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Resumo

O mercado do café, um dos mais proeminentes a nivel mundial, € um pilar importante na
economia de paises exportadores como a Colémbia, Vietname e Brasil. Porém, as alteracdes
climéticas tém resultado em graves consequéncias nos ecossistemas em geral e na producao de

café em particular.

O projeto TriCafé tem contribuido para a recuperacdo da floresta himida tropical na Serra
da Gorongosa (parte do Parque Nacional da Gorongosa) em Mocambique, que viu a sua
biodiversidade ameacada no passado, com impacto sdcio-econémico nas comunidades vizinhas.
A plantacdo de cafeeiros, num sistema agroflorestal na Serra da Gorongosa, tem sido um dos

focos desse projeto.

De forma a contribuir para a avaliacdo da qualidade do gréo produzido nesse sistema
agroflorestal, este trabalho centrou-se na extracdo e caraterizacdo parcial de compostos bioativos,
em particular polissacaridos, a partir de gréo verde de plantas Coffea arabica L., cultivadas a dois

niveis de altitude, com sombreamento moderado.

Os extratos obtidos por extragdo por micro-ondas (MAE) apresentaram, geralmente,
contetidos de biocompostos e atividade antioxidante superiores aos das fragdes de extragdo por
multi-etapas (MSE). Os resultados evidenciaram reducdo de proteinas e da maioria dos
polissacaridos no grdo com o aumento da altitude de cultivo. Adicionalmente, os extratos MAE e
FKOH (fracdo obtida por MSE) ndo revelaram atividade contra Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.

A partir dos extratos com maior concentracdo de polissacaridos (MAE e FKOH) foi
possivel fracionar por cromatografia de exclusdo molecular, polissacaridos de Mr >2000 kDa e
ca. 40 kDa. Estes ultimos apresentaram atividade antioxidante e foram co-eluidos com proteinas,

sugerindo existéncia na forma livre ou complexada.

Os extratos MAE e MSE analisados por HPLC-RI exibiram sacarose, glucose, frutose e
arabinose, enquanto a estaquiose e maltotriose foram detetadas apenas em algumas fragdes MSE.
Os extratos hidrolisados revelaram glucose, manose e arabinose, resultados parcialmente

confirmados por cromatografia em camada fina.

Palavras-chave: Coffea arabica L., compostos bioativos, cromatografia de exclusao
molecular, HPLC-RI, polissacaridos.
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Abstract

The coffee market, one of the most prominent in the world, is an important pillar in the
economy of exporting countries such as Colombia, Vietnam and Brazil. However, climate change

has resulted in serious consequences for ecosystems in general and coffee production in particular.

The TriCafé project has contributed to the recovery of the tropical rainforest in Mount
Gorongosa (part of the Gorongosa National Park) in Mozambique, which saw its biodiversity
threatened in the past, with a socio-economic impact on neighboring communities. Planting coffee
trees, in an agroforestry system in Mount Gorongosa, has been one of the focuses of this project.

To contribute to the evaluation of the quality of the grain produced in this agroforestry
system, this work focused on the extraction and partial characterization of bioactive compounds,
in particular polysaccharides, from green grain of Coffea arabica L. plants, cultivated at two

levels high altitude, with moderate shading.

The extracts obtained by microwave extraction (MAE) generally presented higher
biocompound content and antioxidant activity than the multi-step extraction (MSE) fractions. The
results showed a reduction in proteins and most polysaccharides in the grain with increasing
cultivation altitude. Additionally, MAE and FKOH (fraction obtained by MSE) extracts did not
reveal activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

From the extracts with the highest concentration of polysaccharides (MAE and FKOH) it
was possible to fractionate by molecular exclusion chromatography, polysaccharides with Mr
>2000 kDa and ca. 40 kDa. The latter showed anti-oxidant activity and were co-eluted with

proteins, suggesting their existence in free or complexed form.

The MAE and MSE extracts analyzed by HPLC-RI exhibited sucrose, glucose, fructose
and arabinose, while stachyose and maltotriose were detected only in some MSE fractions. The
hydrolyzed extracts revealed glucose, mannose, and arabinose, results partially confirmed by thin

layer chromatography.

Keywords: Coffea arabica L., bioactive compounds, size exclusion chromatography,
HPLC-RI, polysaccharides.
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Enquadramento

O Parque Nacional da Gorongosa (PNG) situa-se na provincia de Sofala, area central de
Mocambique. Possui uma area de 3770 km? com dois tipos de ecossistemas, savana e floresta
tropical montanhosa, tendo sido habitat natural de milhares de ledes, bufalos, elefantes e muitos
outros animais selvagens. Parte da Serra da Gorongosa foi posteriormente integrada no PGN, apds
sentir o impacto da guerra civil mocambicana, tendo sofrido uma perda significativa de

biodiversidade, tanto a nivel de fauna como de flora.

Atualmente o PNG representa um dos maiores casos de sucesso de recuperagédo da vida
selvagem em Africa, devido a uma parceria publico-privada estabelecida em 2008 entre o
Governo de Mogambique e o Projeto de Restauragdo da Gorongosa (PRG), uma organizacdo norte
americana sem fins lucrativos. Em 2004, o americano Greg Carr, fundador da Fundacdo Carr,
visitou 0 PNG e em 2008 estabeleceu um compromisso de longo prazo com 0 governo
mog¢ambicano, ndo sO para restaurar a paisagem e a vida selvagem no PNG, como para promover
o desenvolvimento humano na serra da Gorongosa e das populacfes vizinhas, tanto a nivel de

cuidados de salde e de ensino, como de crescimento econémico.

O projeto de exploracéo de Café em Sistema Agroflorestal (Gorongosa National Parks’
Coffee Agroforestry under Shade — CAPS), surgiu assim nesse ambito. Adicionalmente foi
implementado o projecto “Produgdo Sustentavel de Café no Parque Nacional da Gorongosa em
Sistema Agroflorestal Integrado no Contexto da Desflorestacdo, Alteracdes Climaticas e
Seguranca Alimentar - Gorongosa Café - Tricafé”, que teve inicio em 2018, consistindo numa
parceria trilateral entre Mocambique (PNG), Portugal (Instituto Superior de Agronomia de
Lisboa) e Brasil (Universidade Federal do Espirito Santo), com financiamento do Camdes -
Instituto da Cooperacdo e da Lingua, I.P. (Portugal) e da Agéncia de Cooperacdo Brasileira
(Brasil), com o objetivo de melhorar o sistema de producado de café (ca. 500 ha) com beneficios
socio-econdmicos e ambientais diretos. Assim, para além de trabalhar no restauro do PNG, o
TriCafé ajuda a proporcionar rendimento a populacdo, promovendo a plantacdo de cafeeiros
(Coffea arabica L.) a sombra das arvores autdctones replantadas, trabalho que tem vindo a ser
realizado por agricultores locais. O café produzido é vendido em mercados nacionais e
internacionais e os lucros revertem para projetos de conservagdo e para a comunidade do PNG
(Camdes, I. P., 2020) (Quammen et al., 2019).

Devido & larga extensdo do PNG e a capacidade de adaptacdo da cultura do cafeeiro, esta
plantacdo pode ser feita em diferentes locais, com altitudes e sombreamento varidveis,
aproveitando ao maximo o territdrio reabilitavel (Quammen et al., 2019). Para uma avaliacéo das
melhores condic¢Oes de condugdo da cultura em termos de altitude e nivel de sombreamento, foi

acompanhado o desenvolvimento de cafeeiros a trés altitudes diferentes (650, 825 e 935 m), sob
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diferentes niveis de sombreamento (sombreamento denso, sombreamento moderado ou sem

sombreamento ou total exposicao solar).

De forma a contribuir para a avaliacdo da qualidade do grdo de café da Gorongosa, no
presente estudo, foram analisados 0s extratos de trés amostras de grdo verde de Coffea arabica
da colheita de 2021, obtidos por extragdo por multi-etapas (MSE) e extragdo assistida por micro-
ondas (MAE). Nesses extratos foram determinados os contetdos de diversas biomoléculas,
designadamente agUcares redutores, polissacéridos neutros, acidos, sulfatados e 8-(1,3)-glucanos,
compostos fendlicos e flavondides, lipidos e proteinas. Para além de terem impacto nas
caracteristicas sensoriais da bebida de café, estes compostos apresentam também Vvarios
beneficios associados a atividade

antioxidante, anticarcinogénica e antimicrobiana.

Os diversos biocompostos presentes nos extratos obtidos a partir das amostras de grao
café verde, foram fracionados por cromatografia de exclusdo molecular e posteriormente foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), electroforese, cromatografia
de camada fina (C.C.F.) e espectroscopia de infravermelho. Adicionalmente, foram ainda
avaliadas as suas capacidades antioxidante e antibacteriana.
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1. Introducéo

As bebidas obtidas a partir do grao de café — sejam estas café, galdo, cappuccino ou outras
— estdo presentes em inlmeros contextos sociais, sendo estes produtos consumidos a nivel

mundial.

Uma das grandes vantagens da planta de café € a sua adaptacdo a diferentes condi¢des
climéticas, embora limitada np seu cultivo a regido intertropical. Embora a planta de café (Coffea
arabica L.) se pense ser originaria da Etidpia, ela é atualmente é cultivada em mais de 80 paises,
sendo os grandes produtores Brasil, Vietname, Colémbia, Indonésia e Eitiopia. (Prandi et al.,
2021).

Existem cerca de 130 espécies de plantas de café, pertencentes ao género Coffea, sendo a
espécie Coffea arabica L. a que domina o mercado, representando aproximadamente 60-65% do
mesmo (Prandi et al., 2021; Tsegay et al., 2020). O gréo de Coffea arabica L. permite preparar
bebidas de café com propriedades sensoriais, como 0 aroma e o sabor, considerados mais

agradaveis pela maioria dos consumidores

De acordo com a International Coffee Organization (ICO) a producdo média anual de

café tem vindo a aumentar nos Gltimos anos, embora ndo linearmente (Figura 1).
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Figura 1 - Dados anuais de producao e exportacdo mundial de café (Adaptado de ICO,
2022)
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Em 2000 foram produzidos 6824 milhares de toneladas de café e exportadas 5373
milhares de toneladas, enquanto em 2019 produziram-se 9903 milhares de toneladas e
exportaram-se 7901 milhares de toneladas. O méximo de exportacao de café atingiu-se em 2019,
enguanto o maximo de producao verificou-se em 2018, com 10347 milhares de toneladas de café
produzidos a nivel mundial (ICO, 2022).

No que respeita ao prego do café, este diminuiu ao longo de 2022, como demonstram 0s
dados apresentados no grafico da figura 2, no entanto, o valor desta matéria prima tem aumentado
ao longo dos altimos anos.
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Figura 2 - Pre¢o médio a nivel mundial do café (Adaptado de 1CO, 2022)

Embora em dezembro de 2021 o preco médio do café fosse 203,1 US cents/lb
(aproximadamente 4,21 €/kg), em dezembro de 2022 o prego médio registado foi de 156,4 US
cents/Ib (aproximadamente 3,24 €/kg), resultado de uma descida gradual desde junho de 2022
(ICO, 2022).

Esta diferenca na evolucédo da producao mundial de café e na evolucao do seu pre¢co médio
ndo € vantajosa, uma vez que se traduz em perdas de lucro para os produtores, o que implica uma
menor viabilidade na producdo de café.

1.1. Processamento do gréo de cafe

A selecdo dos grdos de café comercializados € feita assim que estes sdo colhidos,
selecionando, enquanto ainda verdes, os grdos de melhor qualidade, consoante pardmetros
previamente estabelecidos pelo fornecedor e de acordo com os padrdes de qualidade aplicados
(Prandi et al., 2021).

Para compreender melhor o tratamento a que o fruto do cafeeiro é sujeito apés colheita,

€ necessario conhecer a estrutura do mesmo, esquematizada na figura 3.
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Figura 3 — Cereja de C. arabica L. (A); Corte transversal do fruto do café (B): 1) exocarpo (pele exterior),
2) mesocarpo (polpa), 3) endocarpo (pergaminho), 4) pele de prata, 5) gréo de café (adaptada de Farah et al., 2019).

O fruto ou cereja do café é processado antes da torra, de forma a isolar o gréo de café dos
restantes constituintes do fruto e evitar a sua deterioragcdo. O processamento pode ser realizado
através dos métodos seco ou humido, cada um envolvendo diferentes etapas (figura 4). O método
seco tem vindo a ser substituido pelo método humido, que é mais completo e envolve mais etapas
de processamento. O método seco inicia-se com a secagem prévia da cereja do café, evitando-se
a decomposicao da polpa e promovendo-se a libertagdo do pergaminho do gréo de café. Enquanto
no método himido, a polpa é primeiramente removida, a cereja é fermentada, de forma a extrair
a camada entre o mesocarpo e o endocarpo, e por fim, o pergaminho é também removido
(Figura 4).
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Cereja do cafe
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Figura 4 — Resumo esquematizado do tratamento do café desde a selecdo da cereja do café até ao
armazenamento (adaptada de Subedi et al., 2011)
Existe ainda 0 método de processamento semi-seco, que envolve a despolpacéo prévia da

cereja do café, secagem do mesmo e descasque posterior do pergaminho.

As propriedades sensoriais do café estdo diretamente relacionadas com a composi¢ao
quimica do grdo verde, dependendo nomeadamente da presenca de compostos volateis e ndo
voléteis. A presenca e concentragdo destes constituintes variam consoante as condi¢6es de cultura
da planta (como altitude/temperatura, disponibilidade hidrica, sombreamento, tipo de solo,
periodo de colheita) e o processamento po6s-colheita a que os frutos sdo sujeitos (Tsegay et al.,
2020). Para além destas variaveis, diversos os constituintes do café, que contribuem para o seu

aroma final, sdo obtidos através da sua torrefacdo, sendo sujeitos a processos de pirdlise e de
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degradacdo, e a reacdo de Maillard (Sualeh et al., 2020). De facto, a torra dos grdos verdes
desencadeia alteracGes a nivel quimico e fisico nos gréos, apurando o seu aroma e sabor. Este
processo pode ser feito através do método convencional, leitos fluidizados ou torra rapida. No
método convencional, o café é colocado em tambores e torrado através de movimentos circulares
do tambor — este € o0 método mais simples e facil de realizar, mas também o que demora mais
tempo. O método dos leitos fluidizados baseia-se no método convencional, mas € ainda aplicada
uma corrente ascendente de ar quente a atravessar 0s graos de café, mantendo-os em movimento
e torrando-os — este método permite homogeneizar a temperatura a que 0s graos sdo torrados,
diminuindo ou eliminando zonas mais frias, onde o café seria menos torrado. O processo de torra
rapida é semelhante ao de leitos fluidizados, mas a corrente de ar quente € aumentada, concluindo
a torra em menos de quatro minutos — este método é o mais rapido, no entanto, também é o que

requer mais energia (Catelani et al., 2017).

1.2.  Composic¢édo quimica do grao de cafe

A cafeina é o constituinte mais conhecido do café, e, enquanto substancia precursora de
aroma, é responsavel pelo sabor amargo do mesmo. Para além da cafeina, os acidos clorogénicos
— como acidos cafeoilquinicos e acidos feruloilquinicos (Figura 5) — e a trigonelina sdo também
precursores de aroma (Farah et al., 2019; Sualeh et al., 2020). Tanto a cafeina como a trigonelina
sdo alcaldides com grupos N-metil, presentes nos grdos verdes de café, em concentracdes

semelhantes (Tabela 1).

OH on OCHs
OH
| OH
HO O |
, o,
HO" “cooH
A B

Figura 5 - Estrutura quimica do acido 5-O-cafeoilquinico (A) e do acido 5-O-feruliolquinico (B)
(Adaptado de Farah et al., 2019)
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Tabela 1 - Composi¢édo do grao verde de Coffea arabica L. (adaptado de Belitz et al., 2009)

Constituinte

Concentracao (% m/m)

Hidratos de carbono soltveis 9-12,5
Monossacaridos 0,2-0,5
Oligossacaridos 6-9

Polissacéridos 3-4
Polissacéridos insoluveis 46-53
Hemicelulose 5-10
Celulose 41-43
Acidos volateis 0,1
Acidos alifaticos n&o volateis 2-2,9
Acidos clorogénicos 6,7-9,2
Lenhina 1-3
Lipidos 15-18
Cera 0,2-0,3
Oleo 7,7-17,7
Compostos azotados 11-15
Aminoacidos livres 0,2-0,8
Proteinas 8,5-12
Cafeina 0,8-1,4
Trigonelina 0,6-1,2
Minerais 3-54

A trigonelina origina diferentes compostos volateis durante a torra do gréo, devido as

temperaturas a que o café é sujeito (200-240 °C) (Preedy et al., 2015). Entre estes compostos, esta

a niacina — vitamina B3 — que participa no metabolismo celular, sendo essencial para converter

proteinas, hidratos de carbono e lipidos em energia (Farah et al., 2019).

Na figura 6 encontram-se representadas as estruturas destes compostos.

O

I
A CH,

O

2 OH

~

N

Figura 6 - Estrutura quimica da trigonelina (A) e da niacina (B)

A trigonelina tem também propriedades anticarcinogénicas e antimicrobianas,
impedindo, por exemplo, a adesdo e crescimento da bactéria Streptococcus mutans, que é

responsavel por céries dentéarias (Preedy et al., 2015). Devido as suas propriedades e pelo facto
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de a trigonelina ser convertida noutros produtos as temperaturas elevadas do processo de torra, ja
¢ comercializado café torrado a temperaturas inferiores, e, portanto, rico em trigonelina
(Preedy et al., 2015).

Os compostos fenolicos presentes no grdo de café, para além de propriedades
antioxidantes, exibem outras atividades biolégicas, tais como anti-inflamatorias,
anticarcinogénicas, antitromboliticas e antimicrobianas. Os compostos polifendlicos contribuem
também, por exemplo, para a prevencdo do desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
obesidade e hiperglicemia. No café, os compostos fen6licos encontram-se ndo sé no grdo, como
também na pele de prata e nas borras de café — obtidas ap6s a preparacdo da bebida do café. Os
flavonoides e os acidos clorogénicos sdo exemplos destes compostos, sendo os Ultimos
produzidos a partir da fenilalanina, e responsaveis pela cor do café e acidez da bebida, podendo
mesmo resultar em sabores desagradaveis consequentes da torra do grdo (Sualeh et al., 2020;
Tajik et al., 2017). No que respeita aos flavonoides, como a quercetina, a hesperidina e as
catequinas (Figura 7), estes estdo associados ao crescimento, diferenciacdo e apoptose celular,
bem como & prevengdo de doencgas cardiovasculares, de Alzheimer e de Parkinson. Estes
compostos tém ainda capacidades imunomoduladoras, de inibicdo enzimatica e antitumorais,

afetando varios processos, tais como a angiogénese (Grotewold et al., 2006).
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Figura 7 - Estruturas quimicas da quercetina (A), hesperidina
(B) e D-catequina (C) (Sigma-Aldrich)
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Por sua vez, o 6leo do café é constituido maioritariamente por lipidos sob a forma de
acidos gordos, como os acidos linoleico e palmitico. Varios estudos indicam que o 6leo do café
apresenta capacidade de absorc¢do de radiacdo UV-B, sendo que os acidos gordos mencionados
demonstram propriedades emolientes e o seu défice estd associado a doengas de pele como
dermatite e eczema (Tsegay et al., 2020). Apos a extracdo do 6leo, € possivel recuperar compostos
com atividade biol6gica, como compostos polifendlicos (Prandi et al., 2021). Este Oleo é
maioritariamente utilizado na indudstria dos cosméticos, tendo também potencial aplicacdo como

material de partida para producédo de biodiesel (Preedy et al., 2015).

Os polissacaridos insoliveis como a celulose, a hemicelulose e os galactomananos
representam cerca de 50% da constituicdo dos gréos verdes de Coffea arabica L. (Redgwell et
al., 2006). Apesar de insoluveis, o processo de torra do grdo favorece a sua despolimerizacgéo,
facilitando a extragdo e solubilizacdo em solventes como a &gua. Tanto a celulose como 0s
galactomananos (Figura 8) sdo polissacaridos responsaveis pelas propriedades finais da bebida de
café, como a textura, viscosidade e estabilidade da espuma formada. Estes sdo os polimeros gque
apresentam maior resisténcia a solubilizacdo, sendo a sua concentracdo e conformacdo dois
fatores que fortemente influenciam a sua solubilidade final na bebida (Redgwell et al., 2006).
Estes compostos também foram detetados nas borras de café, e, apds extracdo, apresentaram

capacidade antimicrobiana, antioxidante e imunomoduladora (Ballesteros et al., 2017).

OH oH
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Figura 8 - Estrutura quimica da celulose (A) e de galactomanano (B)
Os arabinogalactanos (Figura 9) sdo outros polissacaridos que afetam as propriedades da
bebida de café, estando muitas vezes fortemente ligados a proteinas, associa¢do esta que resiste

até as condigdes de torra do grao (Ballesteros et al., 2017). Estes polissacaridos sdo constituidos

por residuos de sacarose e galactose.
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Figura 9 - Estrutura de um arabinogalactano

Para além das atividades bioldgicas ja mencionadas, os polissacéridos presentes no café
ajudam também a prevenir doencas cardiacas, associadas ao consumo de alimentos com elevado
teor de lipidos, uma vez que sao fibras dietéticas soliveis com efeitos benéficos nos niveis de
colesterol no sangue e na resposta glicémica (Preedy et al., 2015).

Embora os polissacaridos possam ter origem em diferentes componentes das células, um
grupo presente maioritariamente na parede celular, muito importante, devido as suas propriedades
biolégicas, é constituido pelos glucanos. Estas moléculas podem ser classificadas em a-glucanos
e £-(1,3)-glucanos, conforme a conformacéo dos seus residuos osidicos e o padrdo das suas
ligagbes (Nie et al., 2018). Os mais abundantes na natureza sdo os f-(1,3)-glucanos, que séo
moléculas lineares com residuos de f-glucose. Estes compostos podem existir com conformacao
de hélice simples, hélice tripla ou enrolamento ao acaso (random coil). No presente trabalho, por
estarem associados a atividades imunomoduladoras e antitumorais (Semedo et al., 2015), um dos
alvos de estudo séo os $-(1,3)-glucanos de hélice tripla. Estas moléculas estaveis a pH neutro e
temperatura ambiente, podem sofrer uma alteracdo da conformacgdo mantida por ligagdes por
pontes de hidrogénio, para hélice simples ou random coil, quando sujeitas a variacGes de
temperatura ou de pH (Nie et al., 2018). Os 4-(1,3)-glucanos tém atividade bioldgica comprovada,
nomeadamente  propriedades  anticancerigenas,  antihiperglicémicas,  antioxidantes,
antimicrobianas, antivirais e imunoestimulatérias (Nakashima et al., 2018; Nie et al., 2018). Os
estudos realizados por Fernandes (2021) revelaram a presenca destes compostos em extratos
obtidos a partir de grdo verde de C. arabica L. produzido na Serra da Gorongosa, embora em

baixas concentragdes (inferiores a 3 mg/g).

Outro grupo de polissacaridos que tem sido investigado em produtos naturais sdo 0s
polissacéaridos sulfatados, conhecidos pelas suas propriedades antiinflamatorias. Estes compostos
ja foram identificados em vérias plantas marinhas, microalgas e peixes, no entanto, desconhece-

se qualquer estudo que os relacione com o gréo de café (Muthukumar et al., 2021).

O conteldo de agucares simples no café varia consoante a fase de desenvolvimento do

fruto. Por exemplo, na fase inicial de desenvolvimento, os agucares redutores, como a frutose séo
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dos mais abundantes, mas a sua concentracgéo vai diminuindo ao longo da maturacgdo do fruto. A
manose, a galactose, a glucose e a sacarose sdo 0s agucares principais que se encontram na

constituicdo do café verde (Tabela 2).

Tabela 2 - Contetido em hidratos de carbono simples do grao verde de C. arabica L. em hidratos de carbono, de
acordo com diferentes estudos (Adaptado de Portillo et al., 2022).

Contetido em hidratos de carbono simples do gréo verde de C. arabica L.

em hidratos de carbono (% (m/m))

Oestreich-Janzen (2010) Farah (2012) Poisson (2017)
Frutose 0,09 ND ND
Glucose 9,35 ND ND
Galactose 10,37 ND ND
Manose 19,85 ND 10,00 — 20,00
Arabinose 3,92 ND ND
Sacarose 3,63 6,00 - 9,00 ND

ND — Nao determinado

Para além dos compostos ja mencionados, o grdao de café contém ainda proteinas e
aminodcidos livres. O desenvolvimento do aroma do café, bem como o seu escurecimento estdo
associados as reacfes de Maillard, que ocorrem entre 0s grupos amino de amino&cidos e 0s
acucares redutores, originando, entre outros, melanoidinas, que sdo compostos nitrogenados

acastanhados (Preedy et al., 2015).

Face a complexidade quimica do café, o seu consumo esta associado a efeitos na satde

humana, destancando-se a seguir alguns desses efeitos.

1.3.  Efeito do consumo do café na salde humana
Apbs conhecimento dos compostos que fazem parte do café e das propriedades biol6gicas
apresentadas por alguns desses compostos, é possivel assumir que existem relagOes estabelecidas
entre o consumo de café e a prevencdo do desenvolvimento de algumas doencgas ou terapias

associadas as mesmas.

1.3.1. Diabetes
A diabetes é uma doenca relacionada com a falta ou incapacidade de produzir insulina,
que pode ter diferentes niveis de gravidade. Esta pode ser causada por uma disfungéo a nivel da

hipofise, a nivel do pancreas ou por sobrecarga hormonal.
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Varios trabalhos sobre o efeito do consumo de café associado a diabetes associados com
a disfuncéo pancreéatica apontam para uma reducédo de 30 a 60% do risco de desenvolver a doenca
em individuos que consomem maiores quantidades de café — até 7 doses por dia (Ludwig et al.,
2014; Preedy et al., 2015). No entanto, existem também alguns estudos que detetaram uma
correlacdo entre esse consumo e 0 aumento da concentracdo de marcadores especificos para esta
doenca, bem como ensaios que nao verificaram qualquer impacto, positivo ou negativo, na

reducdo do risco de desenvolver a diabetes (Ludwig et al., 2014).

1.3.2. Doencas tumorais

Quando existe um crescimento descontrolado de células, verifica-se a formacéo de um
tumor, que pode ser benigno — se ndo puser em risco a vida do paciente, for removivel, recessivo
e nao se espalhar pelo organismo — ou maligno — se for perigoso para o paciente, dificil de remover

ou de fazer regredir, e se se difundir por diferentes tecidos (LPCC, 2022).

No caso dos carcinomas do endométrio e hepatocelular, varios estudos concluiram haver
um impacto positivo do consumo de café na reducdo do risco de contrair a doenca, confirmando
um risco 20 a 70 % menor e uma relacdo linear entre a diminuicdo do risco e um maior consumo
diério de café (Ludwig et al., 2014). Para o cancro do figado, verificou-se uma diminuicéo de
25% do risco do seu aparecimento, apesar de ser é necessario considerar o possivel impacto
negativo do consumo de café no figado em si, sendo este consumo desaconselhado a pessoas que

tenham este 6rgéo fragilizado (Ludwig et al., 2014).

Existem ainda estudos que apontam um impacto neutro ou negativo do consumo de café
no desenvolvimento de cancro colorretal e cancro da mama. Porém, quando se estudou este
impacto em mulheres portadoras de uma mutacdo no gene BRTA — que inerentemente tém uma
probabilidade até 80% de terem cancro da mama aos 70 anos — notou-se uma reducéo de 70%
nesse risco (Ludwig et al., 2014). O risco associado ao sexo feminino é ainda influenciado por
outra varidvel importante: o consumo de hormonas pés-menstruais, como 0 estrogénio. Em
mulheres que ndo usem estas hormonas, notou-se de facto uma reducdo do risco de
desenvolvimento de cancro, no entanto, em mulheres que as usam, verifica-se um aumento dessa
propensdo (Ludwig et al., 2014). Este efeito ndo se verificou no caso do consumo de café
descafeinado, podendo esta consequéncia protetora ser atribuida & acdo da cafeina (Ludwig et al.,
2014).

O consumo de café foi também associado a uma diminuicdo do risco de desenvolver
cancro da pele, consequéncia esta atribuida a presenca de cafeina e acidos clorogénicos, que

protegem a pele da radiacdo UV-B emitida pelo sol (Preedy et al., 2015).
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1.3.3. Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson é uma doenca degenerativa, causada pela morte das células
responsaveis pela producéo de dopamina, que é um neurotransmissor e sem o qual os terminais

nervosos ficam inoperacionais (Gonzalez-Usigli et al., 2022).

Concluiu-se em varios estudos, que consumidores de café exibem uma diminuicdo de
31% do risco de desenvolver a doenca de Parkinson, comparativamente com 0s ndo consumidores
(Lugwid et al., 2014; Preedy et al., 2015). Adicionalmente, um dos trabalhos evidenciou uma
diminuicdo mais acentuada deste risco com o aumento do consumo de café, em homens, o que
ndo se confirmou para as mulheres (Ludwig et al., 2014). Tal como no caso do cancro, foi
sugerido um efeito do consumo de hormonas p6s-menstruais no desenvolvimento desta doenca,
sendo que, mulheres que as consomem e bebem café estdo sujeitas a um risco aumentado (Ludwig
et al., 2014; Preedy et al., 2015).

Estas relaces ainda ndao foram comprovadas, no entanto, o efeito protetor do café é
possivelmente atribuido a capacidade de a cafeina favorecer a libertagdo de dopamina, através do
bloqueio por competicdo dos recetores de adenosina A, uma vez que apresentam estruturas

semelhantes entre si, tal como se pode observar na figura 10.
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Figura 10 - Estrutura quimica da cafeina (A) e da adenosina

(B)

Este blogueio conduz a libertacdo de dopamina, pois a adenosina é antagonista da

transmissdo mediada de dopamina (Ludwig et al., 2014).

Quanto ao efeito mencionado das hormonas pds-menstruais, como o estrogénio, este pode

estar relacionado com o facto de inibirem o metabolismo da cafeina (Ludwig et al., 2014).
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1.3.4. Doenca de Alzheimer

Tal como a doenca de Parkinson, a doenca de Alzheimer é degenerativa e progressiva.
Neste caso, verifica-se uma acumulacdo de proteinas g-amiléides no cérebro, resultando em
deméncia (Preedy et al., 2015). Esta doenca estd fortemente associada a fatores genéticos, mas
outras varidveis como o estado de saude e o estilo de vida também influenciam a suscetibilidade

em desenvolver Alzheimer (Preedy et al., 2014).

Estudos publicados indicam que o consumo de café esta associado a uma diminuicéo de
65% do risco de desenvolver Alzheimer. E possivel que esta diminuigo esteja relacionada com
a existéncia no café de vérias substancias bioativas, como compostos antioxidantes, polifenois e
vitaminas, sendo também a capacidade protetora da cafeina outro fator a considerar (Preedy et
al., 2014).

1.4. Extracao, separacéao e caracterizacdao de compostos bioativos

1.4.1. Meétodos de extracdo de compostos bioativos

A extracdo de compostos, a partir de produtos naturais, € feita através de diversos
métodos, consoante fatores como a afinidade desses compostos para diferentes solventes,
sensibilidade a fatores externos (como temperatura), e tempo de extracdo necessario (Redgwell
et al., 2006).

Até a data, j& foram desenvolvidos varios metodos de extragdo, baseados em forcas
mecanicas, ultrassons, radiacdo de micro-ondas, entre outros. No caso de compostos bioativos de
plantas, a sua extragdo implica geralmente um pré-tratamento, como secagem e moenda (Chuo et
al., 2022).

A extracdo soélido-liquido por multi-etapas (MSE), € um método simples, que ndo
depende de equipamentos ou tecnologia avancada e que tem sido empregue na obtencdo de
compostos a partir de cogumelos, microalgas e graos de café. Esta técnica implica o uso sucessivo
de diferentes solventes, em diversas condi¢Oes de temperatura e pH, visando a solubilizacdo e
posterior isolamento de varios tipos de moléculas, consoante a sua afinidade para com o solvente
utilizado (Fernandes, 2021; Semedo et al., 2015).

Ja a extracdo assistida por micro-ondas (MAE) é um método que requer o uso de menores
volumes de solvente, consome menos tempo, tem uma maior reprodutibilidade e permite obter

melhores rendimentos, ndo sé relativamente a métodos convencionais (por exemplo, MSE), bem

15



Extracdo e caracterizacdo de polissacéridos isolados do gréo de café da Gorongosa

como a outros métodos avangados, como o de extragdo assistida por ultrassons (Chuo et al., 2022).
A MAE pode ser realizada em equipamentos fechados, o que permite atingir pressdes e
temperaturas elevadas em pouco tempo e sem perda substancial de solvente. A temperatura
aplicada possibilita a destruicao da parede celular das células, facilitando a extragdo dos produtos
intracelulares para o solvente. Fatores como o solvente utilizado, a razdo solvente:amostra,
temperatura, pressdo e tempo de extracdo influenciam os rendimentos obtidos por este método
(Chuo et al., 2022) (Lopes et al., 2020).

Oosterveld et al. (2003) extrairam polissacaridos e proteinas dos grdos de café verdes e
torrados, com agua a 90 e 170 °C, EDTA 0,05 M e NaOH (0,05; 1 e 4 M). Os resultados obtidos

encontram-se resumidos na tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das extracdes realizadas por Oosterveld et al. (2003) ao gréo de café verde

Agua Agua NaOH NaOH NaOH

©°c) (70°c) EPTA  @osmy  (1M) (@am) Residuo
Proteina (% m/m) 59 29 39 25 41 24 4
Polissacaridos
neutros 34 65 39 30 52 45 79
(% m/m)
Rendimento
(% m/m) 4,5 7,9 1,7 2,2 0,9 0,6 46,3

Os rendimentos apresentados foram calculados para a extracdo de polissacaridos,
verificando-se que o0s polissacaridos presentes nos grdos de café sdo dificeis de extrair,
possivelmente devido & densidade da parede celular. Em relacéo aos agucares simples, a arabinose
e a galactose foram os mais faceis de extrair com todos os solventes utilizados, engquanto a xilose,
a manose e a glucose foram extraidas com maior sucesso quando usaram NaOH (4 M), embora
agua a 90 °C também tenha possibilitado uma boa recuperacéo da manose. Por Gltimo, obtiveram
rendimentos melhores e semelhantes na extragdo da ramnose quando utilizaram &gua a 90 °C,
EDTA e NaOH (0,5 M) (Oosterveld et al., 2003).

Lopes et al. (2020) realizaram extracbes de polissacaridos, como arabinose, ramnose,
glucose, xilose e outros, de café torrado, por MAE, tendo testado diferentes condigdes, e
concluiram que as condicdes de temperatura de 180 °C e réacio de 1:4 (café:agua), durante 10
minutos, apés hidrdlise acida, foram as que permitiram obter melhores rendimentos. Dosearam
maioritariamente galactose (58,6 % mol), manose (26,3 % mol) e arabinose (12,1 % mol), e ainda
glucose e ramnose. Embora nestas condi¢bes tenham verificado os melhores rendimentos para
acucares totais e para galactose, ndo foram as que permitiram obter maior contetdo de todos 0s

hidratos de carbono. Uma concentracdo mais elevada de manose (57,0 % mol) foi extraida a
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150 °C, num récio de 1:2, durante 1 minuto e para a arabinose, as condi¢des de 120 °C, num racio
de 1:6, durante 5,5 minutos permitiram obter 18,6 % mol, condi¢cBes estas que também

conduziram a uma melhor extracdo da glucose e da ramnose (Lopes et al., 2020).

1.4.2. Métodos de doseamento de compostos bioativos

Apos a extracdo dos compostos presentes nas amostras a analisar, é realizada a sua
quantificacdo. Para tal, recorre-se véarias vezes a métodos colorimétricos, nos quais € medida a
transmitancia ou absorvancia de radiacao a diferentes comprimentos de onda, ap6s utilizacdo de
reagentes especificos, avaliando-se assim a presenca de diferentes compostos e sua concentragao
na amostra. Os procedimentos sdo geralmente simples, rapidos e ndo requerem quantidades

elevadas de amostra nem de reagente.

Para a detegdo de polissacéridos neutros, o método do fenol-sulfurico é o mais utilizado.
O &cido sulfarico concentrado decompde polissacaridos (bem como oligo-, di- e monossacaridos)
e desidrata-os, formando furfural, que reage com o fenol originando complexos com tom

amarelado, que absorvem radiacdo no comprimento de onda de 490 nm (Jain et al., 2017).

Muitos polissacaridos, como as hemiceluloses apresentam grupos de acido urénico ou
glucoronico, que podem ser responsaveis por mudancas nas propriedades fisicas e quimicas das
moléculas. Como tal, a dete¢do destes polissacaridos acidos é importante na caracterizagcdo dos
mesmos. Esta detecdo é feita através do método carbazol-acido sulfarico, que tem por base uma
reacdo especifica do carbazol com esses grupos acidicos, na presenca de agua. Como resultado, a
mistura reacional adquire um tom cor-de-rosa, absorvendo radiacdo a um comprimento de onda
de 550 nm (Cesaretti et al., 2003; Li et al., 2007).

No caso de polissacéridos -D-(1,3)-glucanos de tripla hélice, recorre-se ao método do
corante Congo red, que é um corante azo que se liga especificamente a estes polissacaridos,
através de interacOes electroestaticas, hidrofobicas ou ligagdes por pontes de hidrogénio. A
interacdo entre o corante e 0 5-D-(1,3)-glucano é detetada por desvio de absor¢cdo da gama de
486-488 nm para 516-520nm (Semedo et al., 2015; Ogawa et al., 1972).

O azul de toluidina é um corante metacromatico acidéfilo e, como tal, tem a capacidade
de corar seletivamente tecidos &cidos, com grupos sulfatos, carboxilatos e radicais fosfato, com
cor diferente da que apresenta na sua forma livre em solucdo aquosa. Como tal, € bastante util na
detecdo e quantificacdo de polissacéridos sulfatados. Este corante pode existir sob a forma
polimérica — sendo designado por metacroméatico, com um maximo de absorcao entre 480 e 540

nm, originando uma cor vermelha; ou monomérica — sendo designado por ortocromatico, com um
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méaximo de absorcdo a 630 nm, resultando numa cor azul. Para ocorrer a forma polimérica, é
necessaria a presenca de moléculas de 4gua entre as moléculas de corante (Figueiredo et al., 2007,
Sridharan et al., 2012).

E também possivel dosear aclcares redutores através de métodos colorimétricos. Quando
em contacto com &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), os agucares redutores presentes na amostra
reagem com este acido, formando o acido 3-amino-5-nitrosalicilico, que tem propriedades
aromaticas e absorve luz a um nimero de onda de 540 nm, ou seja, quanto maior a quantidade de
acucares redutores, mais &cido 3-amino-5-nitrosalicico se formara, e mais luz serd absorvida,
permitindo através de curvas de calibracdo, determinar a concentracdo de agucares redutores na

amostra em analise (Gongalves et al., 2010).

A quantificagdo de compostos fendlicos é frequentemente realizada com o reagente Folin-
Ciocalteu, que consiste numa mistura de molibdato de sédio e de tungstato de sodio, que sdo
reduzidos pelos anéis hidroxilados dos compostos fendlicos, originando uma cor azulada. Apesar
do méximo de absorcdo variar com a concentragdo dos compostos fenodlicos e com o pH da

solucéo, a detecdo é geralmente realizada a 750 nm (Blainski et al., 2013; Vazquez et al., 2015).

Os compostos fenolicos podem ser flavonoides ou nao-flavonoides e possuem diversas
propriedades bioldgicas, tais como antioxidantes e anti-inflamatérias. Os primeiros sdo doseados
através do método do cloreto de aluminio, que forma complexos &cidos com os anéis aromaticos
dos flavonoides, sendo necessario ajustar o pH da mistura reacional com solugdes alcalinas ou
usar solucdes tamp&o. Podem ser utilizados varios compostos de referéncia, sendo um dos mais
utilizados a catequina. O méaximo de absorvancia dos complexos acidos na mistura reacional

corresponde a 510 nm (Cesaretti et al., 2003).

Um dos métodos amplamente utilizados para avaliar a capacidade antioxidante total de
uma amostra, é o do radical livre ABTS —acido 2,2’-azino-bis(3-etilobenzotiazolina-6-sulfonico).
Em solucdo, o ABTS é um composto incolor, que, quando oxidado a ABTS* adquire uma
tonalidade azul, com alteragdo da sua absorvancia méxima para 655 nm. O principio aplicado
neste método tem por base esta forma oxidada, que na presenca de compostos que possam por
sua vez ser oxidados, oxida-os, retornando a sua forma reduzida e incolor (Erel et al., 2004). Para
além do método do radical livre ABTS, podem ser empregues outros métodos que permitem
avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra, tais como o método da capacidade quelante do
ido Fe3* e 0 método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).

No caso do doseamento de proteinas, é utilizado o método de ligagdo do corante azul
brilhante de Coomassie ou de Bradford. Na presenga de proteinas, o corante na forma G liga-se

aos aminodcidos constituintes, atraves de interacdes hidrofobicas e heteropolares e o complexo
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formado entre o corante e as proteinas é detetado a 595 nm (Figueiredo et al., 2007; Georgiou et
al., 2008; Lowry et al., 1951).

Para dosear lipidos recorre-se ao método do reagente sulfo-fosfo-vanilina (SPV).
Inicialmente, é necessario adicionar &cido sulfarico concentrado a amostra em estudo, para que
este reaja com os lipidos presentes, formando carbocatifes cromogénicos. Os produtos desta
primeira reacdo reagem depois com a vanilina, na presenga de &cido fosforico, originando
compostos de tom rosado. Como os produtos da primeira reacdo sdo dificeis de estabilizar, a
duracéo do ensaio é prolongada (aproximadamente 1 hora) (Anschau et al., 2017).

1.4.3. Meétodos de separacdo e caracterizacdo de compostos bioativos

1.4.3.1. Técnicas cromatograficas
Uma das técnicas mais usadas para separacao de compostos é a cromatografia, permitindo
a separacdo gradual de moléculas presentes numa mistura liquida ou gasosa — fase mével — a
medida que esta flui ao longo de um suporte imével, como um sélido, resina, ou gel — fase
estacionaria. A cromatografia pode ser realizada numa coluna — com fase mével gasosa ou liquida

— ou numa superficie plana (cromatografia planar) — com fase mével liquida.

Os trabalhos publicados de Fischer et al. (2001) e de Passos et al. (2014) reportam o
fracionamento de polissacéridos presentes em extratos de grdo de café por cromatografia de
exclusdo molecular (SEC), ou seja, tendo por base diferengas de tamanho das moléculas. Neste
tipo de cromatografia, a fase estacionaria é constituida por uma resina com uma dimensao de poro
especifica e que é selecionada em funcéo do tamanho estimado das moléculas a separar. Assim,
a medida que a fase movel atravessa a coluna com um caudal constante, as moléculas presentes
na amostra inicialmente aplicada no topo da coluna, vdo passando pelos poros da fase estacionaria
(Figura 11). Caso sejam moléculas de dimensdo superior ao tamanho dos poros, ndo penetram
nestes, e passam mais rapidamente pela coluna, mas se forem moléculas menores, vao entrando
e saindo dos poros, sendo o seu percurso retardado, pelo que é necessario maior volume de fase

movel para as eluir (Kostanski et al., 2004).
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Figura 11 - Representa¢éo da separagdo de moléculas de diferentes tamanhos por
cromatografia de exclusdo molecular (Adaptado de Yang et al., 2020)

No estudo de Oosterveld et al. (2003), o extrato obtido a partir de grdos verdes de C.
arabica, utilizando &gua a 90 °C, foi analisado por cromatografia de exclusdo molecular, numa
coluna empacotada com resina Sephacryl S500 e a composicdo em agucares neutros nas fragdes
recolhidas foi avaliada por cromatografia gasosa com espetroscopia de massa (GC-MS) ap6s
hidrolise com &cido sulfarico. Através destes procedimentos, foi possivel separar e caraterizar
algumas moléculas de diferentes tamanhos, tais como polissacaridos galactomananos e
arabinogalactanos. Fischer et al. (2001) isolaram polissacaridos de grdos verdes de C. arabica
através de extragOes sucessivas com agua, hidroxido de potéssio e clorito de sodio, e os extratos
foram fracionados por SEC, numa coluna empacotada com resina Sephacryl S300. O contetido
em polissacéridos foi determinado pelo método do fenol-sulfirico e a sua composi¢do em
monossacaridos por GC-MS. Estes investigadores concluiram que os polissacaridos isolados de
C. arabica variedade Caturra eram constituidos maioritariamente por manose (46,7 %mol),
galactose (24,5 %mol), glucose (16,7 %mol) e arabinose (10,6 %mol) e que esses polissacaridos
foram mais dificeis de extrair do que os de C. canephora variedade ROM. A dificuldade de
solubilizagdo indicou uma associacdo forte entre alguns arabinoglucanos, galactomananos e
celulose e que essa associacdo pode ser estabilizada por interagdes ndo covalentes entre 0s
diferentes polissacaridos. No entanto, foram também propostas interacbes covalentes e foi
sugerida a presenca de uma nova classe de polissacaridos com caracteristicas estruturais ainda

n&do conhecidas (Fischer et al., 2001).

Na cromatografia em camada fina (C.C.F.) a fase estacionéaria € um suporte sélido, em
geral silica, cuja dimensdo € ajustvel ao nimero de amostras a aplicar no mesmo. Desta forma,
é possivel analisar em paralelo varias amostras e padrdes, sem necessidade de tratamento prévio
nem de serem requeridas grandes quantidades. A aplicacdo é feita na base do suporte, com
espacamento pre-definido, normalmente utilizando capilares de vidro, e o suporte é colocado
numa camara de eluicdo contendo o sistema eluente (fase modvel). Este sistema tem de ser

adequado as amostras aplicadas e as moléculas a analisar, 0 que pode constituir uma das
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desvantagens do método, uma vez que fases mdveis distintas eluem a diferentes velocidades,
podendo conduzir a ensaios mais demorados. Esta técnica apresenta baixo custo e a possibilidade
de realizacdo de tratamentos poOs-cromatograficos, entre os quais, a aplicacdo de solucBes
reveladoras especificas para certas moléculas, como polissacaridos, pelo que € uma técnica muitas
vezes usada para complementar ou confirmar resultados obtidos por outros métodos (Poole et al.,
2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) pode ser conseguida em varios modos,
inclusivamente por exclusdo molecular. As suas grandes vantagens sdo o facto de ser rapida, de
ter elevada precisdo e permitir sensibilidade na detecdo, ser automatizada e apropriada para
diversos tipos de amostras, designadamente biomoléculas (Dong et al., 2006).

Num sistema de HPLC, podem ser usadas diferentes colunas comerciais com
propriedades especificas, consoante a aplicacéo pretendida. Por exemplo, a coluna Sugar Pak | é
empacotada com resina baseada num polimero de estireno-divinilbenzeno sulfonado, sendo
utilizada para fracionamento por cromatografia de troca cationica de agucares e alcoois (Waters
Corporation, 2020). O sistema de HPLC € associado a detetores, consoante a amostra a analisar,
permitindo ndo s6 fracionar os seus componentes, como também dosear as moléculas alvo
constituintes, através de propriedades especificas, como absorvancia, fluorescéncia, indice de

refracdo, entre outras (Dong et al., 2006).

A detecdo por fluorescéncia é bastante especifica, mas apenas Util para analitos que sejam
naturalmente fluorescentes, enquanto a detecdo por indice de refracdo pode ser aplicada a todos
os analitos, incluindo polimeros, agucares e &cidos organicos (Dong et al., 2006). O principio da
detecdo por indice de refracdo baseia-se na diferenca entre o indice de refracdo do eluente puro e
do eluente contendo analitos — uma vez que a diferenca na natureza dos dois meios causa uma
mudanca mensuravel na velocidade das ondas que os atravessam. Embora, este tipo de detecéo
tenha a vantagem de ser aplicado a qualquer analito, tem menor sensibilidade face aos referidos
anteriormente e é influenciado tanto pela temperatura, como pelo caudal imposto (Dong et al.,
2006).

Ramalho et al. (2013) analisaram carbohidratos em folhas de café através de HPLC e
identificaram em maiores concentracfes sacarose, frutose e manitol, identificando também

arabinose, glucose e rafinose.

De forma a avaliar o contelido em monossacéridos dos polissacaridos por cromatografia,
é necessaria uma hidrdlise prévia, que conseguida através de diferentes metodologias. Para a
andlise de monossacéridos, muitas vezes a hidrolise pode ser realizada em apenas uma etapa, por
exemplo, aplicando &cido sulfurico a 100 °C durante 2 horas. Porém, pode também ser realizada

hidrdlise em duas etapas, a primeira utilizando um acido mais fraco, como o &cido trifluoroacético
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(TFA) numa concentracdo mais baixa (0,01 a 0,25 M), a 100 °C, durante 30 minutos a 2 horas.
Este cido é depois removido por evaporacdo, seguindo para a segunda etapa, onde se aplica um
acido mais forte, como o acido sulfdrico, numa maior concentracdo, a 100 °C, durante 2 horas.
(Shi, et al., 2020). Embora a hidrdlise em dois passos tenha apresentado bons resultados no
trabalho de Shi e colegas, com elevada sensibilidade e linearidade, as condi¢des da hidrolise ainda
ndo foram otimizadas e ainda se verifica a degradacéo de acUcares neutros durante a libertacéo de

acidos uronicos.

Oosterveld et al. submeteram as suas amostras a uma hidroélise com acido formico (90% v/v)
durante 5 horas, a 100 °C (Oosterveld, et al., 2003). Ja Lopes et al. (2020) incubaram as suas
amostras com &cido sulfarico (72% v/v) e hidrolisaram-nas com &cido sulfdrico (2 M), a 120 °C,
durante 1 hora. Romdhane et al. (2017) optaram por usar o &cido TFA, a 120 °C, durante 2 horas.

1.4.3.2. Eletroforese
A eletroforese permite separar moléculas que diferem na dimenséao e dependendo do tipo
de eletroforese, que diferem também na carga elétrica, enquanto migram num suporte que é
sujeito a carga elétrica, voltagem, intensidade de corrente e poténcia constantes (BraMrer et al.,
2001). O tipo de eletroforese varia consoante a natureza do suporte escolhido, podendo este ser
uma camada de papel (de filtro ou acetato de celulose), gel (de agarose ou poliacrilamida, com

ou sem agente desnaturante) ou um capilar (de silica, vidro ou plastico) (BraMrer et al., 2001).

A eletroforese pode ser aplicada a varios tipos de biomoléculas, como proteinas, acidos
nucleicos e polissacaridos, sendo uma técnica versétil, bastante informativa, ndo morosa e que

ndo necessita de grandes quantidades de amostra (Bramrer et al., 2001).

No presente trabalho, para analise de polissacaridos e proteinas em extratos de café
selecionados, utilizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), que foi preparado por
polimerizacdo de mondmeros de acrilamida e de um co-monémero de bis-acrilamida, que
estabelece ligacBes cruzadas no gel. A porosidade do gel esta relacionada com a concentracdo de
acrilamida em solugéo e esta porosidade influencia a resolucgdo das bandas de migracdo formadas.

A seguinte figura ilustra uma tina e um gel de eletroforese.
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Figura 12 - Esquema de montagem da eletroforese em gel (adaptada de Brammer et al., 2001)

Moléculas com maior carga negativa migram mais rapidamente para o polo positivo e
vice-versa; e moléculas com maior dimensao terdo mais dificuldade em percorrer o gel, devido a
porosidade do mesmo, migrando mais lentamente. Para além da dimenséo e carga da molécula, a
velocidade da sua migracdo depende também da distancia entre os elétrodos, da viscosidade do
meio e da temperatura. No caso das proteinas, uma vez que sdo moléculas anfotéricas, é

necessario manter o pH do meio constante, através de uma solugdo tampéo (BraMrer et al., 2001).

A andlise eletroforética de proteinas pode ser realizada em condi¢fes nativas ou
desnaturantes. No primeiro caso, a conformagao nativa das proteinas é conservada, preservando
as interacdes entre as subunidades e a atividade bioldgica das proteinas. No segundo caso, é
aplicado um agente desnaturante, como o dodecil sulfato de sédio (SDS), que ndo sé causa a
desnaturacdo das proteinas presentes, como lhes atribui carga negativa, de forma que nestas
condicdes, a carga das moléculas ndo influencia a sua velocidade de migracdo (BraMrer et al.,
2001).

De modo a visualizar as bandas de migragdo podem ser aplicados varios métodos de
coloragdo, consoante o tipo de moléculas em andlise, como corar o gel com uma solucéo de

corante azul de Coomassie ou de nitrato de prata (BraMrer et al., 2001).

Baul et al. (2001) extrairam proteinas do grdo verde de diferentes espécies de planta de
café utilizando, apds remocéo por Soxhlet de lipidos com hexano, dietilditiocarbamato de sodio,
EDTA, NaCl, ascorbato e polivinilpolipirrolidona. A andlise eletroforética em condigdes

desnaturantes (SDS-PAGE) revelou que a principal proteina de reserva do grao verde de café é
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constituida por duas subunidades « e 5, e demonstrou para os extratos de C. arabica variedade
Typica a presenca de subunidades com Mr de 20.9 + 1.4 kDa e 37.6 + 3.3 kDa (Bad et al., 2001).

1.4.3.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) sdo duas das técnicas mais utilizadas para caracterizar estruturalmente
compostos e que se complementam uma a outra. A analise por FTIR é Gtil na identificacdo de
grupos funcionais e a analise por RMN na determinacdo da estrutura quimica da amostra em
estudo (Gundlach et al., 2015).

A técnica de FTIR baseia-se no facto de diferentes tipos de ligagdes quimicas numa
molécula absorverem seletivamente radiacdo infravermelha em diferentes nimeros de onda,
alterando a energia das ligacfes e causando vibracdo de extensdo (stretching) ou de flex&@o
(bending) dos atomos em torno dessas ligacbes (Sigma Aldrich et al., 2022). A frequéncia de
radiacdo absorvida por diferentes ligacGes e grupos funcionais € também diferente, o que origina
padrdes de absorvancia Unicos para cada molécula (Sigma Aldrich, 2022).Esta técnica distingue-
se das outras técnicas de espectroscopia de infravermelho por ser mais precisa, ndo destrutiva e
répida, analisando todos o0s numeros de onda simultaneamente gragas ao uso de um
interferdmetro, que consiste num dispositivo 6tico que gera um padrdo de interferéncia nos
nimeros de onda da luz emitida através do movimento de um espelho interno. Este padrdo de
interferéncia é depois convertido num espectro interpretavel através do uso da funcdo matematica
da transformada de Fourier (Gundlach et al., 2015) (Sigma Aldrich, 2022). Assim, se se fizer
incidir radiacdo infravermelha numa amostra e registar as varia¢des da radiacdo que passa pela
amostra, é possivel construir um espectro no qual se identificam bandas de absorvancia (ou
transmitancia) em determinados nimeros de onda, caracteristicos de certas ligagcbes ou grupos

funcionais.

Nas figuras abaixo apresentam-se exemplos de espectros FTIR, estando identificadas no

espectro da figura 13 algumas bandas tipicas de polissacaridos.
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Figura 13 — Espectros de FTIR obtidos para polissacaridos extraidos de borras de café por
dois métodos diferentes (adaptado de Ballesteros et al., 2017)

1.4.3.4. Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
A ressonancia magnética nuclear é uma técnica ndo destrutiva e nao invasiva, na qual é
aplicado um campo magnético externo estacionario, que causa a absorcéo seletiva de frequéncias
por nucleos especificos numa molécula, o que excita 0s ndcleos e induz uma transicao nos spins
nucleares, observavel no espectro de RMN. Esta técnica pode ser utilizada de forma dirigida ao
conhecimento dos atomos de hidrogénio na molécula em estudo (* H) ou ao conhecimento dos
atomos de carbono (*3 C) (Sigma Aldrich, 2022).

Quando a energia absorvida € transferida para 0 ambiente externo, o nlcleo excitado volta
ao seu estado estavel, sendo este processo denominado por spin-lattice relaxation. Se o ambiente
externo para o qual a energia é transferida for um outro nicleo ao mesmo nivel de energia, o
processo denomina-se spin-spin relaxation. O sinal elétrico detetado por este processo de
relaxamento é convertido no espectro de RMN através da transformada de Fourier. As constantes
de tempo que caracterizam estes dois processos sdo responsaveis pelo espectro de RMN obtido
(Gundlach et al., 2015; Sigma Aldrich, 2022). A posi¢do no espectro na qual o nucleo absorve
energia designa-se por deslocamento quimico. O deslocamento quimico é afetado pela densidade
eletronica a volta do ndcleo — se houver elevada densidade, o nucleo fica protegido do campo
magnético externo, o que faz o sinal surgir numa zona superior do espectro — e pelo spin de
nicleos vizinhos, que podem causar a divisdo do sinal de RMN. (Sigma Aldrich, 2022). Como
este método depende de uma mudanca no spin nuclear, moléculas com spin nulo (com ndmero

par de protdes e neutrfes) ndo podem ser analisadas por RMN (Gundlach et al., 2015).
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Nas figuras abaixo encontram-se representados espectros RMN.
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Figura 14 - Espectro RMN para a molécula de aspirina (adaptado de Gundlach et al., 2015)
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Figura 15 - Espectro RMN 13C de extratos de gréo verde de Coffea arabica L. da Colémbia (azul) e Coffea
canephora da Indonésia (vermelho) (adaptado de Wei et al., 2022)

1.4.4. Meétodos de anélise de atividade antibacteriana

Apesar da diversidade de antibidticos sintéticos disponiveis, o crescente aparecimento de
bactérias patogénicas multirresistentes a antibioticos, tornou urgente o desenvolvimento de novas
moléculas e a pesquisa continua de compostos com atividade antibacteriana, por exemplo, em
produtos naturais como algas, plantas, sementes, graos e 6leos, que sdo uma fonte importante de

compostos com fins terapéuticos (Balouiri et al., 2016).
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Como tal, e a fim de testar a sua eficacia de forma pratica e rapida, foram estabelecidas
varias metodologias experimentais capazes de avaliar a capacidade antimicrobiana de amostras
face a varios microrganismos. Os testes com base na difusdo de compostos em meios de cultura,
previamente inoculados com microrganismos alvo, sdo bastante comuns. Alguns exemplos séo o
teste de difusdo em disco em meio sélido e 0 método do gradiente antimicrobiano (disponivel em
formato comercial: Etest®) (Balouiri et al., 2016). E também possivel combinar a técnica de
cromatografia em camada fina com bioautografia e ainda existem métodos de determinacgéo da
concentracdo inibitéria minima de um antibiético atraves da diluicdo do mesmo num caldo ou

agar, contendo bactéria alvo (Balouiri et al., 2016).

No presente trabalho, foi aplicado o método da difusdo em disco em meio sélido. Este
método é dos mais antigos, sendo um procedimento simples e ja otimizado, que pode ser utilizado
para testar o efeito de diversos compostos em varios microrganismos, modificando fatores como
0 tipo de meio nutritivo e as condi¢Bes de incubacdo utilizadas (Balouiri et al., 2016). Apds
inoculagdo do microrganismo alvo em placas de Petri contendo meio solido, sdo aplicados,
utilizando a técnica asséptica, discos de papel embebidos com as amostras a testar. Apos
incubacdo em condi¢des adequadas ao microrganismo em questéo, é avaliado o crescimento do
microrganismo a volta do disco (figura 16). Se a amostra apresentar propriedades antimicrobianas
face ao organismo alvo, a sua difusdo no meio, durante o periodo de incubagdo, inibe o
crescimento microbiano num perimetro & volta do disco, formando uma zona de inibi¢do do
crescimento, perceptivel a olho nu. Consoante o diametro da zona de inibic&o, é possivel concluir-
se sobre a suscetibilidade do microrganismo a amostra aplicada no disco, obtendo-se um diametro
maior quanto maior a suscetibilidade. E também possivel averiguar se a inibicéo € total, caso a
zona de inibicdo a volta do disco seja mais limpida; ou se a inibicdo €é parcial caso seja translucida.
No entanto, este método ndo permite avaliar a concentragdo inibitéria minima, uma vez que ndo
é possivel quantificar a amostra que é difundida do disco para o agar, podendo apenas fazer-se
uma estimativa (Balouiri et al., 2016).

Figura 16 - Resultado do método de difusdo em disco (A: sem inibi¢do; B: com inibi¢do; C: com inibi¢do parcial; D
com inibi¢do; E: com inibi¢do; F: sem inibicdo; G: com inibic&o) (adaptado de Aryal et al., 2022)
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Varios estudos efetuados com extratos obtidos a partir do grdo de C. arabica revelaram
atividade antimicrobiana contra bactérias como Escherichia coli, Streptococcus aureus, Bacillus
subtilis e a Vibrio cholerae (Almeida et al., 2006; Cushnie et al., 2005; Rawangkan et al., 2022).
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2. Materiais e Metodos
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2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Amostras
Foram analisadas quatro amostras de café, uma delas sendo uma amostra comercial
fornecida pela empresa DELTA Cafés, as outras trés amostras recolhidas na Serra da Gorongosa,
em Mocambique (tabela 4). As amostras da Gorongosa foram produzidas por plantas Coffea
arabica cv. Costa Rica 95, do grupo Catimor, cujo processamento pos-colheita seguiu 0 método

semi-Seco.

Tabela 4 - Descricéo das amostras analisadas

Amostra Descricdo

DELTA Gréo de café verde Coffea arabica L. comercial fornecido pela empresa DELTA Cafés
Gréo de café verde da planta 37 da Serra da Gorongosa, cultivada a 935 m, com

G37 sombreamento moderado, colheita de 2021

G38 Gréo de café verde da planta 38 da Serra da Goron_gosa, cultivada a 935 m, com
sombreamento moderado, colheita de 2021

G10 Gréo de café verde da planta 10 da Serra da Gorongosa, cultivada a 650 m, com

sombreamento moderado, colheita de 2021

A amostra DELTA foi utilizada numa anélise inicial com o intuito de comparar métodos

de extracéo e respetivos resultados de contetdos em biomoléculas.

As amostras de grdo verde de café principais e alvo deste trabalho foram as obtidas nos

campos de café da Serra da Gorongosa, em 2021.

2.1.2. Reagentes

Acido poligalacturénico (Alfa Aesar L04206), fenol (VWR 20599.260), acido sulfurico
(Fluka B4720), -(1,3)-D-glucano de cevada (Sigma G6513), Congo Red (Sigma C6767), sulfato
de dextrano 200 000 (Sigma 67578), azul toluidino (Fluka WA23035), acido galico (Sigma
G7384), Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich F9252), Na,COs (Riedel-de Haén 31432), Azul de
Coomassie Brilhante G-250 (Bio-Rad 161-0406), BSA (Fluka 05488), NaNO2 (Merck
6537.0500), AICl; (Merck 801081), catequina (Sigma C1251), etanol (Fisher Scientific), NaOH
(Scharlau), metanol 100% (VWR), ABTS (Sigma A1888), persulfato de potassio (Sigma-Aldrich
216224), Trolox (Aldrich 238813), acido cloridrico (Fisher Scientific), acido acético (Merck
1.00063.1000), cloreto de sédio (VWR), dextrano 40 000 (Sigma-Aldrich 9004-54-0), dextrano
70 000 (BioChemica A1847), dextrano 100 000 (Sigma-Aldrich 09184-50G-F).
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Os reagentes utilizados que ndo constam na lista acima descrita foram selecionados em
qualidade e pureza consoante a sua aplicabilidade, tendo sido utilizados diretamente e sem

tratamento prévio.

2.2.  Meétodos

2.2.1. Moenda dos graos verdes de café

As amostras de grdo foram previamente despolpadas e lavadas, 0 que permitiu a remocao
do pergaminho e da pele de prata (silverskin).

Antes de se proceder a extracdo de biomoléculas do gréo verde de café, foi necessario

moer 0s grdos até uma dimenséao de 0,5 mm.

Para o efeito, pesaram-se 5 g de cada amostra, que foram moidas utilizando um moinho
(FRITSCH Pulverisette 14) e, de seguida, foram separadas num crivo de 500 pum instalado num
agitador de peneiros automatico (Retsch AS200 control) (Cassamo et al., 2022).

2

Figura 17 - Equipamento utilizado para a moenda dos gréos verdes de café
(A: moinho; B: agitador de peneiros)

O p6 de café resultante foi conservado em sacos selados a vacuo, a 4 °C.
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2.2.2. Extracdo de biomoléculas

2.2.2.1. Extracdo por multi-etapas (MSE)

Tal como o nome indica, este método € realizado em etapas, de forma consecutiva,

recorrendo ao uso de diferentes solventes e tempos de extracéo.

Uma das grandes vantagens deste método é o facto de se obterem 5 fragdes/sobrenadantes

de extracdo, contendo biomoléculas com diferentes caracteristicas, consoante a sua afinidade para
com o solvente (agua fria, &gua em ebulicdo, KOH, HCI e NaOH) (Semedo et al., 2015). No

entanto, é uma técnica bastante morosa.

O procedimento experimental seguido encontra-se resumido no seguinte esquema:

Grio de cafe
verde moido

1? extracdo: agua; razdo 1:2; vortex; 5 minutos

Residuo

Sobrenadante: FW1

2" extracdo: agua quente; razdo 1:1; banho de agua (100 °C); 3 horas

Residuo

Sobrenadante: FW2

3* extracdo: KOH (1 M); razdo 1:3; placa de aquecimento (60 °C); 20 minutos

Residuo

Sobrenadante: FKOH

4* extracdo: HCI (0,6 M); razdo 1:2; banho de agua (100 °C); 1 hora

Residuo

Sobrenadante: FHCI

5" extracdo: NaOH (1M); razdo 1:2; placa de aquecimento (60 °C); 20 minutos

Residuo

Sobrenadante; FNaOH

Figura 18 - Procedimento experimental seguido para a extragéo por multi-etapas
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As extracOes foram efetuadaa a partir de 6 g de p6 de gréo verde, tendo sido utilizado

durante todo o procedimento um Unico tubo de centrifuga para cada amostra.

Na primeira etapa, foi utilizada agua a temperatura ambiente, numa razdo de
amostra:solvente de 1:2, ou seja, foram adicionados 12 mL de 4gua as 6 g de amostra. A extracao
foi efetuada através de agitacdo continua, durante 5 minutos, com a ajuda de um vortex (Labnet
VX100). Centrifugou-se durante 30 minutos, a 4 °C e 11000 rpm (HERMLE Z 383 K),
recolhendo-se depois o sobrenadante (FW1) e separando-o em.microtubos O residuo sélido foi
sujeito a etapa seguinte. Adicionaram-se 6 mL de agua (razdo amostra:solvente de 1:1) ao residuo,
fechou-se bem o tubo de centrifuga, colocando-o0 em banho termostatizado (GFL 1002), a 100 °C,
durante 3 horas. Centrifugou-se novamente durante 30 minutos, a 4 °C e 11000 rpm, recolheu-se
0 sobrenadante (FW2) e separou-se 0 mesmo em microtubos (figura 19).

De seguida, transferiu-se o residuo sélido para um baldo Erlenmeyer, utilizando-se para
tal efeito 18 mL de hidréxido de potassio a 1 M (razdo amostra:solvente de 1:3). Numa placa de
aquecimento (Tethnica Rotamix SHP-10), aqueceu-se a mistura a 60 °C durante 20 minutos, com
agitacdo continua. Voltou a transferir-se a mistura para um tubo de centrifuga e centrifugou-se
durante 30 minutos, a 4 °C e 11000 rpm, recolhendo-se de seguida o sobrenadante (FKOH).
Lavou-se o residuo s6lido com 3 mL de &gua, voltou-se a centrifugar nas mesmas condicgdes e
recolheu-se o novo sobrenadante, juntando-o ao previamente recolhido (FKOH). Neutralizou-se

esta fracdo utilizando &cido cloridrico a 6 M, e separou-se a mesma em microtubos.

Prosseguiu-se para a etapa seguinte, adicionando 12 mL de acido cloridrico a 0,6 M, ao
residuo sélido (razdo amostra:solvente de 1:2) e colocou-se 0 mesmo num banho termostatizado
a 100 °C durante 1 hora. Centrifugou-se durante 30 minutos, a 4 °C e 11000 rpm, o sobrenadante
foi recolhido, e o residuo s6lido foi lavado com 3 mL de &gua e centrifugado de novo, juntando
0s sobrenadantes obtidos (FHCI). A fragdo final foi neutralizada usando hidréxido de sddio a

6 M, e foi dividida em microtubos.

Por Gltimo, adicionaram-se 12 mL de hidréxido de sédio a 1 M ao residuo sélido
remanescente, tendo sido sujeito a 60 °C, durante 20 minutos, sobre uma placa de aquecimento
com agitacdo continua. A mistura voltou a ser transferida para um tubo de centrifuga, e novamente
centrifugada durante 30 minutos, a 4 °C e 11000 rpm, recolhendo-se de seguida o sobrenadante
(FNaOH). Lavou-se o residuo sélido com 3 mL de agua e centrifugou-se nas mesmas condicdes,
0 sobrenadante foi recuperado e misturado com a fracdo FNaOH. Neutralizou-se a fracéo total

usando &cido cloridrico a 6 M e separou-se a mesma em microtubos.

34



Extracdo e caracterizacdo de polissacéridos isolados do gréo de café da Gorongosa

Todas as fragdes, apds serem divididas em microtubos, foram centrifugadas novamente,
numa mini-centrifuga (Lagogene ScanSpeed Mini), a 13500 rpm, em intervalos de tempo
variados, consoante a quantidade e dimenséo dos sélidos ainda suspensos nas fracdes. As fracdes

foram conservadas a 4°C.

Figura 19 - Extragdo por multi-etapas (A: amostra de p6 de café; B: amostra com
agua, ja centrifugada; C: fragdo centrifugada no eppendorf)

2.2.2.2. Extragéo assistida por micro-ondas (MAE)

Esta extracdo foi feita utilizando um reator de micro-ondas monomodo (Anton Paar
“monowave 300”), sendo cada ciclo de extracdo efetuado a temperatura e tempo de irradiacdo
constantes, 180 °C, durante 10 minutos, usando 4gua como solvente. A poténcia aplicada foi de
100 W. Estas condicdes foram selecionadas de acordo com a otimizacdo efetuada no trabalho de
Fernandes (2021).

Em tubos adequados foram colocadas 0,4 g de grdo de café verde moido, nos quais se
adicionaram 4 mL de &gua destilada (raz&o amostra:solvente de 1:10), e um agitador magnético
(figura 20). Para se obterem volumes suficientes para as analises seguintes, este processo foi
efetuado nove vezes para cada amostra, recolhendo tanto o sélido como o liquido para um sé tubo
Falcon. Transferiu-se depois a mistura para um tubo de centrifuga e centrifugou-se durante 1
hora, a 11000 rpm e a 4 °C. Recolheu-se 0 sobrenadante e separou-se 0 mesmo em microtubos.
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Figura 20 - Amostra de café antes e depois da extracdo assistida por micro-ondas (A: antes da extracao; B:
imediatamente apds; C: 15 minutos ap0s a extracao)

2.2.3. Doseamento de biomoléculas

2.2.3.1. Método do fenol-acido sulfirico
Para o doseamento de polissacaridos neutros presentes em cada extrato, foi utilizado o
método fenol-sulfurico com adaptaces (Masuko et al., 2005).

Numa microplaca de 96 pocos, colocaram-se por poco 50 uL da amostra a analisar, 150
uL de &cido sulfarico concentrado e, imediatamente a seguir, 30 puL de solucdo de fenol com
concentragdo de 5% (m/v). Apds todos os volumes terem sido pipetados para a microplaca, esta
foi colocada em banho termostatizado, a 90 °C, durante 5 minutos, sendo depois retirada e
arrefecida até a temperatura ambiente, antes de ser feita a leitura num espectrofotometro (BIO-
RAD 680), a 490 nm.

Os doseamentos foram realizados em triplicado e para o ensaio em branco foram usados
50 uL de agua destilada em substituicdo do volume de amostra. O padrdo utilizado foi o acido
poligalacturénico numa gama de concentragdes entre 0 e 10 pg/uL, preparado em tampao citratos
de s6dio 0,05 M pH 4,5. Os resultados foram apresentados em mg de polissacaridos por g de café

verde.

2.2.3.2. Método carbazol-acido sulfurico
Este método foi utilizado para dosear os polissacaridos acidos presentes nos extratos
obtidos, seguindo-se o procedimento de acordo com Monsalve-Bustamante et al. (2019), Cesaretti
et al. (2003) e Taylor et al. (1993), com adaptacdes.

Foram adicionados 40 pL de amostra, 400 puL de agua destilada, 2 mL de tetraborato de
sodio (0,95 g/L HzSO.) e 40 uL de carbazol (0,2 % m/v em etanol) em tubos de ensaio.

Posteriormente, foram agitados e colocados em banho termostatizado a 90 °C, durante 12 minutos.
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De seguida, retiraram-se os tubos do banho, agitaram-se novamente e depois de arrefecidos até a
temperatura ambiente, pipetaram-se 300 pL de cada solug@o para uma microplaca de 96 pogos. A
absorvancia foi lida a 528 nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec).

O padrdo utilizado foi o0 acido D-galacturonico numa gama de concentracgdo de 0 a 2,5 pg/uL.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado, e o ensaio em branco foi efetuado
utilizando agua destilada em substituicdo do volume de amostra. A quantificacdo foi expressa em
mg de polissacéridos &cidos por g de de café verde.

2.2.3.3. Método do corante Congo red

De forma a dosear os S-(1,3)-D-glucanos com estrutura em tripla hélice presentes nos
extratos obtidos, foi utilizado o método do corante Congo red otimizado sugerido por Semedo et
al. (2015). Foram pipetados 140 uL de amostra para uma microplaca de 96 pocos e adicionaram-
se 140 uL de Congo red 0,017 % (m/v) em tampéo fosfatos salino 0,15 mM pH 7,2 (PBS). De
seguida foi lida a absorvancia a 510 nm (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). Foi utilizado como
padrédo f-(1,3)-glucano de cevada, numa gama de 0 a 7 pg/poco, dissolvido em NaOH (1M) e
neutralizado. Todos os ensaios foram realizados em triplicado e formam efetuados 3 tipos de
ensaio em branco: agua destilada com o corante Congo red, 4gua destilada com o tampéo PBS e
a amostra com o tampdo PBS. Os resultados foram apresentados em mg de £-(1,3)-D-glucanos

por g de café verde.

2.2.34. Método do Corante Azul de toluidina
Com o intuito de dosear polissacaridos sulfatados, seguiu-se o protocolo sugerido por

Hahn et al. (2016), com alteragdes.

Colocaram-se numa microplaca de 96 pocos 50 uL de amostra, seguidos de 250 pL de
solucdo de azul de toluidina 0,05 mg/mL preparada em PBS. Deixou-se repousar no escuro
durante 5 minutos e leu-se a absorvancia a 655 nm (BIO-RAD 680). Utilizou-se como branco,
agua destilada em substitui¢cdo do volume de amostra e como padrdo uma solugédo de sulfato de
dextrano com massa molar média de 200 kDa, numa gama de concentracdes entre 0 e 6,25
ug/poco. Os doseamentos foram realizados em triplicado e a quantificacdo foi expressa em mg

por g de café verde.

37



Extracdo e caracterizacdo de polissacéridos isolados do gréo de café da Gorongosa

2.2.3.5. Método do acido 3,5-dinitrosalicilico
De modo a determinar o teor em acUcares redutores nos extratos obtidos, utilizou-se o

método do acido 3,5-dinitrosalicilico descrito por Lindsayt et al. (1973), com adaptacdes.

Em tubos de vidro roscado colocou-se 500 pL de amostra (ou agua, no ensaio em branco),
1 mL de 4gua e 500 pL do reagente DNS (1 % (m/V) de acido 3,5-dinitrosalicilico, 16 % (m/V)
de hidréxido de sédio e 30 % (m/V) de tartarato de sodio-potéssio). Os tubos foram incubados a
100 °C durante 10 minutos, e ap6s arrefecerem até a temperatura ambiente colocou-se 300 pL da

mistura reacional numa microplaca de 96 pocos.

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e leu-se a absorvancia a 550 nm num
leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). Utilizou-se como padrdo glucose
numa gama de 0,0375 a 0,225 mg/mL e, como branco, agua destilada em substitui¢cdo do volume

de amostra. Os resultados foram apresentados em mg de agucares redutores por g de café verde.

2.2.3.6. Método de ligagdo do Corante Azul de Coomassie
Este método é adequado ao doseamento de proteina total, sendo também identificado
como método de Bradford et al. (1976).

Numa microplaca de 96 pocos foram colocados 100 ul de amostra a dosear e igual
volume do reagente de Bradford (Quick Start Bradford 1x dye reagente, BIORAD). Deixou-se
repousar durante 10 minutos e de seguida leu-se a absorvancia, a 550 nm, num leitor de
microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec). Os ensaios foram efetuados em triplicado,
tendo sido utilizado como padréo albumina de soro bovino (BSA) numa gama de 0-20 pug/mL, e
agua destilada em substituicdo do volume de amostra como branco. Os resultados obtidos foram

apresentados em mg de proteina por g de café verde.

2.2.3.7. Meétodo do sulfofosfovanilina (SPV)
Este método permitiu determinar o conteddo em lipidos numa amostra, tendo sido

seguido o procedimento sugerido por Anschau et al. (2017), com algumas modificagdes.

As amostras a dosear foram diluidas em etanol, de seguida foram agitadas com a ajuda
de um vortex durante 1 minuto e por ultimo centrifugadas a 13500 rpm, durante 3 minutos.
Separou-se o sobrenadante e colocaram-se 20 pL em tubos de vidro roscado, e incubou-se a 90
°C durante 10 minutos, para evaporacdo do solvente e deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente. Adicionaram-se 180 pL de acido sulfurico concentrado, e incubou-se a 100 °C durante

10 minutos, e deixou-se arrefecer novamente até & temperatura ambiente. Por fim, foram
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adicionados 500 puL do reagente SPV (0,0012 % (m/V) numa solugao de acido o-fosforico a 70,83
% (VIV)), e incubou-se a 37 °C durante 15 minutos. Deixou-se arrefecer até a temperatura
ambiente e colocou-se 150 pL da mistura de cada tubo nos respetivos pocos de uma microplaca
de 96 pogos. A microplaca foi reservada no escuro durante 30 minutos, e de seguida a absorvancia
foi lida a 528 nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec).

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e o ensaio em branco foi realizado com
etanol em substituicdo do volume de amostra. Como padréo foi utilizado o 6leo de canola numa
gama de concentracdo de 0 a 2,5 mg/mL e os resultados foram expressos em mg por g de café

verde.

2.2.3.8. Método de Folin-Ciocalteau
Para dosear o contetdo em compostos fendlicos totais utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteau, sugerido por Reis et al. (2012).

Numa microplaca de 96 pocos foram colocados 30 pL. de amostra a dosear, seguidos de
150 pL de reagente de Folin-Ciocalteau (diluido de 1:10 (V/V)) e 120 pL de solugdo de Na,COs
(75 mg/mL). A microplaca foi colocada em banho termostatizado a 40 °C durante 30 minutos,
sendo depois lida a absorvancia a 655 nm num leitor de microplacas (BIORAD 680). Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicado, tendo sido utilizado como branco &gua destilada em
substituicdo do volume de amostra e como padrédo &cido galico (0,25 mg/mL), numa gama de 0 a
0,25 mg/mL. Os resultados foram apresentados em mg equivalentes de acido galico (GAE) por g

de café verde.

2.2.3.9. Método do cloreto de aluminio

De modo a determinar o teor total em compostos flavonéides, utilizou-se o método
colorimétrico de cloreto de aluminio descrito anteriormente por Yeh et al. (2011), com algumas
modifica¢des. Numa microplaca de 96 pocos, colocou-se 25 pL de amostra, 100 pL de agua
destilada e 7,5 uL de solugdo de NaNO; (5% m/v). Deixou-se repousar 5 minutos & temperatura
ambiente e adicionou-se 7,5 pL de solucdo de AlCls 10% (m/v), deixando repousar novamente
durante mais 5 minutos. Pipetou-se, entdo, mais 100 uL de uma solugdo de NaOH 4% (m/v) e
deixou-se repousar durante 10 minutos. Leu-se entdo a absorvancia da mistura reacional a 510
nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec).

Como branco utilizou-se &dgua destilada em substituicdo do volume de amostra e como

padrédo utilizou-se catequina preparada em etanol 50% (V/V) em concentracdes de 0 a 0,56
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mg/mL. Os doseamentos foram realizados em triplicado e os resultados apresentam-se em mg

equivalentes de catequina (CE) por g de café verde.

2.2.4. Andlise da capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS

De forma a analisar a atividades antioxidante dos extratos obtidos, utilizou-se 0 método
do radical ABTS, de acordo com o sugerido por Re et al. (1998).

Preparou-se inicialmente a solucdo de ABTS™ 7 mM com K;0sS; 2,5 mM em &gua
destilada e deixou-se repousar no escuro durante 12 a 16 horas. Apos este periodo, a solugéo foi
diluida com tampdo PBS de modo que a absorvancia a 655 nm se aproximasse de 1, sendo a
solucdo resultante designada por solucdo stock de ABTS™. Numa microplaca de 96 pocos
pipetou-se 10 uL da amostra ou padrao e 290 pL da solugdo ABTS™ e leu-se a absorvéncia a 655
nm num leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA — BMG Labtec).

Como padrdo para a curva de calibracéo, utilizou-se uma solucéo de Trolox (2 mg/mL
em metanol 80% (V/V)) preparado em concentracdes de 0 a 1 mg/mL, e para o ensaio em branco
utilizou-se &gua destilada em substituicdo do volume de amostra. Os doseamentos foram
realizados em triplicado e a quantificacéo foi expressa em mg equivalentes de Trolox (TE) por g

de café verde.

2.2.5. Separacdo e caracterizacdo parcial de biomoléculas

2.2.5.1. Fracionamento por cromatografia de exclusdo molecular
Este método foi utilizado para fracionar as biomoléculas nos extratos obtidos por MAE
das amostras G37 e G10 e na fragdo FKOH obtida por extragdo por multi-etapas da amostra G37.
Para o efeito, recorreu-se ao método de cromatografia de exclusdo molecular, com base no

procedimento descrito por Fischer et al. (2001).
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A coluna cromatogréfica foi empacotada com resina Sephacryl S-300 HR (95 cm x 20
mm) e equilibrada com 2 volumes de uma solugdo de tampéo acetato de sodio 0,05 M com
0,15 M de NaCl (SAB), pH 5,45, a um caudal de 30 mL/h (figura 21).

Figura 21 - Montagem da coluna cromatografica empacotada com resina Sephacryl S-300 HR, bomba
peristaltica e coletor automatico de fracdes
Para a calibracdo prévia da coluna cromatografica, aplicaram-se 3 mL de solucfes padrao
de azul de dextrano (MR=2000 kDa) e de dextrano MR=40 kDa, preparadas a 3 mg/mL e

20 mg/mL, respetivamente, em tampédo SAB.

Os extratos a fracionar foram previamente liofilizados e solubilizados em tamp&o SAB a
uma concentracdo entre 12,5 e 20 mg/mL. Posteriormente, foram aplicados 3 e 5 mL destas
soluces a coluna anteriormente equilibrada com tampao SAB contendo 1M de NaCl e um caudal
imposto de 30 mL/h. A recolha das fracbes cromatograficas (5 mL) foi iniciada apés a eluicdo do

volume de exclusdo da coluna (84 mL).

A cromatografia foi monitorizada através do doseamento do conteldo em polissacaridos
(neutros, sulfatados e f-(1,3)-D-glucanos), compostos fenolicos totais, compostos flavonoides
totais e proteina total nas fragdes, pelos métodos j& descritos anteriormente em 2.2.3.
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2.2.5.2. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
Os polissacaridos presentes nos extratos e nas fragdes cromatogréaficas selecionadas com
maior conteldo nestes compostos, foram analisados por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), com o objetivo de caracterizar parcialmente a sua estrutura. Os
espectros foram obtidos num espectrofotdmetro Bruker Vertex 70 (com software OPUS 5.5) num
total de 64 varrimentos com uma resolugdo de 2 cm™, em pastilhas de KBr, numa gama de 500 -
4000 cm™.

Uma vez que o tampdo SAB interfere nesta analise, foi necessario alterar o solvente das
fracOes cromatogréaficas para dgua ultrapura (Ultrapura®), utilizando unidades de filtragcdo por
centrifugacdo (Centricon EMD Millipore UFC903024) com limite de exclusdo molecular da
membrana de 10 kDa. Todas as amostras analisadas foram previamente liofilizadas (UNICRYO
MC2L) e secas em linha de vacuo.

2.2.5.3. Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A anélise das oses constituintes dos polissacaridos presentes nos extratos obtidos e nas
fracbes cromatogréaficas selecionadas, foi efetuada por HPLC (Beckman System Gold) com
detetor de indice de refracdo (Waters, Modelo 2414). Para o efeito, foi necessario inicialmente
realizar uma hidrdlise &cida dos polissacaridos, tendo sido aplicados dois métodos descritos por
Coimbra et al. (2013) e por Romdhane et al. (2017).

Aos extratos MAE das amostras G10 e G37 e FKOH da amostra G37, previamente
liofilizados (192,5 mg), foram adicionados 5 mL de &cido sulfarico (12M), e foram mantidos em

agitacdo, a temperatura ambiente, durante 3 horas.

De seguida, adicionou-se 25 mL de agua e a mistura foi mantida a 120 °C durante 1 hora,

com agitacdo. Posteriormente, adicionou-se mais 30 mL de agua destilada (Coimbra et al., 2013).

A 20 mg dos extratos liofilizados MAE das amostras G10 e G37 adicionou-se 1,5 mL de
acido trifluoroacético 2M (TFA), e 4,5 mL ao extrato de FKOH da amostra G37. De seguida,
foram colocados em banho termostatizado a 95 °C, durante 2 horas e guardados durante a noite a
-4 °C (Romdhane et al., 2017).

Foram também analisados extratos ndo hidrolisados de MAE das amostras G10 e G37,
bem como todas as fragdes obtidas por extracdo multi-etapas da amostra G37 e ainda a fracéo
FKOH da amostra G37 (previamente liofilizada). As amostras analisadas foram preparadas como

descrito na tabela 5.
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Tabela 5 - Preparacéo das amostras a analisar por HPLC

Amostra Preparacéo

o . . Diluidos 1:2 em agua ultrapura,
Extratos hidrolisados com acido sulfirico

filtrados

Extratos hidrolisados com TFA (2M) Filtrados
Extratos (MAE e MSE) né&o hidrolisados da .

Filtrados

amostra G37
Diluido 1:10 em &gua ultrapura,
Extrato FW1 da amostra G37 ]
filtrado
Solubilizado em agua ultrapura
(66,7 mg/mL), filtrado

Extrato MAE néao hidrolisado da amostra G10 Filtrado

Extrato FKOH liofilizado da amostra G37

Como se pode observar através da tabela anterior, todas as amostras foram filtradas (filtro
de nylon com porosidade 0.45 pum) antes da sua inje¢do (50 uL) no equipamento de HPLC. A
coluna utilizada foi a SugarPak 1 (300 x 6.5 Mr, Waters) a 90 °C com detetor por indice de refracdo
(a 35°C). O eluente foi agua ultrapura (Milli-Q®) contento 50 mg/L de EDTA de calcio, a um
caudal de 0,5 mL/minuto, em condices isocraticas, (Ramalho et al., 2013).

O equilibrio da coluna foi realizado previamente com a coluna invertida, utilizando uma
solucdo de EDTA de célcio a 500 ppm, ao mesmo caudal. O registo, a aquisi¢do e o tratamento

dos dados foram efectuados atraves do software 32 Karat (versdo 8.0).

Para a quantificagdo dos oligo- e monossacaridos foram construidas quatro curvas de
calibracdo, utilizando como padrdes sacarose, glucose, frutose e manose numa gama de 0 a 10
mg/mL.

Figura 22 - Sistema de HPLC (Beckman System Gold) com detetor de indice de refragéo
(Waters Modelo 2414)
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2.254. Anélise por cromatografia em camada fina
A cromatografia em cama fina (C.C.F.) foi efetuada também para a andlise dos hidratos
de carbono presentes nos extratos e fracdes cromatogréaficas selecionados (Tabela 6). Este método

foi aplicado segundo o descrito por Romdhane et al. (2017), com algumas adaptacdes.

Tabela 6 - Preparacao das amostras a analisar por C.C.F.

Amostra Estado Preparacéo
Padrdes de hidratos de carbono Sélido Diluidos no volume minimo de etanol.
Extratos hidrolisados com TFA (2M) Liquido Filtrados e aplicados diretamente.
Extratos (MAE e MSE) néo hidrolisados o ) ) )
Liquido Filtrados e aplicados diretamente.
da amostra G37
Extrato de MAE néo hidrolisado da o . ] .
Liquido Filtrados e aplicados diretamente.
amostra G10
FracGes cromatograficas obtidas a partir . o . ]
Sélido Diluidas no volume minimo de agua.

do extrato MAE da amostra G10

Os padrdes utilizados foram sacarose, glucose, frutose, manose, galactose e sorbose, e
foram selecionados os extratos FW2, FHCI, FKOH, FNaOH e MAE da amostra G37 e ainda o
extrato obtido por MAE da amostra G10, com base nos resultados dos conteldos em
polissacaridos. Os extratos foram previamente congelados e liofilizados, e os extratos FKOH e

MAE da amostra G37, assim como o extrato MAE da amostra G10, foram ainda hidrolisados.

Utilizaram-se placas de silica, nas quais foram aplicadas as amostras espagadas 1 cm entre
si. A fase eluente utilizada foi uma solucdo de cloroférmio, acido acético e agua destilada
(6:8:1 V/V) e apo6s cada corrida foram identificadas as manchas de migracdo de cada amostra
utilizando uma lampada com emissdo de radiacdo a 254 nm. Adicionalmente, apds a secagem de
cada placa, estas foram borrifadas com uma solucdo reveladora especifica para hidratos de

carbono (&cido sulfarico a 5 % (V/V) em etanol) e incubadas a 120 °C durante 5 a 10 minutos.

2.2.5.5. Fracionamento de biomoléculas por eletroforese
A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi utilizada numa tentativa
de analise e identificacdo dos polissacaridos presentes nos extratos e nas fragdes cromatograficas
obtidos. Para tal, foram preparados géis de poliacrilamida a 6 % em tamp&o Tris-Borato (TBE)
100 mM contendo 1 mM EDTA a pH 8,3. Utilizaram-se como padrdes dextranos de Mr =70 kDa
e Mr =100 kDa, sulfato de dextrano Mr =40 kDa e heparina de mucosa intestinal suina Mr =17
kDa.
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As amostras foram preparadas numa proporgédo de 1:5 com tampéo de aplicacdo (azul de
bromofenol 0,02% em sacarose 2 M), e as corridas foram realizadas a 100 V durante 45 minutos,

a temperatura ambiente, utilizando tampdo TBE pré-arrefecido a 4°C.

Apos a corrida, foram testados dois métodos de coloragdo: 0 método de coloragdo com
com uma solucdo de Stains-All (0,5% (m/V) em etanol 50% (V/V) e também o método de
coloracdo do nitrato de prata (0,4% m/V), adaptados de Semedo et al. (2016) e Phillips et al.
(2011).

Para além da analise de polissacéridos, foram também analizadas as proteinas presentes
nas amostras por SDS-PAGE com géis de 12,5 e 17% em tampédo TBE 100 mM contendo 1 mM
EDTA, a pH 8,3. Como marcador de massa molar utilizou-se o Precision Plus Protein Dual Color
Standards (10-250 kDa, BIORAD) e a frente de migracdo foi constituida por azul de bromofenol.

Foi seguido o protocolo sugerido por Poulsen et al. (1996) com algumas alteracGes.

As amostras (extratos e fracfes cromatograficas) foram preparadas numa proporcéo de
1:1 com o tampéo de aplicagéo (glicerol 20% (V/V) em SDS, com 0,001 g/mL de bromofenol e
tampéo Tris-HCI 0,5 M, 20 % (V/V)) e colocadas em banho termostatizado a 100 °C durante 10
minutos. As corridas eletroforéticas foram realizadas a 150 V durante 90 minutos a temperatura
ambiente, e os géis foram corados com uma solucao corante de azul de Coomassie R-250 0,5%
(m/V) com etanol 50% (V/V) e acido acético 10 % (V/V).

2.2.6. Analise da atividade antibacteriana

O estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de MAE e das fragdes de MSE contra
as espécies Staphylococcus aureus ATCC25923 (Gram positiva) e Echerichia coli ATCC25922
(Gram negativa) foi efetuado através da técnica de difusdo em disco (Hockett et al., 2017,
Hudzicki et al., 2009).

Os meios de cultura Mueller-Hinton Broth (MHB) e Mueller-Hinton Agar (MHA) foram
preparados com concentragdes de 21 g/L e 38 g/L, respetivamente, e esterilizados em autoclave
(Uniclave 99) a 121 °C, durante 15 minutos. De seguida, verteu-se o0 meio MHA para as placas
de Petri estéreis e deixou-se solidificar a temperatura ambiente. Prepararam-se pré-indculos no
meio liquido MHB (10 mL), no qual foram ressuspendidas 2-3 col6nias de cada cultura
bacteriana. Os pré-indculos foram incubados a 37 °C durante 12 horas, a 37 °C, com agitacdo a
180 rpm (Incubadora Gallenkamp). Registou-se a absorvancia a 625 nm das culturas e ajustou-se
a sua turbidez por diluicdo em soro fisiologico (NaCl a 0,85% (m/v) a turbidez do padrédo 0,5 de
McFarland.
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A inoculagdo das espécies microbianas foi feita de acordo com as normas M100 do CLSI
(CLSI, 2021), na superficie seca do meio de cultura sélido MHA utilizando a técnica de riscado
(trés vezes, em amplitudes de 60°), ap6s o que se deixou as placas repousar 3 a 5 minutos, com a
tampa entreaberta. Por Ultimo, aplicaram-se discos de papel (1 cm de didmetro) embebidos com
10 puLL das amostras numa placa de Petri, contendo o meio de cultura sélido MHA inoculado. Em
cada placa de Petri foram também colocados um disco com solugdo de gentamicina 10 mg/mL
(controlo positivo) e outro disco com &gua esterilizada (controlo negativo). Apés incubacdo a 37
°C durante 12 horas, mediram-se os diametros correspondentes as zonas de inibicdo de

crescimento bacteriano de cada amostra e controlo.
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3. Resultados e Discussao
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3. Resultados e Discussao

3.1. Extracédo e doseamento de polissacaridos
Os extratos obtidos pelos métodos de multi-etapas (MSE) e de extragdo assistida por
micro-ondas (MAE), a partir das amostras de grdo de café verde comercial da marca Delta e café
verde do PNG (planta 10 — cultivada a baixa altitude, sombreamento moderado, plantas 37 e 38
— cultivadas a elevada altitude, sombreamento moderado), foram doseados relativamente ao seu
contetido em polissacéridos neutros, polissacéaridos acidos, polissacaridos sulfatados e f-(1,3)-
glucanos, através das curvas de calibracdo obtidas pelos métodos fenol-acido sulfarico, carbazol-

acido sulfurico, corante azul de toluidina e corante Congo red, respetivamente.

Os resultados obtidos para os polissacaridos nos extratos de MAE e nas diferentes fragGes

de MSE para as trés amostras de café encontram-se nas figuras que se seguem.
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Analisando as figuras 23 e 24, é possivel concluir que a extragdo por micro-ondas € uma
boa alternativa a extracdo por multi-etapas, no entanto, a soma das massas de polissacaridos dos
diferentes extratos obtidos por multi-etapas é sempre superior a massa extraida por micro-ondas,

0 que indica que esta Ultima técnica tem um rendimento menor.

Uma das grandes desvantagens da extragdo por multi-etapas aplicada a uma amostra
como o café em pg, é o facto de ser usada agua como solvente nas duas primeiras extracdes. Isto
resulta na formagdo de uma pasta entre o café e a agua, que dificulta a extracdo do sobrenadante
a analisar. Consequentemente, devido ao pouco volume obtido na fracdo FW1, ndo foi possivel

realizar o doseamento pelo método Congo red para as amostras do café da Gorongosa (figura 24).

Na extracdo por multi-etapas, as fracbes nas quais geralmente sdo obtidos maiores
contetidos em polissacaridos neutros e em polissacaridos acidos sdo a FW2 e FKOH. Ja em p-
(1,3)-glucanos a FKOH e FNaOH. A fragdo FKOH parece entdo ter resultado de condicdes de

extragdo mais promissoras.

O extrato com maior contedo em polissacaridos neutros foi 0 de MAE do café da
Gorongosa, amostra numero 10 (220,7 + 1,8 mg/g amostra), sendo este também o extrato com
maior contetido em polissacaridos &cidos (278,3 £ 0,5 mg/g amostra). Comparando os resultados
obtidos para os extratos de MAE das plantas G10 e G37, é possivel concluir que o cultivo a

altitudes mais baixas favorece o conteldo em polissacaridos neutros e acidos.

O maior contetido em f-(1,3)-glucanos foi obtido por MAE do café da Gorongosa,
amostra G37 (4,8 + 0,01 mg/g amostra). Durante a extracdo por multi-etapas aplicada as amostras
de pd de café verde, verificou-se que a utilizacdo de 4gua como solvente nas duas primeiras etapas

resulta na formacdo de uma pasta, que dificulta a recolha do sobrenadante a analisar.
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Relativamente a polissacéridos sulfatados, 0 maior contetido corresponde ao extrato de
MAE da amostra G10 (1,25 + 0,025 mg/g amostra). As fracdes FKOH e FNaOH néo apresentam
conteldo em polissacaridos sulfatados, em nenhuma das amostras, e as fracdes FW1 e FHCI

apresentam valores muito baixos (aproximadamente 102 mg/g amostra) (Figura 24).

Numa primeira andlise dos resultados das figuras 23 e 24 ¢é possivel concluir que a
extragcdo por micro-ondas é uma boa alternativa a extracdo por multi-etapas, no entanto, a soma
das massas dos diversos polissacaridos nas diferentes fracBes de multi-etapas é quase sempre
superior a massa extraida por micro-ondas, sendo a exce¢do o conteido em polissacaridos
sulfatados, o que indica que MAE permite obter um rendimento menor em polissacaridos neutros,
acidos e $-(1,3)-glucanos, relativamente a MSE.

Tabela 7 - Resultados dos doseamentos nos extratos obtidos pelos métodos de extracdo MAE e MSE para as
amostras da Delta e do PNG (G10, G37 e G38)

MSE MSE MSE
MAE Delta Delta MAE G37 G37 MAE G10 G383

Polissacaridos

neutros 180,41 £ 42,49 267,67 79,94 + 8,26 267,99 220,66 £5,89 282,10
(mg/g amostra)
Polissacaridos

acidos 190,75 + 3,68 372,18 169,20 £ 8,77 227,20 278,27 £ 0,66 285,84
(mg/g amostra)
Polissacaridos

gﬁl-,l(cleifl)o-s 2,18+ 0,04 3,76 4,80+ 0,14 4,20 4,07 +0,44 4,10

(mg/g amostra)
Polissacaridos

sulfatados 1,03+ 0,08 0,45 0,98 £ 0,05 0,32 1,25+ 0,04 0,39
(mg/g amostra)

As fracOes da extracdo por multi-etapas das amostras em estudo com maiores contetidos
em polissacaridos neutros e em polissacaridos acidos sdo as FW2 e FKOH, enquanto as que
exibem mais $-(1,3)-glucanos séo as FKOH e FNaOH. Desta forma, o KOH parece ser o solvente

mais adequado para a extracao de polissacaridos do café verde.

Para alguns extratos, como os de MAE das amostras Delta, G10 e G37, e algumas fragoes
de MSE, foram obtidos mais polissacaridos acidos do que polissacéridos neutros (Figura 23),
sugerindo que o método do fenol-acido sulfarico ndo permite quantificar todos os polissacaridos

presentes, e em especifico, 0s polissacaridos &cidos.

No que respeita ao doseamento de polissacaridos do grdo verde de café extraidos pelos
métodos aplicados no presente estudo, verifica-se que sdo poucos os trabalhos atualmente
publicados. Porém, Fischer et al. (2001) trabalharam com gréo verde de café, cujas biomoléculas
foram extraidas por MSE. Estes autores detetaram 273 mg polissacaridos neutros/g amostra em

fracOes obtidas com agua e 149 mg polissacaridos neutros/g amostra em fragcdes de KOH (1M),
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resultados que ndo diferem muito dos obtidos no presente trabalho. J& Fernandes (2022) obteve
conteldos em polissacaridos neutros por MAE de aproximadamente 584 mg/g amostra, no

entanto, para frac6es extraidas com KOH (1M), obteve valores inferiores a 100 mg/g amostra.

Nos extratos obtidos foram também determinados os contetidos em agUcares redutores,
pelo método do reagente DNS, e tendo por base a respetiva curva de calibracdo obtida para a
glucose. Os resultados apresentam-se na figura 25.
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Figura 25 - Contetildo em agucares redutores dos extratos obtidos pelos métodos de extragdo MAE e MSE para as
amostras da Delta e do PNG (G10, G37 e G38)
Devido ao pouco volume obtido na extragdo das fracbes FW1 das amostras G37 e G38,

ndo foi possivel dosear estes extratos relativamente ao seu conteido em aguUcares redutores.

O extrato de MAE da amostra G37 foi o que apresentou maior contetdo em acucares
redutores (83,3 = 0,22 mg/g amostra), apesar dos resultados obtidos para as amostras da Delta e

da Gorongosa se encontrarem na mesma ordem de grandeza.

Go et al. (2016) analisaram o contetdo em acUcares redutores em borras de café
submetidas a hidrolise &cida, obtendo valores entre 25 e 31 mg/g amostra, valores estes que,
embora sejam inferiores aos verificados nos extratos de MAE do presente trabalho, estdo na
mesma ordem de grandeza que os obtidos para as fracdes de multi-etapas. E também necessario
considerar que os procedimentos aos quais o grdo verde de café é submetido até se obter borras

terdo sem divida impacto na sua composicao.

Os extratos obtidos por MAE apresentaram conteldos muito maiores que os obtidos por

extragcdo por multi-etapas, como se tinha verificado também nos doseamentos de polissacaridos
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neutros, cidos, sulfatados e -(1,3)-glucanos. De igual modo, as fragdes de multi-etapas que

apresentaram maior conteldo em acucares redutores foram também a FW2 e FKOH.

3.2. Extracdo e doseamento de proteinas
Aguando da extracdo de polissacéaridos, inevitavelmente sdo extraidas outras
macromoléculas, na forma livre ou complexada. Um exemplo sdo as proteinas, que no café muitas

vezes se encontram associadas a polissacaridos presentes na parede celular (Fischer et al., 2001).

Desta forma, os extratos recolhidos foram também analisados relativamente ao seu
contetdo em proteinas, com base nas curvas de calibracdo tracadas para 0 método de ligacdo do
azul de Coomassie, estando os resultados destes doseamentos presentes na seguinte figura.
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Figura 26 - Conteildo em proteinas dos extratos obtidos pelos métodos de extracdo MAE e MSE para as amostras
da Delta e do PNG (G10, G37 e G38)

Contelido em proteinas
(mg/g amostra)

E possivel concluir que os extratos com maior contetido em proteinas correspondem &
fracdo FKOH, destacando-se o da amostra 38 do café da Gorongosa (28,8 + 1,6 mg/g amostra).
Nesta analise os extratos provenientes da extracdo por MAE apresentam menores quantidades do
que os provenientes da extracdo por multi-etapas, contrariamente ao que se verificou para
polissacaridos neutros e S-(1,3)-glucanos. Estes resultados podem ser justificados pela elevada
temperatura a que esta extracdo é realizada (180 °C), que possivelmente desencadeia reagdes de
Maillard e desnatura algumas proteinas presentes nas amostras. Tal como os extratos de MAE, 0s
extratos da fracdo FW2 apresentam também baixo conteldo comparativamente as restantes
fracOes, e ao contrario do que se verificou para os hidratos de carbono, sendo as fragdes com
maior contetido proteico as FKOH e FNaOH.
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As evidéncias referidas reforcam a influéncia da temperatura de extragdo na quantidade
de proteina doseada, uma vez que as fracbes FW2 e FHCI sdo obtidas a 100 °C — apresentando

menor conteudo — e as fracbes FKOH e FNaOH a 60 °C — exibindo maior conteldo.

Oosterveld et al. (2003) concluiram gue extraindo biomoléculas do grdo verde de café
usando &gua quente como solvente, obtém-se um contetido de 59% (m/m) em proteinas, e com
NaOH (1M) um contetdo de 41 % (m/m). No entanto, também referiram que estes resultados
podem ter sido incrementados pela presenga de outros compostos azotados.

Redgewell et al. (2002) trabalharam com condi¢cdes de extracdo mais extremas —
solventes como etanol e obtiveram um contetdo proteico de 12-15 % (m/m), menores do que 0s

de Oosterveld et al., mas ainda superiores aos da presente dissertacao.

Fernandes (2022), que trabalhou com condi¢cbes muito semelhantes as do presente
trabalho e com amostras de uma colheita anterior das mesmas plantas, obteve para a extracdo com
KOH (1M) um teor de 28,6 + 0,01 mg/g amostra, 0 que é concordante com os resultados obtidos.
No entanto, para as amostras G10 e G37 extraidas por MAE, Fernandes obteve valores menores,
concluindo que esta extracdo ndo teria sido completa.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem uma reducdo do contetdo proteico
no grdo com o aumento da altitude a que o mesmo é produzido, tal como evidenciou Fernandes
(2022). Apesar das amostras G37 e G38 corresponderem a grao de café produzido exatamente
nas mesmas condicdes de altitude e sombreamento, mas de plantas diferentes, os extratos de MAE

e nas fragbes FKOH e FNaOH apresentam contetidos proteicos distintos.

3.3. Extracdo e doseamento de lipidos
Para além de polissacaridos e proteinas sao extraidas, a partir do grao verde de café, outras
macromoléculas como os lipidos. Para avaliacdo do contetudo de lipidos, os extratos foram
analisados através do método da sulfofosfovanilina (SPV), com base na curva de calibragdo

tracada para 0 mesmo. Os resultados obtidos apresentam-se na figura 27.
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Figura 27 - Conteudo em lipidos dos extratos obtidos pelos métodos de extracdo MAE e MSE para as amostras da
Delta e do PNG (G10, G37 e G38)

Devido ao volume muito reduzido das fragfes FW1 obtidas por extragdo por multi-etapas

das amostras G37 e G38, a anélise de lipidos nestas fragdes nédo foi possivel.

A semelhanca do verificado para os polissacaridos, os extratos resultantes de MAE
apresentam o contetdo mais elevado, sendo o extrato com maior concentragdo de lipidos o da
amostra comercial de café da Delta (58,5 + 1,0 mg/g amostra). No que respeita a extracdo por
multi-etapas, os extratos com maior contedldo séo os das fragdes FW2 e FKOH. Analisando a
diferenca de contetido em lipidos dos extratos de MAE, é possivel concluir que plantas cultivadas

a maiores altitudes d&o origem a gréos de café com maior concentracéo lipidica.

Go et al. (2016) estudaram extratos obtidos de amostras de borras de café, e dosearam o
seu contetdo em lipidos entre 13 e 16 mg/g amostra. Estes resultados sao da mesma ordem de
grandeza dos obtidos para as fracfes de multi-etapas do presente trabalho, embora menores do
que os valores obtidos para os extratos de MAE. No entanto, é necessario ter em conta que as
amostras de borras de café sdo submetidas a mais procedimentos do que as amostras de grao

verde, 0 que tera afetado a sua composicao.

De referir que a composi¢éo do gréo verde de C. arabica L. publicada por Belitz et al.
(2009) apresenta concentracdes de lipidos cerca de quatro vezes superiores as obtidas no presente
trabalho para os extratos de MAE, podendo tais diferengas ser justificadas pelas condicGes de

producdo do grdo e pelos métodos de extracdo aplicados.
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3.4. Analise da capacidade antioxidante

Um dos métodos utilizados para determinar o potencial antioxidante dos extratos foi o
método do radical ABTS" ¥, para o qual foi necessario efetuar uma curva de calibracdo com o

padrdo Trolox. Na figura que se segue, encontram-se resumidos os resultados obtidos.
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Figura 28 - Potencial antioxidante dos extratos obtidos pelos métodos de extragdo MAE e MSE para as amostras
da Delta e do PNG (G10, G37 e G38)

Como seria de esperar, face aos resultados anteriormente apresentados, os extratos de
MAE séo os que apresentam maior atividade antioxidante, especialmente o da amostra 37 do café
da Gorongosa (33,73 + 1,42 mg TE/g amostra), que se destaca surpreendentemente do extrato
G10 (7,21 £ 0,27 mg TE/g amostra). Esta diferenca indica que café cultivado a altitudes superiores
apresenta um maior potencial antioxidante, mas considerando que a amostra G10 foi armazenada
durante mais tempo do que a amostra G37 antes da extracdo por MAE, pode ter havido perda da
capacidade antioxidante durante este armazenamento. Consistentemente, dos extratos obtidos por
multi-etapas, 0s mais promissores em termos de atividade antioxidante sdo FW2 e FKOH, em

concordéncia com o que se verificou para a maioria dos polissacaridos e lipidos doseados.

Esta analise foi aprofundada através dos doseamentos de composto fendlicos e
flavonoides, fazendo uso das curvas de calibracdo obtidas para os métodos Folin-Ciocalteau e do

cloreto de aluminio, respetivamente. Os resultados obtidos encontram-se na figura 29.
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Figura 29 - Conteildo em compostos fenolicos e flavonoides dos extratos obtidos pelos métodos de extracdo MAE e
MSE para as amostras da Delta e do PNG (G10, G37 e G38)

Tal como se verificou no doseamento de 4-(1,3)-glucanos e de lipidos, devido ao pequeno

volume de sobrenadante recolhido na primeira extragao por multi-etapas, nao foi possivel analisar

a amostra 37 da Gorongosa pelos métodos Folin-Ciocalteau e cloreto de aluminio.

Em termos de compostos fendlicos, o extrato com maior contetdo foi o de MAE do café
Delta (28,2 £ 0,04 mg GAE/g amostra), valor muito préximo do obtido para o extrato de MAE
da amostra 37 da Gorongosa (27,7 £ 0,6 mg GAE/g amostra). O extrato de MAE da amostra 37
revelou maior contedo em compostos flavonoides (42,9 + 5,4 mg CE/g amostra), em relacdo ao
da Delta, embora a determinago apresente maior erro associado. O extrato da amostra G10,
obtido pelo mesmo método de extracdo, quando comparado com os resultados das amostras Delta
e G37, demonstrou um contetdo semelhante em compostos fendlicos (26,74 + 0,06

mg GAE/g amostra) mas superior em flavonoides (84,76 + 0,54 mg CE/g amostra).

Relativamente aos diferentes extratos resultantes da extracdo por multi-etapas, as fracoes
FW2 e FKOH continuam a mostrar ser as mais promissoras também para compostos fenélicos e

flavonoides.

Pérez-Hernandez et al. (2012) avaliaram a capacidade antioxidante de varias amostras de
café ap0s extracdo de biomoléculas do grao verde de C. arabica utilizando agua quente, contudo
os valores foram reportados em equivalentes de &cido clorogénico (CAE) (55,84 + 2,40 mg

CAE/g amostra), inviabilizando a compara¢do com os resultados do presente trabalho. Para o
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método do radical ABTS, reportaram 227,25 + 16,7 yM Trolox/g amostra, valor inferior até

mesmo ao obtido para o extrato MAE da amostra G10.

Sualeh et al. (2020) realizaram a extracdo de biomoléculas do grdo verde de café
utilizando &gua quente e metanol. Nestas condi¢des, obtiveram um nivel de atividade antioxidante
de 70,32 %, embora esta tenha sido avaliada através do método do radical livre DPPH, e ndo para
0 método do radical ABTS.

Fernandes (2022), que realizou extracdes em condi¢bes semelhantes, obteve um conteudo
méaximo em compostos fendlicos de 41,24 + 2,40 mg GAE/g amostra para a amostra G10 e de
39,19 + 2,26 mg GAE/g amostra para a amostra G37, valores superiores aos obtidos no presente
trabalho. J4 em compostos flavonoides, obteve um conteldo méaximo de 38,96 + 3,14 mg CE /g
amostra para a amostra G10 e 51,24 + 12,81 mg CE /g amostra para a amostra G37, valores
inferiores aos agora obtidos. Para as fragdes FW1, FW2 e FKOH, esta autora determinou
conteludos de 20-60 mg CE/g amostra, também superiores aos obtidos no presente trabalho.
Adicionalmente, no estudo atual, concluiu-se que a extragdo por MAE foi a mais eficaz em termos
de isolamento de compostos fendlicos e flavonoides, 0 que nao vai ao encontro do referido por
Fernandes (2022).

Relativamente a capacidade antioxidante avaliada através do método do radical ABTS,
Fernandes (2022) concluiu que os extratos obtidos por MAE foram os que revelaram maior
capacidade, 18-30 mg TE/g amostra, o que é concordante com os resultados obtidos no presente
trabalho.
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3.5. Separacdo e caracterizacdo parcial da estrutura de biomoléculas

3.5.1. Fracionamento de biomoléculas por cromatografia de exclusdo molecular

Identificados os extratos com maiores contetdos em $-(1,3)-glucanos e elevada atividade
antioxidante, e tendo em consideracdo outros fatores como o volume de extrato disponivel,

avangou-se para a purificacdo dos mesmos.

O fracionamento de biomoléculas nos extratos foi realizado por cromatografia de
exclusdo molecular, em coluna empacotada com resina Sephacryl S-300 HR e utilizando como
fase movel solucdo tampdo acetato de sodio 0,05 M, com 0,15 M de NaCl, a um pH de 5,45.

A primeira separagdo cromatogréafica foi realizada para o extrato obtido por MAE da
amostra 37 do café da Gorongosa. O extrato foi previamente liofilizado e o sélido resultante foi
dissolvido em tampdo da fase movel, a uma concentragdo de 12,6 mg/mL. Aplicaram-se na coluna
cromatografica, 5 mL desta solugdo e recolheram-se 90 fracfes de 5 mL cada. As fracdes foram
analisadas pelos métodos fenol-sulfurico, azul de toluidina, corante Congo red, Folin-Ciocalteau,
cloreto de aluminio e corante azul de Comassie, 0 que permitiu obter os cromatogramas que se

seguem.
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Figura 30 - Cromatograma do fracionamento do extrato de MAE da amostra G37 em coluna com Sephacryl
S-300 HR (analise de polissacaridos neutros, f-(1,3)-glucanos e proteinas)
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Figura 31 - Cromatograma do fracionamento do extrato de MAE da amostra G37 em
coluna com Sephacryl S-300 HR (anélise de compostos fendlicos e flavonoides)

Nos cromatogramas da figura 30 verificam-se dois picos para polissacaridos neutros,
um com uma area muito pequena (Volume eluido (Ve) = 50 mL) e outro maior (Ve = 105 mL),
correspondendo a massas molares relativas, tendo em conta a calibragdo prévia da coluna,
superior a 2000 kDa e de 40 kDa. No que respeita aos £-(1,3)-glucanos, ndo foi possivel uma
separacao efetiva dos mesmos, pelo facto do perfil cromatografico revelar um unico pico largo,
ao qual se atribuem massas molares relativas superiores a 2000 kDa. Em relagdo as proteinas
presentes no extrato de MAE, o seu fracionamento também néo foi conseguido, face ao pico Unico
visivel no cromatograma. Verifica-se ainda que nas fragdes com maior conteudo de polissacaridos
neutros, estes polissacaridos ndo sdo do tipo S-(1,3)-glucanos, mas como contém alguma proteina,
sugerem a sua existéncia na forma livre, ou de proteoglucanos ou de complexos proteina-

polissacaridos (Sutherland et al., 2004).

Relativamente aos cromatogramas de analise de compostos fendlicos e flavonoides
(figura 31), as fracOes iniciais (até Ve = 70 mL) que apresentam compostos flavonoides
correspondem as que contém $-(1,3)-glucanos. No que respeita as fragdes recolhidas com Ve =
100 mL, nas quais tinham sido doseados polissacaridos e proteinas, verifica-se também a presenca
de compostos fenolicos e de compostos flavonoides. Na fracao referente a Ve = 160 mL doseou-
se 2,3 mg de flavonoides e 0,76 mg de compostos fendlicos, tendo assim sido possivel separar

algumas destas moléculas de polissacaridos e de proteinas.

As fracdes cromatograficas correspondentes a picos de concentracdo dos diferentes
compostos doseados foram ainda analisadas através do método do radical ABTS. As fragdes
correspondentes a Ve = 90; 100; 105; 110 mL — relativas ao pico de polissacaridos neutros,
marcadas com um tom azul-claro no cromatograma (figura 30) — apresentaram valores de inibicao
do radical ABTS de 9,2%, 7,4%, 12,2% e 12,1%, respetivamente. Desta forma, a atividade

antioxidante detetada pode dever-se quer a presenca de polissacaridos e/ou compostos fendlicos
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e/ou flavonoides. Ja as fragdes referentes ao pico de flavonoides (Ve = 160; 175 mL) também
com compostos fendlicos e assinaladas a vermelho-claro (figura 31) — exibiram valores de

inibicdo de 28,2% e 15,1%, respetivamente.

Embora as frages também tenham sido analisadas pelo método de azul de toluidina,
0 cromatograma resultante apresentou um perfil bastante variavel, provavelmente devido & muito
baixa concentracdo de polissacaridos sulfatados presentes no extrato inicial de grdo verde. A
concentragdo méxima obtida corresponde a um Ve = 120 mL (0,36 mg/fragdo). Importa ainda
referir, que foram detetados polissacaridos sulfatados em fracbes com Ve superiores a 175 mL,
nas quais ndo foram detetados outro tipo de polissacaridos.

Durante qualquer corrida cromatografica é frequente a existéncia de perdas, devido a
eventual retengdo de moléculas na resina. Para avaliar o sucesso da cromatografia realizada,
determinaram-se os rendimentos nos diferentes tipos de moléculas, considerando os resultados
obtidos para as fracGes cromatograficas e para o extrato de MAE da amostra G37 em tampdao

acetato aplicado na coluna. Os rendimentos obtidos encontram-se resumidos na seguinte tabela.

Tabela 8 - Rendimentos obtidos por fracionamento do extrato MAE da amostra G37 por cromatografia de exclusdo

molecular
. Massa total fracdes . _l\_/lassa .
Moléculas doseadas doseadas (mg) inicialmente Rendimento (%)
9 aplicada (mg)
Polissacaridos neutros 175,85 192,01 91,6
Polissacaridos 1,89 6,49 201
sulfatados
B-(1,3)-glucanos 1,70 0,34 ND
Proteinas 0,29 0,40 71,1
Flavondides totais 12,84 25,22 50,9
Fendlicos totais 4,57 8,80 51,9

ND — Nao determinado

Na tabela 8, ndo é apresentado o rendimento em $-(1,3)-glucanos, uma vez que a soma
das concentrages para as diferentes fracoes foi bastante superior a da solugéo aplicada na coluna,
obtendo-se assim um rendimento sem significado. Este resultado pode indiciar a presenca de
interferentes no extrato que possam ter conduzido a uma concentracdo subestimada de $-(1,3)-
glucanos na solucdo inicial. O menor rendimento foi obtido na andlise de polissacaridos
sulfatados, possivelmente devido ao facto de estas biomoléculas se encontrarem em baixas
concentragdes, existindo um limite de detecdo, que € superior & mesmas. J& a analise de
polissacaridos neutros, presentes em elevadas concentracdes, permitiu obter um maior

rendimento.
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A fracdo FKOH da extracdo por multi-etapas da amostra G37 também foi sujeita a
cromatografia de exclusdo molecular e as fracdes cromatograficas obtidas foram analisadas pelos

mesmos métodos acima mencionados (figuras 32 e 33).
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Figura 32 - Cromatograma do fracionamento do extrato FKOH da amostra G37 em Sephacryl S-300 HR (anélise de
polissacaridos neutros, f-(1,3)-glucanos e proteinas)

Através do cromatograma apresentado na figura 32, é possivel identificar dois
polissacaridos de diferentes massas molares, nas fracbes obtidas com Ve = 10 mL (20,7
mg/fracdo) e 105 mL (149,1 mg/fracdo). Tal como se verificou no cromatograma do
fracionamento do extrato de MAE da mesma amostra, no cromatograma agora obtido, o maior
pico de concentracdo de polissacéridos encontra-se a um Ve entre 100 e 110 mL, correspondendo
a uma massa molar de aproximadamente 40 kDa, considerando a curva de calibra¢do previamente
obtida. J& o polissacérido identificado na fracdo correspondente a Ve = 10 mL estima-se que tera
mais de 2000 kDa.

Por ter sido detetada proteina na fracdo Ve = 10 mL, o polissacarido de maior dimensdo
é possivelmente um complexo S-glucano-proteina ou um proteoglucano ou ter sido co-eluido com

proteinas que se encontravam livres na fracdo FKOH.
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Figura 33 - Cromatograma do fracionamento do extrato FKOH da amostra G37 em
Sephacryl S-300 HR (anélise de compostos flavonoides)

Por andlise do cromotograma da figura 33, verifica-se a existéncia de compostos
flavonoides em varias fragdes, sugerindo a presenca deste tipo de compostos com diferentes
massas molares na fracdo FKOH de MSE. Apesar de também ter sido realizada a avaliagédo de
compostos fenolicos e de polissacaridos sulfatados, as concentracdes determinadas nas fraces

recolhidas foram muito baixas, o que ndo permitiu obter os respetivos cromatogramas.

A detecdo de flavonoides conduziu & avaliagdo da atividade antioxidante de algumas
fracBes. Como tal, através do método do radical ABTS, analisaram-se as fragdes correspondentes
a Ve de 10, 60, 105, 145 e 325 mL, para as quais se obtiveram valores de inibi¢do baixos de 3,4

%, 5,1 %, 5 %, 3 % e 2 %, respetivamente.

Os resultados apresentados nos graficos das figuras 23 e 26 sdo concordantes com os das
figuras 30 e 32, uma vez que no cromatograma da figura 32 ha uma maior detecdo de
polissacaridos e proteinas do que no cromatograma da figura 30 e nas figuras 23 e 26 verifica-se
que a fragdo FKOH da amostra G37 tem maior contetdo nestas moléculas do que a fracdo MAE

da mesma amostra.

Os rendimentos calculados para os diferentes tipos de moléculas estdo resumidos na

tabela que se segue.
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Tabela 9 - Rendimentos obtidos por fracionamento do extrato FKOH de café por cromatografia se exclusdo

molecular
, Massa total fracoes . Massa Rendimento
Moléculas doseadas inicialmente
doseadas (mg) . (%)
aplicada (mg)
Polissacaridos neutros 301,98 334,89 90,2
Polissacaridos 413 8,09 510
sulfatados
p-(1,3)-glucanos 0,68 0,16 ND
Proteinas 2,60 3,04 85,5
Flavondides totais 53,83 36,47 ND
Fendlicos totais 2,53 3,85 65,6

ND — Nao determinado

Na tabela 9, & semelhanca do que se verificou nos resultados apresentados na tabela 8,
ndo se calculou o rendimento em f-(1,3)-glucanos, pois a soma das concentragdes para as
diferentes fracGes foi superior a da solugdo aplicada na coluna, obtendo-se um rendimento sem
significado. Este resultado pode indiciar a presenca de interferentes no extrato que tenham
conduzido a uma concentracdo subestimada de $-(1,3)-glucanos na solugdo inicial. Tal como na
cromatografia do extrato de MAE da amostra G37, 0 menor rendimento foi obtido na analise de
polissacaridos sulfatados, possivelmente devido ao facto de estas biomoléculas se encontrarem
em baixas concentraces, inferiores ao seu limite de dete¢do. A analise para a qual se obteve
maior rendimento foi a de polissacaridos neutros, presentes em elevadas concentracdes,

equiparado ao que se verificou na analise do extrato de MAE da amostra G37.

Uma terceira corrida cromatogréafica foi realizada para fracionamento do extrato de MAE
da amostra G10. Com base nos resultados obtidos nas cromatografias anteriores do extrato de
MAE e de FKOH da amostra G37, identificaram-se as fragdes com polissacaridos de maior
interesse e dosearam-se apenas as fragdes correspondentes a Ve de 100 a 140 mL (figuras 34 e
35).
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Figura 34 - Cromatograma do fracionamento do extrato de MAE da amostra G10 em Sephacryl S-300 HR (anélise
de polissacaridos neutros, -(1,3)-glucanos e proteinas)

Através do cromatograma da figura 34, identificou-se a fragdo com contetdo maximo em
polissacaridos neutros correspondente a Ve = 115 mL (78,3 mg/fracdo), o que esta de acordo com
as cromatografias anteriores. Devido ao facto de o volume de eluicdo ser semelhante, e tendo em
conta a calibracdo antecedente da coluna, a massa molar relativa destes polissacaridos é
aproximadamente 40 kDa.

As fragbes analisadas podem estar contaminadas com proteinas, ndo tendo sido
conseguida a separacdo total dos componentes presentes nas fragcdes, ou como anteriormente
sugerido, os polissacaridos podem existir na forma de complexos proteina-polissacarido, ou de

proteoglucanos.
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Figura 35 - Cromatograma do fracionamento do extrato de MAE da amostra G10 em Sephacryl
S-300 HR (analise de compostos fendlicos e flavonoides)
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O baixo contetdo em compostos fendlicos detetado estd na mesma ordem de grandeza do
das fracbes das cromatografias anteriores (dados ndo apresentados), tendo-se verificado um
méaximo a Ve =125 mL (0,16 mg/fracdo). No que respeita ao contelldo em compostos flavonoides
na gama analisada, o méaximo foi obtido a 110 mL (0,94 mg/fracdo). A anélise é dificultada pelo
facto de se ter verificado elevada instabilidade nos doseamentos das frages cromatograficas do
extrato FKOH da amostra G37, bem como pelo facto de o foco do estudo terem sido as fraces
mais promissoras em termos de polissacaridos neutros e ndo de compostos fendlicos e flavonoides

— cujo pico de concentracao tem sido verificado a volumes de eluicdo de 150 a 160 mL.

Relativamente ao doseamento do conteldo em polissacéridos sulfatados, nas fracdes
correspondentes ao volume eluido de 100 a 140 mL, identificou-se um pico de conteddo méximo
a Ve=130 mL (0,48 mg/fracdo). Devido a falta de rigor associada aos doseamentos do método do
azul de toluidina, ndo € possivel assegurar que este corresponda a um maximo real da totalidade

das fragoes.

Tendo em conta estes resultados, analisaram-se as fragdes correspondentes a Ve de 115
(conteido méaximo em polissacaridos neutros) e 125 mL (contetdo maximo em compostos
fendlicos) através do método do radical ABTS, que apresentaram valores de inibicdo de

3,3 % e 0,6 %, respetivamente.

Redgwell et al. (2002) trabalharam com café verde e com café com diferentes graus de
torra, recorrendo também a cromatografia de exclusdo molecular com resina Sephacryl S-300 HR,
para a sua caracterizagdo. Estes autores concluiram que o grdo de café verde apresenta um
contetdo de 80-85% em polissacaridos, sendo o0 restante principalmente proteinas, enquanto o
gréo torrado tem menor contelido em polissacaridos, 42-45%. No referido estudo, detetaram-se
polissacaridos de 500 kDa no café verde e de 10-40 kDa no café torrado, verificando-se uma
diminuicdo da massa molar dos polissacaridos com o grau de torra. No presente trabalho, estimou-
se um valor de massa molar relativa (Mr) para os polissacaridos detetados aproximadamente de
40 kDa, provavelmente justificado pela temperatura imposta nos métodos de extragdo aplicados
(60 °C e 180 °C), que podem potenciar reacOes tipicas da torra do grdo, com impacto nas
biomoléculas presentes nos extratos e consequentemente nas fragdes cromatograficas. Contudo,
na analise cromatografica da fragdo FKOH da amostra G37, detetou-se um polissacarido de
elevada Mr (figura 32), o que pode ser explicado pelo facto de as condigdes da extracdo por multi-

etapas terem permitido preservar algumas biomoléculas do grao de café verde.

No trabalho desenvolvido por Bau et al. (2001), que analisaram gréo de café C. arabica,
foi reportado que as proteinas presentes no café apresentam massas molares na gama dos 48-62
kDa. De acordo com a curva de calibracdo obtida para a coluna cromatogréfica utilizada no

presente trabalho, as proteinas detetadas nas corridas cromatogréficas dos extratos de MAE e
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FKOH da amostra G37 e de MAE da amostra G10 (figuras 30, 32 e 34) apresentam massas

molares superiores a 40 kDa, o que é concordante com os resultados de Bau et al (2001).

3.5.2. Caracterizacdo parcial de polissacaridos por espectroscopia de infravermelho

por transformada de Fourier

De modo a complementar a caraterizacdo das moléculas detetadas pelos métodos
anteriores, realizaram-se espectros FTIR para os extratos mais promissores em compostos
bioativos — MAE e FKOH da amostra 37 do café da Gorongosa — bem como para algumas das
suas fracOes cromatograficas (figuras 36 e 37).
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Figura 36 - Espectro FTIR do extrato MAE da amostra 37 do café da Gorongosa
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Figura 37 - Espectro FTIR das frages cromatograficas com maior contedido em polissacaridos
(Ve= 100, 105 e 110 mL) obtidas a partir do extrato MAE da amostra 37 do café da Gorongosa

Um dos obstaculos na realizacdo dos espectros FTIR foi a pouca quantidade de amostra

solida disponivel, o que afetou os resultados.
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Mesmo assim, nos espectros presentes nas figuras 36 e 37 é possivel identificar seis
bandas principais nos mesmos intervalos de nimero de onda. Entre 3430 e 3370 cm™ encontra-
se uma banda correspondente ao grupo hidroxilo, indicando a presenca de fenol, polissacaridos
ou é&cidos carboxilicos e no intervalo de 3000 a 2800 cm™ encontra-se uma banda associada a
vibracdo de alongamento da ligacdo C-H. A 1635 cm™ identifica-se outra banda caracteristica de
grupos carbonilo. As bandas identificadas de 1380 a 1400 cm™ podem estar associadas a 4cidos
clorogénicos devido as suas ligacdes éster C-O-C e deformacdo angular das ligacdes OH. Estas
bandas podem estar também relacionadas com a vibracdo de deformacdo simétrica da ligacéo
C-H. O sinal detetado entre 1100 e 900 cm indica a presenca de hidratos de carbono, enquanto
0 detetado abaixo de 700 cm™ sugere a presenca de polissacaridos com conformacdo S
(Ballasteros et al., 2017; Fernandes, 2022; Pandey et al., 1997).

Uma vez que os espectros presentes nas figuras 37 e 38 sdo bastante semelhantes,
apresentando as mesmas bandas, € possivel concluir que as fragdes isoladas por cromatografia do
extrato MAE da amostra G37 apresentam uma composi¢cdo semelhante ao extrato inicial,
portanto, a corrida cromatografica ndo separou de forma eficaz as biomoléculas presentes neste

extrato.

De seguida, sdo apresentados os espectros FTIR obtidos para o extrato FKOH da amostra
G37 e respetiva fracdo cromatografica com maior conteiido em polissacaridos.

J5 ML

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm-?)

Absorvancia (UA)

Figura 38 - Espectro FTIR do extrato FKOH da amostra 37 do café da Gorongosa
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Figura 39 - Espectro FTIR das fra¢es cromatogréaficas com maior conteido em polissacaridos (Ve= 110
e 115 mL) obtidas a partir do extrato FKOH da amostra 37 do café da Gorongosa

Comparando os espectros presentes nas figuras 38 e 39 é possivel identificar algumas
bandas em comum e com os espectros das figuras 36 e 37 nomeadamente entre 3430 e
3360 cm 1, onde se encontra uma banda correspondente a um grupo hidroxilo, que indica a
presenca de fenol, polissacéridos ou acidos carboxilicos. No espectro da figura 38, identifica-se
também uma banda na zona dos 3000 a 2800 cm™* correspondente a vibragdo de alongamento da
ligagdo C-H, que ndo se identifica no espectro da figura 40. No intervalo entre 1640 e
1630 cmt, encontra-se novamente uma banda tipica de grupos carbonilo, no entanto, comparando
esta banda com a banda presente no intervalo de 3430 a 3360 cm™, existe uma grande diferenga
em termos de intensidade, face a mesma comparagdo no espectro obtido para o extrato FKOH e
a fracdo selecionada ap6s a sua cromatografia. Esta diferenca de intensidade verifica-se também
na banda presente entre 900 e 1100 cm™, caracteristica de hidratos de carbono, que no espectro
da fragdo cromatografica é quase inexistente. No espectro da figura 39 identifica-se também uma
banda a 1375 cm* atribuida a presenca de acidos clorogénicos devido as suas ligacdes éster C-O-
C e deformacdo angular das ligagdes OH ou a vibracao de deformacao simétrica da ligacdo C-H.
Por Gltimo, o sinal detetado abaixo de 700 cm™ tipico de polissacaridos com conformagéo S é
bastante notdrio no espectro do extrato FKOH, sendo quase inexistente no espectro da fracéo

cromatografica (Ballesteros et al., 2017; Fernandes, 2022; Pandey et al., 1997).

Estas diferencas levam a conclusdo de que se verificou de facto uma separacdo dos

componentes presentes no extrato de FKOH da mostra G37 durante a corrida cromatografica.

Nos espectros dos extratos de MAE e FKOH (figuras 36 e 38), identificaram-se bandas

em numeros de onda semelhantes, indicando uma composicéo idéntica.
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Ballesteros, et al. (2017) trabalharam com borras de café e identificaram bandas
principais nas mesmas zonas das que foram detetadas nos espectros obtidos no presente trabalho.
A nimeros de onda entre 3600 e 3200 cm?, verificou-se uma banda correspondente ao grupo
hidroxilo, e entre 3000 e 2800 cm™* outra banda atribuida a vibragdo de alongamento da ligagéo
C-H. Identificou-se também uma banda na zona de 1500 a 1700 cm™ ! associada a presenca de
grupos carbonilo, a deformacéo na lenhina e a presenca de acidos clorogénicos e cafeina. A 1374
cmidentificaram uma banda relacionada com a vibragéo da ligagédo C- H. Foram ainda detetadas
bandas a 1039 e 1140 cm™ atribuidas a presenca de ligacdes C-O de piranoses, que ndo foram
visiveis no presente trabalho. Entre 1191 e 920 cm™ foi reportada uma banda caracteristica de
polissacaridos, correspondente a vibracdes no anel, bem como a vibra¢des dos grupos C-OH e
C-O-C — a menor intensidade desta banda no espectro da figura 39 indica a quebra de ligacOes
nos polissacéridos inicialmente presentes. Por Ultimo, entre 778 e 884 cm™ encontrou-se uma
banda atribuida a presenca de ligacGes glicosidicas o e B, relacionadas com polissacaridos
constituidos por residuos com esse tipo de conformacoes.

3.5.3. Andlise de hidratos de carbono por cromatografia liguida de alta eficiéncia

Os extratos de MAE das amostras G10 e G37 ndo-hidrolisados e os extratos hidrolisados
com acido sulfarico ou com &cido trifluoroacético, de acordo com o procedimento descrito no
subcapitulo 2.2.5.3, foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Adicionalmente, todas as fragcdes obtidas por extragdo por multi-etapas da amostra G37 foram
submetidas ao mesmo estudo. A fragdo FKOH da amostra G37 foi liofilizada e
realizou-se uma hidrélise acida com 20 mg do p6 obtido, sendo o restante dissolvido numa
concentragdo de 7,4 mg/mL em agua Milli-Q. A fracdo FW1 da amostra G37 foi diluida 1:10 em

agua Milli-Q, antes de ser aplicada na coluna de HPLC, devido ao pouco volume obtido.

Com arealizacdo das multiplas andlises, pretendeu efetuar-se um estudo comparativo dos
varios extratos e também avaliar as diferencas num mesmo extrato com diversos tratamentos

(nomeadamente liofilizacdo e hidrdlises acidas).

As corridas cromatogréficas foram realizadas em duplicado, apresentando-se apenas um
dos cromatogramas de cada ensaio, com uma tabela que inclui uma tentativa de identificacdo dos
picos mais evidentes, tendo por base 0s respetivos tempos de retencdo (t;) e a sua comparacao
com os t; dos padrfes. Apresentam-se também as &reas médias desses picos e as concentragdes
de sacarose, glucose, manose e frutose, calculadas através das curvas de calibracdo previamente
obtidas.
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Na figura 40 encontra-se o cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G10

ndo hidrolisado e que foi aplicado diretamente ap0s filtracdo na coluna cromatogréfica.
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Figura 40 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G10 (néo hidrolisado) por HPLC-RI com
coluna Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Para este extrato sdo visiveis varios picos, cujas caracteristicas se encontram resumidas
na tabela 10.

Tabela 10 - Andlise do cromatograma de MAE G10 nao hidrolisado, obtido por HPLC-RI e concentracdes médias
dos glucidos soltveis

Tempo < ~
Gl mido AT Coenas,
(minutos)
Sacarose 7,88 1665162 12,78 £ 2,77
Glucose 9,78 1099170 6,16 + 0,07
Frutose 11,40 915484 5,49 + 0,05
Arabinose 11,83 678132 ND
Ribitol 12,87 261153 ND
Sorbitol 15,08 47142 ND
Ribose 16,37 115809 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Nos cromatogramas obtidos identificaram-se picos com tempos de retencdo
caracteristicos dos compostos assinalados a cinzento, no entanto ndo foram encontrados estudos

que identifiquem estes compostos no grao de café verde.

Devido a semelhanca estrutural de certos glucidos e a proximidade dos seus tempos de
retengdo, o pico com t; de 11,83 minutos tanto pode ser atribuido a arabinose, como a fucose ou
a xilose, enquanto o de 12,87 minutos pode indiciar a presenca de ribitol ou glicerol, e o de 15,08
minutos pode corresponder a sorbitol ou a xilitol (Waters Corporation, 2017). Tendo em conta as

caracteristicas do gréo de café, na tabela anterior sdo apresentados dos varios gltcidos possiveis
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para os tempos de elui¢do obtidos, os que tém maior probabilidade de existirem na amostra. Este
critério aplicou-se também aos restantes ensaios.

No extrato de MAE G10, ndo hidrolisado, a sacarose encontra-se em concentracao

superior aos restantes glacidos, verificando-se também a existéncia de monossacaridos como
glucose e frutose.

No que respeita a0 mesmo extrato (MAE G10) hidrolisado com &cido sulfurico (66,7
mg/mL), o perfil cromatografico correspondente revelou areas de picos muito baixas, 0 que
inviabilizou a andlise da sua composi¢do. Assim, preparou-se uma solucdo do mesmo extrato

mais concentrada (500 mg/mL), tendo-se obtido o cromatograma na figura 41.
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Figura 41 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G10 (hidrolisado com &cido sulftrico e
preparado a 500 mg/mL) por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com EDTA de calcio como eluente e um caudal de 0,5
mL/min.

Através do cromatograma presente na figura 41, verifica-se que a concentragdo de
amostra injetada na coluna satura a frente de solvente e 0s picos de interesse sdo bastante
diminutos. No entanto, embora os glucidos ndo sejam quantificaveis, através dos tempos de

retencdo, pode concluir-se que esta amostra contém glucose (t:=9,7 minutos) e manose (t=10,6
minutos).
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Devido ao insucesso da analise do extrato hidrolisado com &cido sulflrico, analisou-se o

mesmo extrato, mas hidrolisado com &cido trifluoroacético (TFA) e aplicado diretamente ap6s
filtracdo (figura 42 e tabela 11).
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Figura 42 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G10 (hidrolisado com TFA) por HPLC-RI com
coluna Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Tabela 11 — Andlise do cromatograma de MAE G10, hidrolisado com TFA, obtido por HPLC-RI e concentragdes
médias dos glucidos solaveis.

Tempo < ~
Gl mido  hleR Comeemradde
(minutos)
Glucose 9,86 334759 1,88 +£0,08
Manose 10,82 2827424 21,65 £ 0,09
Arabinose 11,93 855654 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Como seria esperado, este extrato ndo possui uma composi¢do tdo complexa como o seu
analogo ndo hidrolisado, notando-se a auséncia de sacarose e a sua substituicdo por glucose,
produto da hidrdlise acida. Desta hidrdlise, deveria obter-se também frutose, no entanto, esta ndo
é identificada. Apesar de ndo ter sido identificada no extrato ndo hidrolisado, neste extrato

identificou-se manose, ja previamente identificada em amostras de café torrado por Poisson et al.
(2017).

Posteriormente, analisou-se o extrato de MAE da amostra G37, ndo hidrolisado, aplicado
diretamente na coluna, apos filtragdo. O cromatograma obtido encontra-se na figura 43.
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Figura 43 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G37 (n&o hidrolisado) por HPLC-RI com coluna
Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Embora a linha de base deste cromatograma apresente algumas interferéncias, foi possivel

identificar os picos mais evidentes, 0s quais estdo caracterizados na tabela 12.

Tabela 12 - Andlise do cromatograma de MAE G37, ndo hidrolisado, obtido por HPLC-RI e concentragdes médias
dos gldcidos sollveis.

Tempo

Gldcido médio Areg Concentracéo
(minutos) média (mg/g amostra)*
Sacarose 7,85 196081 ND?
Lactulose 8,92 106297 ND
Glucose 9,78 938685 5,84 + 0,05
Manose 10,78 229915 1,96 + 0,01
Frutose 11,39 762422 5,08 £ 0,02
Arabinose 11,83 833430 ND
Ribitol 12,85 112052 ND
Sorbitol 15,08 86541 ND
Ribose 16,37 180568 ND

* Valores médios + DP (n=2); ND — nao determinado
3 Concentragio ndo determinada, uma vez que o segundo ensaio realizado para esta amostra produziu um
cromatograma no qual os dois primeiros picos ndo foram separados.

Este extrato apresenta uma composi¢do semelhante ao extrato de MAE da amostra G10
ndo hidrolisado (figura 40), com as diferengas de ter um conteldo bastante menor em sacarose e
apresentar manose. Os contetdos em glucose e frutose sdo da mesma ordem de grandeza em
relacdo aos verificados no extrato da amostra G10, no entanto, as areas dos picos relativos a
arabinose e sorbitol s&o superiores. Estas evidéncias podem indicar degradacdo da sacarose ao

longo dos procedimentos de extragéo e preservacao do extrato — a extragdo por MAE da amostra
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G37 foi efetuada meses antes da extracdo da amostra G10 — mas podem também ser atribuidas ao
préprio gréo, que foi produzido a uma altitude superior. De referir também, a incerteza que pode
estar associada a determinacdo de sacarose no extrato de MAE da amostra G10 (figura 40 e tabela
10), devida a sobreposi¢do do pico desse dissacarido com os de outros compostos e que se traduz
numa menor resolucdo dos mesmos. Ainda no cromatograma do extrato de MAE da amostra G37
(figura 43), é identificado um pico a 8,92 minutos, que para a coluna utilizada, é o tempo de
retencdo carateristico da lactulose, hidrato de carbono simples ndo detetavel nos restantes
cromatogramas, nem descrito por outros autores em amostras de grdo verde de café (Cassamo et
al., 2022). Apesar de Cassamo et al. (2022) ndo terem verificado variacdes consistentes dos
efeitos da altitude e do nivel de sombreamento de cultivo da planta do café no teor de hidratos de
carbono soluveis no gréo verde da Gorongosa, obtiveram contetidos de sacarose muito idénticos
para as condigdes de sombreamento moderado a 650 m e a 935 m, ainda assim, ligeiramente
superiores para a menor altitude. Da comparacdo dos resultados do presente trabalho com os
obtidos por estes autores, conclui-se que a concentracdo de sacarose obtida é substancialmente
inferior e que as concentractes de glucose e frutose sdo mais elevadas, 0 que pode sugerir,
conforme anteriormente referido, uma degradacdo da sacarose nos seus monossacaridos
constituintes, durante o periodo de armazenamento e/ou procedimento de extragdo ou dever-se a

outros factores, como o facto das amostras serem de colheitas distintas.

Tal como obtido para o extrato hidrolisado de MAE da amostra G10, o extrato MAE da
amostra G37 hidrolisado com acido sulfurico e preparado a 66,7 mg/mL originou cromatogramas
de dificil interpretacdo, com linhas de base instaveis e picos com areas muito baixas. A anélise de
uma concentragdo superior deste extrato hidrolisado (500 mg/mL) também ndo foi bem

conseguida (figura 44).
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Figura 44 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G37 (hidrolisado com &cido sulflrico, preparado
a 500 mg/mL) por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Apesar de se verificar no cromatograma a saturacdo da frente de solvente e novamente

areas de picos muito diminutas, através dos tempos de retencdo é possivel concluir que esta
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amostra apresenta glucose (t=9,696 minutos) e manose (t=10,676 minutos). O pico eluido a
11,799 minutos podera corresponder a arabinose, fucose ou xilose e o pico de 14,13 minutos,
nesta coluna, para um caudal de 0,5 mL/min corresponde ao tempo de eluicdo do etanol (Waters
Corporation, 2017), o que para estes ensaios € improvavel, por ndo ter sido utilizado este solvente

nas amostras em analise.

De modo semelhante ao procedimento adotado para a amostra G10, o extrato de MAE da
amostra G37 foi hidrolisado com TFA e foi aplicado diretamente na coluna cromatografica, apds
filtragcdo, tendo-se obtido o cromatograma da figura 45.
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Figura 45 - Cromatograma obtido para o extrato de MAE da amostra G37 (hidrolisado com TFA) por HPLC-RI com
coluna Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Este perfil cromatografico é muito idéntico ao obtido para o extrato de MAE G10
hidrolisado com TFA (figura 42), tendo permitido a quantificacdo dos glacidos simples eluidos
(tabela 13).

Tabela 13 — Andlise do cromatograma de MAE G37, hidrolisado com TFA, obtido por HPLC-RI e concentragdes
médias dos glucidos soldveis.

- VST Area Concentracéo
Cliaks (mn:gggs) média (mglg amostgra)*
Glucose 9,83 246389 1,53+ 0,06
Manose 10,80 3074285 26,16 + 0,01

Arabinose 11,90 466248 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Novamente, a diferenca da composicdo do extrato hidrolisado relativamente a0 mesmo
extrato ndo hidrolisado, é notavel. O extrato MAE ndo hidrolisado da amostra G37 revelou uma
composicdo mais complexa e um contetudo em sacarose muito baixo (figura 43), enquanto no
extrato hidrolisado, como expectavel, ndo se identifica sacarose, sugerindo a sua hidrélise

completa. No extrato tratado com TFA verifica-se um aumento da concentracdo da manose e um
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decréscimo da concentragdo da arabinose, com uma area de pico reduzida sensivelmente para

metade, face a obtida para o extrato ndo hidrolisado.

A fracdo FKOH obtida através de extracao por multi-etapas da amostra G37 foi analisada
em quatro condic@es: diretamente, liofilizada, apds hidrolise com acido sulfirico e apos hidrélise
com TFA.

O cromatograma obtido para a andlise da fracdo diretamente aplicada na coluna
cromatografica, apos filtracdo, encontra-se na figura 46 e a caracterizagdo dos picos na tabela 14.
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Figura 46 - Cromatograma obtido para a fracdo FKOH da amostra G37 (ndo hidrolisada) por HPLC-RI com coluna
Sugar-Pak I, com EDTA de calcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Tabela 14 - Anélise do cromatograma de FKOH G37, ndo hidrolisada, obtido por HPLC-RI e concentragfes médias
dos glucidos sollveis.

- VST Area Concentracéo
CltEke (mn:gggs) média (mglg amostgra)*
Estaquiose 6,63 5883401 ND
Sacarose 7,88 3754175 13,28 £0,31
Glucose 9,74 1504954 3,88+ 0,29
Frutose 11,38 906473 2,50+0,32
Ribitol 12,84 345777 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Esta fracdo € menos complexa do que os extratos ndo hidrolisados de MAE, apresentando
menor conteldo dos monossacaridos glucose e frutose, no entanto, tem maior conteldo em
sacarose. Outra diferenga evidente, é que apresenta estaquiose, um oligossacarido composto por
galactose, glucose e frutose e mencionado também no trabalho desenvolvido por Poisson et al.
(2017).

Parte desta fracédo foi liofilizada e o s6lido recuperado foi analisado apds dissolugdo em

agua Milli-Q (7,4 mg/mL). O cromatograma obtido apresenta alguns picos em comum com a
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fracdo nao liofilizada, no entanto, as areas bastante menores, ndo permitiram a quantificacdo dos
hidratos de carbono na fracdo em estudo. O mesmo foi verificado no cromatograma (ndo
apresentado) da fracdo FKOH da amostra G37 hidrolisada com &cido sulfirico e preparada a 66,7
mg/mL, que demonstrou concentracdes baixas de glucose e de manose. A andlise de uma solucéo
mais concentrada desta amostra (500 mg/mL) também ndo permitiu obter melhores resultados,

devido a saturacdo da frente de solvente (cromatograma ndo apresentado).

A fracdo FKOH de MSE foi ainda hidrolisada com TFA e aplicada na coluna
cromatografica apos filtragdo. O cromatograma obtido encontra-se na figura 47.
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Figura 47 - Cromatograma obtido para a fragdo FKOH da amostra G37 (hidrolisada com TFA, aplicada diretamente)
por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Neste cromatograma, apesar do baixo sinal, é possivel identificar trés picos principais,
Cujas caracteristicas estdo resumidas na tabela 15.

Tabela 15 — Analise do cromatograma de FKOH G37, hidrolisada com TFA, obtido por HPLC-RI e concentragdes
médias dos glucidos soldveis.

Tempo

.. " Area Concentracio
el LT média  (mg/g amostra)*
(minutos) 9/9
Glucose 9,82 293094 0,76 £ 0,02
Manose 10,76 182048 0,64 £ 0,01
Arabinose 11,76 192046 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Apos hidrolise, ndo se identifica estaquiose na fragdo, no entanto, também nao se
encontram duas das suas oses constituintes — galactose e frutose — e a glucose, embora seja
detetada, encontra-se inesperadamente, em menor concentracdo do que na amostra ndo
hidrolisada. Estas evidéncias podem ser indicio de uma hidrélise demasiado agressiva, que
degradou até monossacaridos. Como se verificou ap6s as outras hidrolises, a sacarose esta
ausente, detetando-se manose e arabinose, apesar de em menores contetidos comparativamente
com os extratos de MAE hidrolisados.
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De seguida, foi analisada a fracdo FW1 obtida por extracdo por multi-etapas da amostra
G37. Devido ao pouco volume desta fracdo, foi realizada uma diluicdo de 1:10 da mesma, em

agua Milli-Q. O cromatograma obtido encontra-se representado na figura 48.
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Figura 48 - Cromatograma obtido para a fragdo FW1 da amostra G37 por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com
EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

A tabela 16 resume as caracteristicas de cada pico identificado é a que se segue.

Tabela 16 — Andlise do cromatograma de FW1 G37, obtido por HPLC-RI e concentrages médias dos glucidos

soluveis.
.. Ve Area Concentracéo
Glucido rr_1ed|0 media  (mg/g amostra)*
(minutos)
6-fosfato de glucose 6,15 29628 ND
Estaquiose 6,75 21068 ND
Sacarose 7,86 256113 0,07 £ 0,00
Glucose 9,73 70893 0,02 +0,00
Frutose 11,35 104629 0,02 £ 0,00
Glicerol 13,14 14904 ND
Etanol 14,16 69619 ND

*Valores médios + DP (n=2); ND — ndo determinado

Apesar de apresentar uma composi¢do semelhante aos extratos ndo hidrolisados
anteriormente descritos, a fragdo FW1 exibe concentra¢cbes muito menores de estaquiose,
sacarose, glucose e frutose, o que esta de acordo com o menor contelido de outros hidratos de
carbono (como polissacaridos) detetado face aos conteudos das restantes fragbes (figura 23).
Contrariamente ao que seria expectavel, os resultados sugerem ainda a existéncia na fragdo FW1

de 6-fosfato de glucose, glicerol e etanol. A presenga destes trés compostos na fracdo FW1 é
inesperada e inconsistente com todos 0s outros resultados obtidos.
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Analisou-se a fragdo FW2, obtida também por extracdo por multi-etapas da amostra G37,
cujos resultados se encontram na figura 49 e na tabela 17.
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Figura 49 - Cromatograma obtido para a fragdo FW2 da amostra G37 por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com
EDTA de célcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Tabela 17 - Analise do cromatograma de FW2 G37, obtido por HPLC-RI e concentragfes médias dos glucidos

soluveis.
. e Area Concentracéo
Glucido ”_‘ed'O média  (mg/g amostra)*
(minutos)

Estaquiose 6,90 877093 ND
Sacarose 7,86 8716268 8,49 £ 0,20
Glucose 9,70 3377963 2,40 £ 0,68
Frutose 11,27 2127416 1,62 + 0,08

Ribitol 12,91 235515 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Nesta fracdo, deteta-se igualmente estaquiose, sacarose, glucose e frutose — constituintes
ja encontrados nas fragdes FKOH e FW1 de multi-etapas da amostra G37. As raz0es entre 0s
contetdos de sacarose, glucose e frutose mantém-se semelhantes as das amostras anteriores,
sendo o contetldo em sacarose superior, seguido de contetdos idénticos de glucose e de frutose.
Comparativamente com as restantes amostras, esta também apresenta um contetdo em

polissacéridos superior a fragdo FW1 mas inferior a fracdo FKOH e aos extratos de MAE (figura
23).

Posteriormente, injetou-se no sistema de HPLC a fracdo FHCI obtida através de extracéo

por multi-etapas da amostra G37. Na figura abaixo esta representado o cromatograma obtido.
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Figura 50 - Cromatograma obtido para a fracdo FHCI da amostra G37 por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com
EDTA de calcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Os vérios picos identificados neste cromatograma estéo resumidos e caracterizados na
tabela 18.

Tabela 18 - Analise do cromatograma de FHCI G37, obtido por HPLC-RI e concentra¢des médias dos gltcidos

soluveis.
. e Area Concentracéo
Glucido ”_‘ed"’ média  (mg/g amostra)*
(minutos)
Maltotriose 7,02 189884 ND
Sacarose 7,87 308471 1,06 £ 0,04
Lactose 8,39 97690 ND
Glucose 9,74 1236555 3,10+ 1,58
Galactose 10,70 564286 ND
Frutose 11,38 391435 1,05+ 0,03
Arabinose 11,82 1185565 ND
Ribitol 12,91 76891 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Relativamente aos picos identificados na figura 50, é de referir que para a coluna utilizada
Sugar- Pak 1 com um caudal de 0,5 mL/min, 7 minutos corresponde ao tempo de eluigdo tanto da
maltotriose — constituida por residuos de glucose — como da rafinose — composta por residuos de
galactose, glucose e frutose — dois trissacaridos possiveis de encontrar neste tipo de amostra
(Farah et al., 2019). J4 10,7 minutos é o tempo de eluicdo comum a galactose, sorbose e ramnose
— trés glacidos simples também habitualmente existentes no café (Farah et al., 2019) e 8,39
minutos corresponde & lactose, dissacérido ndo carateristico deste tipo de amostras. Em termos de
concentragdes, ao contrario do que se tem verificado nas fracbes de MSE G37, a sacarose
apresenta menor contetdo do que a glucose, e a area do pico correspondente a arabinose é a maior
que se doseou em todos as amostras, indicando que esta é a que tem maior conteldo deste

monossacarido. A fracdo FHCI apresenta maior contetdo total em polissacaridos do que a fragdo
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FW1 e menor do que a fragdo FW2 (tabelas 16, 17 e 18), 0 que esta de acordo com o0s doseamentos
colorimétricos resumidos na figura 23.

Por Gltimo, apresenta-se 0 cromatograma resultante da analise da fracdo FNaOH obtida
através de extracdo por multi-etapas da amostra G37.
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Figura 51 - Cromatograma obtido para a fragdo FNaOH da amostra G37 por HPLC-RI com coluna Sugar-Pak I, com
EDTA de calcio como eluente e um caudal de 0,5 mL/min.

Na tabela 19 encontram-se as caracteristicas atribuidas a cada pico identificado.

Tabela 19 - Analise do cromatograma de FNaOH G37, obtido por HPLC-RI e concentragdes médias dos glicidos

soluveis.
. UG Area Concentracéo
Glucido ”.‘ed'O meédia (mg/g amostra)*
(minutos)
Estaquiose 6,58 3828584 ND
Maltotriose 7,40 231294 ND
Sacarose 7,88 1755076 4,71 £ 0,02
Glucose 9,67 564336 1,11 + 0,027
Galactose 10,36 286476 ND
Frutose 11,17 311385 0,65+0,10
Arabinose 11,62 182883 ND

*Valores médios £ DP (n=2); ND — néo determinado

Esta fracdo apresenta uma composi¢do semelhante a da fracdo FHCI, no entanto,
distingue-se pela quantidade elevada de estaquiose que apresenta, inferior apenas a da fracdo
FKOH ndo hidrolisada. As razdes entre conteldos de sacarose, glucose e frutose mantém-se
semelhantes as reveladas pelas restantes fracdes, estando a sacarose em maior quantidade e a
glucose e frutose em quantidades idénticas e menores. De acordo com o0s doseamentos
colorimétricos representados na figura 23, a fracdo FNaOH também apresentou contetidos de
polissacaridos ligeiramente superiores aos da fragdo FHCI.
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Lopes et al. (2020) analisaram por HPLC-DAD (cromatografia liquida de elevada
eficiéncia com detetor de fotodiodos) extratos de café torrado comercial, obtidos por técnicas de
MAE realizadas a temperatura e pressdo elevadas. Nesses extratos, identificaram em maior
concentracdo manose e galactose, seguidas de arabinose, glucose e ramnose. Apesar de, no
presente trabalho ndo ter sido possivel determinar as concentracBes de todas as moléculas

identificadas, em termos qualitativos foram identificados os mesmos glucidos.

Cassamo et al. (2022) analisaram gréos verde de café Coffea arabica L. e identificaram
sacarose, glucose, frutose e arabinose como principais glucidos, sendo a sacarose 0 que se
encontrava em maior concentracdo, e a glucose, frutose e arabinose em concentragdes proximas,
mas menores, resultados estes que sdo concordantes com os obtidos no presente estudo, embora
estes investigadores tenham obtido contelidos em sacarose superiores aos obtidos no presente
trabalho.

3.5.4. Andlise de hidratos de carbono por cromatografia em camada fina

De forma preliminar e de modo a complementar a identificacdo de hidratos de carbono
nos extratos, recorreu-se a técnicas de cromatografia em camada fina (C.C.F.). Todas as fragdes
obtidas por extragdo por multi-etapas da amostra G37, bem como os extratos de MAE das
amostras G10 e G37 ndo hidrolisados e hidrolisados com TFA, e a fragdo FKOH da amostra G37

ndo hidrolisada e hidrolisada foram analisados.

A composicao de cada amostra foi avaliada através de C.C.F., utilizando-se padrfes de
sacarose, frutose, glucose, manose, galactose e sorbose. Testaram-se varios sistemas eluentes,
tendo sido selecionado o sistema cloroférmio:éacido acético:agua (6:8:1), por ter permitido obter
melhores resultados. Apos a eluicdo, as placas foram visualizadas sob radiacdo UV (254 nm), e

depois da aplicacdo da solucéo reveladora especifica para hidratos de carbono.

Numa fase inicial, foram analisados os extratos de MAE e as fracoes de MSE (figura 52),
tendo-se verificado que os extratos de MAE apresentam composi¢cdes bastante idénticas,

partilhando ainda alguma semelhanca com a fragcdo FW2.
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Figura 52 - Resultados de C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) das fracdes
obtidas por extracdo por multi-etapas da amostra G37, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e apos
aplicacdo da solugéo reveladora (B) (1: FW2; 2: FHCI; 3: FKOH; 4: FNaOH; 5: MAE G37; 6:
MAE G10; 7: MAE G10 repeti¢ao)

Para os extratos de MAE e fragcdes FW2, FKOH e FNaOH, é possivel notar que algumas
manchas observaveis na figura 52 A nado foram acentuadas apds o tratamento com a solucao
reveladora, 0 que indicia a auséncia de hidratos de carbono e a presenga de outras biomoléculas.

De modo a avaliar melhor cada extrato, procedeu-se & sua andlise em paralelo com
padrbes. Na figura abaixo, encontram-se os resultados conseguidos para os extratos obtidos por
MAE da amostra G10, ndo hidrolisado e hidrolisado com TFA.

Figura 53 - Resultados de C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) do extrato de MAE da
amostra G10 hidrolisado e ndo hidrolisado, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e apds aplicacdo da solugéo
reveladora (B) (1: sacarose; 2: frutose; 3: glucose; 4: MAE G10 ndo hidrolisado; 5: MAE G10 hidrolisado; 6:
manose; 7: galactose; 8: sorbose)
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De acordo com os cromatogramas de HPLC-IR obtidos para estas amostras (figuras 40 e
42), era esperado que o extrato de MAE G10 ndo hidrolisado apresentasse manchas coincidentes
com sacarose, glucose e frutose, enquanto o extrato hidrolisado deveria exibir manchas
correspondentes a glucose, frutose e manose. No entanto, a baixa concentra¢do dos extratos e as
mobilidades semelhantes dos diferentes padrdes, dificultam a analise correta dos resultados.
Porém, é possivel verificar a presenca de sacarose no extrato MAE G10 e a sua auséncia no extrato
hidrolisado, o que indica um sucesso na hidrélise. A segunda mancha do extrato ndo hidrolisado
assinalada podera ser um hidrato de carbono — uma vez que se acentuou com a aplicacdo da
solucdo reveladora — mas ndo corresponde a distancia migrada por nenhum dos padrdes aplicados.
Como esta segunda mancha ndo se verifica no extrato hidrolisado, é possivel que se trate de um
dissacarido ou polissacérido que tenha sido hidrolisado. As manchas com maior mobilidade em
ambos os extratos, apenas visiveis na figura 52 A, corresponderdo nao a hidratos de carbono, mas
a outras biomoléculas pouco polares. Apds a aplicacdo da solucdo reveladora é ainda visivel uma

mancha com mobilidade idéntica a da frutose, que ndo tinha sido detetada a 254 nm.

Os extratos hidrolisado e ndo hidrolisado de MAE da amostra G37 foram igualmente
analisados por C.C.F. (figura 54).

Figura 54 - Resultados de C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) do extrato de MAE da
amostra G37 hidrolisado e ndo hidrolisado, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e ap6s aplicacdo da solucdo
reveladora (B) (1: sacarose; 2: frutose; 3: glucose; 4: MAE G37 ndo hidrolisado; 5: MAE G37 hidrolisado;

6: manose; 7: galactose; 8: sorbose)

Este ensaio apresenta resultados bastante semelhantes ao anterior, bem como ao da analise

conjunta dos extratos (figura 52) e sdo concordantes com os respetivos resultados de HPLC.
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De seguida, foi analisada a fragdo FKOH obtida por extragdo por multi-etapas da amostra

G37, ndo hidrolisada e hidrolisada, cujos resultados se encontram na figura 55.

Figura 55 - Resultados de C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) da fragdo FKOH obtida por

extracao por multi-etapas da amostra G37 hidrolisada e nao hidrolisada, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e

apos aplicacdo da solucdo reveladora (B) (1: sacarose; 2: frutose; 3: glucose; 4: FKOH G37 néo hidrolisada;
5: FKOH G37 hidrolisada; 6: manose; 7: galactose; 8: sorbose)

Apesar de se terem preparado varias placas para estas amostras, verificou-se sempre
bastante arrastamento, que pode ser atribuido a amostras muito concentradas e/ou a presenca de
constituintes muito polares. Nas placas apresentadas na figura 55, os padrdes foram aplicados em
menor concentracdo, o que permitiu avaliar melhor a sua migracdo. O extrato FKOH néo
hidrolisado apresenta uma mancha que claramente corresponde a sacarose, que néo se verifica no
extrato hidrolisado, e que sobressai relativamente a todas as outras manchas marcadas na figura
55. A figura 55 B, revela a existéncia de um hidrato de carbono em menor concentragéo e com

maior mobilidade do que a sacarose, que podera corresponder a glucose ou manose.

As Ultimas trés manchas marcadas para o extrato FKOH néo hidrolisado na figura 55 A
ndo sdo visiveis na figura 55 B, 0 que pode indicar que 0s respetivos compostos ndo eram hidratos
de carbono. Ja o extrato hidrolisado apresenta uma mancha bastante alargada perto da zona de
aplicacdo na figura 55 A, o que pode sugerir a presenca de moléculas muito polares, e exibe
apenas uma banda difusa na figura 55 B de maior mobilidade, que pode ser devida ao arrastamento
ou a presenca de hidratos de carbono simples em baixas concentracGes, como glucose, manose

ou galactose.
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Posteriormente, analisaram-se as fragbes FW1 e FW2 obtidas através de extragdo por

multi-etapas da amostra G37 e os resultados obtidos encontram-se na figura abaixo.

Figura 56 - Resultados de C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) das fragdes FW1 e FW2
obtidas por extracdo por multi-etapas da amostra G37, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e apo6s aplicagdo da
solugdo reveladora (B) (1: sacarose; 2: frutose; 3: glucose; 4: FW1 G37; 5: FW2 G37; 6: manose; 7:
galactose; 8: sorbose)

Na figura 56 é possivel verificar diferencas na capacidade de extracdo de biomoléculas
do primeiro passo de MSE — realizada com &gua a temperatura ambiente, em contacto com a
amostra durante 5 minutos — e do segundo passo desta extracdo — efetuada com agua a 100 °C,
durante 3 horas. Como j& se tinha verificado tanto nos doseamentos por métodos colorimétricos,
como nos resultados obtidos através de HPLC-IR, a fracdo FW1 apresenta um contetido em
biomoléculas bastante menor do que as restantes fragdes. No seu perfil, identificam-se duas
manchas distintas, ambas bastante difusas, sendo que apenas a mancha com maior mobilidade é
evidenciada pela solucéo reveladora, indicando a presenca de hidratos de carbono menos polares,
mas ndo identifichveis no presente trabalho, uma vez que nenhum dos padrdes utilizados

apresenta mobilidade semelhante.

No que respeita a fragdo FW2, na figura 56 A é visivel uma primeira mancha que indica
a presenca de sacarose, uma mancha com elevada mobilidade que corresponde a outro tipo de
biomolécula pouco polar (que ndo hidrato de carbono), e duas manchas intermédias que sao
posteriormente reveladas (figura 56 B), sendo entdo possivelmente hidratos de carbono menos
polares que qualquer um dos padrdes utilizados.

Na figura 57 encontram-se 0s resultados obtidos na cromatografia das fragbes FHCI e
FNaOH obtidas por extragdo por multi-etapas da amostra G37.
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Figura 57 - Resultados C.C.F. (sistema eluente cloroférmio:acido acético:agua) das fracées FHCI e FNaOH
obtidas por extracdo por multi-etapas da amostra G37, sob incidéncia de luz a 254 nm (A) e apo6s aplicagdo da
solucdo reveladora (B) (1: sacarose; 2: frutose; 3: glucose; 4: FHCI G37; 5: FNaOH G37; 6: manose; 7:
galactose; 8: sorbose)

As fracdes FHCI e FNaOH apresentaram nos doseamentos colorimétricos e na analise por
HPLC-IR menores contetidos em biomoléculas, o que justifica a pouca intensidade das manchas
em C.C.F.. Mesmo assim, é possivel identificar em ambas as fracfes sacarose e, possivelmente,
galactose ou glucose na fragdo FHCI. Ambas as fracbes apresentam trés outras manchas sob
incidéncia de luz a 254 nm (figura 57 A), mas como ndo foram acentuadas com a solucéo
reveladora, ndo serdo hidratos de carbono.

Romdhane et al. (2017) analisaram por C.C.F. extratos hidrolisados de borras de café,
utilizando o mesmo sistema eluente que foi aplicado no presente trabalho. Estes autores
reportaram também dificuldade na diferenciacdo de alguns padr@es aplicados, como glucose,
galactose e manose, face a sua semelhanga estrutural, mas concluiram, tendo por base outros
trabalhos publicados sobre borras de café, que os extratos continham manose e galactose. A
escassa bibliografia disponivel relativa a extratos de grao verde de café, analisados por C.C.F.,
dificulta a identificacdo de hidratos de carbono presentes nos extratos em estudo, no entanto, 0s
resultados obtidos no presente trabalho revelam semelhangas com os publicados por Romdhane
et al. (2017).
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3.5.5. Andlise de polissacaridos e proteinas por eletroforese

Um dos métodos de caracterizacdo mais conhecidos e aplicados a biomoléculas € a

eletroforese.

Os extratos de interesse — MAE da amostra G10, MAE da amostra G37 e FKOH da
amostra G37 — foram selecionados para ensaios eletroforéticos, tendo em vista 0 estudo de
polissacéridos e proteinas. Os resultados obtidos nos ensaios eletroforéticos de polissacaridos
encontram-se na figura 58.
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Figura 58 - Géis de poliacrilamida (6%) corados com Alcian blue e nitrato de prata (A) e com corante Stains-All (B)
(1: FKOH G37; 2: MAE G37; 3: MAE G10; 4: FKOH G37 f.d. 1:2; 5: MAE G37 f.d. 1:2; 6: MAE G10 f.d. 1:2; 7:
heparina da mucosa intestinal suina MR=17 kDa, 8: sal de s6dio de sulfato de dextrano MR=40 kDa, 9: dextrano

MR=70 kDa; 10: dextrano MR~100 kDa)

Da analise do gel corado com Alcian blue e nitrato de prata (figura
58 A), € possivel verificar migracdo das amostras aplicadas (po¢os 1 a 8), exceto dos dextranos
de Mr=70 kDa e Mr=100 kDa (pocos 9 e 10). As amostras nao diluidas (pogos 1, 2 e 3) e as
amostras diluidas com um fator de 1:2 (pocos 4, 5 e 6) apresentam como expectavel perfis muito
semelhantes, notando-se apenas uma pequena diferenca nos constituintes dos extratos de MAE
gue, quando diluidos, aparentam maior mobilidade. Dos resultados visiveis neste gel, é possivel
concluir que os polissacaridos presentes na fracdo FKOH apresentam dimensfes bastante
menores e/ou carga mais negativa quando comparados com os presentes nos extratos de MAE
das duas amostras, uma vez que exibem uma distdncia migratoria superior. No entanto, e
considerando também os contetdos em polissacaridos &cidos e polissacaridos sulfatados muito
baixos ou inexistentes na fracdo FKOH (figuras 23 e 24), essa divergéncia na migracdo pode
dever-se unicamente a diferencas de massas molares. Confrontando os perfis obtidos para a fracdo
FKOH e para os padrdes aplicados, conclui-se que, apesar do arrastamento verificado, os
polissacaridos presentes nessa fracdo apresentam uma mobilidade proxima da do sulfato de
dextrano de 40 kDa. Devido a reduzida distancia de migracéo no gel, é possivel concluir que os

polissacaridos presentes nos extratos de MAE das amostras G37 e G10 tém elevadas dimensdes,
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no entanto, soO € viavel inferir que apresentam Mr > 40 kDa, uma vez que neste trabalho néo foi

possivel obter qualquer banda para os padres de maior massa molar.

No gel corado com corante Stains-All (figura 58 B), verificou-se a migracdo de todas as
amostras aplicadas, exceto dos padrdes de dextranos de Mr=70 kDa e Mr=100 kDa. Neste gel,
nota-se uma maior diferenca entre o perfis obtidos para os extratos ndo diluidos e os extratos
diluidos 1:2, ndo s6 em termos de distancia de migracdo bem como de intensidade das bandas.
Surpreendentemente, o perfil de bandas nos pogos 4, 5 e 6, sugere a presenca de polissacaridos
na fracdo FKOH da amostra G37 de maior dimenséo e/ou diferente carga em comparagao com 0s
polissacaridos nos extratos de MAE, o que ndo estd de acordo com o verificado no gel corado
com Alcian blue e nitrato de prata. No entanto, as bandas do extrato de FKOH apresentam maior
arrastamento que as dos extratos de MAE, o que pode sugerir uma mistura de mais polissacaridos

de diferentes dimensodes no extrato de FKOH.

Uma vantagem do método de coloragdo Stains-All é o facto de corar biomoléculas
diferentes com tons distintos. Neste trabalho, os perfis correspondentes aos extratos de MAE
apresentam uma cor azulada, enquanto os perfis respeitantes ao extrato de FKOH tém um tom
azul mais intenso. Por sua vez a banda relativa a heparina apresenta uma coloragdo acastanhada

e a correspondente ao sulfato de dextrano fica corada com um tom roxo.

De acordo com Andrade et al. (2018), o corante Stains-All aplicado a géis de
poliacrilamida demonstrou reprodutibilidade de resultados, corando os mesmos tipos de
biomoléculas com tons idénticos em todos os ensaios realizados. Apesar dos polissacaridos
analisados por esses autores ndo se encontrarem no café, os resultados obtidos nesta dissertagdo
(tom azulado, nos pocos 2, 3 e também 5 e 6) sugerem a presenga de polissacaridos no café com
massa e carga semelhantes as do acido hialurdnico. Adicionalmente, a heparina apresenta
colorag&o acastanhada e o sulfato de dextrano é visualizado com tom arroxeado, tal como o sulfato

de dermatan, estudado por esses autores.

90



Extracdo e caracterizacdo de polissacéridos isolados do gréo de café da Gorongosa

Foram também realizados dois ensaios eletroforéticos dirigidos a proteinas, utilizando
dois géis de resolucdo com diferentes porosidades — 12,5 % e 17 % - sendo apresentado o resultado

do gel de porosidade 17 %, pela sua definicdo superior.
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Figura 59 — SDS-PAGE (17 %) corado com azul de Coomassie (A) (1: Precision Plus Protein (10 uL), 2: extrato
MAE amostra G10; 3: extrato MAE amostra G37; 4: FKOH amostra G37; 5: FNaOH amostra G37; 6: FKOH
amostra G38; 7: FNaOH amostra G38; 8: Precision Plus Protein (20 uL)). Perfil de bandas do marcador Precision
Plus Protein (Bio-Rad) (B)

Em todos os pocos foram aplicados 20 uL, exceto no poco 1, onde foram aplicados apenas
10 pL do marcador Precision Plus Protein. Para as amostras aplicadas nos pocos 2 e 3 ndo séo
visiveis bandas, e as amostras nos pogos 5 e 7 apresentam bandas pouco intensas. As fracdes
FKOH das amostras G37 e G38 (pocos 4 e 6) revelaram arrastamento apés a coloragdo, o que
dificulta a identificacdo e comparacao da migragdo das bandas. Apesar disso, é possivel observar
duas bandas nos pocos 4 e 6, uma com menor mobilidade e outra mais proxima da frente de
migracdo. Comparando as distancias de migracéo dessas proteinas com as do marcador Precision
Plus Protein, é possivel deduzir que a de menor mobilidade terda massa molar entre 150 e 250 kDa
e a outra aproximadamente 15 kDa. No perfil obtido para o extrato MAE da amostra G10 (pogo
2), visualiza-se uma zona corada, que podera corresponder a proteinas com aproximadamente 10
kDa. Estes resultados permitem apenas inferir que as concentragdes de proteinas nos extratos de
MAE sdo inferiores as das fragbes FKOH obtidas por MSE, o que estd de acordo com 0s
doseamentos anteriormente apresentados (figura 26), sugerindo assim que a extracao de proteinas
por MSE é mais eficaz do que por MAE. Apesar da dificuldade na analise dos perfis, as proteinas
extraidas com KOH das amostras G37 e G38 aparentam semelhanca, como expectavel. De referir
ainda, que o cromatograma do fracionamento da fracdo FKOH por cromatografia de exclusdo

molecular (figura 32) ndo permite confirmar os resultados aqui analisados.

Bal et al. (2001) analisaram extratos de grdo verde de Coffea arabica L., que foram
submetidos a condicOes de extracdo mais agressivas do que as aplicadas no presente trabalho —
extracdo com hexano durante 12 horas, seguida de extragdo com solugdo de EDTA e saturacdo
com solucdo de (NH4)>SO4 (80%). Ap0s analise dos seus extratos por eletroforese em condi¢des

desnaturantes, identificaram duas bandas, uma com proteinas de aproximadamente 21 kDa e outra
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de aproximadamente 38 kDa. A segunda banda identificada na figura 59 € concordante com estes
resultados, no entanto Bau et al. (2001) ndo fazem referéncia a nenhuma banda que contenha
moléculas de massa entre 150 e 250 kDa, o que pode ser devido as condigdes agressivas aplicadas
nos seus métodos de extragdo, uma vez que em outros trabalhos (e.g. Amorim et al. (1975)) sdo
identificadas bandas correspondentes a proteinas de 66 kDa, e também de 150 e 170 kDa, em

concordancia com os resultados obtidos no presente trabalho.

3.6. Andlise da atividade antibacteriana
Existem varios compostos identificados em extratos de café que apresentam propriedades

antibacterianas, entre os quais compostos fenolicos, flavonoides e polissacaridos $-(1,3)-glucanos
(Grotewold et al., 2006; Nakashima et al., 2018; Nie et al., 2018).

Com base nos resultados das andalises anteriores, foram escolhidos os extratos mais

promissores para avaliagdo da sua atividade antibacteriana.

Desta forma, o extrato de MAE e a fracdo FKOH da amostra G37 foram avaliados em
testes de difusdo com discos, contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Como
controlo positivo, foi utilizada uma solugdo de gentamicina e como controlo negativo dgua. Os

resultados apresentam-se na figura 60.

Figura 60 - Andlise da atividade antibacteriana do extrato de MAE e da fracdo FKOH do
grao verde de café G37 contra A) S. aureus; B) E. coli. Nos discos indicados foram
aplicados 10 uL de G — gentamicina (100 «g), MAE — extrato MAE da amostra G37, FKOH
— extrato FKOH da amostra G37, 4gua destilada e solu¢édo de KOH (1M).
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Em todos os discos foram aplicados 10 pL. de amostra/controlo, que corresponde, no disco
de controlo positivo, a 100 ug de gentamicina, no do extrato de MAE da amostra G37 a
aproximadamente 40,0 pg de compostos fenolicos, 61,9 pg de compostos flavonodides e 6,6 pg de
S-(1,3)-glucanos. No extrato FKOH da amostra G37, os 10 uL correspondem a aproximadamente

46,0 pg de compostos fendlicos, 55,0 pg de compostos flavonoides e 4,0 ug de £-(1,3)-glucanos.

Os didmetros das zonas de inibigdo de crescimento da solucdo de gentamicina para S.
aureus foi de 2,4 cm e para E. coli 2,7 cm, verificando-se a eficécia do controlo positivo (CLSI,
2021). No que respeita as amostras aplicadas, tal como para o controlo negativo, ndo se verificam
zonas de inibicdo de crescimento, pelo que se conclui que o extrato de MAE e a fragdo FKOH da
amostra G37 ndo apresentam, nas concentracOes analisadas, atividade antibacteriana contra as

espécies em estudo.

Foi realizado um segundo ensaio com o intuito de avaliar o potencial antibacteriano dos
compostos presentes no extrato de MAE da amostra G10, utilizando as mesmas espécies
bacterianas e 0 mesmo antibidtico como controlo positivo (ensaios de suscetibilidade néo
apresentados). Neste extrato, os 10 pL aplicados no disco correspondem a aproximadamente
42,9 ng de compostos fendlicos, 135,8 ug de compostos flavonodides e 6,5 ug de 5-(1,3)-glucanos.
Tal como no ensaio anterior, 0 controlo positivo apresentou um didmetro de inibicdo de 2,5 cm
paraaS. aureus e 2,7 cm para a E. coli, e o controlo negativo ndo apresentou inibicao, validando
assim o ensaio. A semelhanca dos resultados obtidos para a amostra G37, ndo se verificou

atividade antibacteriana do extrato de MAE da amostra G10 para as bactérias estudadas.

Embora os resultados para a atividade antibacteriana dos extratos analisados tenham sido
negativos, 0s seus conteudos em compostos flavonoides, fendlicos e f£-(1,3)-glucanos seriam
indicadores de atividade antibacteriana, uma vez que estes sdo conhecidos por esta capacidade,

entre outras, ja previamente referidas neste trabalho.

Cushnie et al. (2005) realizaram um estudo compreensivo sobre atividade antibacteriana
de flavonoides, reunindo resultados de varios trabalhos relativos a apigenina, um composto
flavonoide presente em plantas como salsa, tomilho e camomila. Nesse trabalho, Cushnie et al.
analisaram quatro artigos cientificos, que referem a utilizagdo do método da difusdo em disco
para analise da atividade antibacteriana desse composto. Trés dessas publicacdes reportam a
avaliacdo da atividade antibacteriana relativamente a S. aureus e E. coli, tendo concluido em todas
que o flavonoide em questdo ndo apresentou atividade contra S. aureus, e em duas, auséncia de
atividade contra E. coli, resultados que séo concordantes com os obtidos no presente trabalho.

Adicionalmente, em duas dessas publicacdes foi descrita atividade anti- Bacillus subtilis.

A atividade antibacteriana de extratos aquosos de café torrado da espécie Coffea

canephora (Robusta) face a Streptococcus mutans e Lactobacillus plantarus foi avaliada por
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Akhlaghi et al. (2010), tendo-se verificado atividade bacterioestatica para ambas as espécies e

ainda atividade bactericida para S. mutans.

Almeida et al. (2006) estudaram também extratos aquosos de café torrado, mas da espécie
C. arabica e obtiveram inibicdo do crescimento para diversas enterobactérias, entre as quais E.
coli, ndo sendo conhecidas as composi¢Oes dos extratos, de forma a permitir a comparagdo com
0s resultados desta dissertacdo. Posteriormente, Rawangkan et al (2022) reportaram atividade
antibacteriana contra Vibrio cholerae de extratos da mesma espécie de cafe.

E de referir ainda a inexisténcia até a data de estudos publicados sobre a atividade

antibacteriana de extratos de café verde.
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4. Conclusdes e Perspetivas futuras

Esta dissertacdo teve como objetivo principal a extracdo e caracterizacdo parcial de
polissacaridos com potencial atividade bioldgica, a partir de grdo verde de café produzido a duas
altitudes (650 m e 935 m) e sob sombreamento moderado na Serra da Gorongosa, em

Mocambique.

Para extracdo de polissacaridos e de outros compostos bioativos foram seguidos o método
de extracdo por multi-etapas (MSE) e 0 método de extracdo assistida por micro-ondas (MAE),
tendo este Gltimo demonstrado ser uma alternativa eficaz e mais rapida a MSE. Assim, 0 uso de
radiacdo micro-ondas permitiu extrair, na generalidade das amostras, conteudos mais elevados de
polissacaridos neutros, acidos, sulfatados e p-(1,3)-glucanos. Contudo, para polissacaridos
neutros e acidos, os somatorios das concentragdes nas diversas fracbes de MSE revelaram-se
superiores as dos extratos de MAE. De referir ainda, que tanto os extratos de MAE como as
fragbes FKOH, FHCI e FNaOH apresentaram coloracfes escuras, provavelmente resultantes das
temperaturas a que o café verde foi submetido durante as respetivas extragdes e que podem ter
despoletado reacoes de Maillard, semelhantes as que se verificam no processo da torra do café,

com influéncia nos resultados obtidos.

As concentrac@es de polissacaridos determinadas nos extratos de MAE sugerem também
que a producdo de café a altitude de 650 m favorece a acumulacdo de polissacéaridos neutros e
acidos, em comparacdo com a producdo a 935 m. No que respeita aos contetdos de S-(1,3)-
glucanos e de polissacaridos sulfatados, que se revelaram muito inferiores face aos anteriores, ndo
foi evidente o efeito da altitude no grdo verde produzido em condi¢bes de sombreamento

moderado.

Tendo em vista a separagdo dos compostos no extrato de MAE e na fracdo FKOH da
amostra G37 (grdo produzido a 935 m, com sombreamento moderado) foram realizadas
cromatografias por exclusdo molecular. Os perfis cromatogréficos obtidos sugerem a presenga de
S-(1,3)-glucanos de elevada massa molar, bem como a eventual existéncia de complexos proteina-
polissacaridos e/ou proteoglucanos. Adicionalmente, foi possivel distinguir polissacaridos de Mr
muito elevada (> 2000 kDa), de outros de Mr inferior (ca. 40 kDa), estes ltimos reportados para
grdo torrado (Redgwell et al., 2002), o que indicia, como anteriormente referido, uma possivel
alteracdo estrutural dos compostos do gréo verde durante as extracdes. O extrato de MAE da
amostra G10 (grdo produzido a 650 m, com sombreamento moderado) foi igualmente sujeito ao
mesmo tipo de cromatografia, tendo-se detetado nas fragdes cromatograficas polissacaridos com

ca. 40 kDa, também na forma livre e/ou conjugada com proteinas.

A semelhanca dos espectros FTIR do extrato de MAE da amostra G37 e das respetivas
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fracbes cromatograficas selecionadas indicou que a cromatografia realizada ndo separou
eficazmente as moléculas em analise. No entanto, a comparacdo dos espectros do extrato FKOH
da amostra G37 e das fracGes escolhidas apds a sua cromatografia revelou separacdo de algumas
moléculas do extrato. Todos 0s espectros obtidos apresentaram bandas tipicas de polissacaridos

e caracteristicas de moléculas com conformacéo .

Através da analise por HPLC-RI foi possivel identificar e quantificar hidratos de carbono
nos extratos de MAE e de MSE. Os extratos das amostras G10 e G37 de MAE revelaram a
presenca de sacarose, bem como as fracGes de MSE da amostra G37, destacando-se a FKOH com
13,28 mg/g. Nos extratos de MAE G10 e G37 e nas fracbes de MSE foram determinadas
concentragdes menores de glucose e frutose, face as obtidas para a sacarose. Verificou-se também
a existéncia de arabinose nos extratos de MAE e nas fracbes FHCI e FNaOH de MSE. A
estaquiose foi detetada em algumas fragbes de MSE (FW1, FW2, FKOH, FNaOH), tal como a
maltotriose (FHCI e FNaOH). Os cromatogramas obtidos para os extratos de MAE hidrolisados
com 4cido trifluoroacético ndo revelaram sacarose, demonstrando o sucesso da hidrolise, e
permitiram a quantificagdo de glucose e manose, e detec¢do de arabinose. A analise dos extratos
hidrolisados com &cido sulfurico foi inconclusiva devido ao baixo sinal dos cromatogramas
obtidos.

A semelhanca da composicao dos extratos de MAE das amostras G10 e G37 foi também
avaliada por cromatografia em camada fina, tendo-se confirmado a presenca de sacarose nos
extratos ndo hidrolisados. As mobilidades idénticas exibidas por alguns dos padrdes aplicados
tornou a diferenciagcdo de alguns monossacaridos presentes nos extratos hidrolisados e ndo

hidrolisados complexa.

As analises eletroforéticas demonstraram que os polissacaridos nos extratos MAE das
amostras G10 e G37 tém mobilidades idénticas entre si, contudo dispares das dos polissacaridos
presentes na fracdo FKOH da amostra G37, sugerindo diferencas na sua massa molar e/ou carga.
Jaa SDS-PAGE revelou que os extratos de FKOH e FNaOH apresentam proteinas de massa molar
entre 150 e 250 kDa, bem como proteinas de 10 a 15 kDa, enquanto o extrato de MAE da amostra

G10 apenas proteinas de massa molar de 10 a 15 kDa.

O método do radical ABTS exibiu atividade antioxidante nas amostras de café da
Gorongosa e Delta, especialmente nos extratos de MAE e nas fragdes FW2 e FKOH, o que foi

evidenciado pelos doseamentos em compostos fenolicos e flavonoides.

Os extratos de MAE e FKOH da amostra G37 e o extrato de MAE da amostra G10 foram
ainda sujeitos a ensaios preliminares de difusdo com discos contra E. coli e S. aureus, ndo tendo

revelado atividade antibacteriana.
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Tendo em consideracdo os resultados obtidos no presente trabalho e a importancia dos
polissacaridos no grdo verde de café nas propriedades da bebida final, futuramente, seria de todo
0 interesse otimizar o processo de purificacdo adotado, de forma a obter os polissacaridos do grao
numa forma mais pura e aprofundar a sua caraterizacao estrutural, por exemplo por técnicas de
espectroscopia de RMN 1D (*H, *C) e 2D (COSY, HSQC, HBMC), e por ESI-MS.

Seria também interessante investigar a componente proteica dos extratos, dar
continuidade, utilizando métodos alternativos, a avaliagdo da capacidade antioxidante dos
extratos e moléculas isoladas, e alargar o estudo da atividade antimicrobiana a outros

microrganismos.

Por altimo, sugere-se aplicar o estudo desenvolvido na presente dissertagdo a outras
amostras de café verde produzidas em diferentes condi¢des de cultivo na Serra da Gorongosa, de
modo a aprofundar a influéncia dessas condi¢cBes na composi¢do do gréo e inferir sobre o seu

impacto nas propriedades finais da bebida de café.
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