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RESUMO: Objetivou-se neste trabalho investigar a relevancia da expressdo de enzimas do processo antioxidativo na
conservacdo da qualidade do café natural e café despolpado durante o armazenamento. Os cafés foram colhidos no
estadio de maturacédo cereja e secados até 11% de umidade (bu) apds processamento por via seca (natural) e por via
Umida (despolpado). Apos a secagem, parte dos graos foi beneficiada e outra parte mantida em coco ou em pergaminho.
Em seguida os gréos foram armazenados em condic6es controladas de ar refrigerado (10°C e umidade relativa de 50%)
e em ambiente com temperatura controlada de 25°C, por periodo de 12 meses. A expressao das enzimas catalase,
esterase e peroxidase foi avaliada nos gréos dos cafés antes e apds trés, seis e doze meses de armazenamento por meio
de expressdo em gel de eletroforese. Estes resultados foram comparados ao perfil sensorial e fisioldgico das amostras.
Constatou-se que a expressdo das enzimas do processo antioxidativo esta associada com alteracbes na qualidade dos
graos de café. O café natural obtido pelo processamento via seca é mais sensivel as alteragdes bioquimicas do que os
processados por via imida, revelado pela maior expressdo da enzima catalase. O efeito benéfico da refrigeracéo do ar
de armazenagem na preservacdo da qualidade do café é evidenciado pela maior expressdo das enzimas catalase,
peroxidase e esterase, apds seis meses. A expressdo das enzimas do processo antioxidativo esta associada ao efeito
protetor da presenca do pericarpo no café natural e do endocarpo no café despolpado, indicando que o beneficiamento é
prejudicial & conservagdo da qualidade dos gréos.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica L. Pés-colheita. Catalase. Esterase. Peroxidase.

ACTIVITY OF ANTIOXIDATIVE ENZYMS IN PRESERVATION OF COFFEE QUALITY IN COOLED
ENVIRONMENT

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate the relevance of the antioxidant process enzyme expression
in the conservation of the quality of natural coffee and pulped coffee during storage. The coffees were harvested at the
cherry stage and dried to 11% moisture (bu) after dry (natural) and wet (pulped) processing. After drying, part of the
grain was processed and part kept in coconut or parchment. Then the grains were stored under controlled conditions of
refrigerated air (10°C and 50% relative humidity) and in an environment with controlled temperature of 25°C, for a
period of 12 months. The enzymatic expression of catalase, esterase and peroxidase enzymes was evaluated in coffee
beans before and after three, six and twelve months of storage by electrophoresis gel expression. These results were
compared to the sensory and physiological profile of the samples. It was found that the expression of antioxidant
enzymes is associated with changes in coffee bean quality. Natural coffee obtained by dry processing is more sensitive
to biochemical changes than those processed by wet, revealed by the higher expression of the catalase enzyme. The
beneficial effect of storage air cooling on coffee quality preservation is evidenced by the higher expression of catalase,
peroxidase and esterase enzymes after six months. The expression of antioxidant enzymes is associated with the
protective effect of the presence of pericarp in natural coffee and endocarp in pulped coffee, indicating that processing
is detrimental to the conservation.

KEY WORDS: Coffea arabica L., Postharvest. Catalase. Esterase. Peroxidase
INTRODUCAO

Na pos-colheita do café, os graos estdo sujeitos a inUmeras alteracdes fisicas, fisioldgicas e bioquimicas, as quais podem
interferir negativamente na qualidade sensorial (BOREM et al., 2013, 2014). Esses eventos podem causar a deterioragio
dos grédos e sementes, promovendo a producdo de espécies reativas de oxigénio, degradacdo e inativacdo de enzimas,
reducdo da atividade respiratéria e a perda de integridade das membranas celulares (SHARMA et al., 2012; VIDIGAL
et al., 2009). O avanco do processo deteriorativo pode ser detectado por alteracfes na expressdo de sistemas
enzimaticos em gréos e sementes quando submetidas a condi¢des de estresse, como ocorre durante 0 armazenamento
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(DUSSERT et al., 2006; SHARMA et al., 2012). Analises bioguimicas podem, portanto, prover marcadores da
deterioracdo, contribuindo para garantir a conservacdo da qualidade de grdos e sementes de café ao longo do
armazenamento. As principais enzimas envolvidas no sistema de protecdo contra a deterioracdo sdo as catalases,
peroxidases, superoxido dismutases, dentre outras enzimas antioxidativas, as quais atuam como removedoras de
“espécies reativas de oxigénio” (BERJAK, 2006). Essas espécies, conhecidas como radicais livres causam alteracdes
funcionais em membranas, promovendo a peroxidacdo de lipidios, inativacdo de enzimas e a degradacdo de acidos
nucleicos.

Durante a pés-colheita os grdos de café estdo sujeitos ao estresse causado pelas operagdes de beneficiamento, realizado
mecanicamente para a remogdo do pericarpo, no caso do café natural, e do endocarpo, no caso do café despolpado. Esta
operacdo pode causar trincas ou danos latentes, que serdo evidenciados posteriormente, durante o armazenamento. Estes
danos mecanicos podem provocar a desestruturacdo de membranas celulares e desorganizacdo celular, promovendo a
reducdo na qualidade (SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008).

Normalmente, os graos de cafés sdo armazenados apds o beneficiamento, sendo que as condi¢fes de armazenamento
em grande escala sdo realizadas em modelos convencionais, utilizando sacos de juta e em ambiente com temperatura e
umidade relativa ndo controlados. Portanto, os graos ficam expostos a condicfes de estresse durante o armazenamento.
Uma alternativa para reduzir ou evitar o estresse causado aos gréos nesta etapa € a refrigeracdo da massa de grdos, que
tem mostrado resultados positivos na qualidade dos grdos (RIGUEIRA et al., 2009). Neste trabalho investigou-se a
relevancia da expressdo de isoenzimas do processo oxidativo na conservacdo da qualidade de grdos de café submetidos
a diferentes tipos de processamento e de beneficiamento e diferentes condi¢Bes de armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se grdos de Coffea arabica L. cv, Catuai Amarelo, obtidos de lavoura da Fazenda Experimental da Fundagéao
Procafé, no municipio de Varginha, MG. Os frutos foram colhidos no estadio de maturacdo cereja e submetidos a dois
tipos de processamentos, via seca e via Umida. Parte dos frutos selecionados foi submetida imediatamente a secagem
(café natural) e outra parte foi secada apds descascamento mecanico e retirada da mucilagem por fermentagdo em agua
durante 24 horas (café despolpado).

Os cafes foram secados até a meia seca em telas de polietileno disposta de maneira suspensas e revolvidos 12 vezes ao
dia, até que atingissem umidades de 30% bu (base Umida), no café natural, e de 25% bu, no café despolpado. A partir da
meia-seca, os cafés foram transferidos para secadores mecénicos de camada fixa, onde a temperatura da massa de gréos
foi mantida em 35°C e monitorada constantemente por meio de termémetro de mercurio, até a umidade de 11 % bu.
Apos secagem, parte dos grdos foi beneficiada no descascador conjugado para limpeza, beneficio e ventilagdo PA-
DESC da empresa Palini&Alves, e a outra parte ndo foi beneficiada. Os grdos de café foram embalados em sacos de
polipropileno Jutex® e armazenados por 12 meses em dois ambientes, em cadmara fria com controle de temperatura e
umidade relativa (10 °C, 50% UR) e em sala de armazenamento com temperatura constante de 25 °C, sem controle da
umidade relativa do ar. No momento das avaliagdes, os grdos de café armazenados sem beneficiamento foram
beneficiados manualmente para evitar danos.

Antes e apds trés, seis e doze meses de armazenamento, foram coletadas amostras de todos os tratamentos, as quais
foram mantidas em deepfrezer (-80°C) até a realizacdo da analise eletroforética de isoenzimas. As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido e mantidas em -80 °C até o momento das analises.

Para a extragdo das enzimas esterase, catalase e peroxidase utilizou-se metodologia descrita por Alfenas (2006). A
corrida eletroforética ocorreu em sistema de géis de poliacrilamida. Os géis foram revelados para as enzimas esterase,
catalase, alcool desidrogenase e peroxidase, conforme Alfenas (2006). A avaliacdo dos padrdes enzimaticos foi feita de
maneira qualitativa de acordo com a presenga e intensidade das bandas, utilizando-se um transiluminador.

Os resultados obtidos na analise eletroforética de isoenzimas foram comparados ao perfil sensorial dos cafés, realizado
de acordo com a metodologia proposta por Lingle (2011) e ao perfil fisiolégico dos grédos, avaliado pelo teste de
germinacao, de acordo com as Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 observa-se a expressdo da enzima catalase nos grdos de café submetidos aos diferentes tipos de
processamento e beneficiamento e diferentes condi¢des de armazenamento. Nota-se maior expressao da enzima catalase
no café natural, em comparagdo com o café despolpado. Em outros estudos também foi detectada maior expressao
enziméatica da catalase, coincidente com pior qualidade fisiologica em grdos de café processados por via seca,
comparado aos processados por via Umida (TAVEIRA et al., 2012), indicando maior requisicdo da enzima frente ao
evento deteriorativo. Ao longo do armazenamento observou-se a reducdo da expressdo da enzima catalase,
principalmente no café natural armazenado nas condi¢es de 25 °C. Estes resultados podem estar associados com o
nivel de deterioracdo, ja que nestes tratamentos observa-se baixo desempenho fisioldgico e sensorial ao longo do
armazenamento quando comparado aos grdos processados por via Umida (Figura 2 e 3), sugerindo que o0
armazenamento do café natural sob temperatura de 25 °C pode propiciar avango do processo deteriorativo dos gréos.
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Figura 1 - Perfil eletroforético de isoenzimas da Catalase (CAT) e Esterase (EST) em gréos de café processados por via

seca (café natural) e por via Umida (despolpado), armazenados beneficiados ou ndo, por 12 meses em diferentes
condicdes.
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Figura 2 - Perfil sensorial dos gréos de café processados por via imida (café despolpado) e por via seca (café natural),
armazenados beneficiados ou ndo, por 12 meses em diferentes condicdes.
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Figura 3 - Perfil fisioldgico dos grdos de café, por meio do teste de germinacdo, processados por via Umida (café
despolpado) e por via seca (café natural), armazenados beneficiados ou ndo, por 12 meses em diferentes condices.

O café beneficiado mecanicamente apresentou menor expressdo da catalase, quando comparado aos grdos ndo
beneficiados, durante o armazenamento. Ao associar este resultado com o perfil fisioldgico, nota-se que a germinagdo
dos grdos beneficiados e armazenados foi nula, desde a primeira época de avaliacdo. No perfil sensorial também foi
notado maior reducdo da qualidade nos cafés armazenados beneficiados, nos dois processamentos (Figura 3).

Dessa maneira, a menor expressdo da CAT pode ser explicada pelo fato de que estes gréos ja estdo em estado de
deterioracdo avangado, provavelmente pela presenca de danos mecénicos causados pelo beneficiamento, afetando a
sintese de enzimas (SHARMA et al., 2012). J& nos cafés armazenados sem beneficiamento, a presenca do pericarpo
(casca) pode ter favorecido a conservacdo da qualidade ao longo do armazenamento. Ressalta-se que, esses graos ndo
apresentavam danos mecénicos, uma vez que foram beneficiados manualmente, antes da avaliacéo.

Para os grdos de café despolpados ndo foram observadas grandes diferengcas na expressdo da enzima catalase,
possivelmente por que o café processado por via imida é menos sensivel as alteracfes causadas pelas etapas de pds-
colheita quando comparado ao café natural (MALTA et al., 2013; SAATH et al., 2014; TAVEIRA et al., 2012).

Em relacéo as condigdes de armazenamento (10 °C, UR 50% e 25 °C), observou-se maiores diferencas a partir de seis
meses de armazenamento (6 meses), com maior expressao enzimatica da CAT nos cafés armazenados em temperatura
de 25 °C, sem controle da UR em comparagdo aos grdos de café armazenados em ambiente refrigerado (10 °C, UR de
50%). Contudo, essa situacdo foi mais evidente nos cafés processados por via seca, 0 que foi também, observado nos
resultados da andlise sensorial (Figura 3).

Para a enzima Esterase (EST) observou-se, de maneira geral, maior expressdo enzimatica em gréos de café, antes do
armazenamento (tempo zero de avaliagdo) ou nos primeiros meses de armazenamento, com redugdo da expressao dessa
enzima ao longo do armazenamento (Figura 1), assim como foi observado na avaliacdo da qualidade sensorial (Figura
3). Em outras espécies também foi constatada maior intensidade das bandas e atividade da enzima esterase antes do
armazenamento e a diminuicdo da intensidade das bandas e atividade da enzima com o avanco do processo de
deterioracdo ao longo do armazenamento (PADILHA et al., 2001; SANTOS; MENEZES; VILELA, 2004).

Observou-se também diferencgas no perfil eletroforético da enzima esterase em relagdo ao tipo de processamento, com
maior expressdo da enzima no café natural ndo beneficiado no inicio do armazenamento, quando comparado com 0s
cafés submetidos ao beneficiamento. Observou-se também maior expressdo da enzima nos cafés nao beneficiados e
armazenados a 10 °C a partir dos seis meses de armazenamento, ressaltando o efeito benéfico da temperatura mais baixa
do ar e da presenca do pericarpo protegendo os gréos.

J& nos gréos processados por via Umida (despolpado), nota-se no inicio do armazenamento um padrdo similar da
expressdo da EST entre os tratamentos. Contudo, a partir dos 6 meses de armazenamento é observada reducdo da
expressdo enzimatica em grdos de café beneficiados e armazenados em temperatura de 25 °C em relagdo aos outros
tratamentos. Por outro lado, ndo houve alteragdo da expressdo da enzima quando o café despolpado foi armazenado em
ar refrigerado (10 °C), independentemente do beneficiamento.

Os cafés com maior expressdo da enzima esterase, os quais ndo foram submetidos ao beneficiamento e foram
armazenados em temperatura constante de 10 °C, também apresentaram melhor desempenho fisiol6gico (Figura 2). Esta
relagdo entre a expressdo da enzima e a qualidade fisioldgica dos grdos de café também foi observada por Brandao
Junior et al. (2002), que relataram diminuigcdo do nimero de bandas e intensidade da enzima esterase com a perda da
viabilidade das sementes de café, corroborando os resultados obtidos neste trabalho.
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Com relagdo a enzima peroxidase é possivel observar aumento da expressdo enzimatica ao longo do armazenamento
(Figura 4). Esta enzima esta associada a oxidacdo por perdxidos, promovendo a desintoxicacdo celular ao remover o
perdxido de hidrogénio. Este € um importante mecanismo de defesa em organismos vegetais (HAN; LIU; YANG, 2009;
MOUSSA; ABDEL-AZIZ, 2008). Antes do armazenamento observou-se menor expressdo da peroxidase no café
despolpado e submetido ao beneficiamento mecénico em comparacdo aos demais tratamentos (Figura 4).

Natural Despolpado
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Peroxidase

Figura 4 - Perfil eletroforético da isoenzima Peroxidase (PO) em grédos de café processados por via seca (café natural) e
por via imida (despolpado), armazenados beneficiados ou ndo, por 12 meses em diferentes condicoes.

Nos grdos de café despolpado, é possivel observar maior expressdo enzimatica da peroxidase, a partir do sexto més de
armazenamento em condicdes refrigeradas (10 °C e UR 50%), em relacdo aos grdos armazenados em temperatura mais
alta, independentemente do tipo de beneficiamento. J& no café natural, a maior expresséo da enzima ocorreu em cafés
ndo beneficiados (em coco) e armazenados em temperatura mais baixa, de 10 °C, e com umidade relativa controlada de
50%. Nos dois processamentos, os cafés que tiveram maior expressdo da peroxidase também possuiam melhor
desempenho fisioldgico. Resultados semelhantes foram encontrados por diversos autores, 0s quais observaram maior
expressdo enzimatica da peroxidase em cafés com qualidade fisioldgica superior (SAATH et al., 2014; TAVEIRA et al.,
2012), j& que a perda da sua atividade pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O2 e radicais livres sobre o0s
cidos graxos insaturados de membrana. Esta situagdo provoca a degeneracdo de membranas e o comprometimento
fisiologico de graos e sementes.

CONCLUSOES

1. A expressao de enzimas antioxidativas est4 associada a deterioracdo de graos de café.

2. Gréos de café obtidos pelo processamento via seca sdo mais sensiveis que 0s processados via Umida, as
alteracBes bioquimicas no processo deteriorativo, revelado pela maior expressao das enzimas catalase.

3. O efeito benéfico da conservacdo de gréos de café em ambiente refrigerado é evidenciado pela maior expressao
das enzimas catalase e peroxidase, a partir de seis meses de armazenamento.

4. A protecdo do endosperma, pela presenca do pericarpo ou do endocarpo é benéfica a manutencdo da qualidade

e esta relacionada a expressdo de enzimas antioxidativas.
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