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Look out 'cause here | come

And I'm marching on to the beat | drum
I'm not scared to be seen

I make no apologies

This is me.

This is me — The Greatest Showman



RESUMO

Diversos beneficios estdo sendo atribuidos ao consumo de suplementos alimentares
de café verde, que estdo sendo comercializados em diferentes formas, como:
capsulas, extratos liquidos ou farinha, principalmente devido ao seu alto teor de
acidos fendlicos, que supostamente apresentam atividade antioxidante,
antimutagénica e anticarcinogénica in vitro. O acido clorogénico € o composto
fendlico de maior proporcdo em café e o consumo de extrato de café verde tem sido
associado a perda de peso pela atuacdo dos &cidos clorogénicos e cafeina. No
entanto, além destes compostos bioativos com apelo a saudabilidade e
emagrecimento, devem ser considerados outros compostos presentes no café, como
a presenca de contaminantes como o metabdlito secundario de fungos, ocratoxina
A, além de fitatos e taninos, que apresentam caracteristicas antinutricionais. Neste
sentido este trabalho buscou avaliar a composi¢do de suplementos alimentares de
café verde, quanto sua composicdo centesimal, perfil de minerais, atividade
antioxidante, além de verificar a autenticidade por métodos moleculares. Este
trabalho teve como objetivo prover informacdes técnicas para uma discusséo
qualificada sobre a efetiva saudabilidade do consumo de produtos comerciais a base
de café verde. Foram selecionadas 9 amostras de suplementos alimentares de café
verde e foi elaborado um produto para servir como padréo. Foi possivel identificar
DNA de café em 6 das amostras comerciais de suplemento alimentar. Os produtos
tiveram atividade antioxidante entre 33 e 2408 umol de trolox/g. Foi possivel
identificar &cido clorogénico em todas as amostras com concentra¢cdes que variaram
entre 0,023 — 20 mg/g de café.

Palavras-chave: acido clorogénico, capsulas de café verde, composicdo centesimal;
autenticidade.



ABSTRACT

Several benefits have been attributed to the consumption of green coffee dietary
supplements, which are being commercialized in different forms, such as: capsules,
liquid extracts or flour, mainly because of its high phenolic acid content, which
supposes to have antioxidant, antimutagenic and anticarcinogenic activities in vitro.
Chlorogenic acid is the major phenolic compound in coffee and the consumption of
green coffee extract has been associated with weight loss through the action of
chlorogenic acids and caffeine. However, besides these bioactive compounds with
appeal to health and weight loss, other compounds presented in coffee should be
considered, such as the presence of contaminants like the secondary metabolite of
fungi, ochratoxin A. In addition to the presence of phytates and tannins, which have
antinutritional characteristics. For the aforementioned reasons, this work sought to
evaluate the composition of green coffee dietary supplements, as well as its
centesimal composition, mineral profile, antioxidant activit. Besides verifying the
authenticity through molecular methods, as well as its nutritional and antinutritional
aspects. The work had the intention to provide technical information for a qualified
discussion about the effective health of the consumption of commercial products
based on green coffee. Nine samples of green coffee dietary supplements were
selected and a product was elaborated to work as a standard. It was possible to
identify coffee DNA in 6 commercial dietary supplement samples. The products had
antioxidant activity between 33 and 2408 umol trolox / g. It was possible to identify
chlorogenic acid in all the samples with concentrations which varied between 0.023 -
20 mg/g coffee.

Keywords: chlorogenic acid, green coffee capsules, Centesimal composition and
authenticity.
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1 INTRODUCAO

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo, seguido da agua. Nos
ultimos anos, o desenvolvimento de estudos sobre a atividade biol6gica dos
constituintes do grao verde e da bebida tem sido mais incentivado e explorado (LIMA
et al.,, 2010). Os graos de café verde diferem na composi¢cdo quimica segundo a
espécie e origem. Sao constituidos de polissacarideos, lipideos e proteinas em sua
maioria, além de componentes secundarios, tais como: cafeina, trigonelina, acidos
clorogénicos, acucares livres (principalmente sacarose), aminoacidos livres,
diterpenos, melanoidinas, entre outros (FARAH & SANTOS, 2015). No entanto,
durante o processo de torrefacdo do café, varias reagcbes quimicas ocorrem ao
mesmo tempo, a partir das quais alguns compostos sao degradados, como
proteinas, polissacarideos, e acidos clorogénicos. Além disso, os agucares e a
trigonelina atuam como precursores de substancias envolvidas no sabor e aroma da
bebida (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009).

O Brasil € o principal produtor e exportador de café em todo o mundo,
produzindo em 2017 cerca de 51,5 milhdes de sacas de café no total, deste total
30,7 milhdes de sacas foram destinadas a exportacdo, representando cerca de 60%
da producdo. A queda da produtividade em relacdo ao ano de 2016 causada por
condicdes climaticas ndo alterou a posi¢cao do Brasil no ranking de produtores de
café no mundo, seguido do Vietnd com producdo de 28,5 milhdes de sacas
(ORGANIZAQAO INTERNACIONAL DO CAFE, 2017; CONSELHO DOS
EXPORTADORES DE CAFE DO BRASIL, 2017).

As espécies de café de maior importancia comercial sdo: Coffea arabica (café
arabica), responsavel por cerca de 58% da comercializacdo mundial e Coffea
canephora (café robusta) que responde pelos outros 42%, porém existe no mundo
guase cem espécies de café (NTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION,
2015/16). Estas espécies possuem composicdo quimica e caracteristicas fisico-
guimicas bem diferenciadas, que produzem bebidas com caracteristicas sensoriais
bastante distintas (CLARKE, 1987). O café arabica é conhecido pela excelente
gualidade da bebida, porém possui maior suscetibilidade a doencas e pragas. Em
contraste, o café robusta, embora néo valorizado pela sua qualidade sensorial, tem
melhor capacidade de adaptacdo aos estresses do campo e € mais rico em
compostos antioxidantes, como o acido clorogénico (HENDRE; AGGARWAL, 2014).
Pela melhor qualidade sensorial a espécie Coffea arabica possui valor comercial
mais elevado, sendo o preferido pelos consumidores (MONAKHOVA et al., 2015).
Por isso, seu preco no mercado pode ser cerca de 200% superior.

Tendéncias atuais de producdo e consumo de alimentos contendo
antioxidantes naturais atendem ndo s6 ao interesse de conferir maior protecdo aos
componentes dos alimentos afetados pela oxidacdo, mas também a obtencédo de
produtos com propriedades funcionais que irdo atuar na saude do consumidor.
Diferentes compostos presentes no café apresentam efeito quimioprotetor em
sistemas quimicos e bioldgicos, justificado pela presenca de antioxidantes, como 0s
acidos clorogénicos (LIMA et al., 2010). Uma xicara da bebida do café torrado € rica
em diferentes e complexas substancias bioativas, que podem apresentar atividade
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antioxidante, sendo a bebida uma importante fonte do consumo de antioxidantes
naturais (GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015).

Além do consumo da bebida de café predominantemente com a infusdo de café
torrado e moido, ultimamente o extrato de café verde (ECV) comercializado sob
diferentes formas, como capsulas, farinhas ou extrato liquido (Figura 1), tem
conquistado uma fatia do mercado pelo apelo de saudabilidade, pois contém de 6 a
12% de acidos clorogénicos, dos quais durante o processo de torrefacdo do gréao
sofre degradacdo de uma parcela dos mesmos, para o preparo da bebida tradicional
(ADRIANA FARAH et al., 2005). O consumo de ECV surgiu com o objetivo de perda
de peso pelo efeito termogénico do café. Estudos como o de Dellalibera; Lemaire;
Lafay (2006) demonstraram que o consumo de &cido clorogénico contribui para a
perda de peso. Segundo Shimoda; Seki; Aitani (2006), o consumo de acido
clorogénico como substancia isolada ndo suprime o ganho de peso em ratos, isto €,
0 estudo sugere que para suprimir o ganho de peso € necessaria a sinergia entre as
substancias presente no café verde, tais como a cafeina, o &cido clorogénico, além
de outros componentes fendlicos

Figura 1 - Produtos Comerciais & base de café verde

Embora os acidos clorogénicos estejam presentes em varias plantas, o grao
de café verde é uma das principais fontes, destacando-se a espécie C. canephora
gue pode apresentar até trés vezes mais acidos clorogénicos que a C. arabica
(NARITA; INOUYE, 2015). Além disso, o acido clorogénico, presente em graos de
café, é altamente biodisponivel para o corpo humano (CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORD, 2009), o que podera contribuir para que o extrato de café seja utilizado
com sucesso na suplementacéo alimentar.

Dos diversos beneficios que estdo sendo creditados ao consumo de ECV, h&a
poucos relatos na literatura sobre a composicao destes extratos comerciais. No
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rétulo das embalagens raramente € citado sobre a espécie utilizada para obtencao
do produto, C. arabica ou C. canephora.

Alguns autores (GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015; REVUELTA-
INIESTA; AL-DUJAILI, 2014; YASHIN et al., 2013) afirmam que além da perda de
peso, o consumo de café verde pode contribuir para a atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénica, anticarcinogénica, antipirética, entre outras,
principalmente devido ao seu alto teor de acidos fendlicos, especialmente os acidos
clorogénicos (WEI & TANOKURA, 20015; NARITA & INOUYE, 2015). O papel de
antioxidantes dietéticos e seus beneficios para a saude tém atraido grande atencéo
nos ultimos anos, especialmente aqueles extraidos de plantas (LIMA et al., 2010). O
interesse pela descoberta de antioxidantes novos e seguros de fontes naturais tem
aumentado, principalmente para prevenir o dano oxidativo as células vivas. O uso de
antioxidantes sintéticos tem diminuido devido a suspeita de que tenham atividade
como promotores de carcinogénese e a busca por antioxidantes naturais.

O composto mais abundante presente em café é a cafeina, conhecida por
sua habilidade de aumentar a pressdo sanguinea, ser termogénica, além de atuar
como psicoestimulador e ter propriedades diuréticas. A cafeina é uma xantina
alcaléide, um metabdlito secundéario derivado da guanina e € similar & teobromina
gue também esta presente no café assim como no cha e cacau (MEJIA; RAMIREZ-
MARES, 2014; WRIGHT et al., 2013).

Além dos compostos benéficos a saude presentes no café, deve-se, no
entanto considerar que esta matéria prima também pode conter substancias
antinutricionais e contaminantes, como a presenca de ocratoxina A (OTA), Fitatos e
residuo de pesticidas (CONNELLY, 2011; VACLAVIK et al., 2013; REIS et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Para além do consumo da bebida de café predominantemente com a infusao de
café torrado e moido, ultimamente o extrato de café verde tem conquistado uma fatia
do mercado pelo apelo de saudabilidade, principalmente no ambito das dietas e
suplementos alimentares recomendados em academias por conter os acidos
clorogénicos em maior abundancia em relacdo a bebida tradicional. Desta forma é
fundamental a caracterizacdo adequada das matérias primas utilizada bem como do
proprio preparo dos extratos de café verde a fim de elucidar a seguranca efetiva do
uso destes extratos quanto aos componentes nutricionais e antinutricionais
presentes nos ECV.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) através da Resolucdo da

Diretoria Colegiada 27/2010 (RDC 27/2010), disp6e sobre alimentos e embalagens
isentos ou com obrigatoriedade de registro sanitario, e o café verde enquadra se
neste regulamento.
Dentre uma lista com diversos alimentos e suplementos alimentares, os produtos de
ECV em forma de capsulas, farinhas ou extrato liquido, por sua composicdo, se
enquadram dentro do codigo 4300032 ou 4300090, listados na Tabela 1, porém para
fugir da necessidade de registro, algumas empresas rotulam o produto como
suplemento vitaminico (cédigo 4300041), no entanto o marketing em torno do
produto é relacionado a um alimento com propriedades funcionais ou de suas
substancias bioativas.

Tabela 1 - Alimentos e embalagens isentos ou ndo da obrigatoriedade de
registro sanitario de acordo com a RDC 27/2010

Cabdigo Categoria Necessidade de registro

4200038 Alimentos e bebidas com Nao
informacé&o nutricional
complementar

4300083 Alimentos para controle Néao
de peso
41000166 Café, cevada, ch4, erva- Nao
mate e produtos sollveis
4300041 Suplemento vitaminico ou Nao
mineral
4300032 Alimentos com alegacgdes Sim
de propriedade funcional e
ou de saude
4300090 Substéncias bioativas e Sim

probidticos isolados com
alegacao de propriedade
funcional e ou de saude

Fonte: Adaptado da RDC 27/2010 (ANVISA)
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSICAO DO CAFE VERDE

As espécies ardbica e robusta possuem composicdo diferenciada, tendo
como principais componentes os polissacarideos, as proteinas e os lipideos. Os
componentes menores, como cafeina, trigonelina, acidos clorogénicos, acgUcares
livres, aminoacidos livres, especula-se que sejam o0s responsaveis pelo aroma do
café (WEl & TANOKURA, 2015).

Os polissacarideos representam cerca de 50% do peso do grdo de café
verde, que correspondem em sua maioria celulose, mananas, arabinogalactanos,
enquanto que entre os acUcares simples, 0 que mais se destaca € a sacarose
(Tabela 2) (NUNES; COIMBRA, 2001).

O teor de trigonelina é maior em C. arabica que em C. canéfora. A
administracdo de trigonelina em ratos diabéticos pode evitar danos a o6rgéos
relacionados a diabetes (WEI & TANOKURA, 2015).

O café verde junto a outras frutas e hortalicas sdo considerados fontes de
acido clorogénico (Tabela 2), um dos polifendis mais abundantes. Os &acidos
clorogénicos pertencem a familia dos acidos trans hidroxicinamicos, formados por
acido quinico e certos acidos trans-cinamico (cafeico, p-cumarico, e acido ferulico).
No café verde esse éster pode ser encontrado como isémeros de acidos
cafeoilquinicos: acido-5-O-cafeoilquinico, acido-4-O-cafeoilquinico e &cido-3-O-
cafeoilquinico (WEI & TANOKURA, 2015;BUDRYN et al., 2014).
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Tabela 2 - Principais componentes do gréo de café verde (p/p% peso seco)

Component Autores
es (FELDMA | (Wei & (Wei & | (OLIVEIR | (FRANCA; | (FRANC
N; Tanokur | Tanokur | Aetal., | MENDONC | O, 2008)
RYDER; | a, 2015) | a, 2015) 2006) A;
KUNG, OLIVEIRA,
1969) 2005)
Proteina 11,6 ~12,4 ~12 14,9 15,0 13,5
Lipideos 11,4 10-14 8-10 10,8 10,4 14,35
Carboidrato - - - 60,0 69,9 12,56
S
Hemicelulos 23 - - - - -
e
Celulose 12,7 - - - - -
Lignina 5,6 - - - - -
Sucrose 7,3 5,3-9,3 3,7-7,1 - - -
Acucares 0,7 - - - - -
redutores
Galactana - 4-6 10-14 - - -
Manana - 25-30 19-22 - - -
Acidos 7.6 COA COA - - -
Clorogénico
S
Cafeina 1,2 0,6-15 | 2,2-28 - - -
Trigonelina 1,1 1,0 0,7 - - -
Flavan - 9-13 6-8 - - -
Caveol - 0,7-1,1 Nd - - -
Minerais - ~4 ~4 - - -

Fonte: adaptado de Feldman; Ryder; Kung, (1969); Wei & Tanokura, (2015); Oliveira et al., (2006);
Franca; Mendonga; Oliveira, (2005); Franco, (2008).

Na Tabela 3 sdo apresentados os teores de aminoacidos livres em amostras
de café verde: alanina (Ala), glicina (Gly), valina (Val), prolina (Pro), leucina (Leu),
isoleucina (lle), acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), metionina (Met),
fenilalanina (Phe), lisina (Lis), ornitina (Orn), tirosina (Tir), triptofano (Trp), serina
(Ser), treonina (Tre), cisteina (Cis), taurina (Tau), cistationina (Cist), citrulina (Cit).
Ainda, o &cido L-pipecdlicos (Pip) e o &cido gama-aminobutirico (GABA). As
proteinas, os peptideos e os aminoacidos livres junto a sacarose presentes no café
verde séo considerados os precursores do flavor do café, formado através da reacdo
de Maillard (WEI & TANOKURA, 2015).
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O teor de aminoéacidos livres é semelhante nos trés estudos e ainda
compativel com a literatura, sendo alanina, prolina, acido aspartico, acido glutamico,
fenilalanina e triptofano os aminodcidos mais abundantes (CASAL et al., 2003).
Ressalta-se que pessoas que possuem fenilcetondria devem ter cuidado ao
consumir café verde, pois contém o aminoacido fenilalanina.

Tabela 3 - Aminoacidos livres em amostras de café verde (p/p%)

Compo Autores
nentes (Casal et. (Casal et (Wei & Tanokura,
a.,| 2003) al., 2003) 2015)
Espécie C. C. arabica C. arabica
canephora
Ala 0,04 0,03 0,05
Gly 0,01 0,01 0,01
Val 0,01 0,01 0,01
Pro 0,03 0,03 0,03
lle 0,01 0,01 0,01
Leu 0,01 0,01 0,01
Asp 0,05 0,05 0,05
Glu 0,09 0,13 -
Met 0,00 0,00 Tragos
Phe 0,03 0,02 0,02
His 0,01 0,01 0,01
Orn 0,00 0,00 -
Lis 0,01 0,01 0,01
Tir 0,01 0,01 0,01
Trp 0,03 0,02 0,01
(Pip) 0,00 0,01 -
(GABA) 0,08 0,06 0,05
Ser - - 0,03
Arg - - 0,01
Tre - - 0,01
Cis - - Tracos
Tau - - Tracos
Cist - - Tracos
Cit - - Tracos

Fonte: Adaptado de Casal et al., 2003 e Wei & Tanokura, 2015

3.2 O CAFE VERDE NO CONTROLE DO PESO CORPORAL

O sobrepeso e a obesidade tornaram-se um grave problema de saude.
Indmeras estratégias vém sendo utilizadas para perda de peso. O mercado de
suplementos para perda de peso apresenta grande variedade de produtos.
Recentemente o extrato de café verde tem sido comercializado como um desses
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produtos. O efeito de perda de peso pode ser atribuido a cafeina e outras
substancias farmacologicamente ativas (ONAKPOYA; TERRY; ERNST, 2011).

Estudos como o de Dellalibera, Lemaire e Lafay (2006) e Thom, (2007)
demonstraram que o consumo de 45 a 50% (presente em cerca de 400-1000 mg de
extrato de gréo de café verde) de acido clorogénico por dia contribui para a perda de
peso. Segundo Shimoda, Seki e Aitani (2006), o consumo da substancia isolada de
acido clorogénico ndo suprime o ganho de peso em ratos. Isto €, o estudo sugere
gue para suprimir o ganho de peso é necessario a sinergia entre as substancias
presentes no extrato de café verde, como, a presenca de cafeina, acido clorogénico
e outros componentes fendlicos.

De acordo com Tanaka et al., (2009) o extrato de café verde parece diminuir
0s niveis de gordura corporal e triglicérides plasmaticos, através da reducdo da
sintese de acidos graxos. O consumo de extrato de café verde tem sido associado a
inibicdo da lipase pancreética, o que reduz a hidroélise lipidica, e por consequéncia a
absorcdo de lipideos, melhorando as concentracdes pos-prandiais de triglicérides
plasmaticos, colesterol e &cidos graxos livres (LI KWOK CHEONG et al., 2014a;
NARITA; INOUYE, 2012; OCHIAI et al., 2004; TANAKA et al., 2009)

Flanagan et al., (2014) reportaram a atividade lipolitica dos acidos
clorogénicos, administrando diferentes dosagens de Svetol (extrato de café verde
descafeinado) 0,04, 0,2 and 1 mg/mL e 1mM de cafeina (0,194 mg/mL) como
controle positivo. Foi analisada a liberagédo de acidos graxos livres em 2 h e 192 h de
adipdcitos extraidos da pele do abdémen de uma voluntaria saudavel. Os resultados
obtidos mostraram que houve atividade lipolitica no tempo curto (2h), o que pode ser
explicado por residuos de cafeina na amostra. Também foi observada atividade
lipolitica em long-term (192h), até mesmo na menor dosagem administrada de
svetol.

O consumo de bebidas enriquecidas com &cido clorogénico auxilia na
reducdo de gordura visceral e perda de peso. Segundo Watanabe et al., (2014) em
um estudo com 25 mil participantes selecionados, homens e mulheres foram
voluntarios para consumir uma bebida contendo 270mg de &cido clorogénico e
anotar diariamente seu peso. Apos 4 semanas de consumo da bebida, o estudo
contava com 16 mil participantes que haviam perdido em média 0,5kg. Ao final de 12
semanas, permaneceram 1659 voluntarios com média de perda de peso em 1,06kg
desde o inicio do experimento, entretanto, o estudo nao levou em consideracdo se
os voluntarios haviam mudado seus habitos alimentares e praticas de esporte.

Na pesquisa conduzida por Shimoda; Seki; Aitani, (2006b) onde ratos
saudaveis foram submetidos a uma dieta com altas concentracdes de lipideos e
suplementacdo com extrato de café verde foi analisado a acédo dos extratos sobre o
ganho de peso dos mesmos. ApoOs 14 dias o extrato de café verde se mostrou
efetivo no ganho de peso em relacdo ao controle. Enquanto, Cheong et al., (2014)
administraram um extrato de café verde descafeinado em 30 ratos com sindrome
metabdlica que foram divididos em 3 grupos: Controle; dieta com altas
concentracbes de lipideos e dieta com altas concentracbes de lipideos
suplementada com ECV. Apds 12 semanas nao foi observado a redugéo do ganho
de peso com ratos suplementados com ECV. Esses dados conflitantes demonstram
gue os componentes do extrato de café possivelmente agem de forma sinérgica e a
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cafeina pode apresentar fator de importancia na reducédo do aumento de peso. Além
de tudo, como sugerido por Mahabir, (2014), a importancia de um estudo amplo com
metodologia adequada sobre a acao do extrato de café verde na saude.

3.3 ACIDOS CLOROGENICOS

Os é&cidos hidroxicinamicos estdo em sua forma livre nas células e sua
ocorréncia pode ser conjugada de derivados glicosilados. Os ésteres formados entre
os acidos hidroxicinamicos e quinicos sdo agrupados com o nome genérico de
acidos clorogénicos (CAMPA et al., 2012; HERRMANN; NAGEL, 1989).

O &cido clorogénico possui alto teor de conjugados de cinamato, além de ser
um dos grupos mais importantes de compostos fendlicos, presente em diversas
plantas (BUDRYN et al., 2014; CLIFFORD; KNIGHT, 2004). Os efeitos fisiolégicos
dependem da quantidade que cada planta acumula. O café verde é considerado
uma fonte de acido clorogénico (5-12 g/100 g), cerca de 5 a 10% desse composto
(BUDRYN et al., 2014; FARAH et al., 2008).

Segundo Farah et al. (2008) e Monteiro et al., (2007) os principais compostos
do &cidos clorogénicos sdo hidrolisados através da acdo enzimatica de esterases
nos intestinos delgado e grosso para a forma de &cido cafeico e quinico, sendo
altamente biodisponiveis em seres humanos, sendo absorvido e/ou metabolizado no
trato gastrointestinal. Os estudos ressaltam a variacao inter-individual na absorcgéo
de acido clorogénico e a principal via de excrecdo ndo é urindria, necessitando de
maiores investigacdes. Farah et. al (2008) analisou a bioavalidade dos acidos
clorogénicos em humanos e percebeu que 30% dos acidos cinamicos foram
recuperados no plasma, incluindo seus metabdlitos (pequenas concentracdes de
acidos cafeico, ferulico, isoferulico e p-coumaric foram identificados no plasma de
diferentes individuos) em até 8h apOs a ingestdo de capsula contendo 0,4g do
extrato de café atomizado em spray dryer.

Murase et al., (2012)administrou dosagens de polifenois purificados de café
(acidos cafeoilquinicos (CQA), di-CQA, acidos feruloyl quinico (FQA)) misturados na
racdo composta por sucrose e amido em ratos. Esses extratos suprimiram o
aumento da concentracdo dos niveis de glicose e insulina, sugerindo que o extrato
de polifendis de café modulam a oxidac&do do substrato suprimindo hiperglicemia e
hiperinsulinemia por inibicdo das enzimas digestivas. Estes dados refutam que o
consumo de café pode ser um aliado no combate da obesidade.

Ludwig et al., (2014) ressalta que existem varias evidéncias em estudos dos
efeitos protetivos in vitro e ex vivo de &cidos clorogénicos, entretanto, estudos
devem respeitar as reais concentracdes de bebidas compostas de &acidos
clorogénicos para avaliacdo do real poténcial.
pancreética, o que reduz a hidrdlise lipidica, e por consequéncia a absorcédo de
lipideos, melhorando as concentracdes pés-prandiais de triglicérides plasmaticos,
colesterol e acidos graxos livres, o que contribui para a redugdo da obesidade,
provavelmente pela supressao do acumulo de triglicerideos. O acido clorogénico é
metabolizado em &acido ferulico no figado e rim, e este tem acdo no oxido nitrico
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proveniente do endotélio vascular, modulando a funcdo vasodilatadora e
vasoconstrictora e consequentemente reduzindo a pressao arterial (NARITA et al.,
2012; TANAKA et al., 2009).

No estudo de Cai et al., (2014) foi verificada a acdo do acido clorogénico na
formacdo de acrilamida, contaminante alimentar formado durante a reacdo de
Maillard em processo de alta temperatura. Em concentracdo moderada (50 mol/mL)
de &cido clorogénico houve aumento na formacéo de acrilamida e inibicdo da sua
eliminacéo, sugerindo que alguns compostos fendlicos podem aumentar a formacéo
de acrilamida. Entretanto, quando o &cido clorogénico foi convertido a quinona, a
formacéao de acrilamida foi menor em comparacao ao controle.

Tajik et al., (2017) apds uma revisdo sistematica reportaram que os efeitos
dos acidos clorogénicos na dieta podem trazer beneficios a condicbes como:
doencas cardiovasculares, diabetes, cancer e obesidade. Focando nos beneficios
relacionados a ganho de peso e obesidade, os acidos clorogénicos atuariam das
seguintes formas:

1- Os resultados obtidos por Rodriguez ; Hadley; Sotillo, (2006) indicaram que
os efeitos dos acidos clorogénicos em ratos obesos sédo similares ao da metiformina,
atuando como sensibilizador da insulina para diminuicdo dos niveis de glicose no
sangue.

2 - Segundo (Henry-Vitrac et al., (2010), o &cido clorogénico atuaria inibindo
a acdo de glucose-6-fosfatase, impedindo a ultima etapa da glicogendlise, que
transforma a glicose-6-fosfato em glicose, aumentando assim a glicemia podendo ter
como consequéncia um efeito antidiabético. O excesso de glicose no sangue é
utilizado na sintese de gordura. Assim, se ocorre inibicdo dessa enzima, ndo ha
aumento nos depositos de gordura, no entanto estes sdo utilizados para produzir
energia, 0 que pode ocasionar a perda de peso.

3- Diminuic&o do aporte calérico inibindo a acdo da amilase (Narita & Inouye
2009).

4- Aumento da atividade lipolitica no tecido adiposo, a partir de testes in vitro
realizado por Flanagan et al (2014).

3.4 CAFEINA

A Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é o estimulante fisiologico mais consumido
mundialmente, além de ser o composto bioativo mais conhecido no café é a cafeina,
conhecida por sua habilidade de aumentar a pressdo sanguinea, atuar como
psicoestimulador, termogénico, além de estar relacionada com um efeito positivo na
memoria de longo prazo e ter propriedades diuréticas. E uma xantina alcaloide,
metabolito secundario derivado da guanina e é similar a teobromina que também
esta presente no cha, cacau e café (DE MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014; WRIGHT
et al., 2013; ZULLI et al., 2016). Entretanto, a dosagem correta atrelada aos efeitos
benéficos cafeina ainda néo esta elucidada na literatura, o que pode ser respondido
por diferencas de populagéo. Altas doses de cafeina podem ter como efeito colateral
sintomas como: agitagdo, ansiedade, arritmia, diurese, dor de cabeca, insbnia,
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vomitos e ainda resultar em liberacdo de catecolamina, responsavel pela
desregulacéo do equilibrio acido/base, glicose sérica e potassio sérico, que poderia
causar complicacdes cardiacas (BUCHANAN; BECKETT, 2013; ZULLI et al., 2016)

No entanto, na revisao de literatura de Turnbull et al., (2017) e corroboracao
de Nieber (2017) foi ressaltado que o consumo moderado de cafeina na faixa de
100 a 400 mg/dia exerce funcéo protetiva as doencas cardiovasculares. Além de nao
estar associado a hipertensdo em populacdes saudaveis, no entanto, populacdes
com risco a hipertensdo, ou hipertensivos, tiveram aumento agudo na pressao
sanguinea ingerindo doses moderadas de cafeina. Diversos suplementos
alimentares tém sido colocados no mercado e seus efeitos colaterais negativos vém
sendo reportados, pois esses produtos podem apresentar altas concentracdes de
cafeina devido a sua composicdo de extratos herbaceos variados que sao ricas
fontes de cafeina (GURLEY; STEELMAN; THOMAS, 2015).

Apés a ingestao, a absor¢cdo da cafeina é dada entre 30 e 45 minutos a partir
do estomago, sendo que 90% dela € absorvida ap6s 20 minutos da ingestdo. O pico
de concentracdo no plasma sanguineo € alcancado entre 1-1,5 h a partir da
ingestdo, podendo variar conforme idade, género e chegando até 11h para o pico
maximo de concentracdo em gestantes (MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014).

Segundo os dados de uma meta-analise de Hernan et al., (2002) existe uma
relacdo inversa entre o consumo de café e a ocorréncia da doenca de Parkinson que
€ uma desordem neuropatologica envolvendo a degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos. A cafeina presente no café se mostra como um protetor contra a
neurotoxicidade em modelos animais, além disso, pode estar associada ao
decréscimo do risco de doenca de Parkinson e diabetes tipo 2, por outro lado, o
consumo de cafeina pode estar associado com aumento da pressao sanguinea e
aumento do risco de perda de gravidez (CHEN et al., 2001; GROSSO et al., 2017).

Turnbull et al. (2017) ressaltam que individuos habituados com o consumo de
produtos que contenham cafeina tornam se mais tolerantes aos efeitos fisioldgicos
que individuos que ndo tenham o habito de consumir cafeina. No entanto, estes
fatos néo significam que estes individuos néo irdo experienciar os efeitos colaterais,
caso consumam esses produtos em baixas concentracoes.

No estudo de Neves; Caldas (2017), quando analisaram os niveis de cafeina
em suplementos alimentares para perda de peso oriundos dos Estados Unidos da
Américas e apreendidos pela policia federal no Brasil, identificaram nas 109
amostras que declaram a quantidade de cafeina presente no produto que cerca de
26,6% das amostras continham mais que 120% da quantidade especificada, sendo
gque em 47,9% do total de amostras proviam a dose maxima segura de cafeina,
estabelecida em 400 mg diarias. Nesta dose a cafeina, ndo provoca efeitos
colaterais adversos como, desordens cardiovasculares, toxicidade e problemas na
absorcéo de calcio.
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3.5 OCRATOXINA A

Vérios estudos microbiol6gicos mostram que os fungos Fusarium, Aspergillus
e Penicillium, sdo contaminantes naturais dos graos de café (BATISTA et al., 2003).
A ocratoxina A (OTA) € um metabdlito comumente produzido pelos fungos
Penicillium e Aspergillus. Essa toxina € considerada hepatotoxica, nefrotdxica,
teratogénica e carcinogénica um agente carcinogénico. Além de estar relacionada a
patologias renais graves, possivelmente ligada a tumores do trato urinario (PAULINO
DE MORAES; LUCHESE, 2003; VATINNO et al., 2008). A Agéncia Internacional
para Pesquisa sobre Cancer classificou a OTA como possivel agente cancerigeno
(VATINNO et al., 2008). OTA tem sido detectada em diferentes géneros alimenticios
e bebidas, processados e ndo processados, tais como, cereais, feijao, café, cerveja,
vinho, carne, cacau, frutas secas, especiarias, nozes, leite, entre outros (BATISTA et
al., 2009; HEILMANN; REHFELDT; ROTZOLL, 1999; VATINNO et al., 2008).

Segundo Batista et al., (2003), de 40 amostras de C. arabica brasileiras
apenas cinco estavam contaminadas com OTA, cujas concentracdes variaram de
0.64 a 4,14 ng/g. A Unido Européia estabeleceu um limite superior para café torrado
de 5 ng/g, no entanto ainda ndo héa limite determinado para café verde, pois a EFSA
(2006)considera que o café ndo é consumido verde e a exposi¢cdo a OTA esta nos
produtos derivados do mesmo.

Batista et al. (2009) relatam que amostras de café de varricdo, que consiste
na colheita do café que caiu espontaneamente da arvores e permaneceu no chao
até a colheita. Essas amostras apresentam maior risco de exposicdo a
contaminacao devido ao contato da grdo com solo e manuseio improprio durante a
secagem em patios de terra. O solo € o habitat natural de fungos e outros
microorganismos toxigénicos, inclusive os produtores de OTA. Foi demonstrado
maior contaminacdo e alto teor de OTA em amostras de café varrido. O mesmo foi
detectado no estudo de Noonim et al.,, (2008), no qual amostras café seco da
Tailandia, geralmente por secagem em piso de cimento, apresentaram concentracao
média de OTA maior do que a encontrada em graos de café verde.

Amostras de café verde de diferentes paises da América do Sul e Central,
Asia e Africa foram analisadas quanto ao teor de OTA no estudo de Romani et al.,
(2000). A frequéncia e o nivel de OTA foram maiores em amostras africanas,
provavelmente devido as condi¢des climaticas e condicdo de processamento da
colheita de café em diferentes areas. A anélise de micotoxinas como a OTA em café
verde é um importante fator & ser considerado visto que o processo de torrefacédo
pode diminuir os niveis de OTA no café

Vaclavik et al. (2013) detectaram OTA em 18 das 50 amostras de
suplementos alimentares contendo extrato de café verde. Além disso, foi encontrada
ocratoxina B, um analogo da OTA, em 16 das 18 amostras.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a autenticidade dos extratos comerciais de café verde disponiveis no
mercado como suplementos alimentares, seus compostos bioativos e os aspectos
antinutricionais, além de obter um extrato de café verde para comparacdo com
amostras comerciais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Auvaliar a autenticidade dos Extratos de café verde comerciais por técnicas de
biologia molecular

2 Obter extrato de café verde rico em acido clorogénico
3 Avaliar e comparar a composi¢cdo quimica e biolégica de extratos comerciais
em relacdo ao extrato obtido em laboratério.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 PRODUTOS A BASE DE CAFE VERDE
Foram selecionados 9 diferentes produtos de suplementos alimentares
comerciais a base de café verde, adquiridos diretamente do comércio varejista no
Rio de Janeiro, ou pela internet na forma de capsulas ou farinhas, exceto pelo
produto de numero 9 que foi comprado nos Estados Unidos da América. O produto
10 foi elaborado neste trabalho de acordo com a metodologia descrita abaixo e
estdo listados na Tabela 4.

5.2 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DOS PRODUTOS
COMERCIAIS
Foi realizada a extracdo dos compostos bioativos, de acordo com metodologia
adaptada de Liu et al.,, (2010) dos produtos comerciais listados no item 5.1 da
seguinte forma: Foi retirado o envoltério de capsula das amostras que estavam
nessa forma, em seguida, foi pesado em torno de 10 g das amostras em Becker de
250 mL e adicionado cerca de 150 mL de H,O destilada (0,067 g/mL). Para extracdo
dos compostos bioativos, amostras foram levadas ao laboratério de bioquimica na
Embrapa Agroindustria de alimentos em ultrassom de ponteira Hielscher com
poténcia de 200 watss por 10 minutos com amostra imersa em banho de gelo como
esta representado na Figura 2. Logo ap0s a extracdo, as amostras foram levadas a
centrifuga refrigerada ROTINA 38 a 7000 rpm por 14 minutos para separacao da
parte sélida. Em seguida, amostras foram porcionadas em aliquotas de 1,5mL e
estocadas a -18°C *2.

Figura 2 - Aparelho de Ultrassom de ponteira com amostra submersa em banho
de gelo para extragdo dos compostos bioativos
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5.3 PREPARACAO DO EXTRATO DE CAFE VERDE (ECV):

5.3.1 Extragcdo dos compostos bioativos

Café Robusta (Coffea canephora) provenientes de Espirito Santo (ES) foi
moido em moedor IKA (A1l) e peneirado (480-680 um) no laboratorio de micologia
na Embrapa Agroindustria de alimentos. Em seguida, o extrato aquoso foi preparado
no laboratdrio de bioquimica na Embrapa Agroindastria de alimentos de acordo com
metodologia adaptada de Liu et al., (2010), utilizando uma proporgéo de 0,11 g/mL
(massa/volume) entre café e agua destilada, para extracdo dos compostos bioativos
em ultrassom de ponteira modelo Hielscher com poténcia de 200watss por 10
minutos com amostra imersa em banho de gelo. Logo apds a extracdo, as amostras
foram levados a centrifuga refrigerada ROTINA 38 a 7000 rpm por 14 minutos para
separacao da parte sélida.

5.3.2 Analise de sélidos soluveis
A analise para determinacdo dos sélidos solUveis como agucares e acidos
organicos, foi realizada na planta piloto | na Embrapa Agroindustria de alimentos em
refratbmetro eletrénico, de acordo com o método A.O.A.C., 1997. Utilizou se agua
para zerar 0 equipamento, e em seguida, para a leitura das amostras 1 mL da
suspensao foi adicionado ao leitor e os resultados lidos sdo expressos em °Brix .

5.3.3 Secagem por atomizacao

Para concentracdo e secagem dos compostos bioativos, amostras foram
levadas a spray dryer de bancada modelo Buchi 190 (Figura 3) para pulverizar a
amostra dentro de uma camara com corrente de ar quente a 170°C para
vaporizagdo do solvente e transformacdo da amostra em péo sollvel, sendo
resfriada até 90°C na saida da camara de ar quente e com vazao de processo de
0,96 Litros/hora. A analise foi realizada na planta piloto | na Embrapa
Agroindustria de alimentos.
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Figura 3- Equipamento Spray Dryer.

5.4 ANALISES DE AUTENTICIDADE DOS PRODUTOS COMERCIAIS

Métodos baseado em deteccdo de DNA vem sendo utilizados para avaliar a
autenticidade e inocuidade de diversas matrizes alimentares (FERREIRA et al,,
2016).

Para andlise da autenticidade os produtos comerciais foi realizada a extracdo de
DNA dos produtos, seguida por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amostras que apresentaram um bom rendimento de extracdo de DNA e para
amostras com baixo rendimento de extracéo foi realizada a Reagdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real (PCRrt), para identificar fragmentos de DNA especificos
de café.
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Tabela 4 - Caracteristicas dos produtos comerciais usados no trabalho de acordo com rotulagem

Produtos de café verde

Produto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Forma: Céapsula Céapsula Cépsula Céapsula Cépsula Céapsula Céapsula Farinha Céapsula  |P6 soluvel
Café verde em
Oleo de po, Silicio
cartamo, quelato, acido ) .
ascorbico farinhas:
S . Bitartarato de e, chia,
Picolinato de colina linhaca
. (Coffea Cromo, Biotina,| . ~. &
6leo de picolinato de dourada, Outros
h canephora Espessante - . .
gergelim, . cromo, ameixa, Ingredientes:
Pierre, celulose L A
, . . o magnésio, papaia, Celulose
. maltodextrina, . microcristalina, ) . Lo
cacau em po, ) L . - " |aroma natural:| laranja, uva, |microcristalina
o Extrato de antiumectante | Excipiente: lubrificantes: .
emulsificante . B - berinjela, , fosfato de
o acerola silica), amido de silicato de L . -
lecitina de . . . , excipiente: |banana, maga, célcio
. . . gelificante milho. magnésio e - - .
soja. Capsula: , ) . silicato de cenoura, dihidratado , Café verde
o gelatina, Antiumectante | estereato de - ) . .
. . gelificante . extrato seco . o magnésio, tomate, Hidroxipropilc (Coffea
Ingredientes: : (aromatizante . umectante s:talco e magnésio, ) )
gelatina, de cha verde e L o . antiumectante:| maracuja, elulose, canephora),
natural), . glicerina, diéxido de | antiumectante L x .
umectante . capsula o L o diéxido de | feijdo branco, |croscarmelose| Maltodextrina
L gelatina, : emulsificante silicio. diéxido de L P
glicerina e gelatinosa " D . o silicio, amora, sadica,
umectante lecitina da Composicéo silicio, . . ;
corantes INS S . ; . ) capsula: gengibre, estereato de
glicerina. soja, veiculo capsula: edulcorante . P Py
171, INS 133 . . gelatina, guarana po, magnesio,
agua gelatina, sucralose, ! ) .
e amarelo - corante: psyllium, agar | 6leo vegetal
. purificada, umectante edulcorantes ;
tartrazina INS L . amarelo 10, | agar, extrato | hidrogenado,
corantes INS glicerina. naturais: ) L
102. . amarelo 6, de clorofila, diéxido de
171, amarelo glicosideos de : . e
] ) azorrubina, chas de silicio,
tartazina INS steviol e . S .
. azul brilhante oliveira e revestimento
102, INS 133 taumatina, -
L hibiscos. de base
e picolinato de corante
A vegetal
cromo. organico natural
101i
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5.4.1 Extracdo de DNA

Analise foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de Murray;
Thompson (1980) seguindo o protocolo de extracdo com tampédo de lise CTAB,
desenvolvido no laboratério de diagnéstico molecular da Embrapa — Agroindustria de
Alimentos conforme explicacéo a seguir:

Para a extracdo de DNA é necessaria uma etapa de lise térmica a 65° C na
presenca de CTAB, seguida por varias etapas de extracdo e purificacdo a fim de
remover contaminantes como proteinas (digestdo com proteinase K). Cloroférmio foi
utilizado para separacdo dos acidos nucléicos do CTAB e dos complexos
polissacarideos/proteinas. Por fim, os acidos nucléicos foram purificados pela
precipitacdo com isopropanol e lavados com etanol.

Protocolo completo de extracdo de DNA no ANEXO A.

5.4.2 Quantificacdo de DNA

Os produtos de extracdo de DNA foram quantificadas em nano-
espectrofotometro Genova Nano (JENWAY - Stffordshire, UK) através da adicédo de
2L em microcubeta para leitura em 260nm de cumprimento de onda.

5.4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram distribuidas em mix conforme mostra a Tabela 5 e
submetidas a PCR de acordo com procedimento operacional padrdao do laboratério
de diagndstico molecular no amplificador GeneAmp* PCR system 9700 e
programado para 60 ciclos de 95 graus Celsius (°C) por 50 segundos para
desnaturacao da fita de DNA, seguido por 50 segundos a 60°C para anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) CAFE1F e CAFE1R, desenvolvidos na
Embrapa Agroindustria de Alimentos e 72°C por 50 segundos para amplificacdo do
DNA, com extensdao final a 4°C. Em seguida, os produtos de amplificacdo de DNA
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para visualizacdo da
amplificacdo.

Tabela 5 - Condigbes de Mix para PCR

Mix Volume para 1 amostra (uL)

Tampao 5
Primer Foward 2
Primer Reverse 2
DNTP’s 2

MgC|2 3,5

Taq Polimerase 15
H,O MiliQ 4
DNA 30
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5.4.4 Eletroforese em gel de agarose

Seguindo o protocolo da Embrapa Agroindustria de alimentos, foi preparado
gel com concentracdo de 2% de agarose conforme mostra a Tabela 6 e corado com
Brometo de etidio e amostras de DNA foram coradas com azul de metileno para
serem aplicadas no gel, em seguida, amostras foram foto documentadas com
transiluminador UV L.PIX Molecular Imaging conforme demonstra Figura 4.

-4 Molecular
7/  Imaging

Tabela 6 - Condi¢cdes Eletroforéticas para andlise dos produtos de PCR

Concentracao do gel 2%
Agarose 5¢g
Tampdao TBE 1x 250mL
Brometo de Etidio 12,5 uL
Diferenca de Potencial 150 V
Amperagem 150 A
Tempo 120 minutos

Amostras que nado foi possivel visualizagdo dos produtos de amplificacédo
foram submetidas a reacdo de PCR tempo real (PCR-rt).
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5.4.5 Analise de PCR-rt

A andlise de PCR-rt utilizou o termociclador Abi 7500 (Applied Biosystems, USA)
representado na Figura 5, utilizando o sistema SYBR Green como
corante/intercalante como repoérter e com par de primers CAFEL, especificos para
DNA de café, desenvolvidos pela Embrapa Agroindustria de Alimentos.

O mix preparado para a reagao era constituido de acordo com a Tabela 7

Tabela 7 - Mix reacédo de PCRrt (PCR tempo Real)

Mix PCRrt
Reagente Quantidade por amostra (uL)
SYBR Green 25
Primer Foward 1,16
Primer Reverse 1,16
DNA 22,6

Fonte: Préprio autor

O volume reacional foi de 50 pL, onde a por¢cdo de DNA correspondia por
22,6uL e o volume restante do mix reacional. Para controle negativo da analise, foi
utilizada a agua Milli-Q.

Apoés o término da reacdo, foram coletados e analisados os dados gerados
pelo software do termociclador, tais como os graficos com as curvas de amplificacao
e de dissociacdo (melt curve) e Tm (melting temperature / temperatura de
dissociacdo) de cada réplica da reacao.
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Figura 5 - Termociclador acoplado & computador com software para coleta e
analise de dados

N

5.5 COMPOSIQAO CENTESIMAL PARA ROTULAGEM
Afim de atestar as informacfes na rotulagem dos produtos comerciais e de
prover informacfes sobre a composi¢cdo centesimal e valor calérico do produto
desenvolvido, foram realizadas analises fisico-quimicas em todos os produtos no
laboratério de fisico-quimica da Embrapa Agroindustria de alimentos.

5.5.1 Umidade

A andlise para determinacdo de umidade esta intimamente ligada a vida util
do produto, visto que a preservagdo do alimento depende da (1_uant|dade de agua
presente no alimento. A determinacdo de umidade foi realizada por método
termo%rawmetrlco (estufa a 100 °C), onde as amostras foram deixadas em estufa
por 3h para evaporagdo da agua, em seguida, amostras foram deixadas em
dessecador por 1h e pesadas em balanca analitica, e levadas até estufa até
atingirem peso constante de acordo com método n°® 925.45 B (AOAC, 2005);

5.5.2 Cinzas

A determinacdo do residuo mineral fixo das amostras foi determinada por
método termogravimétrico, onde os compostos organicos foram transformados em
Co,, H,O e NO, em mufla (550°C) em ponto de fumaca até a coloracao cinza clara e,
apos, levado a dessecador até peso constante, em seguida, pesado em balanca
analitica de acordo com o método n°® 923.03 (AOAC, 2005);. A andlise de cinzas é
um importante parametro para verificagdo do valor nutricional de alimentos, pois o
residuo mineral fixo, constituido principalmente de K, Na, Ca, Mg, além de Al, Cu,
Fe, Mn e Zn, minerais que estao envolvidos em varios processos biolégicos do
organismo.

5.5.3 Extrato Etéreo

O percentual de gordura é determinado pela diferenca de peso das amostras
apos extracao dos lipideos com éter de petréleo. Foram pesados 2g de amostra e
adicionados 2g e adicionados 2mL de alcool para solubilizacdo, apds, amostras
foram digeridas com HCI para liberar os lipideos ligados a proteinas e caeboidratos
por 40 minutos em banho maria. Entdo foi adicionado, éter de petrdleo, e amostras
foram centrifugadas e filtradas, e depois levadas a estufa 100°C até atingirem peso
constante, de acordo com o método n° 922.06 (AOAC 2005);
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5.5.4 Fibras
A determinagcdo do teor de fibras foi feita utilizando método enzimético
gravimétrico, de acordo com o método n° 993.19 (AOAC, 2010) que consiste na
digestdo das amostras com amilases, proteases e HCl e NaOH em meio rico em
etanol por uma hora, seguida por precipitacdo e filtracdo das amostras, que apos
esse processo foram deixadas em estufa a 105 °C, levadas ao dessecador e
pesadas em balanca analitica até atingir peso constante;

5.5.5 Valor Caldrico

O valor calodrico dos suplementos de café verde foi calculado Segundo a
Resolugédo — RDC n.° 360 de 23 de dezembro de 2003.

Para o calculo do valor calérico é necessario primeiro calcular a umidade da
amostra, e com a massa seca, calcular o residuo mineral fixo ou cinzas. A partir da
massa seca, fazer extracdo dos lipideos e calcular a quantidade de lipideos. Fazer
digestdo do nitrogénio/proteina e calcular a concentracao de proteinas no alimento.
A fracdo glicidica corresponde ao valor faltante que completa o valor da amostra
seca, logo os valores de carboidratos sao calculados, sendo que cada grama de
carboidratos e lipideos correspondem a 4 calorias e cada grama de gordura
corresponde a 9 calorias. Apés somar, se d& o valor calérico do alimento.

5.6 MINERAIS
Para digestdo e quantificacdo de minerais nas amostras de alimentos, foram
utilizados ensaios acreditados na norma NBR/ISSO 17025:2005 para determinacao
em amostras alimenticias dos seguintes elementos:

e Sdadio

e Potassio

e Magnésio
e Calcio

e Manganes
e Ferro

e Zinco

e Cobre

e Fosforo

As amostras foram mineralizadas por micro-ondas de cavidade de acordo
com método adaptado de AOAC 2014 — método 999.10, item 9.1.08

A quantificagdo dos minerais foi realizada por Espectrometria de emisséo
optica com plasma de acordo com AOAC 2014 — Método 990.08, item 9.2.39.

5.7 FITATOS
O fitato é o principal sal ou éster armazenado na forma de acido fitico, nas
sementes de plantas com o proposito de protege-las dos efeitos destrutivos do
oxigénio e calcio, porém ao ingerir o fitato, 0 mesmo atua como um composto
antinutricional, visto que tem potencial de quelar cations di e tri valentes como
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Magnésio, Calcio, ferro, zinco e cobre. Minerais essenciais que atuam em diversas
funcOes bioldgicas (SILVA; SILVA, 1999). A determinacéo foi realizada no laboratério
de fisico-quimica na Embrapa Agroindustria de alimentos por Plasma de acordo com
0 método n°® 986.11 (AOAC, 2010) modificado da seguinte forma: 2g da amostra
foram pesados e adicionado HCI e levados a shaker por 3 horas para serem filtrados
a vacuo, e aliquotas foram retiradas e passadas por uma coluna preenchida com
resina para posterior analise em espectrofotdmetro a 640nm.

5.8 TANINOS TOTAIS

Os taninos sédo polifendis sollveis em agua presente nos vegetais, como cha e
café e sua ingestao esta relacionada com efeitos antinutricionais, ja que 0s mesmos
formam complexos com proteinas, amido e enzimas digestivas, além de prejudicar a
absorcdo de ferro, causando uma redugédo no valor nutricional de alimentos. No
entanto, os aspectos negativos da ingestdo de taninos s6 podem ser observados
guando ingeridos em grandes concentracfes. A maioria dos relatos sobre taninos se
referem aos efeitos antinutricionais de taninos e estdo centrados em &acido tanico e
outros taninos hidrolisaveis. Entretanto, os taninos hidrolisaveis estdo presentes
apenas em elementos tracos nos alimentos e os efeitos antinutricionais de taninos
estao relacionados aos taninos condensados (CHUNG et al., 1998).

Foi determinado de acordo com metodologia descrita por Deshpande &
Cheryan (1987) no laboratorio de fisiologia da poés-colheita na Embrapa
Agroindustria de Alimentos com base na reacdo da amostra com uma solucdo de
vanilina 4% em de solucdo 10% de HCI em metanol;

e A extracdo dos taninos foi realizada de acordo com metodologia
descritas nos itens 5.2 e 5.3, seguida por extragdo com solucédo de
metanol contendo 10% de HCI por 8 horas em geladeira

e Para a reacéo foi adicionado em tubos de ensaio, 1mL de amostra
mais 5mL de solugéo de vanilina e posto em repouso por 20 minutos.

e Para cada amostra, foi elaborado um branco, onde foi adicionado 1 mL
de amostra com 5mL de solucdo de metanol e HCI, para que nao
ocorresse reacdo com vanilina

e Amostras foram levadas a espectrofotdbmetro bel e lidas a 500 nm apés
20 minutos de reacdo.

Para a curva padrdo, foi preparada uma amostra de catequina 0,1% em
solucdo de metanol 80% em agua e diluidas em concentracbes de 0,6 a 2,4
mg/L de taninos condensados para que fosse possivel calcular a concentracao
de taninos nos ECV.
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5.9 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A atividade antioxidante do café verde esta relacionada a presenca de
polifenois (principalmente o acido clorogénico), que reduzem o estresse oxidativo no
organismo humano. Os polifenois podem ser divididos em flavonoides e &cidos
fendlicos, sendo o segundo o mais abundante no café verde, representados
principalmente pelos isdmeros de acido cafeoilquinico e acido cafeico (BUDRYN et
al., 2013; NAIDU et al., 2008)(BUDRYN et al.,, 2013; MADHAVA NAIDU et al.,
2008)(BUDRYN et al., 2013; MADHAVA NAIDU et al., 2008).

5.10.1 ORAC

A determinacdo de atividade antioxidante pelo método do ORAC (Oxygen
Radical Antioxidant Capacity) descrita por Zulueta; Esteve; Frigola, (2009) foi
realizada no laboratério de fisiologia da pos-colheita na Embrapa Agroindustria de
Alimentos, e consiste na transferéncia de hidrogénio do material antioxidante
(amostras ou trolox) para o radical AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano)], evitando o ataque a fluoresceina presente no meio. Desta forma,
a atividade antioxidante se da pelo potencial da amostra de protecdo a fluoresceina
contra o0 ataque do radical por determinado tempo. A oxidacdo da fluoresceina foi
observada em espectrofluorimetro em microplaca preta de 96 pocos (Greiner 96 Flat
Bottom Black Polystyrol) tendo como referéncia uma solucao de fluoresceina 78nM.
A analise foi realizada da seguinte forma:

e Extracdo dos compostos bioativos e antioxidantes das amostras de acordo
com o item 4.3, seguida por diluicdo em tampéo fosfato de sédio 75mM pH
7,4, para que concentracdo das amostras fosse equivalente entre 20 e 100
uM de Trolox

e Preparo de solucéo de fluoresceina 78nM e preparo de radical AAPH 221mM
em solucao tampao fosfato de sédio 75mM pH 7,4

e Preparo de solugcédo padrdo antioxidante (trolox) 10; 20; 40; 60, 80, 100 e 120
uM em tampéo fosfato de soédio 75mM pH 7,4

e Foram transferidos para microplaca de 96 pocos 80 pL dos pontos da curva
de calibracdo em triplicata, bem como a mesma quantidade das amostras
além do branco da reacgédo, onde foi aplicado 80 uL de tampao fosfato.

e Placa foi levada ao espectro fluorimetro da marca Tecan modelo Infinite 200 a
37°C programado com comprimento de onda de excitagcdo de 485 nm e
comprimento de onda de emisséo de 535 nm.

e Aparelho dispensou 80uL da solucdo de fluoresceina e realizou leitura de
absorbancia

e ApoOs leitura inicial, aparelho dispensou 40uL da solucdo de radical AAPH e
realizou leitura da absorbéncia de todos 0s poc¢os a cada 5 minutos durante
90 ciclos.

A area abaixo da curva (AUC) foi calculada através de software (Prism),
utilizando a leitura de fluorescéncia ao longo dos 90 ciclos da analise. Os valores de
AUC de trolox foram subtraidos da AUC do branco e as diferengas utilizadas para a
construcdo da curva de calibracdo do Trolox. Os coeficientes, linear e angular,
obtidos na curva de calibragao foram empregados na quantificacdo das amostras.
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Calculo de atividade Antioxidante:

[(AUC amostra — AUC branco) — b]

ORAC (umol Trolox.g™%) = C(il

Sendo:

AUC amostra = Area embaixo da curva amostra

AUC branco = Area embaixo da curva branco

b = Coeficiente linear

a = Coeficiente Angular

CA = Concentracdoo da amostra em solucéo dada em mg.L™.

5.10 CAFEINA

A analise de cafeina é um importante marcador no que se refere a
autenticidade dos produtos. Aliado as analises moleculares executadas nesse
trabalho, a cafeina € um composto especifico de café, de acordo com metodologia
de Rosa (2016), e foi analisado no laboratério de cromatografia liquida na Embrapa
Agroindustria de alimentos por CLAE aliance 2695 com detetor de arranjo de
fotodiodos (PDA) 2996, com 280nm de comprimento de onda e software Empower®
(Waters, Massachusetts, EUA). A coluna cromatogréafica foi uma BDS Hypersil C18
(5cm x 4,6mm e 3um — Thermo Scientifc, Massachusetts, EUA) e fase mével foi
composta de 10 de acetonitrila: 90 de solugéo de acido acético 0,5%.

A extracdo dos compostos bioativos das amostras seguiu protocolo escrito
nos itens 5.2 e 5.3 e a diluicdo das amostras foi realizada com a mesma solucao da
fase movel e microfiltradas em unidades filtrantes descartaveis de Teflon hidrofilico
com porosidade de 0,22um. Apds, cerca de 20 uL das amostras foram injetadas no
aparelho de CLAE previamente calibrado com solugéo padréao de cafeina (Img/mL).

5.11 ACIDOS CLOROGENICOS

A extracdo dos compostos bioativos seguiu os protocolos listados nos itens
5.2 e 5.3 com diluicdo em solucdo de 20% de acetonitrila em agua, seguida por
microfiltracdo em unidades filtrantes descartaveis de Teflon hidrofilico com
porosidade de 0,22um e a andlise de acidos clorogénicos foi realizada no laboratorio
de cromatografia liquida da Embrapa Agroindustria de alimentos, de acordo com
metodologia de Rosa (2016) em aparelho de CLAE Alliance 2695, com detetor de
arranjo de fotodiodos (PDA) 2996 e software Empower® (Waters, Massachusetts,
EUA). Coluna BDS Hypersil C18 (5cm x 4,6mm e 3um — Thermo Scientifc,
Massachusetts, EUA) foi utilizada. A fase movel foi elaborada em gradiente de
concentracdo da seguinte forma: Composicéo inicial de 5% de metanol (fase A) e
95% de acido férmico 0,5% (fase B) mantida durante 6 minutos. Em 8 minutos a
composi¢cdo da fase movel atingiu 80% da fase A e assim permaneceu até 10
minutos. Em 11 minutos a composi¢ao atingiu o patamar de 100% da fase A e de 12
até 15 minutos a composi¢ao retornou as condig¢des iniciais. A vazado da fase movel
foi de 1mL/min com volume de injecdo de 3uL em sistema previamente calibrado
com padrdo externo de acido clorogénico Sigma-Aldrich (98%) na concentracéo de

1mg/mL.
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5.12 ANALISE MICOLOGICA

A contaminacdo por fungos produtores de OTA se da no processamento do
café, de acordo com a colheita, secagem e armazenamento do produto (BATISTA et
al., 2009).

A andlise da microbiota presente nas amostras de café verde foi realizada no
laboratério de micologia da Embrapa Agroindustria de alimentos da seguinte forma.
Foi pesado 1g de amostra de adicionado cerca de 9mL de agua peptonada (0,1%) +
tween 80 (0,3%), seguida de diluicdo seriada, de acordo com metodologia adaptada
de Copetti et al., (2009). Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL da suspenséo foi
plagueada nos meios de cultura Dicloran-Glicerina (DG18), Batata-Dextrose-agar
(BDA) e Dicloran Rose bengal Cloranfenicol (DRBC) e homogeneizadas com auxilio
de alca de drigalski. As placas foram incubadas em BOD por um periodo de 7 dias a
25 °C, e, em seguida, contadas o crescimento de colbnias fungos.

A percentagem de contaminacao geral sera expressa como a percentagem de
particulas produzindo crescimento visivel de fungos. Os resultados seréo expressos
em UFC/g (unidades formadoras de colénias).

5.13.1 Identificag&o dos isolados fungicos

Colbnias representativas com o potencial de produzir OTA (género Aspergillus e
seus teleomorfos, especialmente na seg¢do Circumdati e da segédo Nigri) foram
isoladas em meio de cultura ate a obtencao de cultura pura.

Os isolados de Aspergillus purificados foram inoculados em trés pontos em meio
de cultura extrato de malte e agar (MEA) e Czapek extrato de levedura Agar (CYA),
antes da identificacdo com base nas caracteristicas macroscépicas (crescimento
colénia, diametro da colénia e microscopicas) usando o esquema de identificacdo de
Pitt; Hocking (1997); Raper; Fennell (1965) e Samson et al., (2014).

5.13 OCRATOXINA A

Metodologia Analitica para Determinacdo de Ocratoxina A por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em café verde, milho e feijdo. BRASIL. Ministério da
Agricultura e do Abastecimento. Instrucdo Normativa N° 9 de 24 de marco de 2000.
Diério Oficial da Unido, Brasilia, n.62, 30 de marco de 2000. Secéo I, p.37.

A analise foi realizada no laboratorio de residuos e contaminantes da
Embrapa Agroindustria de alimentos e se baseia na extracdo da ocratoxina com
solucdo de metanol:bicarbonato de sédio 3% v/v e purificacdo do extrato em coluna
de imunoafinidade, deteccdo e quantificacdo de Ocratoxina A por CLAE com
detector de fluorescéncia.

Etapa de extracdo da Ocratoxina:

5 mL do da amostras foram adicionadas a 5mL solu¢cédo de bicarbonato de
sédio 3% NaHCO3; com 5 mL de metanol P.A, em seguida, Homogeneizado em
Omni Mixer® por 5 minutos a 800 rpm.
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Amostras foram filtradas a vacuo em papel de filtro de filtracdo rapida e
depois em outras duas diferentes membranas: de fibra de vidro GF/B 1um e de
teflon 0,45 pum.

Foi retirada uma aliquota de 4,0 mL do filtrado e transferido para um
erlenmeyer de 250 mL, seguido de adicdo de 96 mL de solucdo tampao fosfato e
homogeneizado manualmente.

Etapa de purificacdo de Ocratoxina A:

Uma seringa foi adaptada a uma coluna de imunoafinidade, utilizando um
adaptador e conectada ao Suporte Supelco®.

O conteudo do erlenmeyer foi transferido quantitativamente para a coluna,
deixando passar com fluxo de 2 a 3 mL/ min.

Coluna foi lavada com 10 mL de agua ultrapura, sendo 5mL no erlenmeyer e
outros 5 mL na seringa, deixando a coluna secar.

4mL de metanol grau HPLC foi transferido para a seringa, aguardando que
este preenchesse a coluna e mantendo o metanol em contato com a coluna por 3
minutos.

Solucédo de Ocratoxina A foi eluida para um frasco ambar de 8 mL com o fluxo
de 2 a 3 mL/min.

Eluato foi evaporado até a completa secura, sob atmosfera de nitrogénio, em
banho-maria a 40°C e ressuspendido em 350 L de fase mével.

A deteccdo foi realizada em aparelho de CLAE com detetor de fluorescéncia
em coluna X Terra® RP18, 5um, 4,6x250mm com fase mével de 4gua, acetonitrila,
metanol e acido acético com volume de inje¢cdo de 20 pL.

Calculos:

tidade de Ocratoxi A(,ug)_CaXVlXVB
Quantidade de Ocratoxina kg) " —tTT

Ca = concentracdo da amostra obtida através da curva de calibracédo (ug/L).
V1 = volume de extracdo da amostra (0,2 L).

V2 = Volume do filtrado adicionado a coluna de imunoafinidade (4mL).

V3 = Volume de retomada do extrato purificado (0,35mL).

m = massa da amostra em kg.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 PRODUCAO DO ECV

Aproximadamente 2 litros do ECV foram levados ao equipamento de spray
dryer para atomizacdo e transformacdo do extrato em pd solavel, obtendo um
rendimento de 150 g de po solavel, o qual foi utilizado nas demais andlises do
trabalho.

6.2 AUTENTICIDADE DOS PRODUTOS COMERCIAIS

Diversos produtos de fonte alimenticia estdo disponiveis no mercado e a
ténica de PCR tempo real, utilizando primers especificos para determinado analito ja
€ estabelecida (ARLORIO et al.,, 2007; COSTA; MAFRA; OLIVEIRA, 2012;
FERREIRA et al.,, 2016). Dessa forma € possivel identificar o DNA com alta
especificidade, mesmo em amostras ultraprocessadas. Esta técnica também vem
sendo utilizada para analise da autenticidade de suplementos alimentares (LEE et
al., 2016; MARSLIN et al., 2017), mas até o momento nao foi relatado na literatura a
verificacdo da autenticidade de suplementos alimentares a base de café verde.

Apos extracdo de DNA das amostras de suplementos alimentares, foi
realizada a eletroforese para identificagcdo da autenticidade dos produtos. Utilizou-se
o par de primers cafel desenvolvido no laboratério de diagndstico molecular, na
Embrapa Agroindustria de alimentos. O primer se mostrou especifico, j& que apenas
um fragmento de 100 pares de base mostrou amplificagao, conforme Figura 6.

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose
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Amostras foram aplicadas em triplicata nos pogos contendo controles
negativo e positivo. As amostras que mostraram amplificacado foram: 2, 4, 6 e 8. As
demais amostras, foram submetidas a analise de PCR tempo real utilizando o
sistema SYBR Green. A Figura 7 mostra a curva de amplificacdo das amostras, junto

com o controle positivo, evidenciando a existéncia de DNA de café nas amostras 9 e
3.

Amplification Plot

0.01

ARN

)
0.001 47

0.0001

0.00001

0.000001

5 10 15 20 25 £y 35 40 45

50 55 60
[ Controle positivo | Amostra 9 Cycle Amostra 3

Figura 7 - Curva de amplificacdo das amostras 3 e 9 e Controle positivo

As demais amostras (1, 5 e 7) que nao amplificaram utilizando o par de
primers iniciadores foram observadas que a temperatura de melting foi
diferente do controle positivo, em torno de 78°C, ndo sendo possivel

identificar a presenca de DNA de café nestas amostras, como mostra a Figura
8.

’ . o
Terpmaes  Tm - Amostra 1

Figura 8 - Curva de temperatura de melting das amostras 1, 5e 7,
respectivamente.

Os baixos rendimentos de extracdo de DNA podem ser explicados pelo
processo de producdo dos suplementos alimentares, visto que podem degradar o
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DNA no processamento, além da presenca de polifendis e polissacarideos que
podem inibir a acdo da enzima Taq Polimerase, tornando a andlise de PCR nao
viavel (MANZANO et al., 2003). De 9 amostras analisadas nesse estudo, foi possivel
a identificacdo de DNA de café em 6 amostras, o que mostra que a técnica é viavel
para suplementos alimentares a base de café verde, no entanto, os métodos de
processamento das amostras 1, 5 e 7 podem tornar a analise de PCR inviavel.
Outras andlises como a concentracdo de acidos clorogénicos e cafeina também
foram utilizadas como andlises acessorias na identificacdo da autenticidade destes
produtos.

6.3 COMPOSICAO CENTESIMAL PARA ROTULAGEM

Afim de comparar a composi¢cédo centesimal dos produtos com a informagdes
contidas nos rétulos dos produtos comerciais e realizar a caracterizacao fisico
quimica do produto elaborado neste trabalho para rotulagem (amostra 10), foram
realizadas as andlises que se encontram na Tabela 8.

Tabela 8 - Composi¢do centesimal dos suplementos alimentares de café verde

. . Amostras

Composigdo Centesimal (g/100g) 1 > 3 7 5 6 7 P 5 T
Umidade 1,41 9,37 8,42 NQ 8 6,13 7,42 10,24 5,67 4,48
Cinzas 16,22 0,35 0,46 1,62 1,97 3,54 13,35 3,05 20,6 3,71
Nitrogénio Total 1,28 0,54 0,1 0,37 0,05 0,15 1,95 1,59 0,35 2,03
Proteina 7,36 3,11 0,58 2,13 0,29 0,86 11,21 9,14 2,1 11,67
Extrato Etéreo 61,43 | 0,68 0,12 | 81,18 | 0,09 0,45 0,5 2,52 2,88 0,71
Fibra alimentar NQ 2,29 NQ NQ NQ | 68,23 | 10,8 | 20,13 | 39,09 | 349
Carboidrato 13,58 | 84,21 | 90,43 | 15,07 | 89,65 | 20,79 | 57,44 | 54,92 | 29,75 | 75,94
Valor calérico 626,36 | 355,36 | 365,08 | 799,42 | 360,57 | 90,65 | 279,1 | 278,92 | 152,96 | 67,04

O produto elaborado neste trabalho (amostra 10) foi o produto que apresentou
o menor valor cal6rico (67,04kcal/100g) quando comparado aos produtos comerciais
gue apresentaram valor caldrico variando entre 90,65 a 799,42 kcal/100g.

Amostra 1 apresenta no seu rotulo valor calérico de 551 kcal e resultados
obtidos foram de 626 kcal/100g. Os valores de extrato etéreo batem com os valores
apresentados no rétulo do produto.

Os valores de composicdo para rotulagem da amostra 2 ficaram bem
préximos dos valores exibidos no rétulo do produto.

No rétulo da amostra 3 consta que o produto ndo com valores significativos de
carboidratos, gorduras e proteinas, o que diverge dos valores obtidos em analise,
principalmente no que se refere ao valor calérico que no rétulo do produto nao
consta, foi obtido resultado de 365,08kcal/100g.

O valor calérico informado no rétulo da amostra 4 € menor que a metade
(312,5kcal) que o resultado obtido por esse trabalho.

Amostra 5 informa no rétulo que a quantidade de carboidratos € de 1 g/ 2 g,
diferente dos resultados encontrados, onde sédo 1,79 g / 2 g quando feita a
conversao.

Em seu rétulo, amostra 6 ndo relata que ndo ha resultados significativos de
carboidratos e fibra alimentar, resultados divergentes dos encontrados nessa

analise, 20,79 e 68,23, respectivamente. Também consta no rétulo do produto que
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ndo ha valores significativos de valor caldrico, diferente do resultado de 90,65
kcal;100 g encontrados.

Amostra 7, em seu roétulo, informa que ndo contém quantidades significativas
de carboidratos, fibra alimentar, gorduras e valor caldrico, diferente do que foi
encontrado nesta analise, onde os dados se encontram na Tabela.

Amostra 8 apresentou valor calorico rotulado maior (415 kcal) que resultados
de andlise de composicao centesimal.

Amostra 9, produto comprado nos Estados Unidos da América, em virtude da
legislagdo do pais, ndo especifica valores de calorimetria e composi¢do centesimal
em seu rotulo.

Silva; Ascheri; Pereira (2007) determinaram a composicdo centesimal em
amostras de po de café torrado e moido e seus resultados estdo expressos na
Tabela 9, valores divergentes aos resultados referente aos suplementos alimentares
comerciais de café verde e ao produto elaborado neste trabalho, 0 que pode ser
explicado pelo processo de producdo dos suplementos alimentares e do grdo nao
estar in natura.

Tabela 9 - Composi¢éo centesimal de p6 de café torrado e moido

Composicdo em (g/100g) po de café
Umidade 4,89
Lipideos 11,6
Proteina 15,75
Carboidratos totais 62,92
Cinzas 4,84
Fibras totais 14,22
Valor caldrico 419,08

Fonte: Adaptado de Silva; Ascheri; Pereira (2007).

Lago; Antoniassi; Freitas (2001) ao estudarem a composicdo centesimal de
amostras de café brasileiros, obtiveram resultados expressos na Tabela 10. Pode-se
notar que os valores de carboidratos, lipideos e proteina sdo menores nos
suplementos alimentares de café verde. Os produtos com concentracdes mais altas
de lipideos utilizam 6leo na sua formulacdo. Vale considerar também que durante o
processamento para obtencdo do suplemento alimentar, pode degradar os
compostos mencionados.
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Tabela 10 - Composicéo centesimal em amostra de café verde

Composi¢do em (g/100g) |Café verde
Umidade 11,79
Lipideos 5,69
Proteina 14,48
Carboidratos totais 64,08
Cinzas 3,96
Fibras totais 18,19

Fonte: Adaptado de Lago; Antoniassi; Freitas (2001

6.4 COMPOSICAO MINERAL

O valor referente a composicdo mineral dos suplementos alimentares
de café verde se mostrou muito variada (Tabela 11), o que pode ser explicado
pela variedade de formulacdo dos produtos, além disso, alguns produtos
como as amostras 6, 7 e 9 adicionam alguns minerais, como especificado no
rétulo dos produtos.

Tabela 11 - Composicao mineral de suplementos alimentares de café verde

Minerais (mg/kg)

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

Saodio 655,92| 299,69| 528,03| 276,06] 334,16/404,03] 355,64 94,33] 1037,01

264,67

Potassio |1125,47]|445,46(1130,72(7294,02| 526,72 NQ| 4244,84|6868,98| 5905,59|21678,75
Magnésio | 1310,68|161,97| 108,08 747,66|148,52]|662,24| 27633,86] 2059,52| 641,78| 1943,27

Calcio 411,17| 89,64| 85.26| 370,13|121,12| 30,43| 1851,71| 563,88|54857,02| 565,91
Manganes| 942 152 366 191 NQ| NQ| 33353] 87,30 2,49 22,09
Ferro 67,84 726 457 12,78 11,44| 11,23| 10443| 6662 1095 36,38
Zinco 12,95 ND ND ND| ND|  ND 4,05 59,88 ND 5,35
Cobre 480 ND ND ND| ND| ND NQ| 549 ND 8,06
Fosforo  |2117,84| 166,41 157,60 41512| 97,92| 21,69 555,67|5437,70(33527,77| 2230,02
Cromo ND| ND ND| 1201 ND| 6,38 5,83 ND ND ND
Aluminio 11,33 ND| 334 ND| 7,05| 14,25| 353,94 9,30 4,63 ND
cadmio NQ| NO ND NQ| ND| ND NQ NQ ND ND
Cobalto NQ| NO ND NQ| ND| ND NQ NQ ND ND
Chumbo ND| ND ND ND| ND| ND 0,30 ND ND ND

A amostra 6 especifica que 1,6g do suplemento alimentar contém 10,5
ug de Cromo, logo, em 1kg do produto € encontrado 6,56 mg do mineral, logo
esses resultados séo proximos dos encontrados.

A amostra 7 especifica que em 1,32g do produto contém 35 ug de
Cromo, logo, em 1kg do produto € encontrado 26,52 mg do mineral. Esses
dados divergem com os encontrados na analise, de 5,83 mg. A amostra
também mostrou uma leve contaminacéo por chumbo, no entanto, ao tomar 2
capsulas ao dia do produto, tendo como referéncia 1,2g de consumo diario
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sugerido pelo fabricante, a ingestdo sera de 0,36 pug de chumbo ao dia. O
limite maximo estabelecido pela unido europeia de ingestdo de metal pesado
é de 25 pg por dia.

A Amostra 8 informa no rétulo 260 mg/kg de sédio, no entanto, foi
guantificado 94,33mg/kg.

As amostras 1;2;3;4;5 e 7 no rétulo informam que ndo ha quantidades
significativas de sédio, diferente dos resultados obtidos nesse trabalho.

Os resultados da literatura também demonstram uma amplitude muito
grande da variacdo da concentracdo de minerais em amostras de café verde,
como relata Morgano et al., (2002) com resultados representados na Tabela
12.

Tabela 12 - Composi¢do mineral em amostras de café cru

Minerais [mg/kg]
Aluminio 0,612-32,2
Calcio 925 - 1889
Cobalto 0-1,16
Cobre 6,21 - 369
Ferro 23,3 - 367
Potassio 12252 -17205
Magnésio | 1526 -2059
Manganés| 14,2-60,4
Fésforo 1172 - 1826
Zinco 3,71-57

Fonte: Adaptado de Morgano et al. (2002)

Semen et al., (2017)também relatou variedade de composicao mineral
em amostras de café verde, como mostra a Tabela 13.

Tabela 13 - Composi¢do mineral em amostras de café verde

Minerais [mg/kg]
Aluminio 4,56 - 45,28
Calcio 400,91 - 733,99
Cobalto 0,09 - 0,25
Cobre 9,85-14,74

Potassio |5505,28 - 9068,07
Magnésio | 1181,87 - 1669,76
Manganés 3,69 -19,53
Fdésforo 182,26 - 1288,6
Zinco 3,79 - 42,36
Fonte: Adaptado de Semen et al., (2017).
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6.5 FITATO

As concentragfes de fitatos nas amostras de café verde estdo representadas
na Tabela 14. Amostra 8, apresentou maior nivel de fitato, o que pode ser explicado
pela composicado do produto que além de café contém chia e linhaca, cereais que
podem ser fontes de fitato (SILVA & SILVA, 1999). Ja, os demais suplementos
alimentares, ndo possuem cereais em sua formulacdo, o que pode explicar a baixa
ou auséncia da concentracéo de fitatos.

Tabela 14 - Concentracdo de fitatos nas amostras de suplementos alimentares de café verde

Fitato
Amostra | mg/g
3,63

NQ
NQ
NQ
NQ
NQ
NQ
15,95
0,76
4,56

O© 00N O WNBE

=
o

6.6 TANINOS

As amostras de suplementos de café verde comercial ndo obtiveram
resultados com concentracdes de taninos quantificaveis, j& a amostra elaborada por
esse trabalho apresentou resultados de 0,57 mg.100g de taninos condensados.
Provavelmente o processamento para obtencdo dos ECV degradou os polifendis de
taninos.

(Lima et al., (2012) reportaram em chéas verde e preto com concentracdes em
torno de 41-64 mg/L. HecCimovi¢ et al., (2011) reportaram valores de 7,36mg/g a
12,49mg/g de taninos em amostras de café robusta verde.

6.7 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados de atividade antioxidante determinada pela metodologia de
ORAC. variaram entre 33,02 umol de trolox/g até 2408,05 umol de trolox/g, o que
mostra que a heterogeneidade dos produtos (Figura 9). A faixa de variacdo da
atividade antioxidante dos suplementos alimentares de café verde, provavelmente,
se da pela variacdo da formulacdo dos produtos que contém outras fontes de
compostos que exercem funcao antioxidante (COSTA et al., 2012). O suplemento de
ECV elaborado nesse trabalho (amostra 10) mostrou um excelente potencial
antioxidante, quando comparado aos produtos comerciais de café verde.
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Figura 9 - Atividade antioxidante de suplementos alimentares de café verde

Liang et al., (2016) analisaram a atividade antioxidante de grdos de café
arabica verde provenientes da Republica Dominicana, Peru, Sumatra, Papua Nova
Guiné e Etiépia e obteveram valores de 410; 450; 420; 380 410 pg trolox
equivalente/grama.

Amigoni et al., (2017) analisou o extrato de café verde obtido através de
extracdo em ultrassom utilizando agua e metanol como solvente e obtiveram
resultados de 3291,7 ug trolox equivalente/grama.

O processo de obtencdo dos suplementos alimentares de café verde pode ser
o diferencial no que se refere a extracdo dos compostos bioativos, além da
formulacdo e escolha da matéria prima, jA que é sabido que os grdos de café
robusta contém mais acidos clorogénicos, que desempenham um importante fator
na atividade antioxidante de um produto (HENDRE; AGGARWAL, 2014).

6.8 CAFEINA
Os resultados de cafeina dos suplementos alimentares de café verde,
variaram em niveis de 0,18 a 20 mg/g e estdo representados na Figura 10.

A amostra 2 ndo apresentou grande poténcial antioxidante, nem altos niveis de
acidos clorogénicos porém apresentou a segunda maior concentracdo de cafeina, o
que pode gerar uma hipotese de adigcdo do composto isolado, ja que a cafeina é um
importante marcador de café e a mesma pode atuar na regulacdo do peso corporeo
pelo seu efeito termogénico.

A amostra 1 apresentou altos niveis de cafeina, porém néao foi identificado DNA
de café na mesma, mas esse fato pode ser justificado pela presenca de cacau, que
também contém cafeina. Além da amostra 1, a amostra 3 contem cha verde e a
amostra 8 contém laranja, que sao fontes de cafeina conforme relata Gaascht;
Dicato; Diederich (2015).

O suplemento alimentar (amostra 10) elaborado nesse trabalho apresentou os
maiores niveis de cafeina em relacdo as amostras comerciais.
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Figura 10 - Concentracdo de cafeina em amostras de suplemento alimentar de café verde.

Jeszka-skowron; Stanisz; de Pefia (2016) relata concentracdes de cafeina em
7 amostras de café robusta verde com concentracdes que variam entre 68 — 80
mg/g, 0 que evidencia que o processamento para obtencdo de produtos de café
possa degradar a cafeina e diminuir sua concentracao no produto final.
(BELGUIDOUM et al., 2014) relataram niveis de cafeina em amostras de café
robusta verde que variou entre 0,25 — 27,2 mg/g, valores proximos aos suplementos
alimentares de café verde.

6.9 ACIDOS CLOROGENICOS

Os dados sdo mostrados somente em funcdo do principal isémero que € o
acido 5-cafeoilquinico (5CQA). Os resultados variaram numa faixa de 0,50 — 48,8
mg/g (Figura 11).

O produto elaborado nesse trabalho (amostra 10) foi 0 que apresentou
maiores concentragfes de acido 5CQA (48,8 mg/q).
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Figura 11 - Concentracgdo de acido clorogénico em amostras de suplemento alimentar de café
verde.

Dziki et al., (2015) analisaram o perfil de acidos clorogenicos (5cqa) de 4
amostras de café ardbica e obteve resultados de 27,64 - 39,92 mg/g, 0 que
corrobora os niveis de acido clorogenico em algumas das amostras analisadas
nesse trabalho.

Jeszka-skowron et al. (2016) analisaram os niveis de acido clorogénico em 7
amostras de café robusta verde com concentracfes que variam entre 56 — 144 mg/qg,
0 que deixa em evidencia que os niveis de acidos clorogenicos € maior em graos de
café robusta quando comparados a graos de café ardbica e que o consumo dos
graos de café verde in natura pode influenciar e contribuir mais para o consumo de
fendlicos do que suplementos alimentares a base de café verde.

6.10 DIVERSIDADE FUNGICA

Apds semeadura para crescimento dos fungos filamentosos, foi observada
uma baixa diversidade fungica em todas as amostras analisadas, mesmo utilizando
meios de cultura com baixa atividade de agua. A Tabela 15 apresenta a
quantificacdo de colbnias obtidas.
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Tabela 15 - Diversidade micologica das amostras

Amostra N° Colbnias

1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 4
8 10
9 0
10 0

So6 foi observado crescimento fungico nas amostras 7 e 8 e as colbnias
representativas foram isoladas em meios MEA e CYA para posterior identificagéo.

A pouca diversidade fungica pode ser atribuida pelo grau de processamento
e possivel boas praticas de fabricacdo utilizada na preparacdo dos suplementos
alimentares e producdo do café verde. Os niveis drasticos de processamento da
matéria prima reduziu aa diversidade micologica dos produtos..

Também foram observados crescimento de leveduras e bactérias nas
amostras 2 e 5.

6.11 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Apoés crescimento fungico, colénias foram isoladas para em meio de cultura
especifico para fungos (MEA e CYA).

Foram identificados os fungos potencialmente produtores de micotoxinas da
secao Nigri e Circumdati com base nas caracteristicas macroscopicas dos
suplementos alimentares 7 e 9, como mostram as Figuras 12 e 13.

Figura 12 - Crescimento de fungos das sec¢des Nigri e Circumdati, respectivamente, no
produto comercial 7

50



e

Figura 13 - Crescimento de Black Aspergillus da secéo Nigri no produto comercial 8.

6.12 OCRATOXINA A

Dos dez produtos analisados nesse trabalho, 6 apresentaram resultado
positivo para contaminacdo com OTA (Tabela 16), porém, nenhum resultado foi
acima do limite da legislacdo para café torrado, ja que ainda nao existe um limite
maximo estabelecido para o consumo de micotoxinas em café verde.

Apesar de as amostras 5 e 7 apresentarem crescimento de fungos
potencialmente produtores de micotoxinas, as mesmas ndo apresentaram niveis
quantificaveis de OTA, o que pode ser explicado por esses fungos ja fazerem parte
da microbiota presente nos processos produtivos de alimentos, porém n&o
produziram metabdlitos secundarios (WONTNER-SMITH et al., 2014).

Vaclavik et al. (2013) analisaram os niveis de OTA em 50 amostras de
suplementos alimentares contendo ECV e constataram uma incidéncia de OTA em
36% das amostras com niveis que variaram entre 2,7 — 136,9 pg/kg. A incidéncia de
OTA nos suplementos alimentares analisados nesse trabalho foi de 60% porém os
niveis de contaminacéo por essa micotoxina foram muito menores (0,26-4,8 ug/kg).

A contaminacdo em café de varricdo € ainda maior, segundo relatam Moraes;
Luchese, (2003) que analisou os niveis de OTA em café verde do estado do Rio de
Janeiro, apresentando niveis de 0,3 a 160 ug/kg e da regido nordeste do estado que
apresentou niveis de 10,1 a 592 ug/kg. Campos et. Al, (2008) analisaram os niveis
de OTA em café brasileiro de permanéncia prolongada na planta e no solo. Apesar
de amostras de café com permanéncia prolongada na planta apresentarem
colonizacdo por Aspergillus ochraceus, ndo foi possivel gquantificar OTA nas
amostras, ao contrario das amostras de café de varricdo que apresentaram niveis de
atividade de agua maior e niveis de OTA entre 30,93 e 49,42 ug.kg-1.

O processo de torrefacdo de café pode ocasionar a degradacao da OTA pela
alta temperatura empregada no processo (ICO, 2006).

Dado ao consumo tradicional do café com elaboracdo de uma bebida do grao
torrado e moido, a legislacdo brasileira através da RDC n° 07 de 2011, estabelece o
limite maximo de 10 pg/kg de OTA, néo existindo limite para os produtos a base de
café verde, como o0s suplementos alimentares analisados nesse trabalho. No
entanto, os maleficios associados a ingestdo de OTA podem ser sentidos por quem
consome tais produtos.
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Tabela 16 - concentracdo de OTA em amostras de suplementos alimentares de café verde.

Produto [OTA] (ug/kg)
1,58
4,80
0,61
0,26
0
0
0
0
3,19
0,26
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O cromatograma (Figura 14) mostra o cromatograma referente a ocratoxina
da amostra 2, que apresentou o maior nivel de contaminagao (4,80 pg/kg) em
relacéo ao tempo de retencdo dos pontos da curva padrao, exemplificando o ponto 7
(Figura 15).
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Figura 15 - Cromatograma com Ponto 7 da curva padréo de OTA.
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7. CONCLUSOES

Foi elaborado um produto de ECV, que foi utilizado como padrdo para todas
as andlises deste trabalho. A partir de 2 litros de ECV, que foi submetido a
procedimento de atomizacao para transformacdo em pé soluvel, com rendimento de
150g.

A avaliacdo da autenticidade dos suplementos alimentares & base de café
verde por métodos moleculares permitiu a identificacdo de DNA de café através da
utilizaca@o de Primers especificos para DNA de café.

Para identificacdo de DNA de café, foram realizadas andlises de PCR,
seguidas por eletroforese em gel de agarose, onde foi possivel identificar DNA de
café em 4 das amostras de suplementos alimentares comerciais (2, 4, 6 e 8). Por
nao ser possivel a visualizacdo de DNA no gel de agarose, as demais amostras
foram submetidas a analise de PCR em tempo real, por ser um método de andlise
mais sensivel, onde foi possivel identificar DNA de café nas amostras 3 e 9. Nao foi
identificado DNA de café nas amostras 1,5 e 7.

A partir da analise de composi¢do centesimal, foi possivel comparar os
resultados obtidos com as informagfes contidas nos rotulos dos produtos, além de
produzir informagdes para rotulagem do produto obtido neste trabalho (amostra 10).
Foram encontradas divergéncias nas informagbes dos rétulos de todos os
suplementos alimentares, exceto pela amostra 2. A amostra 9 nao continha
nenhuma informacdo sobre valor cal6rico no rétulo. A amostra formulada neste
trabalho apresentou o menor valor calérico, o que pode ser uma vantagem, no que
se refere a um suplemento alimentar com proposta para controle de peso.

A composicdo mineral dos suplementos alimentares se mostrou muito
variada, pois alguns dos produtos adicionam alguns minerais em sua formulagéo.
Foi possivel identificar chdmio na amostra 7 e concentragdes de sodio diferentes das
informadas no roétulo para as amostras 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 e amostra 9 nao
especifica quantidades de sédio no rotulo.

As amostra 1; 8; 9 e 10 apresentaram niveis de fitato. Os maiores niveis de
fitato observados na amostra 8, pode ser explicado por sua formulagéo.

Apenas a amostra formulada nesse trabalho apresentou uma baixa
concentracao de taninos condensados.

Houve uma grande variagdo nos valores de atividade antioxidante das
amostras, tendo alguns suplementos alimentares apresentando valores baixos,
sendo que o apelo antioxidante destes produtos € um importante fator para sua
comercializacao.

A amostra 2 ndo apresentou bom resultado de atividade antioxidante frente as
outras amostras, no entanto, apresentou altos niveis de cafeina. Especula-se que
seja adicionada cafeina ao produto.

Foi possivel quantificar acidos clorogénicos em todas as amostras, inclusive
nas amostras onde nao foi possivel identificar DNA de café. As amostras 1; 5 e 7
apresentaram altos niveis de acido clorogénico, o que pode ser explicado pela
adicdo do composto fenélico na formulagéo.
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Apesar de amostras 7 e 8 apresentarem crescimento de fungos identificados
como possiveis produtores de OTA, ndo foi possivel quantificar este metabdlito
secundario nestas amostras.

Foi possivel quantificar OTA em 6 das amostras analisadas neste trabalho,
porém nao foram identificados fungos produtores de OTA na analise de diversidade
micolégica dos produtos. O processo de producdo dos suplementos alimentares
pode levar a destruicdo da diversidade fungica mas ndo de metabdlitos secundarios
como a OTA
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ANEXO A

100mg das amostras foram pesadas em microtubos novos em balanca analitica, em
seguida €é adicionado 1mL de tampéao CTAB e misturado com um loop

Adicionado com pipeta automatica 20uL de proteinase K, em seguida, sera levado a
banho termoestético e incubado por 90 minutos a 65°C com retirada a cada 15
minutos para homogeneizagdo em vortex

Em seguida, sera adicionado 20uL de RNAse e incubado em temperatura ambiente
por 5 minutos e em banho termostatico por 5 minutos

Amostras serdo centrifugadas a 13000RPM por 10 minutos em temperatura
ambiente

500uL vao ser retirados do microtubo e transferidos para outro microtubo contendo
500pL de cloroférmio e agitado em vortex para homogeneizacao

Logo apds, amostras serdo centrifugadas a 13000rpm por 10 minutos para que
ocorra separacao de fases

Apés separacdo de fases, serd retirado em torno de 500uL do filme superior e
transferido para outro microtubo e adicionado 2 volumes de solucdo de precipitacédo
CTAB e incubados por 90 minutos em temperatura ambiente

Em seguida tubos serdo centrifugados por 10 minutos a 13000RPM. O
sobrenadante sera descartado e o precipitado sera dissolvido em 350uL de NacCl
1,2M

Em seguida, sera adicionado cloroférmio e misturado por 30 segundos em vortex,
em seguida, centrifugada nas mesmas condi¢cdes supracitadas.

Filme superior sera transferido para microtubo novo e adicionado igual volume de
isopropanol gelado. Amostras serdo homogeneizadas e acondicionadas e a -20°C
por uma noite

Amostras serdo centrifugadas a 13000RPM por 10 minutos e sobrenadante sera
descartado

Pellets serdo secos por inversao do tubo em papel absorvente, em seguida sera
adicionado etanol 70% gelado, tubos agitados e centrifugados por 10 minutos a
13000RPM e sobrenadante serd descartado e pellets serdo secos em capela de
fluxo laminar por 1 e % hora

Amostras serao dissolvidas em agua miliQ esterilizada e acondicionadas a -20°C
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