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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os perfis proteicos e o desempenho fisioloégico de sementes de
café submetidas a diferentes métodos de processamento e secagem. Foram avaliados os processamentos por
via seca e imida, e as secagens natural, em terreiro, e artificial a 60°C, ou a 60°C até 30% de umidade e 40°C
até teor final de 11% (base timida). Apos serem processadas e secadas, as sementes foram avaliadas quanto ao
desempenho fisiologico e submetidas a analises bioquimicas, por meio da eletroforese de proteinas resistentes
ao calor LEA (“late embryogenesis abundant”) e das enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase,
esterase, polifenoloxidase, isocitrato desidrogenase, alcool desidrogenase e malato desidrogenase. O perfil
proteico de sementes de café ¢ afetado pelo método de processamento e de secagem. Os cafés processados por
via umida apresentam maior tolerancia a secagem — revelada pela maior atividade de enzimas antioxidativas e
pelo melhor desempenho fisiolodgico — do que os processados por via seca. A atividade de proteinas resistentes
ao calor e de enzimas antioxidantes ¢ variavel promissora para diferenciar a qualidade dos cafés submetidos a
diferentes manejos pos-colheita.

Termos para indexagdo: Coffea arabica, enzimas antioxidativas, manejo pds-colheita, proteinas LEA, proteinas
resistentes ao calor.

Protein profiles and physiological performance of coffee seeds subjected
to different processing and drying methods

Abstract — The objective of this work was to evaluate the protein profiles and physiological performance of
coffee seeds subjected to different drying and processing methods. We evaluated processing by dry and wet
routes, the drying methods: natural, on the patio, and artificial at 60°C, or at 60°C until 30% of moisture
content and 40°C until 11% (wet basis). After processing and drying, the seeds were evaluated as to their
physiological performance and subjected to biochemical analyses with electrophoresis of heat-resistant LEA
(late embryogenesis abundant) proteins and of the enzymes superoxide dismutase, catalase, peroxidase,
esterase, polyphenol oxidase, isocitrate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, and malate dehydrogenase.
The protein profile of coffee seeds is affected by the processing and drying methods. The coffee processed
by wet route has higher tolerance to drying — shown by the higher activity of antioxidative enzymes and
better physiological performance — than that processed by dry route. The activity of heat-resistant proteins and
antioxidant enzymes is a promising variable for the differentiation of the quality of coffee subjected to different
postharvest management.

Index terms: Coffea arabica, antioxidative enzymes, postharvest management, LEA proteins, heat-resistant
proteins.

Introducio

Durante o processamento e a secagem do café, os
graos estdo sujeitos a alteragdes fisicas, bioquimicas e
fisiologicas que podem influenciar aroma e sabor (Bytof
et al., 2007; Borém, 2008). Entre essas alteracdes,
Borém et al. (2008) e Marques et al. (2008) destacam

os efeitos dos manejos pos-colheita sobre a integridade
dos sistemas de membranas.

Alteragdes na qualidade do café, na pos-colheita,
constituem um fendmeno ainda pouco conhecido e
alvo de avangados estudos. Os eventos que ocorrem
nessa fase podem interferir negativamente na qualidade
dos graos e devem ser rapidamente detectados para
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prevencdo. Portanto, estudos de sistemas enzimaticos
podem contribuir para o entendimento dos eventos
deteriorativos que culminam em queda na qualidade
de bebida dos graos e no desempenho fisiologico das
sementes.

Bytof et al. (2007) constataram que cafés
processados por via uUmida, ou despolpados,
apresentam maior atividade de enzimas relacionadas
ao final da embriogénese, associadas ao metabolismo
da germinacdo, tais como a isocitrato liase e a
B-tubulina. Livramento (2008), ao avaliar cafés naturais
(processamento via seca) e despolpados, secados
em terreiro ou com ar aquecido a 60°C, observou
que, além do processamento, a temperatura do ar de
secagem também tem forte influéncia na constituicdo
bioquimica do produto final. Além disso, durante
0 processamento ¢ a secagem de sementes e graos,
podem ocorrer alteragdes na composicdo relativa de
fosfolipidios de membranas (Dussert et al., 2006), na
sintese de proteinas resistentes ao calor e na capacidade
das sementes em prevenir, tolerar ou reparar danos por
radicais livres (Berjak, 2006).

As proteinas resistentes ao calor, as quais se
acumulam em resposta ao acido abscisico, na fase
final de maturagdo — por isso, denominadas, também,
de proteinas “late embryogenesis abundant” (LEA) —,
tém fungdo protetora na prevengdo de danos causados
pela reducdo nos teores de agua nas sementes (Berjak,
2006; Vidigal et al., 2009). Essas proteinas apresentam
fungdo protetora nas sementes e tém grande importancia
na preven¢ao de danos por secagem (Guimaries et al.,
2002; Faria et al., 2003; Vidigal et al., 2009). Nesse
contexto, caberessaltar que essa protecao de membranas
celulares pode resultar na retengdo de componentes
formadores do sabor e do aroma nas células.

Outro tipo de protecdo importante que ocorre nas
sementes ¢ a exercida por sistemas antioxidantes contra
a acdo de radicais livres. Se a acdo de radicais livres
ndo for controlada, eles podem alterar a funcionalidade
das membranas e promover a peroxidagdo de lipidios,
a inativacdo de enzimas e a degradacdo de acidos
nucléicos (Greggains et al., 2000). Portanto, baixa
atividade de enzimas removedoras de perdxidos
contribui para a deterioracdo dos graos. Segundo
Berjak (2006), a reducdo na atividade de enzimas
removedoras de radicais livres aumenta a sensibilidade
das sementes a estresses oxidativos. As enzimas
superoxido dismutase, catalase e peroxidase compdoem
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o principal sistema enzimatico contra radicais livres
(Berjak, 2006).

A oxidagdo de polifendis, pela enzima
polifenoloxidase, é outro evento bioquimico que pode
prejudicar a qualidade de bebida do café. De acordo
com Goulart (2003), este mecanismo ¢ considerado
como uns dos principais indutores da depreciagdo da
qualidade da bebida do café. A redugdo na atividade
dessa enzima também estd relacionada a integridade
do sistema de membranas.

Além das enzimas ja mencionadas, outras também
estdo ligadas ao processo de deterioragdo das sementes
e dos graos, como a esterase, a isocitrato desidrogenase
¢ a malato desidrogenase (Coutinho et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os perfis
proteicos e o desempenho fisiologico de sementes de
café submetidas a diferentes métodos de processamento
e secagem.

Material e Métodos

Foram avaliados dois métodos de processamento
e trés formas de secagem de café (Coffea arabica L.
‘Catuai Vermelho TAC 99°), tendo-se utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial (2x3), com trés repeticdes.

O café, colhido na safra 2008/2009, foi selecionado
manualmente, tendo-se buscado a uniformidade dos
frutos no estadio cereja de maturagdo. Os frutos foram
processados por via seca (café natural) e imida (café
despolpado), de acordo com a metodologia proposta
por Borém (2008). Apds o processamento, os graos de
café foram secados em terreiro ou com ar aquecido a
60°C ou temperatura alternada de 60 a 40°C. A parcela
que recebeu o tratamento com ar aquecido a 60°C
permaneceu no secador até que o teor de agua atingisse
11+0,5% (base umida, bu). Ja o tratamento com ar
aquecido a 60 e 40°C, foi secado com temperatura de
60°C até atingir teor de dgua de 30% (bu) e finalizado
com 40°C até o teor final de agua de 11% (bu).

A secagem com ar aquecido foi feita com secador
de camada fixa, de 0,15 m, acoplado a condicionador
de ar de alta precisdo, conforme proposto por
Fortes et al. (2006), com controle de temperatura
(T) e umidade relativa (UR) do ar de secagem. Para
garantir uniformidade nas condigdes de secagem,
independentemente das variagdes ambientais, utilizou-
se o valor constante de 19% para a umidade relativa,
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quando o ar ambiente foi aquecido a 40°C, e de 7%,
quando o ar foi aquecido a 60°C. Esses valores foram
obtidos a partir das caracteristicas termodinamicas
do ar aquecido e das condigdes ambientais médias da
regido Sul de Minas Gerais (Borém, 2008).

Os graos foram macerados em nitrogénio liquido, na
presenca de PVP (polivinilpirrolidona), e as amostras
foram armazenadas em “deep-freezer” a -80°C, até a
realizacdo das analises.

Utilizou-se a metodologia proposta por Alfenas
(2006) para extragdo, corrida eletroforética e revelagdo
das proteinas resistentes ao calor e das isoenzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), esterase
(EST), polifenoloxidase (PPO), peroxidase (PO),
alcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase
(MDH) e isocitrato desidrogenase (IDH).

Os graos foram submetidos a avaliagdo da qualidade
fisiologica, por meio de testes de germinagdo, de acordo
com as Regras para analises de sementes (2009).
Nesses testes, foram determinadas as percentagens
de protrusdao radicular apos 15 dias da semeadura,
de plantulas normais apos 30 dias e de plantulas com
folhas cotiledonares apos 45 dias.

Resultados e Discussao

Independentemente do método de processamento e
secagem utilizado, a atividade de proteinas resistentes
ao calor ocorreu em todos os tratamentos (Figura 1).
Essas proteinas sdo sintetizadas e acumuladas nos
estddios mais tardios do desenvolvimento dos
grdos, antes ou durante a secagem. Embora nao
completamente esclarecida, sua fung¢do esta associada
a tolerancia a dessecacdo e a protegdo dos sistemas
de membranas (Berjak, 2006). Pode-se observar que
graos despolpados tiveram atividade mais intensa
destas proteinas, comparada a de graos processados
por via seca (processamento natural). Guimaraes et al.
(2002) sugeriram que modificagdes ocorridas no perfil
de proteinas resistentes ao calor reduzem a tolerancia
a dessecacdo das sementes de café. Além de menor
atividade de proteinas resistentes ao calor, as sementes
processadas por via seca também apresentaram menor
tolerancia a secagem, o que foi revelado por seu pior
desempenho fisiologico (Figura 2).

A redugdo na atividade das enzimas removedoras
de radicais livres (SOD, PO e CAT) — detectada pela
analise de seus padroes eletroforéticos (Figura 1) — esta
relacionada a perda de viabilidade das sementes (Berjak,

2006). Esses sistemas enzimaticos estdo envolvidos
na resposta antioxidativa para neutralizar o oxigénio
singleto e outros radicais livres formados sob condigdes
de estresse (Dussert et al., 2006), como as que ocorrem
durante a secagem. Segundo Berjak (2006), os danos
em membranas, pela dessecacdo, podem ser causados
por oxidacdo, que promove esterificacdo fosfolipidica
ou peroxidagdo de lipidios.

Observou-se maior atividade da enzima CAT em
graos de café natural, processados por via seca, € nos
graos secados a 60 e a 60/40°C (Figura 1 D), os quais
também apresentaram piores desempenhos fisiologicos
(Figura 2). Essa enzima estd envolvida na remocgio
de peroxidos de hidrogénio (H,0,) das células, e sua
maior atividade pode estar associada a diminui¢ao de
mecanismos de preven¢do de danos oxidativos (Bailly
et al.,, 1996). Esses resultados ndo concordam com
os de Brandao Junior et al. (2002), que verificaram
decréscimo da atividade da catalase em sementes de
café com menor desempenho fisioldgico resultante de
dessecagdo. Provavelmente, a maior atividade da CAT
nos graos de cafés secados nos frutos (processamento
natural) deveu-se a alta producdo de peroxido de
hidrogénio H,0,, resultante da atuag@o da enzima SOD
(Figura 1 B) na remocao dos radicais livres.
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Figura 1. Padrdo eletroforético de proteinas resistentes
ao calor (A) e das isoenzimas superdxido dismutase
(B), peroxidase (C) e catalase (D), em sementes de café
submetidas aos processamentos via seca (café natural) e via
umida (café despolpado), secadas em terreiro (Tremeio) € €M
secador a 60 (Tgpc) € a 60/40°C (Tgou0ec)-
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Nkang et al. (2000) constataram decréscimo nas
atividades de CAT e SOD, associado a aumento nos
niveisdehidroperdxidos, durante o processo de secagem
de sementes de Telfairia occidentalis. Li & Sun (1999)
observaram aumentos na peroxidagdo de lipidios em
eixos embrionarios de Theobroma cacao, durante
dessecacgao, relacionados a decréscimo nos sistemas
enzimaticos de protecdo. Segundo estes autores,
esses resultados indicam aumento no teor de radicais
livres oxidativos que, apesar de ndo quantificado, foi
confirmado pelo aumento da lixiviacao de eletrolitos
e pela perda de viabilidade das sementes intolerantes
a dessecacdo. Similarmente, Tawfik & Huyghebaert
(1999) relataram que a exposi¢ao dos acidos graxos a
oxidagao causada pela desestruturagdo da membrana é
um dos principais fatores depreciativos da qualidade
de alimentos, por causar rancificacdo. Pode-se observar
que o café processado via seca (natural) e secado
artificialmente apresentou menor atividade da enzima
PO (Figura 1 C). J4 o café despolpado, apresentou
maior atividade da enzima PO e melhor qualidade
fisiologica (Figura 2). Assim como SOD e CAT, a PO
esta associada a remogdo de produtos indesejaveis da
peroxidagdo de lipidios, em sementes e graos.

O café processado via seca (natural) e secado
artificialmente apresentou menor atividade da enzima
PO (Figura 1 C). De acordo com Borém (2008), o
café proveniente do processamento via seca (natural)
requer exposicao mais prolongada ao ar de secagem
do que o despolpado, para ser seco. Dessa forma, o
perfil eletroforético da PO pode ser um indicador
fisiolégico da desnaturacdo das sementes de café,
causada pela exposicdo prolongada a elevadas
temperaturas. Branddo Junior et al. (2002) também
verificaram reducdo na atividade dessa enzima em
sementes de café danificadas pela secagem, as quais
sdo mais sensiveis a dessecacdo. Portanto, os cafés
secados nos frutos (processamento natural) deverdo
ter menor tolerdncia a dessecacdo em comparacao
aos despolpados. Essa suposicdo é corroborada pelo
melhor desempenho fisiologico observado nos cafés
despolpados (Figura 2).

A atividade da enzima EST foi maior nos graos de
cafés despolpados, processados por via imida, quando
comparada a ocorrida no café natural (Figura 3 A).
Além disso, aparentemente, os griaos despolpados,
secados em terreiro, apresentaram maior atividade
dessa enzima do que os submetidos a secagem de
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60/40°C, mas atividade semelhante aos secados a
60°C. No entanto, nos graos de café natural secados
em terreiro, a esterase apresentou maior atividade do
que nos despolpados, também secados em terreiro.
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Figura 2. Desempenho fisiologico das sementes de café
processadas via seca (café natural) e via Umida (café
despolpado), secadas em terreiro e em secador a 60 ¢ a
60/40°C.
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A enzima esterase participa das reagdes de hidrolise de
ésteres e pode, também, atuar sobre os fosfolipidios de
membrana (Taiz & Zeiger, 2004). Brandao Junior et al.
(2002) observaram aumento na atividade e no numero
de bandas dessa enzima em sementes envelhecidas ou
danificadas.

A intensidade das corridas da enzima PPO foi bem
diferente entre os cafés naturais e os despolpados
(Figura3 B).Osprimeiros apresentarammenor atividade
da enzima do que os ultimos. Essa enzima encontra-
se ligada as membranas celulares e ¢ ativada quando
ocorre ruptura nestas. A PPO atua sobre os compostos
fenolicos, os quais conferem ao café sabor adstringente
indesejavel, quando em quantidades elevadas (Goulart,
2003; Santos et al., 2009). Entretanto, esses compostos
tém importante funcdo antioxidante e de protecdo de
aldeidos, como os acidos clorogénicos e o caféico.
Quando ocorrem danos nas membranas, essas enzimas
sdo liberadas e ativadas, e podem reagir com substratos
fenolicos intra e extracelulares, e transforma-los em
quinonas (Amorin, 1978).

Esses resultados confirmam os de Santos etal. (2009),
que verificaram alta atividade da enzima PPO em cafés
despolpados. Pimenta & Vilela (2003) relataram que a
baixa atividade da PPO esta relacionada a cafés com
qualidade inferior, provenientes de frutos secos ainda
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Figura 3. Perfil eletroforético das isoenzimas: A, esterase;
B, polifenoloxidase; C, isocitrato desidrogenase; e D,
malato desidrogenase, em sementes de café submetidas aos
processamentos via seca (café natural) e via umida (café
despolpado), secadas em terreiro (Tremeiro) € €m secador a 60
(Tepec) € a 60/40°C (Top/a0¢)-

no campo e de frutos sobremaduros. Muitos fatores
podem influenciar a atividade da PPO; contudo,
no presente trabalho, foi possivel isolar e avaliar,
adequadamente, o efeito dos diferentes tratamentos
de secagem sobre os grios, possivelmente pelo fato
de estes terem sido colhidos de maneira uniforme, no
estadio cereja de maturagao.

A maior atividade da IDH foi observada em café
natural, principalmente quando secado no terreiro
(Figura 3 C). A secagem com ar aquecido a 60°C
e a 60/40°C diminuiu sua atividade. Ja no café
despolpado, a maior atividade foi observada quando
o café foi secado a 60°C, e quase nenhuma atividade
foi verificada quando secado a 60/40°C ou no terreiro.
Mudangas nas rotas de respiragdo dos graos podem
ocorrer durante o processamento e a secagem, ja que
estes sdo submetidos a diferentes temperaturas — o
que afeta as taxas de respiragdo — ¢ pode haver baixa
disponibilidade de oxigénio em algumas condigdes
de processamento e secagem. A mudanga nas rotas
respiratorias pode determinar diferentes atividades da
IDH, pois essa enzima esta relacionada a respiragao
aerdbica e tem importante fungdo no ciclo de Krebs
(Taiz & Zeiger, 2004). Ha necessidade, no entanto, de
estudos mais aprofundados para a determinacdo do
momento em que essas mudangas ocorreriam durante
0 processamento € a secagem.

A atividade da enzima MDH foi semelhante em todos
os tratamentos de secagem, tanto para os cafés naturais
quanto para os cafés despolpados (Figura 3 D). Assim
como a IDH, a MDH ¢é uma enzima da rota respiratéria
e tem importante funcdo de catalise da reacdo de
malato a oxalato, na ultima reag¢do do ciclo de Krebs
(Santos et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004; Coutinho
et al., 2007). Brandao Junior et al. (1999) observaram
que a atividade da MDH foi a menos afetada pelos
tratamentos de envelhecimento em sementes de milho.
Ha indicios de que essa maior estabilidade da enzima
também tenha ocorrido durante o processamento ¢ a
secagem dos graos de café, no presente trabalho.

Atualmente, é comum a aplicagdo de altas
temperaturas em cafés naturais, para uma secagem
rapida, e de temperaturas mais baixas nos despolpados.
Esse procedimento é adotado por acreditar-se que, por
ainda estarem nos frutos, as sementes de café natural
seriam mais resistentes a secagem e estariam menos
expostas do que os despolpados. Porém, com base nos
resultados obtidos no presente trabalho, pode-se afirmar
que os cafés processados por via umida (despolpados)
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apresentam maior tolerdncia a secagem do que os
processados por via seca (naturais). Assim, os dados
obtidos podem fundamentar a indicagao de mudanca
nos métodos de secagem comumente adotados em
fazendas cafeeiras e, também, ser precursores de estudos
e inovagdes no desenvolvimento de metodologias
de secagem mais rapidas ou com temperaturas mais
baixas.

Para tanto, sdo necessarias mais pesquisas para
detectar o momento em que as transformagdes nos
perfis proteicos ocorrem, o que contribuiria para
aprimorar as tecnologias pos-colheita para a obtengio
de cafés de melhor qualidade.

Conclusoes

1. O perfil proteico em graos ¢ afetado pelo método
de processamento e de secagem.

2.0 café processado via Uimida apresenta maior
tolerancia a secagem do que o processado por via seca,
revelada pela maior atividade de enzimas antioxidantes
e pelo melhor desempenho fisiologico.

3. A atividade das proteinas resistentes ao calor
e das enzimas antioxidantes ¢ varidvel promissora
para diferenciar a qualidade dos cafés submetidos a
diferentes manejos pos-colheita.
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