,91); bem como aquelas observadas entre
os teores de melanoidinas e a atividade antioxidante por ABTS (r = 0,66) e FRAP (r =
0,86) indicam que as melanoidinas podem ter sido extraidas juntamente com a fragao
proteica. Bekedam et al. (2008) evidenciaram que a maior parte dos compostos
antioxidantes que tém formacéo induzida pela torracdo sdo materiais de massa
molecular elevada constituidos de arabinogalactanas e proteinas, que podem estar
complexadas a estrutura polimérica das melanoidinas. Isto sugere, portanto, que a
atividade antioxidante dos extratos de café torrado e da borra pode ser o resultado da
ligacdo entre proteinas e melanoidinas.

Também foi observado que a atividade antioxidante do extrato da borra de café

foi menor do que a observada para o extrato de café torrado. Parte dos compostos
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antioxidantes formados pela torragédo podem ter sido extraidos no preparo da bebida,
pois também houve redugéo nos valores de melanoidinas.

Apds a digestao, o extrato de café verde mostrou os menores valores de
atividade antioxidante. Comparando-se com os valores antes da digestdo, mesmo o
aumento sendo significativo (p < 0,05) para o método ABTS, os valores obtidos pelos
dois métodos ficaram muito préximos, mostrando que a atividade antioxidante dos
polipeptideos liberados pela acéo proteolitica (Figura 2B) nao & tado expressiva. No
café verde, a globulina 11S é a principal proteina de reserva. Interessantemente, tanto
o potencial total da proteina como o potencial predito apo6s a digestéo in silico (Tabelas
1 e 2) mostraram que peptideos antioxidantes podem ser gerados a partir da
sequéncia polipeptidica, tais como IKK, LY, AH, EL, PHW, PHY, RHQ, VKL, KD, YVL,
IR, LK, TY, TFE, VY e FLPE. No entanto, a frequéncia de ocorréncia destes peptideos
€ baixa, pois eles estdo presentes em um extrato proteico bruto, onde ha também
outros peptideos com fungdes bioldgicas distintas e, portanto, o que se percebe, € que
a atividade antioxidante nao é a principal atividade biolégica desse extrato proteico.

A atividade antioxidante pelo método de FRAP nao diferiu significativamente (p
> 0,05) entre o extrato de café torrado e da borra. No entanto, quando a atividade
antioxidante foi determinada pelo método ABTS, pode-se observar que o extrato da
borra apresentou maior atividade antioxidante do que o extrato de café torrado, ao
contrario do que acontecia antes da digestdo. A desnaturagéo adicional das proteinas
da borra, ocorrida durante a percolagdo da agua a 90 °C, facilitou a agéo das enzimas
digestivas, levando a producao de peptideos de menor massa molecular (Figura 2B),
e com diferentes atividades antioxidantes. As enzimas pepsina, tripsina e
quimotripsina tém especificidade de atuacéao e clivam as ligagdes peptidicas liberando
peptideos com extremidades contendo residuos tais como tirosina, triptofano e lisina
(MINKIEWICZ et al.,, 2008; NELSON; COX, 2013). Estes aminoacidos tém a
capacidade de agirem como doadores de protons e, portanto, podem apresentar maior
atividade antioxidante pelo método ABTS devido ao mecanismo de sequestro de
radicais livres (SARMADI; ISMAIL, 2010). Apesar de ter sido observado menor teor
de melanoidinas no extrato da borra do que no extrato de café torrado, apos a
digestdo, a atividade antioxidante pelo método de FRAP deste extrato se equiparou
aquela do extrato de café torrado porque a atividade antioxidante também é

proveniente dos segmentos de residuos de aminoacidos que foram expostos e
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liberados pela ag&o proteolitica, e ndo apenas pelo teor de melanoidinas. Isto sugere
que a acao das enzimas proteoliticas permitiu a exposicdo de aminoacidos capazes
de transferir elétrons e reduzir o ion ferro. Estes resultados mostram que tanto o café
torrado quanto a borra podem ser uteis como fonte de materiais proteicos para a

obteng¢ao de moléculas bioativas antioxidantes.

3.5 INIBIGAO DA ECA

A ICs0 é a concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade da ECA, e
representa o potencial anti-hipertensivo de cada extrato. Quanto menor o valor, maior
a eficiéncia de inibicdo da ECA. Na Figura 3 € mostrada a ICs0 dos extratos proteicos,

antes e ap0s a simulagéo da digestao gastrointestinal.

Figura 3. ICso da ECA para os extratos proteicos dos cafés verde (V) e torrado (T) e
da borra de café (B), antes (barras azuis) e apds (barras vermelhas) a simulagéo in
vitro da digest&o gastrointestinal.
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.Barras com letras maiusculas iguais nao diferem entre si (p < 0,05)
Barras com letras minusculas iguais ndo diferem entre si (p < 0,05)
Resultados apresentados como a média + desvio padr&o (n = 3)

Antes da digestédo, a ICso dos extratos proteicos variou de 2,13 a 2,43 mg
proteina soltvel (PS).mL-'. Os valores obtidos ndo condizem com potenciais inibidores

da ECA relatados por varios autores para outras fontes proteicas (MEGIAS et al.,



85

2004; MAKINEM et al., 2008; RUI et al., 2013), uma vez que a proteina nativa nao
apresenta caracteristicas estruturais, citadas anteriormente no estudo in silico, para
atuar como inibidor da ECA.

O processo de digestdo gastrointestinal cliva moléculas de proteinas gerando
cadeias polipeptidicas mais curtas. Assim, ap6s a simulacdo da digestao
gastrointestinal, a eficiéncia de inibicdo aumentou de forma expressiva para todos os
extratos. O extrato de café verde (ICso = 0,30 mg PS.mL™") digerido teve uma inibi¢&o
superior a sete vezes se comparado com o extrato antes da digestéao (ICso = 2,13 mg
PS.mL™"). O extrato da borra (ICso = 0,27 mg PS.mL"") digerido, por sua vez, teve uma
inibicdo da ECA nove vezes maior do que antes da digestdo (ICso = 2,37mg PS.mL™").

O extrato de café verde mostrou maior eficiéncia de inibicdo da ECA quando
comparado ao extrato de café torrado. Também é perceptivel que entre os extratos
de café verde e da borra de café nao houve diferenca significativa na eficiéncia de
inibicdo (p > 0,05). Analisando estes resultados juntamente com os perfis
eletroforéticos dos extratos apés a digestdo (Fig.2B), percebe-se que os extratos de
café verde e da borra apresentaram maior suscetibilidade a agdo das proteases
gastrointestinais, o que resultou na liberacao de peptideos de menor massa molecular
(3,4 a 6,5 kDa, por exemplo), se comparado ao extrato de café torrado (26,6 kDa).
Polipeptideos menores podem ter melhor interagdo com os sitios cataliticos da
enzima, o que poderia justificar, portanto, a melhor eficiéncia de inibicao encontrada
para estes extratos.

E muito provavel que a atividade de inibicdo da ECA demonstrada pelos
extratos de café verde e da borra seja devido as caracteristicas estruturais dos
peptideos inibidores formados durante a digestdo e que foram preditos pela base de
dados BIOPEP.

No extrato de café torrado (ICso = 1,18 mg PS.mL""), apesar de terem sido
liberados peptideos com massas moleculares maiores, também foi possivel observar
uma maior eficiéncia de inibicdo da ECA apéds a digestdo. Este aumento somente foi
possivel devido a hidrélise da estrutura polimérica das melanoidinas que estavam
ligadas as proteinas. As melanoidinas, que sao polimeros de estrutura né&o
completamente elucidada, tém carater aniénico e, consequentemente, eficiéncia em
quelar ions metalicos (RUFIAN-HENARES; MORALES, 2007). De Marco, Fischer e

Henle (2011) propuseram que grupamentos orto-hidroxil e carboxil de origem fendlica
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em melanoidinas isoladas de café podem estar envolvidos na interacdo com ions
metalicos de metalopeptidases, tais como a ECA. Como a ECA é uma peptidase que
depende de Zn?* para a atividade catalitica, a atividade de inibicdo dos extratos de
café torrado pode estar relacionada, pelo menos em parte, a propriedade quelante
das melanoidinas. Portanto, a reducdo do valor de ICso, do extrato de café torrado
pode ser consequéncia nao apenas das caracteristicas estruturais da fragao peptidica,
mas também da interagdo da enzima com grupamentos especificos das melanoidinas.

Desta forma, a simulagao da digestao gastrointestinal dos extratos proteicos foi
capaz de liberar potenciais inibidores da ECA. Atividade de inibicdo comparavel a do
extrato do café verde é possivel de ser obtida a partir de peptideos que podem ser

isolados da borra de café, um subproduto do processamento do café.

4 CONCLUSAO

A globulina 11S é precursora de uma série de peptideos que podem atuar
principalmente como inibidores de enzimas envolvidas na regulacdo do metabolismo
do corpo humano. A digestdo gastrointestinal simulada dos extratos proteicos dos
cafés verde e torrado e da borra de café é capaz de liberar peptideos inibidores da
ECA, e que também séo capazes de sequestrar espécies reativas e quelar ions
metalicos, podendo exercer atividades anti-hipertensiva e antioxidante.

Os extratos de café verde e da borra de café apresentaram maiores eficiéncias
de inibicdo da ECA e, portanto, os maiores potenciais anti-hipertensivos. Isto se deve
a menor massa molecular dos peptideos liberados apds a digestdo. No entanto, o
extrato de café verde tem menor atividade antioxidante em comparacao aos extratos
de café torrado e da borra de café. Essa maior atividade antioxidante pode ser
atribuida as interagbes formadas entre proteinas e melanoidinas durante a torragao.
Assim, a borra de café, que é um subproduto do processamento do café, € uma
interessante matéria-prima para obtengao de substancias bioativas anti-hipertensivas

e antioxidantes.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Este estudo mostra que ha um potencial bioativo encriptado nas proteinas dos
cafés verde e torrado e na borra de café. Peptideos inibidores da ECA e antioxidantes,
os quais tiveram ocorréncia predita no estudo in silico e evidenciada no estudo in vitro,
podem ser liberados pela agédo da digestao gastrointestinal.

Na borra de café, um subproduto do processamento do café, evidencia-se tanto
o potencial anti-hipertensivo quanto o antioxidante na sua fragdo proteica. Esse
potencial pode, em estudos posteriores, ser investigado quanto a aplicagbes em
alimentos. No entanto, estudos posteriores sdo necessarios para identificar e avaliar
a agao dos peptideos isolados dos trés extratos.

Desta forma, o café pode ser fonte de peptideos capazes de contribuir para

reduzir o risco de desenvolvimento de doencgas crénicas nédo transmissiveis.

8 CONSIDERAGOES FINAIS

Possiveis efeitos benéficos a saude humana podem ser obtidos tanto pela
ingestao da proteina isolada do café, como dos peptideos identificados e isolados. As
proteinas isoladas podem ser utilizadas como ingredientes de alimentos funcionais, e
terem sua agao biol6gica manifestada pela digestao. Os peptideos, por sua vez, além
de poderem ser aplicados em matrizes alimentares, podem ter aplicagao
farmacologica. No entanto, estudos posteriores sdo necessarios para identificar e
avaliar a acéo dos peptideos isolados dos trés extratos antes de se definir quaisquer

aplicacoes.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 1S. Sequéncia de aminoacidos da globulina 11S do café arabica. Numero de
entrada: Q9ZNY2_COFAR (numero NCBI: 13443)

MAHSHMISLSLYVLLFLGCLAQLGRPQPRLRGKTQCDIQKLNAQEPSFRFPSEAGLTEFWDSNNPEF
GCAGVEFERNTVQPKGLRLPHYSNVPKFVYVVEGTGVQGTVIPGCAETFESQGESFWGGQEQPGK
GQEGQEQGSKGGQEGRRQRFPDRHQKLRRFQKGDVLILLPGFTQWTYNDGDVPLVTVALLDVANE
ANQLDLQSRKFFLAGNPQQGGGKEGHQGQQQQHRNIFSGFDDQLLADAFNVDLKIQKLKGPKDQR
GSTVRAEKLQLFLPEYSEQVQQPQQQQEQQQHGVGRGWRSNGLEETLCTVKLSENIGLPQEADVFN
PRAGRITTVNSQKIPILSSLQLSAERGFLYSNAIFAPHWNINAHNALYVIRGNARIQVVDHKGNKVFDDE
VKQGQLIIVPQYFAVIKKAGNQGFEYVAFKTNDNAMINPLVGRLSAFRAIPEEVLRSSFQISSEEAEELK
YGRQERLLLSEQSQQGKKRSCLS

Cada letra da sequéncia representa um aminoacido. Nomenclatura: A = alanina, C = cisteina; H = histidina; | =
isoleucina; M = metionina; S = serina; V = valina; G = glicina; L = leucina; P, prolina; T = treonina; F = fenilalanina;
R = arginina; Y = tirosina; W = triptofano; D = acido aspartico; N = asparagina; E = acido glutamico; Q = glutamina;
K = lisina.

Fonte: UNIPROT CONSORTIUM, 2017.
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Figura 2S. Esquema de obtencdo de extratos proteicos e avaliagdo da atividade

biologica.
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