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VIGNOLI, Josiane Alessandra. Efeito da matéria-prima e do processamento nos
compostos bioativos e na atividade antioxidante do café. 2009. 129f. Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

O consumo de café registrou um crescimento significativo nos dltimos anos. As duas espécies
mais comercializadas sdo Coffea arabica e Coffea canephora, sendo a primeira de maior
valor comercial e qualidade sensorial. Atualmente, varios estudos sugerem efeitos
potencialmente benéficos na salde devido ao consumo da bebida, como a eficiéncia e
protecdo contra alguns tipos de cancer, doencas do figado e danos aos tecidos induzidos por
radiacdo. O café contém vé&rios componentes bioativos que podem explicar esse efeito
positivo, destacando-se os antioxidantes. Desta maneira, este trabalho teve como objetivo
avaliar aatividade antioxidante (AA) do café arébica e robusta e sua composi¢do quimica, sob
influéncia de diferentes condigdes de processamento, como grau de torra e processo de
extracdo e método de preparo da bebida final, correlacionando a AA com 0s compostos
identificados. A AA foi avaliada pelos métodos FRAP, ABTS, deoxirribose, DPPH e
determinacéo de fendlicos totais (Folin- Ciocalteau). A composicdo quimica foi determinada
por CLAE e CG/MS. Os compostos que mais se destacaram pelo potencial antioxidante foram
o &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), melanoidinas, cafeina, maltol e guaiacéis, mas a
capacidade de cada um foi variavel nos diferentes métodos empregados. O processo de torra
provocou uma degradacdo de compostos fendlicos, mas esse fato foi compensado pela
formacao de melanoidinas, o que manteve o equilibrio da AA do produto. Entretanto, quando
condicbes de torra mais severas foram aplicadas, a formagcdo de novos potenciais
antioxidantes ndo foi o suficiente para compensar a degradacdo, provocando uma diminuicdo
da AA de produtos de cor escura. A maior presenca de cafeina no café robusta conferiu a seus
produtos maior AA. O processo de extracdo utilizado para café solavel influenciou a
composi¢cdo quimica do produto, principalmente para amostras de cor clara, onde se observou
uma maior preservacdo de 5-ACQ e extragdo de cafeina no processo utilizando duas correntes
de &gua. Diferentes méodos de preparo da bebida levaram a uma diferenciacdo na
composicao quimica e AA. Bebidas de filtro e espresso mostraram-se semelhantes quanto a
composicdo e AA. A maior extracdo de solidos da bebida espresso favoreceu a maior AA
observada na maioria dos métodos. No entanto, todas as bebidas originadas do café torrado
(filtro, espresso e soluvel) apresentaram uma expressiva AA que foi atribuida principalmente
acafeina, 5-ACQ e melanoidinas.

Palavras-chave: &cido 5- cafeoilquinico, cafeina, Coffea arabica, Coffea canephora,
melanoidinas.



VIGNOLI, Josiane Alessandra. Effect of the raw material and process on bioactive
compounds and antioxidant activity of coffee. 2009. 129 f. TESE (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina

ABSTRACT

The consumption of coffee registered a significant growth in the recent years. The species
mostly commercialized are Coffea Arabica and Coffea Canephora. Coffee arabica is the
quality of highest commercial value and better sensorial quality. Currently, several studies
considering the effects of coffee on health suggest potentially beneficial effects of this
beverage consumption, such as efficiency and protection against some types of cancer, liver
diseases and damage to tissues caused by radiation. Coffee contains several bioactive
components that may explain this positive effect, especially the antioxidants. Hence, the aim
of this study was to evaluate the antioxidant activity (AA) of arabica and robusta coffees and
its chemical composition, under the influence of different processing conditions, such as
roasting degree, extraction process and method of preparing the final beverage, correlating the
AA with the identified compounds. AA was evaluated by the methods FRAP, ABTS,
deoxyribose, DPPH and determination of phenolic compounds (Folin-Ciocalteau). The
chemical composition was determined by HPLC and GC / MS. The potential antioxidant was
highlighted on the following compounds. 5-caffeoylquinic acid (5-CQA), melanoidins,
caffeine, maltol and guayacol, however the ability of each compound has varied depending on
the employed method. The roasting process caused a degradation of phenolic compounds,
although this fact has been compensated by the formation of melanoidins, maintaining the
balance of AA on the product. However, when stricter roasting conditions have been applied,
the formation of new potential antioxidants was not enough to compensate the degradation,
causing a decrease of AA on the dark roast qualities. Caffeine levels are higher in robusta
beans and this has increased its AA. The extraction process used influenced the chemical
composition of the product, especially for light roast samples. On these samples, a greater
preservation of 5-CQA and extraction of higher caffeine levels were observed on the process
using two streams of water. Different methods of preparation of the drink resulted on a
differentiation in the chemical composition and AA. Filter beverages and espresso drinks
presented to be similar in composition and AA. The higher extraction of solids on espresso
drinks has favored the highest AA observed in most of the methods. Although, all drinks
originated from roasted and ground coffee (filter, espresso and soluble (instant coffee) have
shown a significant AA which was mainly attributed to the caffeine, 5-CQA and melanoidins.

Keywords. 5- Caffeoylquinic Acid, caffeine, Coffea arabica, Coffea canephora, melanoidins.
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1. INTRODUCAO

O café é a segunda mercadoria mais importante para a economia mundial depois do
petréleo (BORRELI et al., 2002). Setenta e cinco por cento das bebidas tipo soft drink
consumidas regularmente no mundo sdo café; sendo que os tipos de bebidas e a modalidade
de consumo sdo fortemente associados com os habitos sociais e culturas dos diferentes paises
(LOPEZ-GALILEA, DE PENA, CID, 2007). Uma pesquisa mostra que 9 em cada 10
brasileiros acima de 15 anos consomem café diariamente, 0 que faz deste a segunda bebida
com maior penetracdo na populacdo, atras apenas da égua e a frente dos refrigerantes e do
leite (ABIC, 2008). Segundo dados da Secretaria de Producéo e Agroenergiado Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa), em 2008, o Brasil, entre os paises produtores
fechou como maior consumidor, representando 53% de todo 0 consumo de paises produtores,
seguido pelo México (7%), Indonésia (6%) e Etidpia (5%) (MAPA, 2008).

No Brasil, 0 consumo per capita para o ano de 2008 foi de 5,64 kg de café em gréo
cru ou 4,51 kg de café torrado, quase 74 litros para cada brasileiro por ano, registrando uma
evolucéo de 2,1% em relacdo ao periodo anterior. Este resultado iguala o consumo por
habitante/ano do Brasil ao da Itdlia (5,63 kg/hab.ano), supera o da Franca (5,07 kg/hab.ano)
ficando pouco abaixo da Alemanha (5,86 kg/hab.ano). Os campedes de consumo, entretanto,
ainda sdo os paises nérdicos - Finlandia, Noruega, Dinamarca - que consomem cerca de 13
kg/hab.ano. Por outro lado, considerando o café ja torrado e moido, o consumo per capita de
4,51 kg/hab.ano aproxima-se do consumo histérico de 1965, que foi de 4,72 kg/hab.ano
(ABIC, 2008).

O café pertence a0 género Coffea e, de dezenas de espécies, somente duas tém
importancia econdbmica no mercado mundial: ardbica (Coffea arabica) e robusta (Coffea
canephora). O café ardbica € mais valorizado economicamente devido ao seu aroma e sabor.
Ao longo dos séculos, diversas variedades foram plantadas em solo brasileiro. Atualmente as
duas variedades de arabica mais cultivadas séo Mundo Novo e Catuai. O café robusta, apesar
de menos valorizado economicamente, tem grande aceitacdo no mercado norte-americano e
europeu. 1sso se deve principalmente ao fato de ser utilizado na fabricag@o de café solavel,
por possuir maior teor de substancias solUveis, aclcares e cafeina, em comparacdo ao café
ardbica. (COFFEE BREAK, 2006).

Nos ultimos anos, devido a um grande interesse em alimentos que promovam
fungdes fisioldgicas, a relacdo entre café e salde tem sido extensivamente estudada. A bebida
do café vem se destacando entre outras pelo seu potencial antioxidante, além de seu sabor e
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aroma agradaveis. E conhecido que gréos de café verde, café torrado e a bebida do café
contém compostos que exercem atividade antioxidante (PARRAS et al., 2007). A presenca de
grande quantidade de &cidos clorogénicos no café contribui significativamente para sua
atividade antioxidante. Apesar do decréscimo destes polifendis no processo de torra,
recentemente tém sido mostrado que acido quinico e caféico, componentes dos acidos
clorogénicos, sdo quimicamente incorporados as melonoidinas durante este processo
(BEKEDAM et al., 2008 &), além da potencial atividade antioxidante j& demonstrada para
cafeina (SHI; DALAL, 1991).

Diferentes métodos sdo utilizados para caracterizar a capacidade antioxidante de
alimentos. Entretanto, ndo ha nenhum método universal pelo qual a atividade antioxidante
possa ser medida precisamente e quantitativamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). A
capacidade antioxidante da bebida do café ja foi estudada pelos ensaios de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) (SANCHEZ — GONZALEZ; JMENEZ-ESCRIB; SAURA-
CALIXTO, 2005), ABTS (2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) e DMPD
(N, N-dimethil-p-phenylenediamine) (SANCHEZ — GONZALEZ; JMENEZ-ESCRIG;
SAURA-CALIXTO; BORRELI et al., 2002), deoxirribose (DAGLIA et al.,2004), DPPH (2,2
Difenil-1- picrilhidrazil) (BORRELI et al., 2002) e determinacdo de fenolicos totais
(BORRELI et al., 2002). Muitos desses estudos referem-se ao café verde e torrado, porém
muitas vezes ndo ha um controle da matéria-prima e das condigdes de processo dificultando a
comparacao entre dados da literatura. Sobre os antioxidantes presentes no café solvel, pouco
€ conhecido.

Desta maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar ainfluéncia do processo de
torra e extragdo na atividade antioxidante do café, e pogteriormente a influéncia do método de
preparo das bebidas, relacionando a atividade antioxidante avaliada por diferentes métodos,
Com 0s compostos bioativos presentes.

Dentro do contexto do trabalho, o capitulo 1 apresenta uma revisdo bibliogréfica,
abrangendo composicdo quimica e processamento do café, os compostos presentes
possivelmente associados a AA; radicais livres e antioxidantes e métodos para avaliagcéo da
atividade antioxidante.

O capitulo 2 refere-se a adequacdo e precisdo de diferentes técnicas de medida de
atividade antioxidante para o café torrado e sollvel, assim como de uma técnica
cromatografica para determinacéo dos principais compostos potencialmente associados a AA
dos produtos. As metodologias validadas nesse capitulo foram empregadas em todo o

desenvolvimento do trabalho.
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O capitulo 3 refere-se a0 estudo de composicdo quimica e AA para café torrado e
moido, descrevendo o comportamento dos principais compostos considerados como
antioxidantes durante o processo de torra de cafés ardbica e robusta, bem como a medida da
atividade antioxidante dos produtos por diferentes metodologias e sua correlagdo com a
COMpOSiGao.

No capitulo 4, um estudo similar foi feito com cafés solUveis. Foi avaliado o efeito
das condi¢des do processamento de café sollvel (torra e método de extracdo) bem como das
matérias-primas (ardbica e robusta), sobre a capacidade antioxidante do produto final,
relacionando-se a AA medida por diferentes técnicas a composi¢ao quimica.

No capitulo 5, compostos naturalmente presentes no café ou formados no
processamento (5-ACQ, cafeina, trigoneling, fracbes com diferentes PM incluindo
melanoidinas, furfural, 5-HMF, maltol e guaiacol), selecionados com base na sua potencial
contribuicdo para a AA, foram submetidos a determinacéo da AA por métodos associados a
diferentes mecanismos de atuacéo (Folin-Ciocalteau, TEAC, FRAP, DPPH, e deoxirribose).
Essa avaliagdo permitiu comparar o impacto dos diversos constituintes de café na atividade
antioxidante.

No capitulo 6, para concluir o estudo, comparou-se bebidas produzidas a partir de
café arabica. As mesmas amostras foram processadas para café torrado (bebida de torrado e
espresso) e posteriormente extraidas e liofilizadas para producdo de café soltvel (bebida de
soltvel). Estudou-se a influéncia do preparo da bebida (filtrado, espresso e sollvel) na AA,
relacionando-a a composic¢ao quimica das bebidas e dos volateis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

q Avadliar o efeito das condigdes do processamento do café (torra e método de extracdo);
do método de preparo de bebida, bem como das matérias-primas (espécies Coffea
arabica e Coffea canephora), na composicdo quimica e capacidade antioxidante do
produto final, relacionando-se a AA medida por diferentes técnicas a composicéo

quimica.
2.2. Objetivos Especificos

0 Adequar e validar as metodologias ABTS, DPPH, Deoxirribose, FRAP e
Fendlicos Totais e cromatografica (compostos bioativos) para aplicagdo em
café torrado e soluvel;

o Determinar os teores de cafeina, acidos clorogénicos, trigonelina, furfural, 5-
hidroximetilfurfural e melanoidinas presentes nos diferentes produtos;

o Avdiar a atividade antioxidante presente em café torrado e café sollvel
através dos ensaios ABTS, DPPH, Deoxirribose, FRAP e Fendlicos Totais
(Folin- Ciocalteau);

o Veificar a influéncia da matériaprima na atividade antioxidante dos
produtos,

o0 Determinar a influéncia das condi¢cdes de torra na atividade antioxidante dos
produtos,

o Determinar a influéncia de diferentes processos de extracdo na capacidade
antioxidante do produto soltvel;

0 Estabelecer uma correlagdo entre os diferentes compostos e as metodologias
de avaliagéo da atividade antioxidante;

o0 Avaliar a atividade antioxidante de compostos isolados, que fazem parte da
composicdo do café;

o Verificar a influéncia do procedimento de preparo das bebidas espresso, de
filtro e solivel na sua atividade antioxidante e na extracdo dos compostos

bioativos.
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CAPITULO|

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. CAFE: COMPOSICAO QUIMICA E PROCESSAMENTO

A composicao quimica do café verde depende da espécie e da variedade em questéo,
além de outros fatores como solo, clima, regime de chuvas, altitude do terreno, préticas da
agricultura, grau de maturacdo e condic¢des de armazenamento (COFFEE BREAK, 2009).

Dentre 0s aglicares presentes manose representa 44%, galactose 23%, arabinose 12%,
glicose 15%, ramnose 1% e xilose 2%. Sendo assim, 80% dos carboidratos do café verde
estdo presentes como galactomananos e arabinogalactanos. Os galactomananos consistem em
uma cadeia principal de manose unidas por ligacfes glicosidicas 1— 4 e ramificadas com
unidades de galactose no C-6, com variado grau de ramificagdo, enquanto que 0s
arabinogal actanos consistem em uma cadeia principal de galactoses unidas por ligagbes 1 — 3
e ramificadas no C-6 com cadeias laterais contendo residuos de arabinose e/ou galactose
(NUNES &t 4., 2006).

O café verde também apresenta consideravel teor de lipidios, principalmente no
endosperma, cujos teores ficam por volta de 11,4% no café ardbica e de 6,1% no café robusta
(LAGO, 2001). Proteinas também sdo encontradas em grande proporcdo sendo que gréos
verdes podem apresentar teores de 11 a 13% e torrados de 13 a 15% (CLIFFORD, 1975).

Dentre os compostos nitrogenados do café verde encontram-se, além das proteinas,
trigonelina e cafeina. A trigonelina, uma N-metil-betaina, importante para o sabor e aroma do
café é encontrada no gréo verde em quantidades de 0,8% no café arabica e 0,7% em café
robusta. A cafeina representa cerca de 2,2% da matéria seca no café robusta e 1,3% no café
ardbica (LELOUP, 2006).

O processo de fabricacdo do café, utilizado para o preparo da bebida, da matéria-
prima até o produto final, inclui os procedimentos de torra e moagem, para as bebidas
preparadas a partir do gréo torrado e ainda extracdo, secagem do extrato (atomizagdo ou
liofilizagdo) e embalagem do p6 para o mercado, para a bebida do café sollvel.

As caracteristicas arométicas e de cor do produto sdo exclusivamente formadas
durante a torra. O café verde € usualmente torrado a uma temperatura final de 200- 250°C
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dentro de um tempo determinado que pode chegar até 20 minutos (WEIJAN WU, 1994). A
composicdo do café torrado é altamente dependente do processo e do grau de torra.

Durante a torra muitas reagcbes complexas ocorrem, incluindo interacdo e
condensacdo entre grupos amino e carbonil (reacdo de Maillard), destruicdo e caramelizagcdo
de aclcares e hidrélise/despolimerizacdo de proteinas e polissacarideos. As caracteristicas de
aroma e sabor de diferentes produtos sdo formadas por estes processos complexos.

Os carboidratos sdo os componentes mais afetados pelo processo de torra, que induz
mudancas na quantidade e estrutura dos componentes em relacdo ao café verde (NUNES;
COIMBRA, 2001). Dependendo da estabilidade ao calor dos diferentes polissacarideos eles
serdo decompostos mais ou menos fortemente (LELOUP; LIARDON, 1993). Durante a torra,
mono e oligossacarideos sdo novamente formados através da hidrdlise de polissacarideos. Por
outro lado, em maior extensdo, eles também reagem com aminoé&cidos livres ou peptideos
formando complexos de melanoidinas. A diminuicdo no teor de carboidratos deve-se a
conversdo de parte dos aclcares a produtos de reacBes de Maillard e reacBes de pirdlise
(LELOUP; LIARDON, 1993).

A cafeina é relativamente resistente as temperaturas utilizadas na torra Na
substancia pura, perdas pegquenas de cafeina podem ocorrer por sublimacdo a 178°C. Como o
processo € realizado a temperaturas em torno de 200-230°C, uma perda consideravel deveria
ser observada durante o processamento, mas isso ndo ocorre. Os dois fatores que mais
contribuem para a estabilidade sdo provavelmente, um aumento no ponto de sublimacéo da
cafeina, como resultado de pressdes internas mais elevadas geradas dentro do grédo e uma
baixa taxa de difusdo do vapor através das camadas externas do gréo (TRUGO, MOREIRA,
DE MARIA, 2000).

A trigonelina é sensivel a altas temperaturas e 0 grau de degradacdo térmica varia
conforme as condi¢des de torra do café. Somente 15% da trigonelinainicial permanece apés o
processo de torra a 230°C por 15 minutos. A 180°C foi observada pequena perda apos 15
minutos (2%), chegando a 60% com o aumento do tempo de torra para 45 minutos. A
degradacdo da trigonelina gera compostos ndo voléteis e voléteis, sendo um deles o &cido
nicotinico (TRUGO, MOREIRA, DE MARIA, 1999).

Acidos clorogénicos também s3o degradados durante a torra. Em estudo sobre o
efeito da temperatura, Trugo, Moreira e De Maria (1999) observaram perdas em torno de
60%, apos torra a 205°C por 7 minutos. Um aumento na perda ocorreu em condi¢des mais
severas. Aproximadamente metade do conteldo total de &cidos clorogénicos perdidos natorra
pode ser encontrada na fracdo de pigmentos, na forma de &cido quinico livre e como
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compostos fendlicos de baixo peso molecular. Parte dos produtos de degradacéo foi perdida
por volatilizagdo, e uma grande parte permaneceu sem caracterizagéo.

Lipidios presentes no café verde, principaimente no endosperma, aumentam
proporcionalmente apds a torra, devido a degradacdo de carboidratos. No café ardbica o
aumento relatado foi de 11,4% para 15,4% e, no robusta, de 6,1% para 9,6% (LAGO, 2001).

Em teores de aproximadamente 13% no gréo cru, as proteinas dao contribuicdes
marcantes ao sabor do café através dos produtos de sua decomposicao nas reacdes de pirdlise
durante atorra. Natorraocorre hidrélise das ligacGes peptidicas das moléculas protéicas, com
liberacdo de carbonilas e aminas; os aminoécidos reagem com carboidratos e polimerizam
formando produtos caramelizados escuros (melanoidinas). Ha também producdo de aminas
responsaveis pelo odor de peixe e de amoniaco dos cafés excessivamente torrados. Nenhum
aminoécido permanece livre apés a torra por 5 minutos em 220° C. Uma outra contribuicdo
importante para as caracteristicas do café, ligada a substancias protéicas, deve-se ao fato de as
particulas insolUveis de proteinas se ligarem a substancias graxas formando no café coado
particulas coloidais responsaveis pela turbidez da bebida (CARVALHO et a., 1997).

O produto sollivel passara ainda por etapas adicionais de processamento. O café
solivel é o produto da extracdo dos graos torrados e moidos. Os graos sdo submetidos a
extracd0 sob pressd em altas temperaturas (180'C) o que promove, na verdade, um
enriquecimento de solidos sollveis em relacdo a matéria-prima. O extrato € entdo desidratado
em vaporizadores ou liofilizadores originando o café soltvel em p6 ou granulado.

SELECAD TORREFACAD GRANULACAD EXTRACAD
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Figura 1. Esquema representativo do processo de producéo de café soluvel.
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A composicdo desse material solivel dependera, além das condigdes do
processamento, das espécies e variedades utilizadas nos "blends’ (NOGUEIRA; TRUGO,
2003), fatores que também afetard0 a capacidade antioxidante. A Figura 1 apresenta o
esquema de producdo do café sollvel.

Este processo € usualmente realizado numa bateria de percoladores resultando em 45
a 50% de rendimento de solidos soluveis. O ato rendimento de extracdo € devido
principalmente a alta temperatura, superior a 180°C, e ao uso do principio contra-corrente. A
&gua quente é primeiramente introduzida na primeira coluna contendo a maioria do café
extraido e flui para o proximo percolador. No meio tempo, os slidos solUveis do extrato
aumentam, mas a temperatura cai devido a perda de calor, entdo a Ultima coluna contendo
café fresco é extraida a uma temperatura préoxima a 100°C estando sujeito a danos minimos. O
extrato é concentrado através da evaporacdo a menor pressido € € Seco por asperséo ou
liofilizacdo. Freglientemente as particulas obtidas por aspersdo sdo aglomeradas em granulos
maiores, tornando-se maiores, porosas, com melhores propriedades de reidratacdo (WEIJAN
WU, 1994). O extrato concentrado é atomizado em forma de goticulas no topo de uma torre
de secagem a0 mesmo tempo em que é submetido a uma corrente de ar quente, provocando a
evaporacdo da &gua. O produto coletado na base dessa torre € o café sollvel, que pode ser
transformado em café aglomerado se submetido a uma etapa adicional de processamento Na
secagem por liofilizac&o o extrato € congelado atemperaturas inferioresa-30° C , sendo entdo
triturado em moinhos especiais e conduzido a camara de vécuo dentro de bandejas, onde a
agua é removida por sublimacdo. O produto final € o café liofilizado, que produz bebida de
melhor qualidade pela preservacao das caracteristicas arométicas. Com o processo de extracéo
observam-se alteracBes na composicdo quimica do café como enrigquecimento de cafeina,
diminuicdo do teor de lipideos, solubilizagdo de melanoidinas (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo quimica do café solivel com diferentes cores de torra para produtos
100% arabica e 100% robusta.

Arabica Robusta
Cor detorra Verde clara — Escuro | Verde clara ~— » Escuro
H,0 (%) 11,1 4,25 4,26 3,1 3,56 11,37 3,6 391 2,07 3,14
Cinzas (%) 3,86 8,06 7,91 7,99 7,77 4,36 737 721 7,43 7,67
Lipidios (%) 15,21 0,13 0,17 0,11 0,18 9,44 0,16 0,18 0,26 0,27
Nitrogénio Total (%) 2,32 2,94 2,89 2,84 29 2,78 3,44 337 3,32 3,43
Cafeina (%) 1,26 2,51 2,51 2,48 2,4 2,27 389 374 38 3,75
Trigonelina (%) 0,82 1,21 0,91 0,67 0,41 0,67 0,74 055 0,37 0,19
Aminoéacidos Totais (%) 11,11 6,91 6,5 6,19 6,25 11,82 7,3 6,45 6,05 6,14
Aminoéacidos Livres (%) 0,37 0,76 0,69 0,64 0,67 0,51 0,79 0,68 0,65 0,64
Melanoidinas (%) 2,2 23,2 24,2 251 27,5 3,8 252 28,3 28,6 31,5
Carboidratos totais (%) 49,90* 37,3 37 37,1 36,4 48,86* 36,4 356 351 34,3
Acidos Organicos (%) 2,33 7,53 7,96 8,09 8,44 1,71 6,39 741 7,87 8,37
Acidos clorogénicos (%) 8,13 521 3,79 2,56 1,77 9,93 4,8 3,14 1,62 1,35
Qutros (néo identificados %) 5,04 8,05 9,2 9,77 9,08 6,98 784 7,64 9,14 6,7

Fonte: Leloup, 2006.
* Carboidratos totais no café verde também incluem écidos urénicos.

2. COMPOSTOS PRESENTES NO CAFE ASSOCIADOS COM A CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante do café tem sido atribuida a diferentes compostos, dentre
eles destacam-se os compostos fendlicos (como é&cidos clorogénicos, caféico, ferulico), a
cafeina e as melanoidinas, bem como trigonelina e alguns voléteis.

2.1.Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundérios de plantas envolvidos na
adaptacéo a condicdes de estresse ambiental. Normalmente, estdo envolvidos na defesa contra
radiacdo ultravioleta ou agressdo por patdgenos. Milhares de compostos fendlicos tém sido
descritos em plantas alimentares e podem ser agrupados em diferentes classes de acordo com
sua estrutura quimica bésica (tais como tipo e nimero de anéis fendlicos), e em diferentes
subclasses de acordo com substituicdes especificas na estrutura bésica, associacdo com
carboidratos e formas polimerizadas. Enquanto na polpa os taninos representam os principais
compostos fendlicos, os acidos clorogénicos e compostos relacionados sdo 0s principais
componentes da fracdo fendlica dos gréos de café verde, alcancando teores de até 14% (em
peso seco). Estes compostos apresentam propriedades benéficas a salide, ndo so devido a sua
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potente atividade antioxidante, mas também como agentes hepatoprotetores, hipoglicemiantes
e antivirais (FARAH; DONANGELO, 2006).

Os &cidos clorogénicos s uma familia de compostos de ésteres, formados
principalmente pelo &cido quinico com certos é&cidos cinamicos como o caféico, o ferdlico ou
o0 cumérico. A composicdo de acidos clorogénicos do café € extremamente complexa com
pelo menos cinco maiores grupos. Café verde contém os seguintes: trés monoésteres de acido
caféico (&cidos cafeolquinicos, ACQ); trés monoésteres do éacido p-cumarico (écidos
cumaroilquinicos, ACQ); trés monoésteres do acido ferulico (&cidos feruloilquinicos, AFQ);
trés diésteres de acido caféico (é&cidos dicafeoilquinicos, diACQ), e seis diésteres de &cido
caféico e ferulico (&cidos dicafeoilferuloilquinicos, ACFQ). O representante majoritario do
grupo ACG é o &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), para qual muitas vezes se emprega o termo
“clorogénico” (DE MARIA; MOREIRA, 2004).

Apesar da larga distribuicdo dos écidos clorogénicos em plantas, o café verde é
conhecido como o principal alimento fonte deste composto, com contelido sendo igual ou
excedido apenas por folhas verdes de Illex paraguayensis (erva mate) (CLIFFORD, 1999). O
contelido de &cido clorogénico total do grdo de café verde pode variar de acordo com a
espécie, grau de maturagdo e com menor importancia pelas préticas agricolas, clima e solo
(FARAH et a., 2005).

Durante o processo de torrefacdo estes compostos fendlicos sdo intensamente
degradados, originando pigmentos e componentes voléteis do aroma, como fenol e
vinilguaiacol (MOREIRA, TRUGO, DE MARIA, 2000). Paraum grau de torrasimilar (perda
matéria seca) o café robusta perde uma maior quantidade absoluta de &cidos clorogénicos
produzindo uma maior quantidade de pequenos fendis volateis e guaiacol que contribuem
para um aroma de fumaca menos atrativo (CLIFFORD, 1997). A destruicdo destes &cidos é
progressiva com a torra com aproximadante 8 a 10% de perdas para cada 1% de perda de
matéria seca (CLIFFORD, 1985).

Durante as Ultimas décadas, estudos in vitro e in vivo levaram os pesguisadores a
atribuir diferentes fungdes farmacoldgicas aos ACG, tais como aligacédo a centros opidides do
cérebro, atividade inibitéria sobre as integrases que participam na replicacdo do virus HIV,
inducéo da diminuicdo dos niveis sanguineos de glicose, por meio da inibicdo da enzima
glicose-6-fosfatase, efeito indutor na replicagdo e na mobilidade de macréfagos de
camundongos, 0 que acarretaria um aumento da imunidade e caracteristica anti-mutagénica
(MONTEIRO; TRUGO, 2005).
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Além disso, &cidos clorogénicos e caféico tém apresentado atividade antimicrobiana
para alguns microrganismos especificos como ja verificado por Almeida et al., 2006.

Compostos fendlicos tém recebido muita atencdo devido ao seu potencial
antioxidante, e sua contribuicdo para a AA do café foi avaliada por diversos estudos.
Morishita e Kido (1995) relataram a potencial contribuicdo dos acidos clorogénicos para
atividade antioxidante do café pelo uso do sistema de sequestro de radicais (DPPH) e
peroxidacdo do &cido linoléico mediada pelo anion superéxido. MOREIRA et al. (2005)
encontraram forte correlacdo entre os &cidos clorogénicos, particularmente, os isbmeros 3, 4 e
5-ACQ e aatividade redutora de ferro, avaliada pelo método FRAP.

Daglia et al. (2004) demonstraram que cafés verde e torrado das espécies C. arabica
e C. canephora possuem atividade anti-radical hidroxilicos, que foi avaliada in vitro e em
sistema celular bioldégico. N&o houve diferenca nos experimentos in vitro, mas nos ensaios
bioldgicos foi observada uma maior protecéo anti-radical livre nas amostras de café torrado C.
canephora. Varios compostos presentes no café foram avaliados, sendo que, nos ensaios
biolégicos, 0 5-ACQ destacou-se como o0 mais eficiente.

Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005) encontraram uma alta
correlacdo entre o contelido de polifendis presente em bebidas preparadas por diferentes
procedimentos (italiano, espresso e liofilizado) e a atividade sequiestradora de radicais ABTS
(r=0,99).

Gbmez-Ruiz, Leake e Ames (2007) realizaram um estudo sobre o poder antioxidante,
com padrBes dos compostos fenolicos encontrados no café, contra os radicais ABTS+ e
peroxil, utilizando os métodos TEAC e ORAC, respectivamente. Considerando-se 0 método
TEAC, é&cido ferdlico foi o composto que apresentou maior atividade antioxidante. Acido
caféico e 5-cafeoilquinico (5-ACQ) mostraram atividade semelhante, porém inferior ao
ferdlico. No mé&odo ORAC foi detectada a mais alta AA para acido caféico, seguido por 5
ACQ e fertlico levemente menores. Em ambos os métodos a AA dos padrfes fendlicos foi
maior que os padrdes de cafeina e seus metabdlitos.

Padrdes de 5-ACQ e &cido caféico foram avaliados por Parras et a. (2007) como
sequestradores do radical lipoperoxil e causaram uma inibicdo na peroxidagdo em 45,1 e
18,1%, respectivamente. Apesar dos compostos isolados demonstrarem AA, esta foi inferior a
AA apresentada pelas bebidas de café espresso, de filtro e italiano. Rice-Evans, Miller e
Paganga (1996) também demonstraram um forte poder antioxidante para o acido caféico em

estudos realizados in vitro.
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Multiplas atividades bioldgicas para acido caféico foram encontradas. Uma
resisténcia aumentada frente a um determinado stress oxidativo foi observada em monocitos
humanos linhagem U937. Este efeito foi atribuido ao poder de acido caféico de incorporar-se
as células sem qualquer influéncia citotdxica, para reduzir deplecdo de glutationa durante o
stress oxidativo e inibir peroxidacéo lipidica (NARDINI et &., 1998).

Efeitos protetores de &cido caféico, baseados em sua atividade antioxidante foram
demonstrados contra irradiacdo UV, especialmente UVA e UVB, em sistemas in vitro e in
vivo (SAIJA et al., 1999, 2000). NERADIL et al. (2003), demonstraram que o &cido caféico
possui efeito protetor também contrairradiacéo UV C. Este efeito € provavelmente baseado na
atividade antioxidante e poder sequestrador deste composto, 0 que pode reduzir os danos
oxidativos do DNA e de membranas ricas em lipidios.

A estrutura quimica de compostos fendlicos (Figura 2) € que confere sua capacidade
de atuar como sequiestradores de radicais livres. O tipo de composto, 0 grau de metoxilagdo e
0 numero de hidroxilas sdo alguns dos pardmetros que determinam esta atividade
antioxidante. Frente ao radical peroxil, por exemplo, pode ser inferido que um aumento no
nimero de hidroxilas conduz a um aumento na atividade anti-radical livre (GOMEZ-RUIZ;
LEAKE; AMES, 2007). Tem sido descrito que ligacBes duplas nas cadeias de &acidos
hidroxicinamicos, participam na estabilizacdo do radical por ressonancia (NATELLA et al.,
1999).

O café é sem davida a fonte mais importante da dieta deste grupo de compostos
fendlicos. A quantidade de é&cido caféico, assim como clorogénico para atuar como
antioxidante in vivo, dependera da absorcéo de cada um deles pelo intestino. A literatura cita
gue humanos absorvem cerca de 33% do acido clorogénico e 95% do &cido caféico ingeridos
(OLTHOF et al., 2001). Depois da ingestéo, ésteres de &cido caféico, liberam este acido pela
acao de esterases da microbiota intestinal. O &cido caféico livre é capaz de passar pela parede
do intestino, sendo identificado no soro e urina de humanos (CREMIN et al., 2001). O
contetido de &cido clorogénico de uma xicara de café de 200 mL tem sido registrado em torno
de 70-350mg (CLIFFORD, 1999).
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Figura 2. Egtrutura quimica dos principais compostos fendlicos do café.

2.2. Cafeina

Cafeina (Figura 3) é um alcal6ide pertencente a0 grupo das metilxantinas Na
natureza, é encontrada em mais de 60 espécies de plantas e suas principais fontes alimentares
sd0 o café, mate e guarana. Ela é inodora e possui sabor amargo bastante caracteristico,
contribuindo com uma nota de amargor importante para o sabor e aroma da bebida do café
(MONTEIRO; TRUGO, 2005).

Apesar da estabilidade térmica ao processo de torra, o0 teor de cafeina no café é
dependente de uma série de fatores como a variedade da planta, método de cultivo, condicBes
de crescimento, além de aspectos genéticos e sazonais. No caso da bebida, por exemplo, além
da quantidade de p6, influenciam também o tipo do produto (torrado ou soltvel, descafeinado
ou regular) e o processo utilizado no seu preparo (CAMARGO; TOLEDO, 1998). Para o café
soltivel, Nogueira e Trugo (2003) relatam que a extracdo sob pressdo em altas temperaturas
promove um enriquecimento de solidos solUveis em relacdo a matéria-prima do gréo torrado,
com conseguiente aumento no teor de cafeina. Considerando-se a espécie, cafeina representa
cerca de 2,2% da matéria seca em café robusta e 1,3% em café arabica (LELOUP, 2006).
Segundo Camargo e Toledo (1988); para cafés brasileiros o teor médio de cafeina encontrado
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nas bebidas de filtro, espresso e soluvel, giram em torno de 0,6; 0,9 e 0,7mg/mL,
respectivamente.

ApOGs ingestdo, a cafeina € rapidamente e quase completamente absorvida no
estdmago e intestino delgado, sendo distribuida a todos os tecidos incluindo o cérebro. O
metabolismo da cafeina ocorre primariamente no figado, com o processo de desmetilacdo que
resulta na formacéo de 1,7 dimetilxantina (paraxantind). Paraxantina pode ser desmetilada
para formar 1-metilxantina, que pode ser oxidada a é&cido 1-metilUrico. Paraxantina pode
também ser hidroxilada para formar écido 1,7 dimetildrico ou acetilada para formar 5-
acetilamina-6-amino-3-metiluracil (CREWS; OLIVIER; WILSON, 2001).
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Figura 3. Estrutura quimica da cafeina.

Diversos efeitos sdo atribuidos a ingestdo da cafeina, como a estimulacéo do sistema
nervoso central, diminuigdo do sono e estimulag&o do musculo cardiaco (NEHLIG, 1999).
Além destes, efeitos relacionados a sua atividade antioxidante tém sido estudados.

A cafeina € um eficiente sequiestrante de radicais hidroxilicos (OH’), o que sugere
uma base para suas propriedades anticarcinogénicas (SHI; DALAL, 1991).

Lee (2000) estudou a habilidade de cafeina e seus metabdlitos em reagir com
espécies reativas de oxigénio e em inibir a peroxidagdo da LDL (lipoproteina de baixa
densidade) em concentragdes habituais no organismo apds ingestdo de café. Embora cafeina
ndo tenha apresentado atividade nas concentracOes estudadas, observou-se AA para 1-
metilxantina (1-X) e é&cido 1-metildrico (1-U), seus principais metabdlitos em humanos.

GoOmez-Ruiz, Leake e Ames (2007) encontraram atividade antioxidante dos
metabdlitos de cafeina, 1-metilxantinae &cido 1, 3, 7- trimetilrico, contraos radicais ABTS."
e peroxilicos, e retardamento da oxidacdo do LDL pelo cobre, apesar de cafeina ndo ter
demonstrado essa atividade.

Lopez-Galilea, De Pefia e Cid (2007), em estudo sobre a influéncia do preparo da
bebida, relataram correlacdo entre teor de cafeina e a AA avaliada por DPPH (r:0,826) e, dta
correlacdo com o potencial redox (r=-0,844) .
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O mecanismo de acdo antioxidante sugerido para metilxantinas, incluindo cafeina e
alguns de seus derivados, deve-se a presenca de um anel imidazol intacto e a existéncia de um
doador de elétrons na posicdo C8 do grupo imidazol (Figura 3) (GOMEZ-RUIZ; LEAKE ;
AMES, 2007).

Segundo Higdon e Frei (2006), apesar de ser frequentemente assumido que uma
xicara de café fornega em torno de 100 mg de cafeina, numa andlise de 14 diferentes cafés de
filtro comprados em cafeterias nos Estados Unidos encontrou-se uma variagéo no teor de 72 a
130 mg de cafeina por xicara de 240mL. Tem sido considerado ainda que existam beneficios
a salde no consumo moderado de café, equivalendo a 3-4 xicaras/dia, fornecendo 300-
400mg/dia de cafeina (HIGDON; FREI, 2006).

2.3. Mdanoidinas

Durante a torra, a baixa atividade de &gua e alta temperatura favorecem o
desenvolvimento da reacdo de Maillard, com a formagdo de produtos de reacdo entre
proteinas e carboidratos. E, também, provavel que compostos fendlicos participem na reagzo,
tornando-se parte dos polimeros marrons, sollveis em &gua, chamados melanoidinas do café
(NUNES; COIMBRA, 2001).

Como a estrutura molecular das melanoidinas é pouco conhecida, estes compostos
S0 genericamente definidos como complexos macromoleculares que sGo marrons e contém
nitrogénio. A literatura relata que a composicdo das melanoidinas difere dependendo da
composicao dos alimentos e dos processamentos empregados. O conhecimento da estrutura
das melanoidinas do café esta ainda no seu inicio, e na verdade, nem a estrutura, nem a
natureza e a quantidade de compostos fendlicos que estdo incorporados no polimero foram
esclarecidas (BORRELI et &., 2002).

Bekedam et al. (2008b), avaliando o efeito da torra na formacéo das melanoidinas do
café, observaram que no inicio (do grdo verde para uma cor clara) ocorre principalmente a
formacéo de melanoidinas com um peso molecular (PM) intermediério. A torra prolongada
conduz, predominantemente, a formagdo de melanoidinas com um alto PM (>12-14 KDa).
Bekedam et al. (2008c) sugeriram que as arabinogalactanas sdo as principais envolvidas na
formacao da estrutura da melanoidina, além dos grupamentos fendlicos ja identificados, e que
a solubilidade da melanoidina em etanol aumenta com o nimero de grupamentos fendlicos.
As melanoidinas de baixo PM (inferiores a 3,5KDa) apresentam caracteristicas similares com
as de alto PM, porém o principal aclUcar presente € glicose, provavelmente oriunda da
sacarose presente na estrutura da melanoidina e os fendlicos representam 47% do complexo
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(BEKEDAM et al., 2008 d). Na tentativa de uma melhor elucidacdo da estrutura das
melanoidinas bem como da contribuicdo para a atividade antioxidante do café torrado,
Bekedam et al. (2008 a) investigaram a presenca de ACG nestas moléculas, com a utilizagéo
de enzimas, e puderam observar a presenca dos acidos caféico e quinico apos saponificacdo
de fragcOes de melanoidinas.

As melanoidinas s80 um dos mais importantes componentes da bebida do café
torrado, contribuindo com aproximadamente 25% da matéria seca. Véarios estudos sugerem
gque sdo responsaveis pela forte propriedade antioxidante e habilidade de quelar metais
mostrada pela bebida (NICOLI et al. 1997; DAGLIA et al., 2004). Além disso, um estudo
realizado por Cammerer e Kroh (2006) onde uma reacdo entre aglicares € compostos amino
foi facilitada, mostrou que os produtos gerados pela reacdo de Maillard apresentaram uma
promissora atividade antioxidante.

Borreli et al. (2002) caracterizaram quimicamente fragbes de melanoidinas de café
com cores de torra clara, média e escura e determinaram suas propriedades antioxidantes
utilizando diferentes metodologias. A atividade antioxidante da bebida originaria de torra
clara, determinada pelo método ABTS™, foi significantemente maior quando comparado com
torras média e escura. Quando a bebida foi dividida em diferentes fragdes de acordo com seu
peso molecular, a atividade antioxidante manteve-se em todas as fragbes, mas as fracoes
contendo melanoidinas (de alto PM), bem como as fracfes de baixo PM, rica em compostos
fendlicos foram as mais ativas. A atividade antioxidante das melanoidinas decresceu com o
aumento da severidade da torra. Para caracterizar a atividade antioxidante das melanoidinas, a
fracdo que continha uma alta concentragdo destas foi analisada por diferentes ensaios

antioxidantes, DMPD™, inibicdo da peroxidacdo de &cido linoléico e potencial redox. A
capacidade de seqiiestrar radicais DMPD-" decresceu com o aumento da intensidade da torra
em concordancia com os ensaios para ABTS ™. Ao contrério, a habilidade das fragtes de alto

peso molecular para prevenir a peroxidagdo de &cido linoléico aumentou com o aumento do
grau detorra.

Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005) estudando a atividade
antioxidante em bebidas preparadas por diferentes procedimentos observaram que as amostras
de torra escura exibiram maior agdo antioxidante que amostras de torra média, e relacionaram
esse efeito ap aumento dos produtos de reacdo de Maillard durante 0 processo.

Porém, ainda ndo foi completamente esclarecida a real contribuicdo de cada

composto para a AA do café. Quando o produto torrado é avaliado quanto a0 seu poder



antioxidante, € dificil atribuir qual é a participacdo relativa aos compostos fendlicos e quanto
€ devido aos antioxidantes formados pela reagdo de Maillard.

Faz-se necessario entdo, um método de deteccdo especifico para antioxidantes ndo
fendlicos do café. Bekedam et al. (2008 €), com o objetivo de elucidar esta questéo, isolaram
grupos de melanoidinas da bebida do café com 4 diferentes graus de torra e avaliaram sua
propriedade antioxidante. Esta avaliagdo foi realizada com a utilizagdo da técnica de
espectroscopia de ressonancia de spin utilizando o radical TEMPO (Tetrametil-1-piperidinil-
oxi), que ndo é sequiestrado por &cidos clorogénicos. Desta maneira, puderam observam que
realmente o0 processo de torra gera compostos com AA e que estes tiveram uma melhor
eficiéncia quando provenientes de torras mais escuras. Comparou-se também a AA da por¢ao
fendlica avaliada utilizando como radical o sal de Fremy com a AA das melanoidinas contrao
radical TEMPO. Assim, estes autores concluiram que apesar de compostos gerados na torra
apresentarem poder antioxidante, este ndo € equivalente ao poder antioxidante dos compostos
fendlicos que sdo dominantes na contribuicdo para a AA total da bebida. Todavia, o fato de
ndo ocorrer alteracdo na AA com o aumento do grau de torra foi explicado pela manutencéo
da AA dos polifen6is mesmo incorporado na estrutura das melanoidinas com o processo de
torra. Estes ndo estariam na forma livre mas provavelmente ligados a outras moléculas por
ligagDes ibnicas, éster ou éer ( BEKEDAM et al., 2008 a).

Para avaliagdo da contribuicdo das melanoidinas como antioxidantes em alimentos e
em humanos, Rufidn-Henares e Morales (2007) simularam um processo digestivo utilizando a
enzima géstrica pepsina. Foram liberados no processo digestivo compostos de menor peso
molecular que apresentaram uma alta AA, superior ao complexo de melanoidinas que Ihe deu
origem. A diminuicdo do peso molecular pela digestdo permite entdo uma rapida absorcéo de
compostos potencialmente ativos. Este estudo suporta a hipotese de que as melanoidinas
teriam uma importante contribuicdo paraaAA do café torrado.

2.4. Outros Compostos do Café Associados a Atividade Antioxidante

Além dos compostos usualmente considerados antioxidantes, discutidos
anteriormente, outros componentes presentes no café ja foram destacados quanto a0 seu
potencial antioxidante.

Compostos voléteis incluindo pirrdis, furanos, tiofenos e tiazdis foram examinados
por Fuster et al. (2000) quanto as suas propriedades antioxidantes. Para avaliacdo da AA foi
acompanhada a conversdo oxidativa de hexanal a écido hexandico, através de cromatografia
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gasosa. Observou-se que pirrdis, furanos e tiofenos inibiram a oxidacdo do hexanal com
atividade antioxidante comparavel a 50ug/mL do antioxidante sintético hidroxitolueno
butilado (BHT). Por outro lado, Lépez-Galilea, De Pefia e Cid (2007) ndo puderam encontrar
nenhuma correlagdo entre a AA avaliada atraves dos métodos DPPH e FRAP com os
compostos volateis acima mencionados.

Fujioka e Shibamoto (2006) investigaram a AA de extratos de diferentes amostras
comerciais de café, correlacionando com alguns componentes, voléateis ou ndo. Foi possivel
verificar que dentre 31 compostos quimicos identificados, guaiacol, etilguaiacol e
vinilguaiacol exibiram atividades antioxidantes comparaveis ao a- tocoferol.

Utilizando padrdes, Daglia et al. (2004) avaliaram o poder de sequiestro de radicais
OH- de alguns compostos presentes no café, como trigonelina e &cido nicotinico. Trigonelina
na concentracéo 3,0 mM inibiu a degradacdo de deoxirribose em 19,3 % in vitro e 15,7% em
condigbes ex vivo. Acido nicotinico na concentragiio 0,15mM teve a mesma eficiéncia nas

condi¢des in vitro e 23,2% nos ensaios ex Vivo.

3. RADICAISLIVRESE ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie quimica com existéncia
independente, que possuam um ou mais elétrons desemparelhados, estando este elétron
sozinho no orbital. Os radicais livres importantes em organismos vivos incluem hidroxil
(OHse), anion superoxido (Oy'), 6xido nitrico (NOe) e peroxil (RO.¢). Peroxinitrito (ONOO),
&cido hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio (H20,), oxigénio no estado singleto (*O,) e
0z06nio O3 ndo sdo radicais livres, porém podem facilmente sofrer reaces, formando radicais
livres no organismo. Os radicais tem reatividade variada, mas s80 normalmente menos
estaveis que espécies ndo radicais. Uma vez formado, o radical pode reagir com outro ou com
outra molécula por vérias interages. A velocidade e a seletividade desses tipos de reactes
dependem de fatores como a concentracdo do radical e da localizacdo do elétron
desemparelhado. O termo “espécies reativas de oxigénio” (EROs) é freqlientemente usado
para incluir espécies de radicais cujo elétron desemparelhado encontra-se no a&omo de
oxigénio e também as espécies ndo radicais comentadas (ARUOMA, 1998).

As EROs possuem diferentes acbes in vivo. Algumas sd0 postivas e estéo
relacionadas com seu envolvimento na producdo de energia, fagocitose, controle do
crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de compostos biologicamente
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importantes. Entretanto, as EROs podem ser prejudiciais atacando proteinas nos tecidos ou
enzimas, carboidratos, DNA e lipidios nas membranas celulares, modificando sua fluidez e
ocasionando a perda de fungdes essenciais (PIETTA, 2000). Em organismos saudaveis o
balanco entre a formacédo de EROs com a producéo de antioxidantes, deve estar em equilibrio.
Quando a geracéo de EROs se sobrepde as barreiras de defesa do organismo, se inicia a
ocorréncia de danos oxidativos nas estruturas biolégicas de macromoléculas como DNA,
proteinas e lipidios. Quando ocorre este desequilibrio, chega-se ao estresse oxidativo. Um
severo estresse oxidativo pode causar danos e morte celular, o que sugere a participacdo de
espécies radicais em doencas como cancer, aerosclerose, artrite reumatdide e
envelhecimento. A morte celular por sua vez, pode liberar ions metalicos de seus sitios de
ligagdo e estes podem ser quelados por moléculas de DNA (ARUOMA, 1999). Os metais de
transicdo sdo fortemente implicados na geracéo de radicais livres pela decomposicdo de H,O,
ou hidroperéxidos lipidicos (SUGIHARA et a., 1999).

Os radicais livres podem ser produzidos através de fontes enddgenas e exdgenas e
sd0 metabolizados no organismo pelo sistema de antioxidantes enziméticos (por acdo das
enzimas superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) ou também, podem ser
“neutralizados’ através de substancias antioxidantes ndo enzimaticas (como tocoferois, acido
ascorbico e carotendides).

Todas as classes de biomoléculas (carboidratos, proteinas, &acidos nucléicos e
lipidios) podem ser atacadas pelos radicais livres, porém os lipidios sdo provavelmente os
mais susceptiveis (INAL; KANBAK; SUNAL, 2001). Membranas biologicas contém
consideravel quantidade de lipidios insaturados banhados por fluidos ricos em oxigénio e
metal (BUEGE; AUST, 1978). Uma grande quantidade de radicais livres pode levar a uma
incontrolavel reacéo em cadeia de peroxidacdo lipidica. A formacdo do radical peroxil (RO
€ o principal passo na cadeia de propagacdo da peroxidacdo lipidica, porém RO, pode
também ser formado em sistemas néo lipidicos tais como proteinas, que sdo danificadas pelos
lipidios peroxidados, além de contribuir para oxidacdo do DNA levando a carcinogénese
(HALLIWELL et al., 1995).

Peroxidac&o lipidica ocorre em 3 estégios. iniciagdo, propagacdo e finalizacdo. No
estggio inicial, radicais livres retiram hidrogénio de écidos graxos poliinsaturados (PUFA)
formando o radical lipidico. No estagio de propagacdo, o radical lipidico reage com o
oxigénio molecular e forma o radical peroxil que é quebrado para gerar mais radicais livres
mantendo a reacdo em cadeia. No estagio terminal, espécies de radicais livres reagem entre si
ou com o antioxidante para formar produtos inertes. A reacdo pode ser inibida pela inativagéo
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de enzimas envolvidas na formac&o de radicais livres e/ou antioxidantes que inibem o estégio
inicial (COOK; SAMMAN, 1996).

Antioxidantes ingeridos na dieta, de fontes exdgenas como vegetais, frutas e
verduras, bebidas, ervas e especiarias, podem ser efetivos na limitagdo do processo oxidativo
em sistemas tanto in vitro como in vivo (SCHULER, 1990).

Uma substancia é considerada antioxidante quando, presente em baixa concentracéo
comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidacéo daquele
substrato (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Antioxidantes podem ser definidos
como compostos, naturais ou sintéticos, que apresentam elevada estabilidade oxidativa e que
tém propriedade de prevenir a oxidacdo de outras substancias como proteinas, écidos
nucléicos e lipidios (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003).

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios, onde atuam como
doadores de prétons, impedindo 0 processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres.
Nesta classe de antioxidantes sdo encontrados os compostos fenélicos, aminoécidos, tocoferol
e carotenbides. Os antioxidantes secundarios atuam no bloqueio da decomposicdo dos
peréxidos e hidroperéxidos, convertendo-os na forma inativa por acdo de agentes redutores,
blogueando a reacdo em cadeia através da captacdo de intermedidrios reativos como 0s
radicais peroxila e alcoxila. Entre eles sGo também caracterizados os antioxidantes sintéticos,
asvitaminas A e E, e os compostos fenélicos (DONELLI; ROBINSON, 1995).

Entre os antioxidantes presentes nos alimentos, os compostos fendlicos estdo entres
0S que mais se destacam. As propriedades benéficas destes compostos podem ser atribuidas a
sua capacidade sequiestradora de espécies radicais, principalmente devido a hidroxilas vicinais
ligadas ao anel aromético (HALLIWELL et al., 1995). Os compostos fendlicos podem ainda
guelar metais de transicdo, impedindo que estes participem de reacdes redox e prevenindo,
consequentemente, eventos oxidativos.

4. METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante de alimentos envolve pelo menos duas questdes: o potencial
antioxidativo, que é determinado pela composicdo e propriedades antioxidantes dos
congtituintes e os efeitos bioldgicos que dependem, entre outras coisas, da biodisponibilidade
do antioxidante (ROGINSKY ; LISSI, 2005).

Experimentos simples podem ser realizados para examinar diretamente a habilidade
antioxidante in vitro e para testar possivel efeito anti ou pré-oxidante em diferentes alvos
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moleculares. Esta investigacdo pode ser usada para excluir uma possivel atividade
antioxidante in vivo: um composto que € pouco efetivo in vitro possivelmente ndo tera melhor
acéo invivo (ARUOMA, 1999).

Duas abordagens séo aplicadas para a determinagdo da atividade antioxidante, direta
ou indireta. Quando o método indireto é aplicado estuda-se mais freqlientemente a habilidade
do antioxidante em sequestrar alguns radicais livres, que ndo estdo associados com a real
degradacdo oxidativa, por exemplo, alguns radicais livres estéveis e coloridos sdo populares
devido a intensa absorbancia na regido do visivel. Neste caso, determina-se a atividade
antioxidante por determinacdo da capacidade doadora de hidrogénio. Métodos diretos
caracterizam-se pela presenca de uma competicdo entre uma sonda oxidavel e o antioxidante
pelos radicais gerados por uma fonte de radicais livres. Como substrato de oxidagéo pode ser
utilizado lipidios, misturas lipidicas, proteinas, DNA, ou espécies relevantes biologicamente
contendo lipidios, tais como, plasma sanguineo, LDL, membranas bioldgicas. Peroxidacéo
lipidica mostra-se como 0 mais conveniente para este propdsito (ROGINSKY'; LISSI, 2005).

Diferentes métodos para avaliagéo da capacidade antioxidante em alimentos tém sido
estudados. De acordo com Prior, Wu e Schaich (2005), ndo ha nenhum método universal pelo
gual a atividade antioxidante pode ser medida precisamente e quantitativamente. Na selecéo
de qualquer método para padronizacdo, a primeira consideracéo é que o método tenha sido
utilizado numa quantidade de vezes suficiente em diferentes laboratérios para que as
vantagens e desvantagens do ensaio sejam aparentes. Um método ideal para determinar
capacidade antioxidante deveria ainda seguir o0s seguintes critérios. medir compostos
qguimicos que realmente ocorrem em potenciais aplicagdes; utilizar uma fonte de radical
relevante biologicamente; ser simples; ter um mecanismo quimico definido; instrumentacéo
ser disponivel; adaptéveis para ensaios de antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos e uso de
diferentes fontes de radicais; adaptaveis para andlises de controle de qualidade (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

A capacidade antioxidante do café, atribuida a diferentes compostos, tem sido
avaliada por diferentes ensaios os quais incluem: FRAP (SANCHEZ-GONZALEZ;
JMENEZ-ESCRIG; SAURA-CALIXTO, 2005), ABTS e DMPD (SANCHEZ-GONZALEZ;
JMENEZ-ESCRIG; SAURA-CALIXTO, 2005, BORRELI| et al., 2002), deoxirribose
(DAGLIA et al., 2004), DPPH (BORRELI et a.,2002) e determinagdo de fendlicos totais
(BORRELI et a., 2002). Mais recentemente, Bekedam et al. (2008 €) estudaram um método
especifico para determinacdo de antioxidantes ndo fendlicos no café. Esta avaliacdo foi
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realizada com a utilizacdo da técnica de espectroscopia de ressonancia de spin utilizando o
radical TEMPO (tetrametil- piperidine-1-oxil) que ndo é seqliestrado por acidos clorogénicos.

O méodo de FRAP foi inicialmente desenvolvido para medir poder redutor no
plasma, mas 0 ensaio tem sido adaptado e utilizado para ensaios de antioxidantes em plantas.
A reacd0 mede a reducdo férrica de 2,4,6-tripiridil -s- triazina (TPTZ) para um produto
colorido (BENZIE, 1996). A reacdo detecta compostos com potencial redox < 0,7V (0
potencial redox do Fe™- TPTZ). O poder redutor mostra estar relacionado com o grau de
hidroxilacdo e extensdo de conjugacdo em polifendis (PULIDO, BRAVO, SAURA-
CALIXTO, 2000). Porém, FRAP ndo detecta compostos que atuam bloqueando radicais pela
transferéncia de H, particularmente tiol e proteinas.

O ensaio de FRAP mede somente os mecanismos de transferéncia de elétrons, entéo
em combinacdo com outros métodos pode ser Gtil na distingdo de mecanismos dominantes
com diferentes antioxidantes (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). E importante observar que
resultados de FRAP podem diferenciar-se grandemente dependendo da escala de tempo de
andlise, devido a diferentes reatividades de polifenois. Porém, em comparagdo com outros
ensaios, FRAP é simples, répido, barato e robusto, ndo requerendo equipamentos
especializados.

Os ensaios utilizando o radical ABTS entre eleso TEAC, sdo baseados na habilidade
dos antioxidantes em sequiestrar o anion radical de longa vida ABTS™. Neste ensaio 0 ABTS

¢ oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu radical cétion, ABTS™, que é
intensamente colorido, e a capacidade antioxidante € medida pela habilidade que o composto
em teste possui em decrescer a cor reagindo diretamente com o radical ABTS™. Por ser um
método operacionalmente simples, tem sido utilizado em muitos estudos de avaliacdo da
capacidade antioxidante. Além disso, ABTS ™ é sollivel tanto em solventes aguosos Como

organicos e ndo € afetado pela forca ibnica podendo entdo ser usado em muitos meios para
determinar a capacidade antioxidante de extratos lipofilicos e hidrofilicos (AWIKA et al.,
2003). Pode também ser utilizado em uma grande faixa de pH e para o estudo de efeitos do
pH em mecanismos antioxidantes. Termodinamicamente, um composto pode reduzir ABTS™
guando tem um potencial redox menor que o0 ABTS (0,68V). Muitos compostos fendlicos tém
baixos potenciais redox e podem entdio reagir com ABTS™. E importante observar que o
TEAC pode ndo ser 0 mesmo para reagoes lentas, e pode levar um longo tempo para atingir o
ponto final. Pelo uso de um ponto final de curta duragéo (4 ou 6 minutos) a leitura pode ser
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feita antes da reacdo estar terminada e resultar em menores valores de TEAC (AWIKA et al.,
2003).

Outro método para avaliar a atividade seqliestradora de compostos especificos ou
extratos € o DPPH, que esta sendo utilizado pela rapidez e facilidade. A reducéo do radical
estdvel DPPHe (2,2-difenil -1- picrilhidrazil) € monitorada pela diminui¢do da absorvancia
deste radical a 515 nm. Este radical € um dos poucos radicais nitrogenados estaveis que
possui uma cor parpuraintensa. E comercialmente disponivel e ndo necessita ser gerado antes
do ensaio como o ABTS™ (BONDET et al, 1997). O mecanismo DPPH é considerado
principalmente pela reacdo de transferéncia de elétron sendo a abstracdo do &omo de
hidrogénio umareacéo de via marginal (Ou et al., 2005). Apesar de simples, sua interpretacdo
pode ser complicada quando os compostos em teste possuem um espectro que sobrepde o do
DPPH a515nm, como por exemplo, os carotendides.

Testes com deoxirribose tém também sido utilizados para café. Este ensaio permite a
determinagdo da razdo constante de reagcbes com o radical hidroxil. E um teste em tubo,
relativamente simples, no qual o radical é gerado pela mistura de ascorbato, peréxido de
hidrogénio e Fe**- EDTA (HALLIWELL et al., 1995). Apds aguecimento em condicdes
&cidas, também ocorre a formacdo de MDA (malondialdeido), um produto secundario de
peroxidacdo lipidica, que € entdo detectado pela complexacdo com o TBA (&cido
tiobarbiturico). Porém alguns aspectos devem ser considerados: checar se a substancia nao
reage com o peréxido de hidrogénio, se 0o atague do radical a substéncia pode formar
compostos que reagem com o0 TBA, assegurar que a substancia ndo interfere com os produtos
de medida (HALLIWELL et al., 1995).

Outro método muito utilizado para determinar capacidade antioxidantes € o Folin-
Ciocalteu (F-C) ou Compostos Fendlicos Totais. Sempre ha controvérsia sobre 0 que esta
sendo detectado nos ensaios de capacidade antioxidantes. somente fendis ou fendis mais
agentes redutores e possivelmente metais quelantes. O ensaio F-C, € utilizado ha muitos anos
como medida de fendlicos totais em produtos naturais, mas 0 mecanismo basico € uma reacéo
de oxidacdo/reducdo e como tal pode ser considerado um outro método de atividade
antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O método é simples, sensivel e preciso; porém
fata especificidade. Singleton e Ross (1965) melhoraram 0 método com o reagente
“molybdotungstophosphoric heteropolyanion” que reduz fendis mais especificamente; e o
comprimento de onda méximo para o produto € 765 nm. Algumas condic¢6es foram impostas
para obter dados confidveis e previsiveis. razdo volume de dcali reagente de F-C; tempo e
temperatura de reacdo 6timos para o desenvolvimento da cor, monitoramento da densidade



41

Optica a 765 nm e uso de acido gélico como padrdo fendlico de referéncia. Estas condices
minimizariam variabilidade e eliminariam resultados irregulares. O método de F-C sofre
interferéncia de um nuimero de substancias, particularmente, aclcares, aminas arométicas,
dioxido de enxofre, &cido ascorbico, é&cidos organicos e Fell; portanto correcéo de
interferentes deve ser realizada. Algumas sustancias inorganicas podem também reagir com
F-C, entre elas sulfato de aménia, sulfato de ferro, hidrazina, nitrito de potéssio, fosfato de
sodio dando elevada concentracéo aparente de fendlicos (BOX, 1983). Entretanto, levando-se
em conta os fatores mencionados, 0 método pode ser considerado como apropriado e uma
andlise uniformemente aceitavel de fendlicos totais pode ser estabelecida.

Um método amplamente utilizado e aceito para andlise da atividade antioxidante de
alimentos tem sido o ORAC. O método de ORAC mede a inibicdo da oxidacdo induzida pelo
radical peroxil, por um antioxidante. A atividade antioxidante é medida pela transferéncia do
atomo de H. O radical peroxil reage com um composto fluorescente para formar um produto
ndo fluorescente que pode ser quantificado facilmente por fluorescéncia. Entretanto, pode néo
ser de facil acesso para a maioria dos laboratérios. Marcadores fluorescentes, requerem
deteccdo por fluorimetros, que podem ndo ser disponiveis rotineiramente em laboratérios
analiticos, embora seja usado em muitos laboratérios de culturas de células (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).
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RESUMO

Atividade antioxidante (AA) do café tem recebido grande atencéo nos Ultimos anos. O
potencial antioxidante, que tem sido relacionado a presenca de diferentes componentes do café,
pode ser medido por diversos métodos. Entretanto, pouco € sabido sobre a eficiéncia dos
métodos utilizados na avaliacdo da AA do produto, assim como para agueles envolvidos na
determinacéo dos compostos responsaveis pela AA. Assim este trabalho teve como objetivo
avaliar e validar, para café torrado e soluvel, técnicas de medida da AA, como ABTS (TEAC),
FRAP, Folin-Ciocalteau, DPPH e Deoxirribose, juntamente com um método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia para determinacdo de compostos potencialmente antioxidantes
(trigonelina, furfural, hidroximetilfurfural, 5-ACQ, cafeina, &cido caféico, é&cido ferulico). Os
resultados mostraram que todos os métodos de medida de AA foram precisos e podem ser
utilizados para avaliacdo das matrizes de café torrado e solivel. O método utilizado para
guantificacéo dos compostos bioativos apresentou linearidade e recuperacdo adequadas dentro
da faixa estudada. Precisdo praticada a técnica cromatogréfica foi encontrada para 0s compostos,
e LD (limite de deteccdo) e LQ (limite de quantificagdo) abaixo dos teores usualmente
encontrados nesses produtos puderam ser observados. Os métodos estudados foram, portanto,
eficientes para o estudo do potencial antioxidante do café torrado e soltvel e identificacdo e
guantificacéo dos compostos bioativos.

Palavras-chave: FRAP, ABTS, Folin-Ciocalteau, DPPH, deoxirribose
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1. INTRODUCAO

Muitos estudos estdo sendo focados no potencial antioxidante do café. A atividade
antioxidante (AA) depende de constituintes naturais e de compostos formados durante a torra
Dentre naturalmente presentes, destacam-se o0s compostos fendlicos como os é&cidos
clorogénicos e caféico e ferdlico, presente principalmente em café verde e originado da
degradacé@o do &cido clorogénico apos absorcao intestinal. A cafeina, e os metabdlitos de sua
degradacdo, e as melanoidinas, formadas durante o processamento, também tém sido associadas
aAA (DAGLIA et a., 2004).

Por definicdo, a atividade antioxidante (AA) é a capacidade de um composto de inibir
degradacdo oxidativa. A AA em alimentos envolve pelo menos duas questbes. o potencial
antioxidativo, que é determinado pela composicdo e propriedades antioxidantes dos constituintes
e os efeitos bioldgicos que dependem, entre outras coisas, da biodisponibilidade do antioxidante
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (1990), mecanismos de acdo antioxidante podem
incluir supressdo da formacdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) tanto pela inibicdo de
enzimas ou pela quelacéo de elementos envolvidos na producdo de radicais livres, seqiestro de
EROs e aumento ou protecdo das defesas antioxidantes do organismo. Experimentos simples
podem ser feitos para analisar a AA in vitro e para testar possivel efeito pré-oxidante em
diferentes alvos moleculares. Essa andlise é preliminar a uma investigacdo mais complexa in
vivo: um composto pouco efetivo in vitro possivelmente ndo terd melhor agdo in vivo
(ARUOMA, 1999).

Duas abordagens sdo aplicadas para determinagdo da AA, direta ou indireta. No
método indireto estuda-se mais fregiientemente a habilidade do antioxidante em sequiestrar
alguns radicais livres, que ndo estdo associados com a real degradagéo oxidativa. Radicais
livres estéveis e coloridos sao populares devido a intensa absorvancia. Neste caso, determina-
se a atividade antioxidante pela atividade doadora de hidrogénio. Métodos diretos sdo
baseados no estudo do efeito do antioxidante na degradacdo oxidativa de um sistema teste.
Como substrato de oxidacdo podem ser utilizados lipidios, proteinas, DNA, ou espécies
relevantes biologicamente, tais como, plasma sanguineo, LDL, membranas bioldgicas.
Peroxidacdo lipidica mostra-se como 0 mais conveniente para este propésito (ROGINSKY ;
LISSI, 2005).

Diferentes metodologias séo utilizadas para caracterizar a capacidade antioxidante de
alimentos, entretanto, ndo ha nenhum método universal pelo qual a AA possa ser medida
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precisamente e quantitativamente (PRIOR et al., 2005). A capacidade antioxidante da bebida
do café ja foi estudada pelos ensaios de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(SANCHEZ-GONZALEZ; JMENEZ-ESCRIG; SAURA- CALIXTO, 2005), ABTS (2,2-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-écido sulfénico) (SANCHEZ — GONZALEZ; JMENEZ-
ESCRIG; SAURA- CALIXTO, 2005; BORRELI et al., 2002), deoxirribose (DAGLIA et
al.,2004), DPPH (2,2 Difenil-1- picrilhidrazil) (BORRELI et al., 2002) e determinacdo de
fendlicos totais (BORRELI et al., 2002). No geral, os estudos referem-se ao café verde e
torrado e pouco € conhecido sobre a AA do café solUvel.

Informagdes sobre padronizacdo e validacdo dessas metodologias e a aplicacdo aos
diferentes produtos séo escassas. Para cada produto, é ainda necessério identificar um método
ou grupo de métodos que permitam uma avaliacdo mais adequada da atividade antioxidante.
Além disso, o conhecimento sobre a incerteza do método é extremamente valioso quando a
comparacao de diferentes amostras faz-se necessaria.

Assim este trabalho avaliou a adequacéo e precisao de diferentes técnicas de medida
de atividade antioxidante para o café torrado e sollvel, assim como de uma técnica
cromatografica para determinacdo dos principais compostos potencialmente associados a AA
dos produtos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Todas as amostras de café soluvel e torrado foram provenientes da Companhia
Iguacu de Café Soluvel, Cornélio Procopio, Parand, Brasil. Selecionou-se um produto 100%
café robusta na cor clara, tanto paratorrado como para soluvel.

Padrbes de é&cido-5-cafeoilquinico, cafeina, trigonelina, écido gdlico, furfural,
hidroximetilfurfural, grau cromatogréfico, foram obtidos da Sigma Aldrich- (EUA). Acido
tiobarbitarico; ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), deoxirribose, cloreto de ferro 111 e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acético) foram obtidos da Sigma Chemical CO. (EUA). Trolox (6-hidroxi-. 2,5,7,8-
tetrametilchroman-2- &cido carboxilico) e TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil-s-triazina) foram obtidos
da Flukal Sigma-Aldrich (Dinamarca). Folin-Ciocateau e peréxido de hidrogénio foram
obtidos da Merck (Alemanha).
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Nas metodologias de caracterizacdo da AA empregou-se um espectrofotdbmetro UV -
Vis modelo UV mini-1240 (Shimadzu, Jap&o). Para o estudo cromatogréfico, utilizou-se um
cromatografo a liquido Dionex (Alemanha) composto por bomba gradiente P680, forno para
coluna TCC-100, amostrador automético (ASI-100) e detector de Arranjo de Diodos (PDA-
100). O sistema estava acoplado a um computador com o software Chromeleon versdo 6.6

para processamento dos dados.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparacao das amostras

Tanto para avaliacd da AA como para andlise cromatogréfica, as amostras de café
sollvel foram preparadas diretamente pela dissolucdo em agua na concentracao desejada.

Para o café torrado, foi adotado o0 mesmo procedimento no preparo das amostras para
todos os testes, alterando-se apenas a concentracdo de acordo com o requerido em cada
método. Os graos foram moidos e passados através de uma peneira de 0,35mm. A amostra foi
entdo pesada, dissolvida em &gua fervente ficando sob agitagdo durante 5 minutos, e apds
filtragdo, coletou-se 0 material filtrado (CHAMBEL et al., 1997).

2.2.2. Caracterizacdo da atividade antioxidante

Determinacgéo da atividade sequiestradora do radical hidroxil utilizando deoxirribose

A atividade de sequiestro de radicais hidroxilicos pelas solugdes de café, baseadas na
inibicdo de degradacéo de deoxirribose foi avaliada de acordo com Aruoma et al. (1994), com
algumas modificagoes.

Em 1 mL de solucdo a mistura de reacéo continha os seguintes reagentes. FeCls (20
MM) premisturado com EDTA (100 pM) em tampdo KH;PO4/KOH; 2deoxi-D-ribose
(2,8mM), H,0, (2,8mM), &cido ascorbico (25 uM) e 12uL da solugdo de café previamente
preparada.

As amostras foram incubadas em um banho de agua a 37°C por 30 minutos. Para
determinar as substéncias reativas a0 TBA formadas adicionou-se 1 mL de écido
tiobarbiturico 1% e 1mL de &cido tricloroacético 2,8%. A mistura foi aguecida em banho a
80°C por 20 minutos. Pogteriormente foi mantida em gelo por 5 minutos. A absorvancia do
sobrenadante foi lida a 532 nm. Concomitantemente, foram preparadas o branco (auséncia de
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deoxirribose), controle positivo (auséncia de amostra) e controle negativo (auséncia de ferro).
As medidas foram realizadas em triplicata. Para corrigir a interferéncia de substancias que
podem naturalmente ocorrer nas soluctes de café e reagir com acido tiobarbitarico e devido a
cor da propria amostra, foram analisadas solugdes relativas, das amostras e do controle,
preparadas conforme descrito, porém sem a adi¢do de écido ascorbico.

A atividade sequiestradora foi expressa como a porcentagem de inibicdo da atividade
(IA%) da degradacéo de deoxirribose na presenca da solucdo de café relativa as amostras
controle, de acordo com a equagdo 1:

DAbsamostra ~
| A(%) =100 - *100 uacdo 1
A%) DAbsamostracontrole (equagao 1)

Onde:

A Abs amostra: (Absorvancia da amostra com &cido ascorbico - Absorvancia da amostra sem
&cido ascorbico)

A Abs controle: (Absorvancia do controle com écido ascorbico - Absorvancia do controle sem

&cido ascorbico)

Deter minagdo da atividade antioxidante pelo método ABTS™

A capacidade antioxidante das solugBes de café frente ao radical livre ABTS™ foi
realizada de acordo com Sanchez—Gonzédlez; Jiménez-Escrig; Saura- Calixto (2005). A
solucdo ABTS foi preparada em meio aquoso para evitar precipitagdo dos componentes do
café. O cétion ABTS™ foi produzido reagindo 7mM da solugdo estoque ABTS com 2,45 mM
de persulfato de potassio. A mistura foi armazenada em frasco escuro e em temperatura
ambiente por 12-16 horas antes do uso. A solugdo ABTS"™ foi diluida com tampao fosfato (pH
7.4) para uma absorvancia de 0,7 a 730 nm. Apés a adicdo de 10uL de amostra ou padréo
Trolox para 4mL da solugdo ABTS™ diluida, as leituras de absorvancia a 730 nm foram
realizadas apds 6 minutos de reacdo. Solugdes de etanol com concentraces conhecidas de
trolox (2,5; 5,0; 7,5; 12,5 e 20,0 uMol/L) foram usadas para calibracéo. Os resultados foram
expressos como capacidade antioxidante equivalente a0 Trolox (TEAC -
MMol/LTrolox/pug/mL de amostra).

Avaliacéo do poder de reducao pelo teste FRAP

O poder de reducdo da bebida foi avaliado de acordo com Sanchez—Gonzélez;
Jiménez-Escrig; Saura- Calixto (2005), com algumas modificacdes.
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O reagente de FRAP foi preparado como segue: 2,5 mL de uma solugdo 10mM
TPTZ em HCI 40mM foram adicionados a 2,5 mL de FeCl3.6H,0 e 25 mL de tamp&o acetato
0.3 mM pH 3.6. A solugéo foi incubada a 37°C por 30 minutos.

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante 900 puL do reagente FRAP preparado
previamente, foi misturado com 90uL de &gua destilada e 10 yL da amostra ou padréo. As
amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a leitura realizada a 595 nm. Solucbes
padréo com diferentes concentragdes de trolox (4,5; 7,5; 10,5; 12,0 e 18,0 pmol/L) foram
utilizadas para calibracéo. Os resultados foram expressos como pmol/L de Trolox / pg/mL de
amostra.

Deter minacao da atividade antioxidante pelo método DPPH®

A reducdo do radical livre DPPH" foi determinada pela mudanca colorimétrica
medida a 517 nm. O tubo de reacdo continha os seguintes reagentes. 1mL de tampéo acetato,
1 mL de etanol, 500 pl de DPPH 250 uM e 10 ul de amostra. Apds 10 minutos a temperatura
ambiente realizou-se a leitura em 517 nm. Juntamente foram preparados o branco (sem
amostra e sem DPPH) e controle positivo (sem amostra) (CASAGRANDE et al., 2007). O
poder antioxidante da bebida foi calculado pela porcentagem de inibicdo da atividade do
radical livre (IA %), de acordo com a equagdo 2:

IA (%) = 100- (Absorvancia da amostra/ Absorvancia do controle)*100 (equacgéo 2)

Avaliacao da atividade antioxidante por Folin-Ciocalteau

Para determinacdo de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau, 100uL das
amostras foram adicionados a 7,5 mL de &gua destilada e 300 pL do reagente de Folin-
Ciocalteau 0,9N. Apods agitacdo e mistura, foi acrescentado 1mL de solucdo Na,CO3; 20% e
1,1mL de &gua destilada misturando-se entdo com auxilio de agitador. A reacdo foi mantida a
temperatura ambiente por 1 hora. A leitura foi realizada a 765 nm. Fez-se uma curva de
calibracdo utilizando acido galico como padrdo nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 7,0
Mmol/L de é&cido gdlico. Os resultados foram expressos como mMol/L de é&cido
galico/mg/mL de amostra (SINGLETON, ORTHOFER E LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

2.2.3. Validagdo das metodologias
Inicialmente definiu-se a faixa de trabalho para cada metodologia. Para avaliagéo dos

métodos de atividade antioxidante, as amostras foram preparadas em diferentes concentractes
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de maneira que os valores de absorvancia, das reacdes finais, ficassem na faixa de leitura
entre 0,2 e 0,7UA. As concentragdes selecionadas e validadas em cada metodologia, para o
café soluvel e torrado estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes de café sollvel e torrado utilizadas na validacdo de diferentes

metodologias.
Concentracéo (mg/mL)
M étodos Soluvel Torrado
1,00 5,00
ABTS 3,00 10,00
5,00 15,00
1,00 1,00
DPPH 3,00 4,00
5,00 8,00
0,45 0,90
FRAP 0,90 1,50
1,50 3,00
0,50 2,00
FOLIN 1,00 3,00
2,00 5,00
DEOXIRRIBOSE 5,00 5,00
10,00 15,00

Como a atividade antioxidante foi determinada em amostras complexas e ndo de um
composto isolado, ndo foi possivel a analise de alguns parametros normalmente considerados
na validacdo de métodos analiticos, sendo estudado somente o parametro de precisdo e a
linearidade para os métodos de Folin, FRAP e ABTS. O parametro de precisdo foi avaliado
como precisdo intermedidria (inter-dias), com andlises realizadas em dias diferentes com
diferentes analistas.

A avaliagdo da precisdo foi realizada de acordo com a 1SO 5725 (1994) e NBR
14597 (2000), onde é estabelecido que t.(n-1) > 15; sendo t 0 grupo de medi¢des e n 0 nimero
de repeticOes de cada grupo. Nas metodologias ABTS, FRAP, DPPH e Folin foram realizadas
5 repeticdes (preparacOes independentes) em trés concentragOes para o café sollvel e trés
concentraces para o café torrado, durante 5 dias consecutivos. Para cada concentracéo,
utilizou-se valor de t =5 (5 dias consecutivos) e n = 15 (5 repeticbes em triplicata). Para a
metodologia de deoxirribose, o experimento foi realizado com duas concentracdes e 3

repeticoes, obtendo-set =5en=9.



A linearidade dos métodos de Folin-Ciocalteau, FRAP e ABTS foi estudada na faixa
de 0,5 a7 mMol de &cido gélico; 4,5 a 18,0 uMol/L de Trolox e 2,5 a 20 uMol/L de Trolox,

respectivamente.

2.2.4. Avaliacdo Cromatogr afica

A determinacdo dos compostos trigoneling, furfural, 5-hidroximetilfurfural, cafeina,
5-ACQ, é&cido caféico e &acido feralico foi realizada no cromatégrafo a liquido, com base nos
tempos de retencdo dos solutos eluidos da coluna comparados com o do padrdo, por co-
cromatografia e por comparacdo dos espectros de absorcdo. A quantificagdo foi feita por
padronizagdo externa, construindo-se as curvas de calibragdo considerando-se a &rea do pico.

As condi¢Bes cromatograficas foram adaptadas da literatura (ALVES ¢ a., 2006).
Utilizou-se coluna Spherisorb ODS2 (Waters, EUA), de 4,6 x 250 mm, particulas 5um. Para
eluicdo dos compostos utilizou-se um gradiente de acido acético/agua (5:95 viv) (A) e
acetonitrila (B) como segue: 0-5 min: 4% B; 5-10 min: 10% B; 10- 30 min: 10% B; 30-40
min: 0% B; 40-50 min: 4% B, com vazdo de 0,7 mL/minuto. A deteccdo foi feita a 272nm
paratrigoneling, furfural, 5-HMF e cafeina e 320 nm para 5-ACQ, &cido caféico e feralico. As
amostras foram filtradas em membrana de 0,22 um e diretamente injetadas no sistema

cromatografico.

Validacédo da metodologia cromatogr éfica

A exatidao foi verificada por ensaios de recuperacdo. Foi realizada adi¢céo de padrbes
as amostras em 3 quantidades diferentes, variando-se entre 50 a 150% da concentragéo alvo.
Assim, adicionou-se (em pg/mL): 10,15 e 20 para trigoneling; 2, 3 e 5 para HMF; 0,2, 0,3 e
0,5 para furfural; 10,15 e 20 para cafeina e 5-ACQ e 1,5; 2,0 e 4,0 para &cido ferdlico e
caféico. As andlises para cada concentracdo foram realizadas em quintuplicata (Garfield,
2000).

Para determinacéo da precisdo, foram analisadas cinco preparactes independentes,
em trés diferentes concentracfes da mesma amostra (alta, média e baixa, dentro da faixa de
aplicacdo do método), sujeitas as mesmas condi¢cbes de extragdo e andlise, no mesmo
equipamento, durante cinco dias consecutivos (Garfield, 2000). Para o café torrado empregou-
se concentragdes de 3; 5 e 8mg/mL e para soluvel, de 0,7; 1,0 e 1,5 mg/mL.

A linearidade foi determinada pela andlise em triplicata de misturas padréo em cinco

concentragdes para cada composto, construindo-se as curvas de calibragdo e calculando-se o
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coeficiente de determinacdo (R?) e nivel de significancia da correlago (p). A faixa de
concentracdo foi determinada baseada em analises prévias e dados da literatura (CHAMBEL
et al., 1997).

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados utilizando os
coeficientes lineares e angulares das curvas analiticas dos ensaios de linearidade (RIBANI et

al., 2004), de acordo com a equagéo 3:

CL = k x (equacio 3)
a

onde: CL= concentragdo limite

k=3 paraLD e 10 paralLQ;

sx = desvio padrdo entre os coeficientes lineares das curvas
a = média aritmética dos coeficientes angulares

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo dos métodos de determinacdo da atividade antioxidante

A Tabela 2 apresenta, para o café soltvel e torrado, os valores médios de atividade
antioxidante obtidos em cada metodologia nas concentracbes estudadas. Pode-se também
observar os coeficientes de variagdo entre dias (CV%), que informam o grau de dispersdo dos
resultados gerados por cada método. O conhecimento do CV dos métodos para uma matriz
especifica é extremamente importante quando se deseja comparar a atividade antioxidante de

diferentes amostras.
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Tabela 2. Avaliacdo da precisdo inter-dias em diferentes métodos para o café torrado e

solGvel.
M étodo Café Torrado * Café Soltvel *
Conc. AA CV (%)| Conc. AA  CV (%) | Médiado
(mg/mL) (mg/mL) CV (%)**
ABTS 5,00 0,59 9,79 1,00 1,36 7,99

(uMol/LTrolox/ug.mL™) | 10,00 0,48 11,07 3,00 1,16 8,27 9,65
15,00 0,47 9,07 5,00 1,11 11,97

média 0,52 9,98 1,21 9,41
Deoxi 5,00 29,37 11,24 500 4526 4,26
(%lA) 1500 4814 6,17 10,00 59,70 6,59 7,12
média 8,81 543
FRAP 0,30 0,62 5,10 0,15 1,28 5,67

(UMol/LTrolox/pg.mL™) 0,60 0,63 4,42 0,30 1,24 6,29 4,67
0,90 0,61 2,77 0,45 1,25 3,75

média 0,62 41 1,26 5,24

DPPH 3,00 14,57 8,89 1,00 13,26 22,72

(%IA) 5,00 25,45 4,32 4,00 48,90 5,28 7,61
10,00 47,25 3,39 8,00 80,22 1,13

média 55 9,71

Folin 2,00 7,36 3,30 0,50 17,10 4,87

(mMol/L ac.gal./mg.mL™) 3,00 7,21 2,26 1,00 16,93 3,72 3,51

5,00 6,76 3,11 200 16,08 4,01
meédia 7,11 2,89 16,70 4,12

* média de 25 valores (quintuplicatas, 5dias) e CV (%) entre os dias

**meédia dos valores de CV considerando as 3 concentragdes nas duas matrizes

Os valores de atividade antioxidante apresentados correspondem a média obtida das
quintuplicatas realizadas durante 5 dias consecutivos (precisdo inter-ensaio) e o coeficiente de
variagdo correspondente a estas medidas. Pode-se observar que, para as duas matrizes, todos
0S métodos apresentaram coeficientes de variacdo (CV) abaixo de 10%, pelo menos em uma
das concentragdes estudadas. Mesmo considerando concentragdes diferenciadas, apenas o
ensaio com DPPH para matriz de café sollvel, na concentragcdo 1mg/mL (CV de 23%),
apresentou CV superior ao valor de 15% recomendado pela ANVISA (2003), indicando que
seria adequado trabalhar com concentragdes mais altas.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2 pode-se notar que foi encontrada
uma variacdo maior (meédia dos valores de CV, considerando as duas matrizes em todas as
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concentracfes acima de 5%) para os métodos onde o seqliestro de radicais € medido, ou sgja,
DPPH, Deoxirribose e ABTS. No preparo da bebida do produto torrado o teor de sdlidos
solliveis final, que participard da reacdo de sequiestro dos radicais, € menor que no caso do
soltvel. A diferenca de concentracdo poderia influenciar a reacdo, resultando em maiores
variacbes em baixos niveis de concentracdo, o que foi também observado quando a bebida
sollvel foi avaliada. Os maiores coeficientes de variacdo, em geral, foram encontrados no
nivel mais baixo de concentracdo estudado. Para os ensaios de ABTS e FRAP, observou-se
boa repetibilidade nas duas matrizes independentemente da concentracao.

As metodologias ABTS, FRAP e Folin tém seus resultados expressos comparando-se
a0 teor de um composto utilizado na curva de calibragdo. Portanto, dentro da faixa
selecionada, onde o método € linear (valores de R>0,99, para p<0,01), a resposta ndo deve
sofrer variagao, ja que corresponde ao teor de Trolox ou &cido gélico por pg/mL de amostra
ou mg/mL, respectivamente.

As metodologias Deoxirribose e DPPH medem a inibicdo do radical livre pelo
antioxidante presente na amostra. Ent&o, espera-se que esta inibi¢céo aumente com elevagéo da
concentracdo de amostra, ja que um aumento de antioxidantes ocorrera frente ao radical livre
presente na reacdo do ensaio. Estes resultados podem ser observados na Tabela 2, indicando
uma boa escolha da faixa de trabal ho.

Importante mencionar que para as metodologias de ABTS, FRAP e Folin a
concentragdo utilizada teve pouca influéncia nos resultados observados. No entanto, tanto
para Deoxirribose quanto para DPPH, os valores de atividade antioxidante foram dependentes
das concentractes empregadas. 1sso indica que para essas metodologias, a comparagcdo de
resultados com dados de literatura deveria ser realizada levando-se em conta a faixa de
concentracdo estudada, ou utilizando-se de vérias concentraces para obtencdo dos valores de
| Cso.

Os resultados demonstram que € possivel utilizar todos os métodos estudados para
medir a atividade antioxidante do café torrado e solivel, bem como indicam qual a melhor
faixa de trabalho para que minimas variagcdes nas medidas ocorram.
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3.2. Avaliacdo do M éodo Cromatogr afico

O preparo de amostra utilizado (Chambel et al., 1997) e a adaptacdo das condigdes
cromatograficas permitiram uma boa resolucéo para 0s compostos de interesse nas matrizes
de café torrado e sollvel (Figura 1), observando-se separacdo e quantificagdo adequadas. A
maior dificuldade foi a separacdo do &cido caféico, que tende a co-eluir juntamente com 5-
ACQ ou cafeina, exigindo bom controle das condicdes cromatogréficas e estabilidade do
sistema para uma boa resolugdo. Apesar de terem sido utilizadas amostras com grau de torra
claro, a presenca de &cidos caféico e fertlico ndo foi observada nas amostras.

272nm 320 nm

4 - Cafeina -
1.5-ACD- 18,250

- Trigoneling - 6,717

1

2 - Furfural- 14,817

;7
‘L_E - HWiF - 9,733

I

T T T T T T T 150 17 .5 0,0
Th 10,0 125 15,0 175 20,0 224

Figura 1. Perfil cromatogréfico dos compostos de interesse na matriz de café sollvel.
Deteccdo: 5-ACQ: 320nm; trigonelina, 5-Hidroximetilfurfural (HMF), furfural e cafeina:
272nm.

Validacéo da M etodologia Cromatogr éfica

As curvas de calibragdo mostraram-se lineares na faixa estudada e com alto
coeficiente de determinagdo (R? >0,97, parap < 0,001) (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros daregresséo linear das curvas de calibragdo dos compostos bioativos.

Faixa delinearidade

Compostos Bioativos Equacao* R*" (ug/mL)
Trigonelina y =0,3326 x + 0,4225 0,98 15,0-50,0
5-HMF y =2,35x-0,4106 0,99 0,5-8,0
Furfural y = 2,54 x - 0,0699 0,99 0,05- 1,0
Cafeina y =1,5256 x - 5,112 0,97 10,0-60,0
5-ACQ y=1,1679x - 0,83 0,99 5,0-30,0
Acido Caféico y = 2,9078 x + 0,3806 0,99 1,0-6,0
Acido Fertlico y =2,183 x - 0,197 0,99 1,0-6,0
* X = concentragdo em pg/mL; y = &ea do pico cromatografico.
** p<0,001

Observou-se, tanto na matriz de café torrado como café sollvel, boa recuperacéo
para todos os compostos estudados (na faixa de 90 a 108%), dentro da faixa aceitavel de
recuperacdo para determinacdo em ppm (GARFIELD, 2000). Para trabalhos que utilizaram
condicOes de extracdo semelhantes sdo descritos valores de recuperacdo no café torrado de 74
a 104% para cafeina; 85 a 220% para trigonelina e de 88 a 103% para 5-ACQ (PERRONE;
DONANGELO; FARAH, 2008; ALVES et a., 2006; CAMARGO; TOLEDO, 1988;
NOGUEIRA et al., 2004; CHAMBEL ET al., 1997). Para &cido caféico, ferdlico, HMF e
furfural ndo se encontrou na literatura informacéo de recuperacéo para metodogia por CLAE-
UV.

Considerando-se a precisdo, CV abaixo de 10% foram encontrados para todos o0s
compostos em ambas as matrizes, com excegdo do furfural. Puderam ser observados maiores
CV na matriz de torrado (8 a 14%), mais uma vez, podendo ser atribuido a etapa adicional de
extragdo dos compostos; assim como uma diminui¢do do CV com o aumento da concentragéo
das amostras, tanto na matriz de torrado como solivel. Na literatura sdo relatados CV
variando de 1 a 7% para cafeina, 1 a 6% para trigonelina e 3 a 5% para acido clorogénico,
empregando-se diferentes metodologias para diferentes matrizes (café verde, instanténeo, e
torrado) (PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008; ALVES et al., 2006; TRUGO; DE
MARIA; WERNECK, 1991; DE MARIA et al., 1995). Parafurfural, nas concentraces de 3 e
5mg/mL os valores de CV variaram de 22 a 30%, observou-se no entanto que para a
concentracéo de 8mg/mL o CV foi abaixo de 20%, conforme recomendado por Ribani et al.
(2004) para amostras complexas e com baixas concentracdes do analito.

Os valores de LD e LQ encontram-se abaixo dos valores determinados nas amostras
de café soluvel e torrado. Os valores de LD, LQ de cada composto assim como 0S Seus teores
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nas matrizes estdo apresentados na Tabela 4. Os &cidos caféico e ferllico ndo foram

detectados apesar de seter utilizado torra clara para os cafés torrado e solUvel.

Tabela 4. Limites de deteccéo (LD) e quantificagcdo (LQ) e teores dos diferentes compostos

encontrados no café torrado e soltvel.

Compostos LD LQ Teores (1g/Q)
ug/g uog/g Café Torrado Café Soluvel
Trigonelina 4,05 13,51 630 + 20 642 + 20
HMF 0,32 1,00 7,2+04 229+ 7
Furfural 0,04 0,12 4,3+0,6 7+ 3
Cafeina 0,99 3,30 1342 + 41 3576 + 99
5-ACQ 0,62 2,11 484 + 17 862 + 26
Acido caféico 0,14 0,45 nd. nd.
Acido fertlico 0,33 1,11 nd. nd.

nd: ndo detectado

4. CONCLUSAO

As metodologias FRAP, DPPH, ABTS, Folin e Deoxirribose sdo aplicaveis para
avaliagdo qualitativa e quantitativa da atividade antioxidante em amostras de café torrado e
sollvel. Coeficientes de variacdo inferiores a 10% foram obtidos em todos os ensaios de AA
avaliados, entretanto a faixa de concentracdo avaliada dever ser considerada, ja que pode
interferir na precisdo do ensaio e nos resultados de atividade antioxidante. A metodologia por
CLAE apresentou linearidade, precisdo e recuperacdo adequadas a esta técnica, dentro da
faixa estudada. Os limites de deteccéo e quantificacdo foram abaixo dos teores usualmente

encontrados nesses produtos.
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Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Cdso Garcia Cid, Km 6, Londrina, PR, Brasil

RESUMO

Este trabalho avaliou a influéncia do processo de torra na composi¢do quimica e na AA de
cafés arabica e robusta, usando diferentes graus de torra. A AA foi avaliada pelos métodos
Folin-Ciocalteau, FRAP e TEAC. Foi monitorado o teor de &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ),
cafeina, trigoneling, furfural, 5-HMF (hidroximetilfurfural), e a formacdo de melanoidinas
com a variacdo das condicdes do processo. Os resultados foram submetidos a Andlise de
Componentes Principais. Simultaneamente a reducdo de 5-ACQ, trigoneling, furfural e 5-
HMF ocorreu um aumento no teor de melanoidinas acompanhando a evolucéo do processo de
torra. Apesar da variacdo na AA ser menos pronunciada que a variagdo dos teores dos
compostos, no geral observou-se que a AA tende a reduzir com o aumento do grau detorrae
gue este comportamento foi variavel com os métodos; observando-se reducdo nos valores de
Folin e ABTS, porém nos resultados da metodologia de FRAP essa variacéo ndo foi tdo clara.
O CP1 (Componente Principal 1) foi caracterizado pela atividade antioxidante, avaliada pelo
método de FRAP principalmente, e teores de cafeina, furfural, HMF e trigonelina. O CP2
mostrou-se correlacionado ao 5-ACQ, melanoidinas e AA medida pelo método de Folin e
ABTS. Observa-se que o café possui diferentes compostos que contribuem para sua AA e 0
resultado final ser4 dado pela compensacdo dos compostos formados e degradados durante o
processo detorra

Palavras- chave: 5-ACQ, trigonelina, furfural, HMF, melanoidinas.



1. INTRODUCAO

O café é consumido principalmente devido a seu sabor e aroma agradaveis, as
sensaces positivas por ele causadas, além de seus efeitos fisiologicos (MAPA, 2008).
Comparativamente a outras bebidas, o café destaca-se pelo potencial antioxidante: foi
encontrada para café sollvel e espresso uma atividade antioxidante maior que a do vinho tinto
e do chaverde (PELLEGRINI et al., 2003).

O café é uma rica fonte de fendlicos, principalmente acidos clorogénicos e seus
produtos de degradacdo (&cidos caféico, fertlico e cumérico). Um dos isdmeros dos acidos
clorogénicos, acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) tem sido citado como um eficiente antioxidante
in vitro e ex vivo (PULIDO; HERNANDEZ-GARCIA; SAURA-CALIXTO, 2003). Porém,
somente uma porcentagem da capacidade antioxidante encontrada no café € atribuida aos
&cidos clorogénicos. A presenca de outros componentes com atividade antioxidante como
&cidos hidroxicin@micos, cafeina e trigonelina tém sido estudada (DAGLIA et al., 2004).

No entanto, variagcbes na matéria-prima e processamento afetam essa caracteristica.
As duas espécies de café de maior valor econdmico sdo Coffea arabica e Coffea canephora
variedade robusta. Bebidas originadas de gréos 100% ardbica sGo mais aceitas pelos
consumidores, pela melhor qualidade sensorial comparativamente ao robusta (CNC, 2008).
Daglia et al. (2000), estudando bebidas de diferentes gréos, relatam que Coffea canephora
possui maior capacidade antioxidante que Coffea arabica.

O processo de torra conduz a mundangas na composicdo quimica e atividade
biolégica do café: enquanto os compostos fendlicos naturais podem ser perdidos outros
compostos antioxidantes, tais como produtos de reacdo de Maillard, sdo formados (CZERNY;
MAYER; GROSCH, 1999). Del Castilho, Ames e Gordon (2002) descrevem um decréscimo
na atividade antioxidante dos gréos com o aumento do grau detorra, associado principalmente
a degradacdo de &cido clorogénico. Por outro lado, o processo de torra também pode formar
compostos como as melanoidinas, ja relatados como responsaveis pela AA de fragdes com
alto peso molecular isoladas de café torrado (DAGLIA et al., 2000; DELGADO-ANDRADE
et a., 2005). Em adi¢do, alguns compostos voléteis heterociclicos também foram descritos
como potencialmente antioxidantes (YANAGIMOTO et al., 2004). Hidroximetilfurfural foi
estudado por sua capacidade antioxidante e mostrou uma atividade comparavel aos compostos
2,6-dibutil-4-metilfenol e a-tocoferol (SHINGHARA et al., 1998).

Diversas técnicas sdo Uutilizadas para caracterizar a capacidade antioxidante.
Entretanto, ndo ha nenhum método universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser
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medida precisamente e quantitativamente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). O potencial
antioxidante do café vem sendo avaliado por diferentes métodos dentre eles FRAP, ABTS e
determinagdo de fendlicos totais (BORRELI et a. 2002; SANCHEZ-GONZALEZ;
JMENEZ-ESCRIG; SAURA-CALIXTO, 2005).

Apesar de muitos estudos envolvendo a atividade antioxidante do café torrado, pouco
€ descrito sobre a relacdo entre essa atividade bioldgica e as variagdes na composicéo do
produto considerando os compostos antioxidantes que sdo formados e/ou destruidos em
diferentes fases do processo de torra. Outra consideracdo interessante, € que 0os métodos aqui
utilizados para medida da AA apresentam mecanismos de reacdo diferenciados, podendo
assim avaliar o poder antioxidante de diferentes compostos. Assim este trabalho acompanhou
0S principais compostos descritos como antioxidantes (5-ACQ, cafeina, trigonelina e
melanoidinas, além de furfural e 5-HMF, compostos intermediérios da reacdo de Maillard)
durante o processo de torra de cafés arabica e robusta, bem como a medida da atividade

antioxidante dos produtos por diferentes metodologias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material
Amostras

As amostras foram fabricadas pela Companhia Iguacu de Café Soltvel (Cornélio
Procopio-PR, Brasil) de maneira a apresentarem diferentes matérias-primas e graus de torra
Gréos de Coffea arabica (A) e Coffea canephora (R) foram torrados em torrador piloto Rayar
(Brasil), com o tempo de processo variando de 7 a 10 minutos, e temperatura de 215 a 225°C,
para obtencdo de 12 amostras por espécie numa faixa de cor entre 80 e 25 IR, com intervalo
de 5 IR entre elas. Esse sistema de avaliacdo de cor (IR) utiliza discos padronizados,
semelhante ao Sistema de Classificacdo Agtron (SCAA, 1995), onde a coloracdo do café é
comparada com discos padréo, atribuindo a coloracéo do disco correspondente. O processo de
torrafoi realizado em triplicata. As amostras foram posteriormente moidas a granulometria de
0,35mm e caracterizadas quanto a cor no sissema CIELAB (luminosidade, L*, e tonalidade
cromética, H*) empregando-se um colorimetro Byk Gardner GmbH (Alemanha), com
geometria 45/0 e iluminante D65 (Tabela 1).

Para caracterizacdo da atividade antioxidante e a andlise dos compostos por CLAE,
as amostras foram extraidas dissolvendo-se em 50mL de &gua a 95°C mantendo em agitacéo
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por 5 minutos com posterior filtracdo em papel de filtro Whatman n. 4. Uma aliquota do
mesmo foi liofilizada para determinagdo de sua concentracdo, e 0s resultados das
metodologias foram avaliados considerando-se o teor de solidos solveis. A concentracdo de
preparo foi adequada para cada metodologia. Todas as amostras foram preparadas em
duplicata, e asleituras foram realizadas em triplicata.

Tabela 1. Valores correspondentes de cores IR em luminosidade (L*) e tonalidade

cromética (H*) para cafés torrados e moidos das espécies arébica e robustar

ROBUSTA ARABICA
IR L* H* L* H*
25 14+1 53%2 12+1 50%3
30 16+1 542 20+2 52+2
35 19+1 55%1 16+1 53%1
40 211 57+1 20 + 58+ 0
45 22+1  57%1 21+1  55%1
50 24+1  58%0 B+2 572
55 25+1 59%2 24+1  58%0
60 27+1  62%1 27+1 601
65 31+1  62%1 281 6l*1
70 32+3 631 0*0 61%0
75 33+1 63%0 0+l 620
80 33+1 631 31+2  62+1

“média e desvio padréo de 9 valores (3 repeticdes de processo, triplicata de anlise)

Reagentes e equipamentos

Padrées de écido-5-cafeolquinico, cafeina, trigoneling, furfural, 5-HMF, &cido gélico
grau cromatogréfico, foram obtidos da Sigma Aldrich- (EUA). Acido tiobarbittrico; ABTS
(2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico); DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
foram obtidos da Sigma Chemical CO. (EUA). Trolox (6-hidroxi-. 2,5,7,8-tetrametilchroman-
2- &cido carboxilico) e TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil-s-triazina) foram obtidos da Fluka/ Sigma-
Aldrich (Dinamarca). Folin-Ciocalteau, &cido acético e acetonitrila foram obtidos da Merck
(Alemanha).

Para obtencdo de melanoidinas, foram utilizadas membranas de didlise Spectra/Por
(EUA) com limites de exclusdo de 12-14KDa.
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Utilizou-se um espectrofotdometro UV-Vis modelo UV mini-1240 (Shimadzu, Japdo)
e um cromatégrafo a liquido Dionex (Alemanha) composto por bomba gradiente P680, forno
para coluna TCC-100, amostrador automético (ASI-100) e detector de Arranjo de Diodos
(PDA-100). O sistema esta acoplado a um computador com o software Chromeleon v. 6.6,
para processamento dos dados.

2.2. Métodos

2.2.1. Avaliagdo da Atividade Antioxidante
Metodologia ABTS (TEAC)

A capacidade antioxidante das solugBes de café frente ao radical livre ABTS™ foi
realizada de acordo com Sanchez-Gonzalez; Jiménez-Escrig; Saura-Calixto (2005). As
amostras foram preparadas na concentracdo 15mg/mL, resultando num filtrado com
concentraco 4,33mg/mL de solidos sollveis. O cétion ABTS™ foi produzido reagindo 7mM
da solucéo estoque ABTS com 2.45 mM de persulfato de potéssio. A mistura permaneceu em
frasco escuro em temperatura ambiente por 12-16 horas antes do uso. Esta solucéo foi ent&o
diluida com tampdo salino fosfato (pH 7.4) para uma absorvancia de 0.7 a 730 nm. Apés a
adicio de 10 uL de amostra ou padrdo Trolox para 4mL da solugdo ABTS™ diluida, as
leituras a 730 nm, foram realizadas apds 6 minutos de reacéo. Solucbes de etanol com
concentragdes conhecidas de Trolox foram usadas para calibragéo (2,5; 5,0; 7,5; 12,5 e 20,0
uMol/L). Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC) em pMol/L Trolox/pug.mL™ amostra.

M etodologia FRAP

O poder de reducdo da bebida foi avaliado de acordo com Sanchez-Gonzalez;
Jiménez-Escrig; Saura-Calixto (2005).

As amostras foram preparadas na concentragdo de 1,5 mg/mL. O filtrado resultante
deste preparo apresentava uma concentracdo de 0,4 mg/mL. O reagente de FRAP foi
preparado pelareagéo de 2,5 mL de umasolugdo 10 mM TPTZ em HCI 40mM; adicionados a
2,5 mL de uma solucgéo de FeCl3.6H,0 20 mM e 25 mL de tampéo acetato 0.3 mM, pH 3.6. A
solucéo foi incubada a 37°C por 30 minutos.

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante 900 puL do reagente FRAP preparado
previamente, foi adicionado a 90 pL de agua destilada e 10 uL da amostra ou padréo. As
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leituras foram realizadas a 595 nm apds 30 minutos a 37°C. Solucgdes nas concentracdes de
4)5; 7,5; 10,5; 12,0 e 18,0 uMol/L de Trolox foram utilizadas para calibragdo. Os resultados
foram expressos como pmol/L de Trolox/pg.ml™ de café.

M etodologia de Folin-Ciocalteau

Para determinacdo de fendlicos totais, a amostra de café foi preparada a 3 mg/mL.
Uma aliquota do filtrado (100 puL) com concentracéo 0,83 mg/mL de solidos solUveis foi
adicionada a 7,5 mL de &gua destilada e 300 uL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,9N. ApGs
agitacdo e mistura, foi acrescentado 1mL de solugdo Na,COs 20% e 1,1mL de &gua destilada.
A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora para leitura a 765 nm
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUCIA-RAVENTOS, 1999). Na curva de calibragéo,
utilizou-se padréo de acido gdlico nas concentracbes 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 7,0 mMol/L. Os

resultados foram expressos como mMol/L de &cido gélico/mg.mL™ amostra

2.2.2. Determinacdo de 5-ACQ, cafeina, trigondina, furfural eHMF

Foi utilizada uma metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinacdo simulténea de cafeina , 5-ACQ, trigonelina, furfural e HMF adaptada de
ALVES et al. (2006). Utilizou-se coluna Spherisorb ODS2 (Waters, EUA), de 4,6 x 250 mm,
particulas 5um. Para eluicdo dos compostos utilizou-se um gradiente de acido acético 5% (A)
e acetonitrila (B) como segue: 0-5 min: 4% B; 5-10 min: 10% B; 10- 30 min: 10% B; 30-40
min: 0% B; 40-50 min: 4% B, com vazéo a 0,7mL/minuto. A deteccéo foi feita a 272nm para
cafeing, furfural e HMF e 320 nm para 5-ACQ. A quantificagdo foi realizada por
padronizacdo externa, utilizando uma curva de calibracdo com 5 pontos em triplicata. 5-ACQ
foi avaliado na faixa de 5 a 30 pg/mL, cafeina de 10 a 50 pg/mL, trigonelina de 15 a
50pg/mL, hidroximetilfurfural de 0,5 a 8 ug/mL e furfural de 0,05 a 1ug/mL. Apds preparo,
conforme descrito anteriormente, as amostras foram filtradas em 0,22um e diretamente
injetadas no sistema cromatogréfico.

2.2.3. Determinagdo de melanoidinas

Foi utilizado um processo de separacd em membranas de didlise com limites de
exclusdo de 12-14KDa, descrito por Bekedam et al. (2006), com algumas modificagdes. As
amostras selecionadas (30 g) foram adicionadas a 200 mL de agua fervente, filtradas em papel
de filtro Mellita e a concentracdo de sblidos solUveis do filtrado foi determinada. O filtrado
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(30 mL) foi transferido para uma membrana de didlise com limite de exclusdo de 12-14 KDa
e esta foi colocada em um béquer com 400 mL de agua destilada, sob agitacdo. As trocas de
agua do recipiente foram realizadas a cada 8 horas, até que ndo mais fosse observada cor na
agua externa. O volume total do material retido na membrana foi determinado e uma aliquota
deste foi liofilizada. Assim, determinou-se a porcentagem de material com peso molecular
superior a 12-14 KDa, considerada aqui como melanoidina, em relacdo a massa original de
solidos soluveis. Essa fracdo foi expressa como g de melanoidinas/100g de solidos solGveis da
amostra original. Para determinacdo de melanoidinas foram selecionadas 5 amostras de café
ardbica e 5 de café robusta dentro da faixa de estudo (25, 40, 55, 65 e 80 IR). As andlises

foram realizadas em duplicata.

2.2.4. Andlise Edtatistica

Para avaliacdo estatistica dos resultados de atividade antioxidante e da composicéo
da amostra foram empregadas Andlise de Componentes Principais pelo procedimento
“Multivariate Exploratory Techniques’ — “Principal Componentes & Classification Analysis’,
do programa Statistica 7.1 (STATSOFT, 2005).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Efeito do grau detorra nos compostos bioativos de cafés arabica e robusta

Amostras de cafés arabica e robusta, torradas numa faixa de coresde clara (80 IR, L*
de 31 a 33) a escura (25 IR, L* de 12 a 14) (Tabela 1), foram submetidas a andlise de
composicdo quimica e AA. A Figura 1 apresenta o comportamento dos compostos bioativos
nas duas espécies em diferentes graus de torra. O café ardbica apresentou, em todos 0s graus
de torra, teores superiores ao café robusta de trigonelina, furfural, HMF e 5-ACQ. Para café
robusta observou-se teores superiores de cafeina. Cafés das duas espécies apresentaram,
comparando-se 0 mesmo grau de torra, teores smilares de melanoidinas. Pode-se observar
gue para todos os componentes estudados com excecdo de cafeina, que é termoestavel, e
melanoidina, formada no processo, os teores dos compostos apresentaram uma redu¢do com o
aumento do grau detorrade 80 IR a25 IR (Figura 1).
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Figura 1. Teores de cafeina (A), trigonelina (B), furfural (C), hidroximetilfurfural (D), 5-

ACQ (E) e melanoidinas (F) nas espécies ardbica e robusta ao longo do processo de torra.
*val ores representados pela média detrés torras (9 resultados: 3 torras, 3 repeticOes de andlise) e desvio padréo entre processos.

Para cafeina foram observados valores médios de 4,70, para café arabica e 7,20

0/100g para café robusta (Figura 1 B). A literatura relata que os teores de cafeina variam de

acordo com a espécie do gréo: cafés provenientes de gréos robusta apresentam teores maiores

de cafeina quando comparados aos gréos de café arabica, e perdas pouco expressivas durante
a torra, tendo em vista a estabilidade térmica do composto (MONTEIRO; TRUGO, 2005;

DIAS, 2005).
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Os teores de trigonelina variaram na faixa de 3,3 a 0,4 g/100g para café arabica e de
2,2 a 0,29/100g para robusta (Figura 1B), com reducéo média de 89 % com o processo de
torra.. O teor de trigonelina presente em café torrado depende do bindmio tempo e
temperatura de torra uma vez que, durante o processo, atrigonelina é rapidamente degradada,
formando volateis, como as piridinas, e N-metilpirrol e acido nicotinico (TRUGO, 1984,
MONTEIRO; TRUGO, 2005).

Para furfural foram observados teores de 0,01g/100g para robusta e 0,03 a
0,019/100g para ardbica. HMF apresentou teores de 0,23 a 0,00 g/100g para arabica e 0,04 a
0,00 ¢g/100g para robusta. (Figuras 1C e 1D). Esses compostos também sofreram reducéo
expressiva (67% para furfural e 100% para HMF) a medida que o processo de torra se tornou
mais severo. Interessante observar que apesar de nas torras claras o teor dos compostos ser
bastante superior em café ardbica, nas torras escuras os teores nas duas espécies ficam
similares. A diferencainicial entre osteores nas espécies € mais expressiva parao HMF. Estes
resultados estdo de acordo com Murkovic e Bornik (2007), que acompanharam a formagéo de
HMF em cafés arabica e robusta, observando um teor méximo no inicio da torra, seguido de
rapida decomposicdo, com o composto atingindo niveis similares em ambos cafés. HMF é
formado pela desidratacdo de levulose (SMITH, 1963) e no aquecimento de serina e treonina
com sacarose (BALTES; BOCHMANN, 1987). A formacdo de HMF paralela a degradacéo
de sacarose durante 0 processo de torra do café € iniciada a 170°C e atinge 0 maximo a
230°C, ocorrendo uma rapida decomposicdo a temperaturas superiores (SILWAR,;
LULLMANN, 1963). Furfural é formado também pela decomposi¢do de pentosanas, como
arabinose, (SMITH, 1963) e pela degradacdo térmica de glicose (HEYNS et al., 1966,
FAGERSON, 1969), cisteina e xilose (LEDL e SEVERIN, 1973; SHELDON et a., 1986).
Mottram (1991) mostrou que também é formado de compostos de Amadori de uma pentose e
um intermediario 3-deoxiosona.

Para 5-ACQ, os teores variaram de 5,96 a 0,22, para arabica, e 6,19 a 0,13g/100g
para robusta (Figura 1E). A literatura relata degradac@o progressiva de acidos clorogénicos
com atorra, contribuindo para a formacdo do aroma e sabor final da bebida e outros produtos
do café torrado; podendo ocorrer perdas de até 90% do conteldo inicial de éacidos
clorogénicos apos torra severa dos gréos (TRUGO; MACRAE, 1986). Aproximadamente
metade do conteldo total de é&cidos clorogénicos degradados na torrefacdo pode ser
encontrada na fracdo de pigmentos, na forma de &cido quinico livre e como compostos
fendlicos de baixa massa molecular (TRUGO; DE MARIA; WERNECK, 1991).
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Simultaneamente a reducdo de 5-ACQ, trigonelina, furfural e 5-HMF ocorreu um
aumento no teor de melanoidinas acompanhando a evolugéo do processo de torra: de 14,40 a
23,60 para arabica e 18,50 a 27,30 para robusta (Figura 1F). O comportamento foi similar
para as duas espécies de café. Durante a torra, a baixa atividade de &gua e alta temperatura
favorecem o desenvolvimento da reacdo de Maillard, como a formagéo de produtos da reacéo
entre proteinas e carboidratos. E também provéavel que compostos fendlicos participem nesta
reacao, tornando-se parte das melanoidinas do café (NUNES; COIMBRA, 2001; BEKEDAM
et a., 2008 a). De acordo com Nicoli et al. (1997) e Daglia et al. (2004), as melanoidinas sdo
um dos principais componentes da bebida do café torrado, contribuindo com
aproximadamente 25% da matéria seca. Estes valores estdo proximos aos resultados
encontrados neste trabalho para produtos com torras escuras (Figura 1F).

3.2. Avaliagdo da Atividade Antioxidante

As amostras de café ardbica e robusta com diferentes graus de torra, foram avaliadas
guanto a atividade antioxidante pela medida de fendlicos totais (Folin Ciocalteau), através da
capacidade em reagir com o cétion ABTS:"e pelo poder redutor medido pelo método FRAP
(Figura 2).

Apesar da variagdo na AA ser menos pronunciada que a variagdo dos teores dos
compostos, no gera é possivel observar que a AA tende a reduzir com o aumento do grau de
torra. Além disso, 0 comportamento € variavel com os métodos. observa-se reducdo nos
valores de Folin e ABTS (1,66 para 1,1mMol/L &cido gélico/ug.mL™; 1,93 a 1,45 uMol/L
Trolox/pug.mL™, respectivamente, considerando a espécie robusta) provavelmente pela perda
dos fendis que ocorre com o avango da torra. Para a espécie arabica, comportamento
semelhante foi apresentado. Porém nos resultados da metodologia de FRAP essa variagéo néo
foi téo clara (variagdo de 0,66 a 0,64 pararobusta e de 0,55 para 0,50 pMol/L Trolox/pg.mL™
para arabica). Este comportamento diferenciado provavelmente ocorreu pelo mecanismo
diferenciado de FRAP na avaliacdo da AA, uma vez que este € limitado a medicéo de
compostos que promovam a transferéncia de elétrons. Folin e ABTS avaliam tanto a
transferéncia de elétrons como de &omos de H (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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Figura 2. Atividade antioxidante, avaliada pelos métodos de Folin (A), ABTS (B) e FRAP

(C), em café ardbica e robusta ao longo datorra.

Valores representados pela média de 3 repeticdes de processo + desvio padréo

Resultados semelhantes foram encontrados por Sacchetti et al. (2008) avaliando o
efeito do grau de torra na atividade de seqliestro de radicais ABTS pela bebida do torrado.
Bebidas de torra média mostraram um aumento na atividade de sequestro dos radicais em
comparagdo com o café verde devido a um aumento na AA da porcéo ndo fendlica
Entretanto, quando torras escuras foram avaliadas esta atividade foi reduzida pela perda da
fracdo fendlica, que ndo teve sua AA equilibrada pelo aumento de AA da porc¢éo néo fendlica.

A andlise de Componentes Principais foi utilizada para avaliar a relacdo entre a
atividade antioxidante e composi¢ao quimica dos diferentes produtos. Foram analisadas as
amostras para as quais havia sido determinado o teor de melanoidinas. Os dois primeiros

componentes principais explicaram 93% da varianciatotal (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Andlise de componentes principais a partir da atividade antioxidante e compostos
quimicos: projecdo das variaveis (A) e grafico de amostras (B). Espécies. arabica (A) e
robusta (R); IR (Indice de Reflectancia); Grau de torra de 80 (claro) a 25IR (escuro).

Observou-se que o CP1 foi caracterizado principalmente pelo teor de melanoidinas,
furfural, HMF e trigonelina (Figura 3A). O CP2 mostrou-se correlacionado as medidas de AA
pelo método de Folin, ABTS e FRAP. Os teores de 5-ACQ e cafeina tiveram influéncia nos
dois componentes. Uma alta correlagdo entre Folin e ABTS foi encontrada (r: 0,91), porém
entre Folin e FRAP a correlagéo foi moderada (r: 0,57). O método de Folin determina o teor
de polifendis totais, mas apresenta como mecanismo basico uma reacdo de oxidacao/reducao,
podendo ser considerado na avaliagdo da atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). E provavel que os compostos medidos por Folin estivessem também envolvidos com o
sequestro do radical ABTS e em menor extensdo com o poder redutor da bebida, avaliado
pelo método de FRAP. Dentre os compostos quimicos, cafeina foi o Unico que apresentou alta
correlacdo com os métodos, apresentando r de 0,87; 0,93 e 0,67 para ABTS, FRAP e Folin,
respectivamente.

O gréfico das amostras mostra discriminacdo pela AA e/ou por torra (Figura 3B).
Amostras de cor escura (ardbica e robusta) foram alocadas na parte inferior da figura e
separam-se de amostras de cor clara que apresentavam maior teor de 5-ACQ e menor
concentracdo de melanoidinas. Os cafés arébica foram alocados mais a esquerda no gréfico de
amostras, discriminando-se dos cafés robusta que estavam associados a um maior teor de
cafeina e maior AA. Assim, considerando a influéncia da matéria-prima sobre a AA, podemos
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observar que de maneira geral, amostras da espécie C. canephora mostraram uma maior AA
gue as de C. arabica (Figura 2, Figura 3-B). Resultados semelhantes ja foram registrados em
outros estudos com café torrado (DAGLIA et al., 2004), e estes tém sido usualmente
atribuidos a0 maior teor de acidos clorogénicos no café Robusta. Contudo, observando os
dados apresentados na Figura 1, é notavel que o isdmero 5-ACQ foi encontrado em
concentracbes semelhantes ou em maior abundancia para o café arabica em relagdo ao
robusta. Conforme dito anteriormente, a matriz de robusta, apesar de conter mais acidos
clorogénicos no gréo verde, em torno de 10% para robusta contra 8% para arabica (LELOUP,
2006), parece favorecer a perda de alguns compostos com a evolugéo do processo de torra
(DIAS, 2005). Assim, a capacidade antioxidante mais elevada observada para cafés robusta,
foi atribuida a0 maior teor de cafeina nesta espécie uma vez que estes se correlacionaram
positivamente com as AA avaliadas. Lépez-Galilea; De Pefia e Cid (2007), em estudo sobre a
influéncia do preparo da bebida, também relatam uma correlacdo significativa entre cafeina e
a atividade antioxidante avaliada por DPPH (0,826) e potencial redox (-0,844). Parras et al.
(2007) avaliaram a atividade antioxidante de café de diferentes origens, com diferentes
preparos de bebida (espresso, italiano e filtrado) e puderam observar maiores valores de
TEAC para produtos com cafeina quando comparado aos seus equivalentes decafeinados.
Vignoli; Bassoli e Benassi (2009c), em estudo da AA de café solavel, observaram maior
potencial antioxidante da espécie robusta, associando essa diferenca ao teor de cafeina.

Além da cafeina, dentre os demais compostos identificados, somente 5-ACQ
apresentou alguma correlacdo com os resultados de AA, avaliada pelo método de Folin
(r:0,50) (Figura 3A). Correlagéo de AA e os demais compostos ndo foi observada. Pode-se
entdo inferir que na matriz do café torrado as correlagdes de AA com compostos especificos
ndo se evidenciam devido a degradacdo e formacdo simultaneas de diferentes componentes
com pontencial antioxidante ao longo da torra. Este fato pode ser bem evidenciado
observando a correlagdo negativa entre 5-ACQ e melanoidinas. Como ambos os compostos
contribuem para a AA do produto, alteragdes nesse parametro, s80 menos evidentes que as
variagdes de composicdo quimica com o processo de torra. Em estudo semelhante com café
sollivel, observou-se que, para a matriz do soltvel, a influéncia do processo de torra (cores de
torra 80, 55 e 25 IR) na AA é ainda menos pronunciada (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI,
2009c). Isto ocorre, provavelmente, pela presenca de uma etapa poserior de extracdo no
processo de fabricacdo, que favorece a presenca de melanoidinas no produto final,
compensando a perda de polifendis com atorra.
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Na literatura, ha pouca concordancia sobre a influéncia da torra na AA. Del Castillo
et a. (2002) observaram maior AA na bebida de torra média. Duarte et al. (2005) e Santos et
al. (2007) encontraram maior AA para bebidas de torra clara, enquanto Nicoli, Anese e
Parpinel (1999) relatam AA mais alta para bebidas de torra média a escura. Além disso, os
estudos sobre a AA do café atribuem esta propriedade principalmente aos teores de fendlicos
e melanoidinas. (BORRELI et a. (2002); DAGLIA et al. (2004); RUFIAN-HENARES ;
MORALES (2007)).

Na faixa de teores de trigonelina, furfural e hidroximetilfurfural encontrados nos
cafés, ndo se observou uma relacdo com a AA. Fuster et al. (2000) observaram que 5-HMF
inibiu oxidacdo de hexanal, superior a 90%, numa concentracdo de 500pg/mL. Além da
utilizacdo de uma concentragcdo mais alta no estudo, deve-se considerar que o comportamento
pode ser diferenciado quando se avalia 0S mesmos comMpostos presentes em uma matriz
complexa como o café. Em um estudo utilizando padrdes, Vignoli; Bassoli e Benassi (2009d)
investigaram a AA de compostos presentes no café. Em concordancia com os resultados aqui
obtidos, para trigonelina, furfural e hidroximetilfurfural nd se observou AA,
independentemente do méodo utilizado. 5-ACQ e melanoidinas apresentaram AA nos
métodos deoxirribose, FRAP, ABTS, Folin e DPPH. Para cafeina somente os resultados do
método deoxirribose indicaram AA, demonstrando ser um eficiente sequestrador de radicais
hidroxil.

A escolha de diferentes métodos de avaliacdo de AA permitiu observar que
compostos como 5-ACQ e cafeina apresentam diferentes mecanismos de atuacd como
antioxidantes. Desta forma, a avaliagéo, por um Unico método, da AA pode ndo representar de

forma adequada a capacidade antioxidante de um produto.

4. CONCLUSAO

A AA final do café torrado resulta da contribuicdo de diferentes compostos. Além
dos compostos fendlicos presentes no café, parcialmente destruidos com o processo de torra
outros compostos antioxidantes, como as melanoidinas, podem se formar mantendo ou
aumentando a AA. Porém com o aumento da intensidade de torra, a maior destruicdo dos
polifendis pode ndo ser mais compensada pela formacéo de outros compostos. Assim, cafés
originados de torras claras mostraram maior capacidade antioxidante devido ao maior
contetdo de polifendis. Devido a AA da cafeina, cafés robusta apresentaram maior AA que 0s
cafés arabica
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A bebida do café torrado, originado de diferentes intensidades de torra, apresentou

um expressivo potencial antioxidante, e este foi influenciado pelas condigdes de torra e
especie.
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CAPITULO IV

Atividade Antioxidante, Polifendis, Cafeina e Melanoidinas de Café Solavel: Influéncia
das Condic¢des de Processamento e Matéria- Prima
J. A. Vignoli ¥'; D. G. Bassoli ;; M. T. Benassi *
! Companhia Iguacu de Café Soltvel, BR 369, Km 88, Cornédlio Procépio, PR, Brasil
2 Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade

Estadual de Londrina, Rodovia Cdso Garcia Cid, Km 6, Londrina, PR, Brasil

RESUMO

O processo de fabricacdo de café solivel comeca com a selecdo dos gréos, seguindo 0s
processos de torrefacdo, granulagdo, extracdo e secagem. Cafés sollveis liofilizados,
produzidos a partir de gréos arébica e robusta, nas torras clara, média e escura com diferentes
métodos de extracdo foram avaliados quanto a atividade antioxidante (AA) pelas técnicas de
ABTS, Folin, DPPH e FRAP. Foram também quantificados 5-ACQ, cafeina e melanoidinas.
Os dados foram submetidos a Andlise de Componentes Principais. Encontrou-se correlacéo
entre a AA avaliada pelos diferentes métodos. A torra levou a degradacdo de 5-ACQ,
acompanhada pela correspondente formag&o de melanoidinas, assim a AA foi pouco afetada
pelo grau de torra. O processo de extracdo do café sollvel foi mais relevante na definicdo da
AA para produtos com menor grau de torra, principalmente por favorecer a extracdo de 5-
ACQ. O maior teor de cafeina em café Robusta conferiu a produtos elaborados com essa
espécie maior AA. Todos os produtos de café sollvel estudados apresentam potencial
antioxidante, conferido pela concentracdo de fendlicos, cafeina e melanoidinas.
Palavras-chave: Coffea arabica, Coffea Canephora, grau detorra, extragcéo
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1. INTRODUCAO

O café é a segunda mercadoria mais importante para a economia mundial depois do
petroleo (BORRELI et al., 2002). As espécies mais cultivadas sdo Coffea arabica (ardbica) e
Coffea canephora, (robusta). Apesar de Coffea canephora apresentar qualidade sensorial
inferior ao arabica, apresenta como vantagem permitir uma alta extracéo de solidos sollveis,
podendo ser utilizado em misturas e na indistria de café soltvel. Bebidas preparadas a partir
do café torrado sdo consumidas pelos sabor e aroma agradaveis e também por seus efeitos
fisiolégicos. A opgdo de consumo por diferentes tipos de bebidas do café esta estritamente
associada aos habitos sociais e a cultura dos paises. O café soluvel é uma importante
modalidade de consumo (45% na Europa Oriental, 53% na Asia/Pacifico e 79% na Austrdia),
destacando-se nos paises onde o0 cha é a bebida tradicional (GEA-GROUP COFFEE, 2008).
Na cadeia do café brasileiro, a indistria de café sollvel é o principal gerador de receita pela
exportacdo de produto com maior valor agregado: para cada US$ de matéria prima utilizada
na indistria, gera-se outro US$ naiindustrializacéo (ABICS, 2008).

Atualmente, estudos cientificos tém ressaltado os efeitos positivos do café a salde
humana (COUGHLIN, 2006). No geral, os autores relatam que existem poucas evidéncias de
risco a salde e consideraveis evidéncias de beneficios para adultos no consumo moderado de
café (HIGDON; FREI, 2006). A bebida vem sendo destacadatambém pela contribuicdo como
fonte de antioxidantes na dieta, atribuida a compostos como cafeina (DEVASAGAY AM et
al., 1996; SHI; DALAL, 1991), &cidos clorogénicos (MOREIRA et al., 2005; GOMEZ-RUIZ,
LEAKE; AMES, 2007), &cidos hidroxicinamicos (GALLARDO; JMENEZ; GARCIA-
CONESA, 2006), e produtos de reactes de Maillard, como as melanoidinas (BORRELI et al.,
2002; DELGADO-ANDRADE, RUFIAN-HENARES; MORALES, 2005). Verifica-se assim,
gue a capacidade antioxidante esta relacionada tanto a presenca de constituintes naturais como
a compostos formados no processamento. O potencial antioxidante da bebida de café vem
sendo avaliado por diferentes métodos como FRAP, ABTS, DPPH e determinacdo de
fendlicos totais (BORRELI et al., 2002; SANCHEZ-GONZALEZ; JMENEZ-ESCRIG;
SAURA-CALIXTO, 2005).

O método de FRAP mede areducéo férrica de 2,4,6-tripiridil -s- triazina (TPTZ) para
um produto colorido. A reacdo detecta compostos com potencial redox < 0,7V (o potencial
redox do Fe™- TPTZ). Os ensaios utilizando o radical ABTS entre eles o TEAC, sfo baseados

na habilidade dos antioxidantes em sequiestrar o radical de longa vida ABTS. Assemelhando-
Se a este mecanismo, 0 ensaio DPPH mede a reducdo do radical estavel DPPH (2,2-diifenil-1-
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picrilhidrazil), monitorado pela diminui¢cdo da absorvéncia deste radical a 515nm. Folin-
Ciocalteau, utilizado por anos como medida de fendlicos totais, tem sido citado na avaliacéo
da atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; BENZIE, 1996).

Comparativamente a outras bebidas, o café destaca-se pelo potencial antioxidante;
alguns autores descrevem para café sollvel e espresso uma atividade antioxidante maior que a
do vinho tinto e do cha verde (PELLEGRINI et a., 2003). No entanto, variacbes na
composicdo dos graos utilizados e processamento afetam essa caracteristica. Daglia et al.
(2000), estudando bebidas de diferentes gréos, relatam que Coffea canephora possui maior
capacidade antioxidante que Coffea arabica. Del Castillo, Ames e Gordon (2002) observaram
um decréscimo na atividade antioxidante dos grédos com o aumento do grau de torra,
associado principalmente a degradacdo de &cido clorogénico. Por outro lado, o processo de
torra também pode formar compostos como as melanoidinas, ja relatadas como responsaveis
pela AA de fragdes com alto peso molecular isoladas de café torrado (DAGLIA et a., 2000).

A maioria dos estudos na literatura refere-se a AA do produto torrado. Apesar da
grande expressdo econbmica do café soluvel, pouco é relatado sobre o seu potencial
antioxidante e a influéncia das condi¢bes de processamento. Para se tornar soltvel, o café
passa por um processo de extracdo, onde os gréos torrados e moidos sdo submetidos a
sucessivas extragbes com é&gua em percoladores, a temperaturas variando de
aproximadamente 100 a 180°C. Quimicamente, a extracdo com agua resulta numa
solubilizacgo seletiva de solidos do café. Mecanismos de despolimerizacdo e degradacéo
podem ocorrer durante a extragdo a altas temperaturas (LELOUP, 2006) e variagdes no
processo podem levar a produtos com diferentes caracteristicas.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das condigdes do processamento
de café solvel (torra e método de extracdo) bem como das matérias-primas (espécies Coffea
arabica e Coffea canephora), sobre a capacidade antioxidante do produto final, relacionando-
se a AA medida por diferentes técnicas a composicdo quimica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Amostras



As amostras foram fabricadas pela Companhia Iguacu de Café Soltvel (Cornélio
Procopio-PR, Brasil) de maneira a apresentarem diferentes graus de torra, condicdes de
extragdo e matéria-prima.

Gréos de café ardbica (A) e robusta (R) foram torrados em torrador piloto Rayar,
capacidade 80K g/h, com o tempo de processo variando de 7 a 10 minutos, e temperatura de
215 a 225°C, até obtencdo de amostras nas cores de torra clara (L), média (M) e escura (D),
correspondentes aos valores médios de L* de 33, 25 e 14, respectivamente. A luminosidade
(L*) foi determinada empregando-se um colorimetro (Byk Gardner GmbH, Alemanha), com
geometria 45/0 e iluminante D65, fazendo-se a leitura em triplicata. Os cafés foram moidos na
granulometria especificada para o processamento posterior (30% de retencdo na peneira de

4mm; 60% de retencdo na peneira de 2mm e 10% de retencdo na peneira de 1mm)

As amostras foram submetidas a dois procedimentos de extragdo: convencional (1) e
com duas correntes de &gua (2). No processo convencional (1), a &gua a 180°C foi alimentada
no primeiro estégio (coluna com o café mais antigo) seguindo na seqiiéncia e percolando o0s
estagios seguintes, até atingir o café mais novo. No Ultimo estagio, o extrato encontra o café
recém carregado, do qual extrai parte dos solidos soliveis em condi¢Bes que favorecem a
preservacdo do aroma e do sabor. Durante o processo, os Sdlidos sollveis do extrato
aumentam, mas a temperatura diminui, entdo a Ultima coluna contendo café fresco foi extraida
a uma temperatura préxima a 100°C estando o produto sujeito a danos térmicos minimos. O
extrato originado deste processo foi submetido ao processo de liofilizagdo. No processo com
duas correntes de agua (2), a primeira corrente foi alimentada em estagios selecionados com
temperaturas e pressdes mais amenas, proporcionando um extrato de melhor qualidade. A
segunda corrente de &gua foi alimentada nos outros estagios com temperatura e pressao
maiores, para aumento da solubilizacdo. Uma liga contendo 50% de extrato de cada corrente
foi submetida ao processo de liofilizag&o.

Para caracterizacdo da atividade antioxidante, as amostras foram diretamente
dissolvidas em &gua, na concentracdo adequada para cada metodologia. Todas as amostras
foram preparadas em duplicata, e as leituras foram realizadas em triplicata.
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Reagentes e equipamentos

Padrbes de é&cido-5-cafeoilquinico, cafeina, trigonelina, écido gdlico, furfural,
hidroximetilfurfural, maltol e guaiacol, grau cromatogréfico, foram obtidos da Sigma Aldrich-
(EUA). Trolox (6-hidroxi-. 2,5,7,8-tetrametilchroman-2- écido carboxilico) e TPTZ (2,4,6-tri
(2-piridil-s-triazina) foram obtidos da Fluka/ Sigma-Aldrich (Dinamarca). Folin-Ciocalteau
foi obtido daMerck (Alemanha).

Para obtencdo de melanoidinas, foi utilizada membrana de didlise Spectra/Por (EUA)
com limite de exclusdo de 12-14KDa.

Utilizou-se um espectrofotdometro UV-Vis modelo UV mini-1240 (Shimadzu, Japdo)
e um cromatégrafo a liquido Dionex (Alemanha) composto por bomba gradiente P680, forno
para coluna TCC-100, amostrador automético (ASI-100) e detector de Arranjo de Diodos
(PDA-100). O sistema esta acoplado a um computador com o software Chromeleon versdo
6.6 para processamento dos dados.

2.2. Métodos

2.2.1. Metodologias de Determinacao da Atividade Antioxidante
Metodologia ABTS (TEAC)

As amostras foram preparadas na concentracéo 3mg/mL. A capacidade antioxidante
das solugbes de café frente ao radical livre ABTS™ foi realizada de acordo com Séanchez-
Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005). O cétion ABTS™ foi produzido reagindo
7mM da solucdo estoque ABTS com 2.45 mM de persulfato de potéssio. A mistura
permaneceu em frasco escuro em temperatura ambiente por 12-16 horas antes do uso. Esta
solucdo foi entdo diluida com tampdo salina fosfato (pH 7.4) para uma absorvéancia de 0.7 a
730 nm. Apds a adicdo de 10uL de amostra ou padrdo Trolox para 4mL da solugdo ABTS™
diluida, as leituras a 730 nm , foram realizadas apds 6 minutos de reacdo. Solugdes de etanol
com concentragdes conhecidas de Trolox foram usadas para calibragéo (2,5 ; 5; 7,5; 12,5 e 20
uMol/L). Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC- uMol/L Trolox/ug.mL*amostra).
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M etodologia FRAP

As amostras de café foram preparadas na concentracéo de 0,9mg/mL. O poder de
reducdo da bebida foi avaliado de acordo com Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-
Calixto (2005). O reagente de FRAP foi preparado pela reagéo de 2.5 mL de uma solucéo
10mM TPTZ em HCI 40mM; adicionados a 2.5 mL de uma solucgédo de FeCl3.6H,O 20mM e
25 mL de tampéo acetato 0.3 mM, pH 3.6. A solucdo foi incubada a 37°C por 30 minutos.
Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, 900pL do reagente FRAP preparado
previamente, foi adicionado a 90pL de a&gua degtilada e 10 pL da amostra ou padrdo. As
leituras foram realizadas a 595nm apds 30 minutos a 37°C. Solucbes nas concentracbes de
4)5; 7,5; 10,5; 12,0 e 18,0 uMol/L de Trolox foram utilizadas para calibracéo.. Os resultados
foram expressos como pmol/L de Trolox/pg.mL™ de café.

M etodologia DPPH

As amostras de café foram preparadas nas concentragdes de 2, 3, 4, 6, 10 e
15mg/mL. A reducédo do radical DPPH foi determinada pela mudanga colorimétrica medida a
517nm conforme descrito em Casagrande et al. (2007). Para medida do seqiestro do radical
10 pl de amostra foram adicionados em uma mistura contendo 1mL de tamp&o acetato de
sodio pH 5,5, ImL de etanol e 0,5 mL de DPPH 250uM. Apés 10 minutos a temperatura
ambiente foi realizada leitura a 517nm. Foram realizadas leituras do branco (1mL de tampéo
acetato + 1,5mL de etanol) e controle positivo (todos os reagentes sem a amostra). O poder
antioxidante da bebida foi calculado pela porcentagem de inibicdo da atividade do radical
livre DPPH (1A%) (equacdol). A partir das concentragdes utilizadas foi possivel obter o
célculo do 1C50 (concentracdo de amostra necessaria para inibicéo do radical em 50%).

A (%) = 100- (Abs daamostra/ Abs do controle)* 100 (equacao 1)

M etodologia de Folin-Ciocalteau

Para determinacdo de fendlicos totais, 100uL da amostra de café na concentracéo
Img/mL foram adicionados a 7,5 mL de agua destilada e 300 uL do reagente de Folin-
Ciocalteau 0,9N. Apos agitacdo e mistura, foi acrescentado 1mL de solucdo Na,CO3; 20% e
1,1mL de agua destilada. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora para
leitura a 765 nm (SINGLETON, ORTHOFER E LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Na curva
de calibracdo utilizou-se &cido galico como padréo nas concentracdes 0,5; 1; 2; 5 e 7 mMol/L.
Os resultados foram expressos como mMol/L de &cido galico/mg.mL™ amostra.
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2.2.2. Determinagéo dos Compostos Bioativos do Café Soluvel

Determinacdo de 5-ACQ e cafeina

Foi utilizada uma metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinacdo simulténea de cafeina e 5-ACQ (ALVES et al., 2006). Utilizou-se coluna
Spherisorb ODS2 (Waters, EUA), de 4,6 x 250mm, particulas 5um. Para eluicdo dos
compostos utilizou-se um gradiente de &cido acético 5% (A) e acetonitrila (B) como segue: 0-
5 min: 4% B; 5-10 min: 10% B; 10- 30 min: 10% B; 30-40 min: 0% B; 40-50 min: 4% B,
com vazdo de 0,7mL/minuto. A deteccéo foi feita a 272nm para cafeina e 320 nm para 5-
ACQ. A quantificacéo foi realizada por padronizagdo externa, utilizando uma curva de
calibracdo com 5 pontos em triplicata: 5-ACQ foi avaliado na faixa de 5 a 30 pg/mL e cafeina
de 10 a 50 pg/mL. As amostras foram dissolvidas em &gua ultra-pura, filtradas em 0,22um e
diretamente injetadas no sistema cromatogréfico.

Determinagdo de melanoidinas

Foi utilizado um processo de separacdo em membranas de didlise com limite de
exclusdo de 12-14KDa, descrito por Bekedam et al. (2006), com algumas modificagdes.
Foram preparados 20 mL de uma solucdo de café soluvel a 45% de concentracdo. A solucdo
foi transferida para a membrana e esta colocada em um béguer com 400 mL de agua destilada,
sob agitacdo. As trocas de &gua do recipiente foram realizadas a cada 8 horas, até que néo
fosse mais observada cor na agua externa. O material retido na membrana foi liofilizado,
permitindo estimar a porcentagem de material com peso molecular superior a 12-14 KDaem
relacdo a massa original. Essa fragdo, considerada aqui como melanoidina, foi expressa como
g de melanoidinas/100g de amostra.

2.4. Andlise Estatistica

Para avaliagdo dos resultados de atividade antioxidante e da composicdo da amostra
foi empregada Andlise de Componentes Principais pelo procedimento “Principal
Componentes & Classification Analysis’, do programa Statistica 7.1 (STATSOFT, 2005).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As bebidas de café soluvel preparadas dos produtos obtidos nas diferentes condi¢cdes
de torra, extracdo e matéria-prima (Coffea arabica e Coffea canephora) foram avaliadas
guanto a sua atividade antioxidante através da capacidade em reagir com o cétion ABTS, pelo
poder redutor medido pelo método de FRAP, pela medida de fendlicos totais (Folin
Ciocalteau) e pela habilidade em sequestrar o radical livre DPPH (Tabelal). Compostos do
café usualmente relacionados com o poder antioxidante, como cafeina, 5-ACQ e

melanoidinas, foram também determinados (Tabela 2).

Tabela 1. Valores de capacidade antioxidante do café solivel avaliados por diferentes
métodos, para as diferentes condices de processo e espécies.

ARABICA ROBUSTA
ENSAIOS CORTORRA EXTRAGCAO1 EXTRAGCAO2 EXTRACAO1 EXTRAGAO 2
ABTS clara 0,75+ 0,04 0,93+ 0,00 1,09+ 0,01 1,29 +0,13
pMol/L Trolox/ug.mL ™ média 0,84+ 0,09 0,94 +0,03 1,44 + 0,07 1,31+ 0,02
escura 0,95+ 0,01 0,99 + 0,00 1,33+ 0,06 1,11+0,15
FRAP clara 0,77 £ 0,09 1,00 + 0,00 1,05+ 0,06 1,19+ 0,02
pmol/L detrolox/ pg.mL™ média 1,00 + 0,02 1,23+0,02 1,36 + 0,03 1,38+ 0,04
escura 1,11+0,01 1,04 +0,02 1,40+ 0,03 1,19+ 0,07
clara 0,71+ 0,03 0,88+ 0,01 0,88 + 0,00 1,09+ 0,03
FOLIN média 0,77 +£0,01 0,89 + 0,06 0,98 + 0,02 1,02+ 0,02
Mmol/L &c. gdlico/mg.mL ™ escura 0,79 = 0,00 0,77 £ 0,02 0,93+0,01 0,79+ 0,02
clara 24,92 + 0,55 16,11 + 0,26 16,35+ 0,34 14,81+ 0,37
DPPH média 19,87 +1,38 18,8 + 0,47 16,14+ 0,11 14,70+ 0,20
1C50 (ug/mL) escura 20,51+0,18 20,23 + 1,02 16,79 +1,04 19,47+ 0,35

*meédia de 6 valor es (duplicatas, com trés repeticdes) + desvio padréo
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Tabela 2. Teores de 5-ACQ, cafeina e melanoidinas do café sollvel para as diferentes

condicOes de processo e espécies*.

ARABICA ROBUSTA

CORTORRA EXTRACAO1 EXTRAGCAO2 EXTRACAO1 EXTRACAO?2

5-ACQ clara 3,53 +0,02 411+0,11 2,79+ 0,06 4,24 +0,05
(9/100g) média 1,87 +0,13 2,55+ 0,03 1,71+ 0,04 2,26 +0,11
escura 0,62 + 0,03 0,40 + 0,03 0,21+ 0,03 0,25 + 0,03

Cafeina clara 2,84 +0,02 3,44+ 0,05 3,98 + 0,08 5,33 + 0,02
(9/100g) média 3,07 +0,36 412+035 582+ 0,11 5,54 + 0,14
escura 3,64 + 0,04 3,34+ 0,15 4,75+ 0,11 4,88 + 0,64

M elanoidinas clara 2380+0,77 20,13 +0,59 2730+051  2289+0,38
(9/100g) média 1807+045 22,08 +0,04 19,66+2,04 2128+ 1,65
escura 2064+159 2542 +0,01 3044+1,84 26,50+ 0,19

*M édia de duas medidas + desvio padréo

Andlise de Componentes Principais foi utilizada para avaliar a relacdo entre a
atividade antioxidante e composi¢cdo quimica dos diferentes produtos, sendo que os dois

primeiros componentes principais (CP 1 e 2) explicaram 87% da variancia total.
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Figura 1. Andlise de componentes principais a partir da atividade antioxidante e composi¢ao:
projecéo das variaveis (A) e grafico de amostras (B). Espécies. arabica (A), robusta (R);
Cores. D: escura, M: média; L: clara
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O CP1 foi caracterizado pela atividade antioxidante da bebida e teor de cafeina, que
apresenta estabilidade ao processo térmico (Figura 1 A). E importante observar que todos os
métodos caracterizaram as amostras de forma semelhante com relagcdo a atividade
antioxidante, apesar de diferirem quanto aos mecanismos envolvidos nas reacfes de Oxido-
reducdo (Tabela 1). DPPH est& representado como valores de |C50, portanto quanto menores
forem estes, maior serd o poder antioxidante. Assim, este método tem a mesma indicacéo de
atividade antioxidante que os demais.

Uma alta correlagdo entre Folin e os demais métodos estudados foi encontrada
(Figura 1A). O método de Folin determina o teor de polifendis totais, mas apresenta como
mecanismo bésico uma reacdo de oxidacao/reducdo, podendo ser considerado na avaliagéo da
atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Em estudo sobre a influéncia do
preparo da bebida na atividade antioxidante, Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-
Calixto (2005) também observaram correlacéo entre o contetido de polifendis por Folin e os
valores de FRAP. Neste trabalho a maior correlagdo foi encontrada entre Folin e DPPH (r:
0,88) sugerindo um sequestro deste radical por compostos fendlicos. Além disso, 0s
compostos medidos por Folin estariam também envolvidos com o poder redutor da bebida,
avaliado pelo método de FRAP (r: -0,72) e com o sequiestro do radical ABTS (r:0,82).

O CP2 estava correlacionado ao teor de 5-ACQ e melanoidinas, e, portanto, a
compostos degradados ou produzidos durante o processo de torra. Observou-se entre estes
compostos uma correlacdo negativa, ou seja, a medida que o teor de 5-ACQ diminuiu, ocorreu
um aumento no teor de compostos de alto peso molecular. Além disso, ndo se observou
correlacdo entre as concentragdes de 5-ACQ e melanoidinas e os resultados de AA (CP1),
constatando-se uma AA semelhante em amostras de torra clara e escura. (Tabelal e 2, Figura
1A).

Dessa forma a ACP permitiu separar as amostras pela AA (CP1) e/ou por torra (CP
2) (Figura 1B). Nos dois quadrantes inferiores, pode se observar um grupo distinto formado
por amostras de cor escura, independentemente da matéria prima ou método de extracdo
empregados no processamento. Nos quadrantes superiores ficaram alocadas as amostras de
torras clara e média, sendo alocadas mais a esquerda os cafés robusta (com maior AA) e
configurados a direita os cafés arébica.

Considerando a influéncia da matéria-prima sobre a AA, podemos observar que de
maneira geral, amostras da espécie C. canephora mostraram uma maior AA que as de C.
arabica (Tabela 1, Figura 1B). Resultados semelhantes j& foram registrados em outros estudos
com café torrado (DAGLIA et al., 2004), e estestém sido usualmente atribuidos ao maior teor
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de &cidos clorogénicos no café Robusta. Entretanto, os dados observados aqui mostraram que
0 isdmero 5-ACQ, foi encontrado em concentragdes semelhantes ou em maior abundancia
para o café sollvel ardbica em relacdo ao café robusta (Tabela 2). A matriz de robusta, apesar
de conter mais &cidos clorogénicos no gréo verde, em torno de 10% para café robusta contra
8% para café ardbica, segundo Leloup (2006), parece favorecer a perda de alguns compostos
com aevolucdo do processo detorra. Clifford (1997) relata que para um grau de torra similar,
o café robusta perde uma maior quantidade absoluta de &cidos clorogénicos produzindo fendis
voléteis e guaiacol. Trugo e Macrae (1984) e Dias (2005) também descrevem o mesmo
comportamento estudando cafés arabica e robusta com diferentes graus de torra. Assim, a
capacidade antioxidante mais elevada observada para cafés Robusta, foi atribuida ao maior
teor de cafeina nesta espécie (Tabela 2), uma vez que este se correlacionou positivamente com
as AA avaliadas (Figura 1). Lopez-Galilea; De Pena e Cid (2007), em estudo sobre a
influéncia do preparo da bebida, também relatam uma correlacdo significativa entre cafeina e
a atividade antioxidante avaliada por DPPH (0,826) e potencial redox (-0,844). Parras et al.
(2007) avaliaram a atividade antioxidante de café de diferentes origens, com diferentes
preparos de bebida (espresso, italiano e filtrado) e puderam observar maiores valores de
TEAC para produtos com cafeina quando comparado aos seus equivalentes decafeinados.

Com relagdo a influéncia da torra sobre a AA, € interessante observar que existe
pouca concordancia na literatura mesmo para café torrado, que tem sido o produto mais
estudado. Del Castillo et al. (2002) observaram maior AA na bebida de torra média. Duarte et
al. (2005) encontraram maior AA para bebidas de torra clara, enquanto Nicoli, Anese e
Parpinel (1999) relatam AA mais alta para bebidas de torra média a escura. Dados para café
sollvel ndo foram encontrados, porém deve-se considerar que 0 produto apds a torra ainda
passa por uma etapa adicional onde foi aplicado um tratamento térmico: extracdo a altas
temperaturas.

Para os cafés soluveis, o grau de torra mostrou pouca influéncia sobre a AA do
produto final. Constatou-se que 0s compostos que tem sua concentracdo afetada pelatorra (5-
ACQ e melanoidinas) ndo foram diretamente relacionados ao potencial antioxidante das
bebidas. Esse resultado pode a principio parecer contraditério tendo em vista a reconhecida
atividade antioxidante desses compostos. Foi descrito por Moreira et al. (2005) uma alta
correlacdo entre o contelido de &cido clorogénico e o método de FRAP, particularmente dos
isdmeros cafeoilquinicos. Borreli et a. (2002) avaliaram a AA das melanoidinas comparando
café verde e torrado (cores clara, média e escura). O método ABTS mostrou AA em todas as
fracdes: baixo (1,0 a 3,0 KDa), médio e alto peso (acima de 100 KDa); entretanto as fracbes



92

de alto peso, contendo melanoidinas, bem como as fracBes de baixo peso, rica em fendlicos,
foram as mais ativas. Daglia et al. (2004) encontraram resultados similares para café torrado,
associando a AA a habilidade em sequiestrar radicais hidroxil. Neste trabalho fragdes de alto
peso molecular originadas do café verde também foram avaliadas, porém ndo apresentaram
AA, 0 que demonstra que 0 processo de torra é responsavel pela formacdo de compostos com
AA.

Na literatura muitas vezes os trabalhos de AA sdo focados em uma classe especifica
de compostos (&cidos clorogénicos, cafeina ou melanoidinas) ou em apenas uma condicéo de
torra. Uma analise mais abrangente, de produtos com caracteristicas de torra, extracéo e
composicdo diferenciadas, nos permitiu observar que AA final da bebida foi o resultado da
compensacao entre compostos degradados e formados na torra. O 5-ACQ é degradado com
aumento do grau de torra, polimeros de alto peso molecular sdo formados, fazendo com que
atividade antioxidante ndo se altere com a modificagdo das condi¢cbes de torra. Assim,
conclui-se que nas condi¢des estudadas esses dois compostos apresentam contribuicao similar
paraa AA, areducdo de um pode ser compensada pela formacgédo do outro justificando a AA
semelhante observada em amostras de torra clara e escura. Dessa forma, pode-se dizer que
AA foi mais dependente da composicdo dos cafés do que datorra.

Em relacdo ao tipo de extracdo do café sollvel constatou-se um comportamento
diferenciado entre processos dependendo do grau de torra (Tabela 2). Tanto para os produtos
originados de ardbica como de robusta, foi possivel observar uma extracéo favorecida de 5-
ACQ nas cores de torra clara e média quando se utilizou 0 processo em duas correntes (2).
Ressalta-se ainda que o0 processo 2 também favoreceu a extracdo de cafeina natorra clara para
as duas espécies e, na torra média, apenas para 0 produto de ardbica. Na torra escura, 0
processo de extracdo deixou de influenciar a liberagcdo destes compostos. Aparentemente, a
partir do momento em que a matriz ja esta bastante “danificada’ pelo processo de torra, a
extragdo dos compostos € facilitada e ocorre de forma mais ou menos independente do
processo usado. No caso do café robusta, em que a matriz € mais sensivel a processos de
degradacdo, isso ja pode ser observado para alguns compostos mesmo no grau de torra médio.

Apesar da extracdo 2 provocar aumento tanto de cafeina como de 5-ACQ no produto
final com torras mais claras, é provavel que este aumento tenha ocorrido de maneira
diferenciada para cada um deles. 5-ACQ, sendo um composto termoldbil, provavel mente teve
seus teores preservados na primeira corrente desta extragéo que utilizou temperaturas amenas.
Ja considerando a cafeina, que é termoestavel, pode-se dizer que a extracdo 2 no gera
permitiu uma maior liberagdo de compostos da matriz nas torras mais claras. Observando o
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comportamento das melanoidinas, no geral, sua extracdo € favorecida pelo processo 1. Nao
somente 0s teores, mas também a composic¢ao da fracdo de alto peso molecular, considerada
como melanoidina, é influenciada por condi¢cdes de torra e extracdo. A0 mesmo tempo em
gue o peso molecular aumenta com o tratamento térmico, condigcdes severas também levam a
degradacéo destes compostos. Leloup (2006) avaliou a influéncia da temperatura no perfil de
peso molecular de carboidratos. Foi possivel observar a formacdo de mono e dissacarideos
com aumento da temperatura de extracéo, entretanto para condices moderadas a médias
ocorre a presenca de moléculas acima de 10 KDa. Na extracéo 2, utilizou-se duas correntes de
a&gua, sendo uma delas com temperatura mais elevada e provavelmente nesta fase foram
também degradados compostos de alto peso molecular.

Com relacdo a contribuicao da extracdo paraa AA, observou-se que paratorras mais
claras a maior extracdo de 5-ACQ e cafeina obtida no processo 2 aumenta a AA do produto.
Nesse caso observa-se a importancia da concentragdo de 5-ACQ na definicdo da AA. Em
processos menos intensos de torra, uma extracdo que permita maiores concentracoes de 5-
ACQ é vantajosa, a medida que esse composto se degrada e aumenta o teor de melanoidina o
processo de extracdo € menos determinante paraaAA.

A bebida do café soltvel apresenta entdo, um excelente potencial antioxidante, ja que
na sua fabricacdo é tradicionalmente utilizada grande proporcéo do café robusta associada a
processos de extragdo em que se pode favorecer um enriquecimento de componentes com
potencial antioxidante como 5-ACQ e cafeina.

4. CONCLUSAO

Todos os produtos de café sollvel estudados apresentam potencial antioxidante,
conferido por um balanco na concentracéo de compostos fendlicos, cafeina e melanoidinas. A
geracdo de compostos de alto peso molecular com a degradacdo dos fendlicos fez com que a
AA do produto fosse pouco afetada pelas condigdes de torra. O processo de extracéo
empregado foi mais relevante para definicdo da AA para produtos com menor grau de torra. O
maior teor de cafeina presente em C. canephora conferiu a produtos elaborados com esta
espécie uma maior AA, mostrando que a atividade antioxidante do produto final depende
principal mente das espécies utilizadas nos blends.
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Investigacéo e Avaliacdo de Congtituintesdo Café com Atividade Antioxidante
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'Companhia Iguagu de Café Soltvel, BR 369, Km 88, Corndlio Procdpio, PR, Brasil
*Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade

Estadual de Londrina, Rodovia Cdso Garcia Cid, Km 6, Londrina, PR, Brasil

RESUMO

Congtituintes do café relatados como bioativos foram avaliados quanto a sua capacidade
antioxidante pelos métodos de Folin, ABTS, FRAP, DPPH e Deoxirribose. Nas concentragdes
estudadas furfural, 5-HMF (5- Hidroximetilfurfural) e trigonelina ndo apresentaram atividade
antioxidante pelos métodos utilizados. Cafeina mostrou-se um eficiente seqiiestrador de
radicais hidroxilicos, assim como guaicol, 5-ACQ e maltol. Maltol destacou-se pela alta
atividade contra o radical ABTS- *. 5-ACQ foi 0 composto mais ativo considerando o método
DPPH, seguido por guaiacol. Para Folin-Ciocalteau a ordem de atividade foi: guaiacol > 5-
ACQ> melanoidinas. Melanoidinas, extraidas de café sollvel, correspondente a fragdo de ato
peso molecular (acima de 12KDa), também demonstraram AA em todos 0s outros métodos.
Uma fracdo de compostos de peso molecular inferior a 3,5KDa, extraidos do mesmo café
sollvel, mostrou AA, igual ou superior as melanoidinas, dependendo do método de avaliacéo.
Compostos com peso molecular intermediario tiveram um reduzido poder antioxidante.
Assim, podemos dizer que 5-ACQ, guaiacol, maltol, melanoidinas e cafeina demonstraram,
de maneira diferenciada para cada método, capacidade antioxidante. Deve-se considerar que
apesar desses compostos apresentarem um potencial de atuagdo como antioxidantes, o
impacto de cada um na AA no produto final vai ser dependente da concentracéo e interacoes
de sinergismo ou supressao entre eles.

Palavras-chave: Cafeina, 5-ACQ, melanoidinas, maltol, guaiacol.
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1. INTRODUCAO

Atividade antioxidante (AA) é uma das caracteristicas de grande interesse atualmente
em estudos com alimentos. No café torrado, esta propriedade é geralmente focada no teor de
compostos fendlicos, bem como em produtos de reacdo de Maillard (BEKEDAM et al.,
2008a). No entanto, componentes como cafeina, que representa cerca de 2,2% da matéria seca
em café robusta e 1,26% em ardbica (LELOUP, 2006) e tem se mostrado um eficiente
sequestrador de radicais hidroxil (DEVASAGAYAM et al., 1996; SHI; DALAL, 1991),
apresentam um potencial antioxidante. Além da cafeina, outros nitrogenados como trigonelina
(DAGLIA et a. 2004) e alguns voléteis heterociclicos tipicos (FUSTER et al., 2000;
YANAGIMOTO et al., 2002) encontrados no café também tém sido estudados por sua AA.
Y anagimoto et al. (2004) relataram que compostos heterociclicos presentes em fragdes de um
extrato diclorometano, foram responsaveis pela parte da AA do café. Hidroximetilfurfural,
por exemplo, mostrou uma atividade comparavel ao a-tocoferol (SHINGHARA et a., 1998).

Para alguns destes compostos 0 mecanismo de acdo antioxidante ja foi elucidado ou
sugerido. Para metilxantinas, incluindo cafeina e alguns derivados, deve-se a presenca de um
anel imidazol intacto e a existéncia de um doador de €elétrons na posicdo C8 do grupo
imidazol (Figura 1) (GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007). Nos fenolicos, AA esta
relacionada aos grupos hidroxilas. aumento no nimero de hidroxilas conduz a um aumento no
sequestro de radicais livres (GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007). Tem sido descrito
também que a ligacéo dupla na cadeia de derivados de acidos hidroxicindmicos participa na
estabilizagdo do radical por ressonancia (NATELLA et al., 1999). Ja para produtos da reacdo
de Maillard, particularmente melanoidinas, as propriedades quimicas e funcionais ndo sao
completamente entendidas devido a composicdo quimica complexa e variavel destes
compostos. A AA é atribuida, em parte, aincorporacdo de &cidos clorogénicos na estrutura da
melanoidina (BEKEDAM et al., 2008).
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais compostos do café relacionados a atividade

antioxidante.

E importante mencionar que uma vez que cada composto pode atuar de maneira

diferenciada, na avaliagcdo de componentes com estruturas variadas (Figura 1) diversos

métodos devem ser utilizados em conjunto para estimar de maneira mais abrangente a AA. O

método FRAP avalia o poder redutor de um composto, permitindo boa correlagdo com o grau

de hidroxilacdo e extensdo de conjugacdo em polifendis (PULIDO; BRAVO; SAURA-

CALIXTO, 2000), ndo detecta, porém, compostos que atuam blogueando radicais pela

transferéncia de H. FRAP mede somente os mecanismos de transferéncia de elétrons,
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podendo, em combinagd com outros métodos, ser Util na distingdo de mecanismos
dominantes com diferentes antioxidantes (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Métodos
utilizando ABTS, entre eles 0 TEAC, sdo baseados na habilidade dos antioxidantes em

seqiiestrar o radical: o composto pode reduzir o ABTS™ quando tem um potencial redox

menor que este (0,68V), como observado para fendlicos. O ensaio pode ser usado para
determinar a capacidade antioxidante de extratos lipofilicos e hidrofilicos e em uma grande
faixa de pH, possibilitando o estudo de efeitos do pH em mecanismos antioxidantes (AWIKA
et al., 2003). O ensaio DPPH avalia principalmente a reacdo de transferéncia de elétron sendo
a abstracdo do atomo de hidrogénio uma reacdo de via marginal (OU; PRIOR; HUANG,
2005). A metodologia de deoxirribose permite identificar a capacidade de sequiestrar o radical
OH, muito reativo e que pode ser gerado em condicdes fisiologicas (PARRAS; MARTINEZ-
TOME; JMENEZ, 2007). Outro método tradicionalmente utilizado para determinar
capacidade antioxidante é o Folin-Ciocalteu (F-C) ou Fendlico Tota, porém sempre ha
controvérsia sobre 0 que estd sendo detectado neste ensaio de capacidade antioxidante:
somente fendis ou fendis mais agentes redutores e possivel mente metais quelantes.

Os trabalhos da literatura com café usualmente se atem a uma Unica classe de
compostos ou determinacdo da AA por uma técnica, ndo permitindo uma comparacéo
adequada da importancia de cada composto na AA do produto. Neste trabalho, compostos
naturalmente presentes ou formados no processo (&cidos clorogénicos, representados pelo 5-
ACQ, cafeina, trigoneling, fragdes com diferentes PM incluindo melanoidinas, furfural, 5-
HMF, maltol e guaiacol) foram selecionados com base na sua potencial contribuicdo para a
AA do café. Esses compostos foram submetidos a avaliaco da AA por métodos associados a
diferentes mecanismos de atuacdo (Folin-Ciocalteau, TEAC, FRAP, DPPH e deoxirribose). O
objetivo foi avaliar comparativamente o impacto dos constituintes de café na atividade

antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

Padrbes de é&cido-5-cafeoilquinico, cafeina, trigonelina, écido gdlico, furfural,
hidroximetilfurfural, maltol e guaiacol, grau cromatogréfico, foram obtidos da Sigma Aldrich-
(EUA). Acido tiobarbittrico; ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico);
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), deoxirribose, cloreto de ferro 1l e EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético) foram obtidos da Sigma Chemical CO. (EUA). Trolox (6-
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hidroxi-. 2,5,7,8-tetrametilchroman-2- é&cido carboxilico) e TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil-s-
triazina) foram obtidos da Fluka/ Sigma-Aldrich (Dinamarca). Folin-Ciocalteau e peréxido de
hidrogénio foram obtidos da Merck (Alemanha).

Para obtencdo de melanoidinas, foram utilizadas membranas de didlise Spectra/Por
(EUA) com limites de exclusdo de 3,5 e 12-14KDa. Foi utilizado um processo de separacao
descrito por Bekedam et al. (2006), com algumas modificacdes. Foram preparados 20 mL de
uma solucdo de café solivel a 45% de concentracdo. A solucdo foi transferida para a
membrana de 3,5KDa e esta colocada em um béquer com 400 mL de &gua destilada, sob
agitacdo. As trocas de &gua do recipiente foram realizadas a cada 8 horas, até que ndo fosse
mais observada cor na &gua externa. O material eluido da membrana, menor que 3,5KDa, foi
liofilizado e utilizado na avaliagdo de sua AA. O material retido na membrana foi transferido
para a membrana de 12-14 KDa. Apds passar pelo mesmo processo de didlise anterior, as
fracOes eluidas e retidas pela membrana de 12-14 KDa foram liofilizadas e submetidas a
avaliacdo da AA. A fragéo de 12-14KDafoi considerada o padréo de melanoidina

Café solavel, 100% robusta, proveniente de uma torra escura € pProcesso
convencional de extragdo que apresentava boa capacidade antioxidante e alto teor de
melanoidinas (VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2009c), foi utilizado para producdo das
fracOes de diferentes pesos moleculares. A amogtra original também foi submetida aos
métodos de andlise da AA.

2.2 Métodos

2.2.1.Medida da Atividade Antioxidante

A concentracdo dos padrfes empregada em cada técnica foi definida considerando a
especificidade dos métodos, de maneira a utilizar leituras dentro da faixa de linearidade
(VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2009a8). As concentracbes ndo correspondem, assim,
necessariamente as observadas em produtos de café, mas permitem a comparacdo direta entre
a eficiéncia dos compostos. Cada solugdo de padréo foi preparada em duplicata e as analises
foram realizadas em triplicata.

M etodologia de Folin-Ciocalteau

Para determinacdo de fendlicos totais, apenas 5-ACQ, melanoidinas e guaiacol foram

avaliados, j& que este método € especifico para fendlicos. Estes foram diretamente dissolvidos
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em agua e avaliados nas concentracdes de 0,5mg/mL e Img/mL para 5-ACQ e melanoidinas,
respectivamente. 100uL das solucbes foram adicionados a 7,5 mL de agua destilada e 300 pL
do reagente de Folin-Ciocalteau 0,9N. Apds agitacdo e mistura, foi acrescentado 1mL de
solucdo NaCOs; 20% e 1,1mL de agua destilada A reacdo foi incubada a temperatura
ambiente por 1 hora para leitura a 765 nm (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUCIA-
RAVENTOS, 1999). Na curva de calibracdo utilizou-se acido gélico como padréo nas
concentragbes 0,5; 1; 2; 5 e 7 mMol/L. Os resultados foram expressos como mMol/L de é&cido
gélico/mg.mL™ amostra.

Metodologia ABTS (TEAC)

A capacidade antioxidante dos diferentes compostos frente ao radical livre ABTS™
foi realizada de acordo com Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig, Saura-Calixto (2005).
Adicionou-se 10 pL da solugfo teste ou padréo Trolox para 4mL da solugdo ABTS'™ diluida,
as leituras a 730 nm , foram realizadas ap6s 6 minutos de reacéo. Cada composto foi avaliado
em diferentes concentracOes. cafeina e trigonelina nas concentracfes de 1,25 e 2,5ug/mL ; 5-
ACQ na concentracdo de 1,25ug/mL; guaiacol e maltol a 0,25ug/mL; furfura e HMF a
1pg/mL. Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC- uMol/L Trolox/ug.mL ™ do composto).

M etodologia FRAP

O poder de reducdo dos compostos foi avaliado de acordo com Sanchez-Gonzélez,
Jiménez-Escrig, Saura-Calixto (2005). Para a avaliagdo da capacidade antioxidante 900uL do
reagente FRAP preparado previamente, foi adicionado a 90uL de &gua destilada e 10 uL da
solucdo teste ou padrdo. As leituras foram realizadas a 595nm ap6s 30 minutos a 37°C. O
poder redutor de cada composto foi avaliado nas seguintes concentragdes. cafeina e
trigonelina (5 e 10ug/mL); 5-ACQ (2,5ug/mL); guaiacol (5ug/mL); maltol (1pg/mL);
Furfural e 5-HMF (2 e 10ug/mL). Os resultados foram expressos como pMol/L de
Trolox/pug.ml™ do composto.

M etodologia DPPH

A reducdo do radical DPPH foi determinada pela mudanca colorimétrica medida a
517nm conforme descrito em Casagrande et al. (2007). Para medida do sequiestro do radical
10 pl das solugbes dos compostos foram adicionados em uma mistura contendo 1mL de
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tamp@o acetato de sddio pH 5,5, 1mL de etanol € 0,5 mL de DPPH 250uM. Ap6s 10 minutos
atemperatura ambiente foi realizada leitura a 517nm. O poder antioxidante de cada composto
foi calculado pela determinacdo do 1C50 (concentracdo do composto necessaria para inibir a
atividade do radical em 50%).

M etodologia Deoxirribose

A aividade de sequestro dos diferentes compostos baseada na inibicdo de
degradacéo de deoxirribose por radicais hidroxil foi avaliada de acordo com Aruoma et al.
(1994), com algumas modificagbes. Os compostos foram avaliados na concentragdo de
5ug/mL. A atividade sequiestradora foi expressa como a porcentagem de inibi¢céo da atividade
(IA%) da degradacdo de deoxirribose na presenca dos compostos relativa a amostra controle,
de acordo com a equagao:

DAbsamostra -
| A%) =100 - *100 uacdo 1
A%) DAbsamostracontrole e

Onde:

A Abs amostra: (Absorvancia da amostra com &cido ascorbico - Absorvancia da amostra sem
&cido ascorbico)

A Abs controle: (Absorvancia do controle com écido ascorbico - Absorvancia do controle sem
&cido ascorbico)

2.2.2. Andlise Edtatistica

Os resultados da AA dos compostos determinados por diferentes técnicas foram
submetidos a Andlise de Variancia, considerando-se o tipo de composto como causa de
variagdo, e comparados pelo teste de Tukey (p<0,05), no programa Statistica 7.1
(STATSOFT, 2005).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados das determinacdes de AA dos compostos avaliadas
por diferentes metodologias. Para efeito de comparacéo esta destacado o resultado obtido com
0S mesmos métodos em um produto: o café soltvel do qual foram extraidas as fragcbes com
diferentes PM.
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Tabela 1. AA* de compostos puros e café soluvel avaliada pelos diferentes métodos.

Folin (mMol/L ABTS (uMol/L FRAP (uMol/L DPPH (IC50-  Deoxi (1A% a 5
Compostos
4c.géal./mg.mL?Y)  Trolox/ug.mLY)  Trolox/ug.mL-1) pg.mL?) ppm)
FRACOES COM
< 3,5 Kda 0,62+ 0,01¢ 1,18+ 0,01° 1,25 +0,02 ¢ 19,27 +0,00°© 47,17 +0,37°
DIFERENTES
PESOS 3,5<p.m<12KDa  0,35+0,02° 0,33+ 0,00 ¢ 0,25 +0,02 ¢ 40,28 +0,41° na
MOLECULARES | >12 Kda (melanoidinas) 0,71 0,03 &¢ 1,05 0,05 © 1,10 + 0,00 © 2354+0,77%  4229+013"
5-ACQ 3,94+0,20° 1,27 +0,01 ¢ 3,44 +0,03° 8,57+019%  70,58+0,04°¢
Cafeina n.a. n.d n.d. nd. 52,44+ 0,18 °
Trigonelina n.a. n.d. n.d. nd. n.d
Guaiacol 8,24 +0,11% 16,73 0,38 ° 11,72+0,28 @ 12,05+0,35° 97,31+0,83%
Maltol na. 20,69 +0,12° n.d. nd. 83,87+0,.23°
Furfural n.a. n.d. n.d. nd. n.d.
HMF n.a. n.d. n.d. nd. n.d.
Café soltvel 0,93 £0,01 1,33 +0,06 1,40 £ 0,03 16,79 £1,04 46,55+ 0,38

*val ores representados por média (seis valores, duas repeticbes em triplicata) + desvio padrao.
Diferentes letras na mesma coluna, indicam diferenca significativa para p < 0,05. n.a.: ndo avaliado;
n.d.: ndo detectado.

Os compostos 5-ACQ, cafeina, guaiacol, maltol e as fragdes de diferentes PM foram
caracterizados como apresentando AA por pelo menos um dos métodos empregados na
avaliagdo, mas o impacto na AA diferiu dependendo do méodo considerado. Para efeito de
comparagao entre os métodos, a fracdo de maior PM sera considerada como melanoidinas,
seguindo orientagdo da literatura, onde tais compostos foram avaliados como meaterial de peso
molecular superior a 12KDa (BEKEDAM et al., 2006; BEKEDAM et al., 2008 a).

Cabe destacar, que para os compostos 5-ACQ, trigonelina, furfural, 5- HMF,
guaiacol e maltol foram empregados padrfes puros, e que as fragdes de diferentes PM foram
extraidas e separadas por membranas. Assim, ndo foram purificadas, podendo-se admitir que
outros compostos do café, que apresentam mesma faixa de peso molecular, possam estar
presentes em cada fragcdo. Para a fracéo acima de 12KDa, pode haver, por exemplo, diluicao
com polissacarideos, o que implicaria em considerar que a avaliagdo da AA dessa fracdo pode
subestimar o potencial antioxidante da melanoidina

Para trigonelina, furfural e 5-HMF n&o se observou indicacdo de AA, na faixa de
concentragdo estudada, independentemente do método utilizado (Tabela 1). Lopez-Galilea,
De Pefia e Cid (2007) também ndo encontraram nenhuma atividade para furfural e HMF
utilizando os métodos DPPH e determinacdo do potencial redox. Os mesmos autores, no
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entanto, descrevem correlagdo entre o teor de trigonelina e o valor do potencial redox (r de -
0,767) e AA medida por DPPH (r:0,744). Fuster et a. (2000) também relatam AA para 5-
HMF, através da reducdo de oxidacdo do hexanal. Vignoli, Bassoli e Benassi (2009.b.),
trabalhando com cafés torrados ardbica e conilon com diferentes graus de torra também
observaram que os teores de trigonelina, HMF e furfural ndo se correlacionaram com a AA do
produto medida por Folin, ABTS e FRAP.

Folin- Ciocalteau

Como essa metodologia é utilizada na determinacdo de fendis totais foi aplicada
apenas para 5-ACQ, melanoidinas e guaiacol. Guaiacol foi 0 composto com maior resposta a
esta técnica (8,24 mMol/L &cido gélico/mg.mL™) , seguido por 5-ACQ (3,94 mMol/L &cido
galico/mg.mL™). A alta atividade demonstrada por estes compostos deve-se &s suas estruturas
e a especificidade da técnica a compostos fendlicos. Ambos mostraram maior teor fendlico
em relagdo & melanoidinas (0,71 mMol/L &cido gdico/mg.mL™) (Tabela 1). Apesar da
estrutura ndo conhecida, estudos recentes demonstram que as melanoidinas incorporam
fendlicos a sua estrutura, 0 que explica sua resposta a esta técnica. Bekedam et al. (2008 a)
investigaram a presenca de écidos clorogénicos (ACG) nestas moléculas e puderam observar
a presenca dos &cidos caféico e quinico (derivados de ACG) ap0s saponificacdo de fraces de
melanoidinas. Além disso, j& foi demonstrada a potencial atividade bioldgica destes
compostos ap6s digestdo gastrintestinal (RUFIAN-HENARES;, MORALES, 2007). As
fracdes de baixo peso molecular originadas apds digestdo apresentaram maior AA. ACG
também é responsavel pela liberacdo de metabdlitos com AA. Gémez-Ruiz, Leake e Ames
(2007) avaliaram a contribuicdo dos metabolitos de ACG, como m-cumarico e &acido

dihidroferdlico que mostraram alta AA.

ABTS
Os compostos com maior capacidade de seqiiestrar o radical livre ABTS:" foram

maltol e guaiacol (20,69 e 16,73 uMol/L/ug.mL™, respectivamente) seguido pelo isdmero de
ACG, 5-ACQ que ndo se diferenciou das melanoidinas e da fragdo de menor peso molecular
(1,24; 1,05 e 1,18 pMol/L/ug.mL ™, respectivamente) (Tabela 1).

Guaiacol e maltol, que fazem parte da fracéo volatil do café, ja foram descritos por
diferentes autores (FUSTER et a., 2000; YANAGIMOTO et a., 2002 e YANAGIMOTO et
al., 2004) como apresentando um potencial antioxidante. Maltol pdde inibir a oxidagéo de

hexanal em 100% na concentracdo de 250ug/mL. A AA do guaicol foi atribuida
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principalmente a sua estrutura fendlica (Figura 1). (YANAGIMOTO et al., 2002;
YANAGIMOTO et al., 2004).

Atividade de 5-ACQ contra o radical ABTS™ foi também relatada por Gémez-Ruiz,
Leake e Ames (2007) em estudo sobre o poder antioxidante dos metabdlitos. Neste trabalho 5-
ACQ, caféico e ferulico apresentaram atividade superior a cafeina e seus metabdlitos.

Para cafeina ndo foi detectada atividade contra ABTS nas concentracfes estudadas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Gémez-Ruiz, Leake e Ames (2007) que
relataram que a cafeina apesar de mostrar atividade contra o radical peroxil (avaliado pelo
método ORAC) ndo apresentava atividade contra o radical ABTS-". Esses resultados sfo
discordantes com o descrito por Parras e al. (2007), que avaliaram a AA de café com
diferentes origens e preparos de bebida (espresso, italiano e filtrado) e observaram maiores
valores de TEAC para produtos com cafeina quando comparado aos equivalentes
decafeinados. Porém, uma relacéo estrutura/atividade ndo foi ainda estabelecida para o
méodo ABTS-", eisto é atribuido a falta de conhecimento do mecanismo de reacéo envolvido
entre antioxidantes e radicais ABTS-" (NENADIS et al. 2004), dificultando a identificacdo de
compostos responsaveis pelas reactes de oxi-reducao.

Analisede FRAP

Guaiacol, 5-ACQ, melanoidinas e maltol apresentaram atividades de 18,06, 3,44,
1,11 e 0,13 pMol/LTrolox/pg.mL™, respectivamente (Tabela 1). O composto fendlico
guaiacol apresentou AA 5 vezes superior a0 5-ACQ, que por sua vez teve AA 3 vezes
superior as melanoidinas, indicando uma correlacdo entre o método de FRAP e o teor de
compostos fendlicos. Resultados semel hantes foram encontrados por outros autores em estudo
sobre a influéncia do preparo da bebida na atividade antioxidante, Sanchez-Gonzales,
Jiménez-Escrig e Saura-Calixto (2005) observaram correlagéo entre o contelido de polifendis
por Folin e os valores de FRAP. Vignoli, Bassoli e Benassi. (2009 b e c) observaram em
estudos com soluvel e torrado, que os métodos de Folin, FRAP e ABTS mostraram
correlagOes positivas. Conforme discutido anteriormente, durante o processo de formagdo de
melanoidinas em café, compostos fendlicos sdo incorporados a estrutura, assim estas também
apresentaram poder de reducdo do Fe, avaliado pelo método de FRAP. No entanto, como a
estrutura ndo € conhecida ndo é possivel afirmar se estes seriam 0s Unicos responsaveis por
estaAA.

Cafeina ndo apresentou poder de reducdo do Fe nas concentragBes estudadas neste
trabalho, ao contrério do observado em estudos com café solUvel e café torrado onde uma alta
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correlacdo foi encontrada entre a AA das bebidas (Vignoli, Bassoli e Benassi, 2009 b e ¢)
avaliada por FRAP e o teor de cafeina. Lopez-Galilea, De Pefia e Cid (2007), também
encontraram alta correlac@o entre o potencial redox (r=-0,844) e cafeina.

M étodo de DPPH

O método de DPPH avalia o poder de sequiestro do radical estdvel DPPH, que esta
associado a capacidade de um composto de doar e étrons ou hidrogénio. Valores mais baixos
de 1C50 para 5-ACQ (8,57 pg/mL) indicaram uma maior capacidade antioxidante, bastante
proxima ao guaiacol (12,05 pug/mL), e superior a observada compostos presentes na fracdo de
peso molecular inferior a 3,5KDa, melanoidinas e na fragdo de peso molecular intermediéria
(3,5 <PM < 12 KDa) (19,27; 23,54 e 40,28 pug/mL, respectivamente) (Tabela 1).

A AA de cafeina contra este radical ndo foi detectada, apesar de Lopez-Galilea; De
Pefia e Cid (2007), em estudo sobre a influéncia do preparo da bebida, relatarem correlacéo
entre teor de cafeinae a AA avaliada por DPPH (r:0,826).

Além disso, é possivel novamente observar uma concordancia entre os resultados de
AA obtidos pelos métodos Folin, FRAP, e DPPH, principalmente relacionada a presenca de
guaiacol e as fragdes com diferentes pesos moleculares, incluindo-se melanoidinas.

M etodologia Deoxirribose

Guaiacol (97,31), maltol (83,87) e 5-ACQ (70,58) apresentaram a maior atividade
antioxidante contra o radical OH" (Tabela 1), expressa pela porcentagem de inibicdo da
atividade do radical pelos compostos na concentracdo de 5ug/mL. Cafeina e as fragdes de
baixo e alto PM inibiram a atividade do radical em 52,44%, 47,17% e 42,29%,
respectivamente. A atividade de compostos fendlicos e melanoidinas contra o radical OH ja
foi detectada em estudos com fragcBes do café (Daglia et al., 2004) e compostos fendlicos
isolados (ZANG et al., 2003). Estudos realizados por Shi e Dalal (1991) e Devasagayam et al.
(1996) também demonstraram a habilidade de cafeina em seqliestrar este radical. Além da
cafeina seus metabdlitos também apresentam AA. GOmez-Ruiz, Leake e Ames (2007)
demonstraram que metabdlitos da cafeina, em concentracbes relevantes fisiologicamente,
foram capazes de retardar por mais de 13 horas a oxidagdo do LDL pelo cobre.

Considerando os diferentes compostos pode-se observar que guaiacol apresentou
uma atividade superior até mesmo a0 5-ACQ na maioria das metodologias, entretanto os
teores de cada composto nos produtos de café devem ser considerados para que se tenha uma
idéia do impacto de cada componente na AA do produto.
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Por exemplo, Gomez-Ruiz, Leake e Ames (2007) demonstraram que apesar de
cafeina e seus metabdlitos mostrarem menor AA comparado aos fendlicos, deve-se considerar
aimportéancia deste resultado, pois apds o consumo do café, cafeina e seus metabdlitos podem
ser encontrados no plasma em concentracbes muito maiores que &cido caféico ou ACG.
Conclusdo semelhante pode ser estendida as melanoidinas que podem representar 25% da
composicdo de café torrado, por exemplo, enquanto 5-ACQ e cafeina representam 0,98% e
2,65% respectivamente, e maltol e guaiacol apenas 1,89 e 0,47ug/100g de café
respectivamente (VIGNOLI et al., 2009 e).

Foi possivel observar a semelhanca nos valores de AA, medida por diferentes
técnicas, comparando-se as fracdes de baixo (<3,5KDa) e de alto peso molecular (>12-14
KDa) e aamostra de café sollvel original. Os &cidos clorogénicos e a cafeina encontram-se na
fracdo de menor peso molecular e as melanoidinas na fracéo de alto peso. Vignoli, Bassoli e
Benassi trabalhando com café torrado (2009b) e café soltvel (2009c), relataram que nesses
produtos o processo de torra apresentou grande influéncia na composi¢éo (com a torra a
medida que o teor de melanoidinas aumentava acidos clorogénicos eram perdidos) e menor
influéncia sobre a AA. As pequenas variagdes da AA do produto com a torra podem ser
atribuidas ao fato dessas duas fragdes apresentarem AA similar, assim ao longo do processo
de torra a perda de uma é compensada pelo aumento da outra. Esses resultados reforcam a
hip6tese que melanoidinas, polifendis e cafeina sdo os principais responsaveis pela AA do
café, principalmente quando se observa a menor AA da fracdo de peso molecular
intermediéria, que ndo contém nem ACG, nem melanoidinas.

3. CONCLUSAO

Entre vérios compostos presentes no café, 5-ACQ, guaiacol, maltol, melanoidinas e
cafeina foram identificados como potenciais antioxidantes. Outros componentes como
trigoneling, furfural e 5>-HMF ndo demonstraram AA, nas condices avaliadas. E necessario
para avaliagdo comparativa do potencial antioxidante de diferentes compostos a utilizagdo de
varios métodos, de maneira a abranger diferentes mecanismos de atuacdo. A separacdo de
uma amostra de café sollvel em fragdes com diferentes pesos moleculares mostrou que écidos
clorogénicos, melanoidinas e cafeina estdo intimamente associados a AA do café. Além
destes compostos voléeis como maltol e guaiacdis demonstraram uma alta capacidade
antioxidante.
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CAPITULO VI

Influéncia do Preparo da Bebida na Extracdo dos Compostos Bioativos e na Atividade
Antioxidante de Café Arébica

Vignoli, J. A.%; Viegas, M. C.:; Bassoli, D. G."; Benassi, M. T .2
'Companhia Iguagu de Café Soltvel, BR 369, Km 88, Corndlio Procdpio, PR, Brasil
*Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade

Estadual de Londrina, Rodovia Cdso Garcia Cid, Km 6, Londrina, PR, Brasil

RESUMO

A partir de café ardbica foram preparadas trés bebidas. espresso, café de filtro e soluvel. A
AA presente nas bebidas foi avaliada pelos métodos Folin, FRAP, ABTS (TEAC), DPPH e
Deoxirribose. Os compostos bioativos foram determinados por cromatografia liquida com
deteccdo por arranjo de diodos e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
A bebida de café espresso mostrou um maior teor de solidos sollveis em relacdo ao torrado e
sollvel. Considerando-se a AA e o teor dos compostos bioativos foi possivel observar
similaridade entre as bebidas de filtro e espresso, que se diferenciaram somente pela maior
extracdo de cafeina e melanoidina do espresso. Apenas os teores de melanoidinas foram
similares no café sollvel e espresso, pois menores concentragdes de trigonelina, furfural,
cafeina, 5-ACQ e alguns voléteis (furfural, HMF, maltol, guaiacéis) foram detectadas no
soltvel. O soltvel apresentou maior concentracdo de HMF. Pelo método de deoxirribose que
as trés bebidas apresentam igual capacidade de sequestro de radicais hidroxil, mas para os
métodos Folin, ABTS e FRAP as bebidas de expresso e filtro apresentaram maior AA. Pode-
se concluir que o preparo apresentou influéncia na extragdo dos compostos bioativos, mas que
0 processo de producéo afetou mais a composicao e capacidade antioxidante das bebidas do
gue 0 método de preparo estudado.

Palavras-chave: Espresso, filtro, soltvel, CLAE, CG/MS.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, devido a um grande interesse em alimentos que promovam
fungdes fisiologicas, a relacdo entre café e salde tem sido extensivamente estudada. A bebida
do café vem se destacando entre outras pelo seu potencial antioxidante, aém de seu sabor e
aroma agradaveis (HIGDON, FREI, 2006).

Das muitas espécies de café, duas sdo de maior importancia econdmica, Coffea
arabica e Coffea canephora variedade robusta (PARRAS et al., 2007). Bebidas originadas de
graos 100% ardbica sdo geramente preferidas pelos consumidores, ja que este apresenta
melhor qualidade sensorial que o café robusta (ABIC, 2008).

Setenta e cinco por cento das bebidas tipo soft drink consumidas regularmente no
mundo sdo a base de café; sendo que os tipos de bebidas e a modalidade de consumo sdo
fortemente associados com os hébitos sociais e culturas dos diferentes paises (LOPEZ-
GALILEA, DE PENA, CID, 2007). Egdatisticas de consumo para o café torrado e o soluvel
revelan um expressivo grau de variagdo entre os diferentes mercados. Canadenses e
americanos preferem, na grande maioria (95%), o café torrado, similiar a0 observado na
Europa Ocidental, Africa, Oriente Médio e América Latina onde 90% dos consumidores
consome café torrado. Na Europa Oriental e regio da Asia-Pacifico, uma menor proporgao
dos consumidores (65% e 46%, respectivamente) também opta pelo produto torrado. Reino
Unido (90%) e Australasia (79%) apresentam tendéncia oposta consumindo majoritariamente
o café soluvel. Observa-se, assim, que o café sollvel destaca-se nos paises onde o cha é uma
bebida tradicional (GEA COFFEE, 2008). Independentemente da forma de consumo, estudos
indicam a contribuicdo desta bebida como fonte de antioxidantes para a dieta, principalmente
em paises como Espanha, Noruega e Itdlia (PELLEGRINI et al. 2003).

Foi descrito para café sollvel e espresso uma atividade antioxidante maior que a do
vinho tinto e do cha verde (PELLEGRINI et d., 2003). A capacidade antioxidante do café é
usualmente atribuida a diversos compostos como cafeina, acidos hidroxicindmicos e produtos
formados durante o processo de torra, como melanoidinas e heterociclicos volateis (pirrois,
furanos e tiofenos) (VIGNOLI, BASSOLI e BENASSI, 2009 c e d, FUSTER et a. (2000),
YANAGIMOTO et al. (2002), YANAGIMOTO et al. (2004), SHINGHARA et al. (1998)).

O processamento, destacando-se 0 processo de torra e extragdo (empregado para
sollivel), e a matéria-prima utilizados na fabricacéo do café sdo responsaveis por produtos
com diferentes AA, mas a literatura indica que o procedimento de preparo da bebida também

tem um papel importante na sua capacidade antioxidante. Os compostos com potencial
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antioxidante, tais como cafeina (BELL, WETZEL, GRAND, 1996) polifendis (SANCHEZ-
GONZALEZ, IMENEZ-ESCRIG; SAURA-CALIXTO, 2005) ou melanoidinas (BEKEDAM
et a., 2008; VIGNOLI, BASSOLI e BENASSI, 2009d) so extraidos diferentemente
dependendo do preparo da bebida de café.

No entanto, muitas vezes a comparacdo entre bebidas é feita com amostras
adquiridas do mercado, ou em condic¢des em que ndo é possivel controlar todos os parametros
de processo (matéria-prima, torra, extracdo). Dessa forma, 0 acompanhamento apenas do
procedimento de preparo, ndo garante que as diferencas encontradas sdo devidas sO a essa
etapa. Esse trabalho teve como objetivo estudar da influéncia do preparo da bebida de café
arabica (filtrado, espresso e sollvel) na sua AA, avaliada pelos métodos de FRAP, ABTS,
DPPH, deoxirribose e determinacdo de fendlicos totais, relacionando-a a composicdo quimica
das bebidas e dos voléteis. As mesmas amostras (matéria-prima) foram processadas para café
torrado (bebida de torrado e espresso) e posteriormente extraidas e liofilizadas para producao
de café soltvel (bebida de soltvel).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material
2.1. Material e Preparo das amostras

As amostras foram fabricadas pela Companhia Iguacu de Café Soltvel (Cornélio
Procopio-PR, Brasil). Gréos de café arabica, Coffea arabica, foram torrados em torrador
piloto Rayar, até a obtencéo da cor 40 IR (indice de reflectancia), avaliada por um colorimetro
Photovolt, correspondendo a um grau de torra médio (L* de 19,5). Estes gréos seguiram para
a producdo das bebidas café de filtro, espresso e soluvel (liofilizado) de acordo com os
processos descritos abaixo. Cada procedimento foi realizado em triplicata e as bebidas

originadas foram utilizadas para as analises de composi¢éo quimica e atividade antioxidante.

Preparo da bebida por filtragem: O preparo da bebida por filtragem foi realizado seguindo
recomendacéo da ABIC (2008). O café torrado foi moido e 25 gramas foram pesadas,
colocadas em papel de filtro tipo Mellita e extraidas com 250 mL de agua aquecida a 90°C.
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Preparo da bebida tipo espresso: O preparo da bebida tipo espresso foi realizado de acordo
com Petracco (2005). Os gréos foram moidos sendo 7g da amostra carregados numa maguina
de espresso, marca De-Longhi-BAR 41 (Itdia), e extraidos a uma presséo de 9 bar por 20
segundos. Este procedimento forneceu 50 mL de bebida, com uma densa camada de espuma

conforme recomendado nareferéncia acima.

Preparo do soltvel: Os gréos torrados foram submetidos ao processo convencional de
fabricacdo do café solivel. Apos a torra foram granulados e alimentados no sistema de
extracdo. A &gua a 180°C foi alimentada no primeiro estégio (coluna com o café mais antigo)
seguindo na sequiéncia, percolando os estagios seguintes, até aingir o café mais novo. O
extrato originado deste processo foi submetido ao processo de liofilizagdo. O produto
liofilizado foi entdo utilizado para o preparo da bebida. 1,2 g do poé liofilizado foram
dissolvidos em agua a 90°C para uma Xxicara de 50mL. Esta concentracdo foi selecionada

seguindo recomendacéo de preparo dos fabricantes.

2.1.2. Reagentes e equipamentos

Padrbes de  acido-5-cafeoilquinico, cafeina, &cido  gdlico, furfural,
hidroximetilfurfural e os demais compostos volateis identificados apresentavam grau
cromatogréfico, e foram obtidos da Sigma Aldrich- (EUA). Acido tiobarbitdrico; ABTS (2,2-
azinobis-3 ethyl benzothiazoline-6-4cido sulfonico); DPPH  (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
deoxirribose, cloreto de ferro 111 e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) foram obtidos
da Sigma Chemical CO. (EUA). Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8,-tetrametilchromane -2-carboxylic
acid) e TPTZ (24,6-tri(2-piridil-s-triazina) foram obtidos da Fluka/ Sigma-Aldrich
(Dinamarca). Peroxido de Hidrogénio, Folin-Ciocalteau, &cido acético e acetonitrila foram
obtidos da Merck (Alemanha).

Para obtencdo de melanoidinas, foram utilizadas membranas de didlise Spectra/Por
(EUA) com limites de exclusdo de 3,5 e 12-14KDa.

Utilizou-se um espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV mini-1240 (Shimadzu, Japéo)
e um cromatégrafo a liquido Dionex (Alemanha) composto por bomba gradiente P680, forno
para coluna TCC-100, amostrador automético (ASI-100) e detector de Arranjo de Diodos
(PDA-100). O sistema esta acoplado a um computador com o software Chromeleon versao
6.6, para processamento dos dados. Compostos voléteis foram analisados por cromatografia
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gasosa num sistema Agilent 6890N (Modo Scan - varredura 35 a 400 u.m.a) acoplado com
detector de massas (GC-MS). Este sistema estd ligado a0 computador com software
Chemstation G1701EA.

2.2. Métodos

2.2.1. Avaliacgdo da Atividade Antioxidante
Metodologia ABTS (TEAC)

A capacidade antioxidante das solugBes de café frente ao radical livre ABTS™ foi
realizada de acordo com Sanchez-Gonzalez, Jiménez-Escrig e Saura-Calixto. (2005). Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC-
uMol/L Trolox/ug.mL™ amostra e pMol/L Trolox/xicara).

M etodologia FRAP

O poder de reducdo da bebida foi avaliado de acordo com Sanchez-Gonzalez,
Jiménez-Escrig e Saura-Calixto. (2005). As bebidas de café soltvel, espresso e de filtro foram
diluidas até a concentracdo necessaria para leitura na faixa estabelecida pela curva de
calibracdo. Os resultados foram expressos como pmol/L de Trolox/pg.ml™ de café e
uMol/LTrolox/xicara.

M etodologia de Folin-Ciocalteau

Para determinacéo de fendlicos totais, as bebidas originadas dos diferentes preparos
foram diluidas e 100uL foram adicionados a 7,5 mL de agua destilada e 300 pL do reagente
de Folin-Ciocalteau 0,9N. Ap0s agitacdo e mistura, foi acrescentado 1mL de solugdo Na,CO3
20% e 1,1mL de &gua destilada. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora
para leitura a 765 nm (SINGLETON, ORTHOFER e LAMUCIA-RAVENTOS, 1999). Na
curva de calibragdo utilizou-se &cido galico como padréo nas concentragdes 0,5; 1; 2; 5e 7
mMol/L. Os resultados foram expressos como mMol/L de &cido gélico/mg.mL™ amostra e
mMol/L de &cido galico/xicara.

M etodologia DPPH
A reducdo do radical DPPH foi determinada pela mudanca colorimétrica medida a
517nm conforme descrito em Casagrande et al. (2007). O poder antioxidante da bebida foi
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calculado pela porcentagem de inibicdo da atividade do radical livre DPPH (I1A%) pelas
diferentes bebidas apés uma diluicdo de 5 vezes.

DAbsamostra -
| A(%) =100 - *100 uacdo 1
A%) DAbsamostracontrole (equag )

M etodologia Deoxirribose

A aividade de sequestro dos diferentes compostos baseada na inibicdo de
degradacéo de deoxirribose por radicais hidroxil foi avaliada de acordo com Aruoma et al.
(1994), com algumas modificagbes. Os compostos foram avaliados na concentragdo de
5ug/mL. A atividade sequiestradora foi expressa como a porcentagem de inibicéo da atividade
(IA%) da degradacéo de deoxirribose na presenca dos compostos relativa a amostra controle,
de acordo com a equagao:

DAbsamostra -
| A%) =100 - *100 uacdo 1
A%) DAbsamostracontrole e

Onde:

A Abs amostra: (Absorvancia da amostra com &cido ascorbico - Absorvancia da amostra sem
&cido ascorbico)

A Abs controle: (Absorvancia do controle com é&cido ascorbico - Absorvancia do controle
sem é&cido ascorbico)

2.2.2. Determinagdo de melanoidinas

Foi utilizado um processo de separacdo em membranas de didlise com limites de
exclusdo de 12-14KDa, descrito por Bekedam et al. (2006), com algumas modificagbes. 45
mL de cada bebida foram transferidos para uma membrana de dialise com limite de exclusdo
de 12-14 KDa e esta foi colocada em um béquer com 400 mL de &gua destilada, sob agitacéo.
As trocas de agua do recipiente foram realizadas a cada 8 horas, até que ndo mais fosse
observada cor na agua externa. O volume tota do material retido na membrana foi
determinado e uma aliquota deste foi liofilizada, para determinacdo da porcentagem de
material com peso molecular superior a 12-14 KDa em relacdo a massa original de solidos
sollveis. Essa fracdo, considerada agui como melanoidina, foi expressa como g de
melanoidinas/100g de sblido sollvel de cada bebida. As medi¢gBes foram realizadas em
duplicata.
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2.2.3. Determinacdo de 5-ACQ, cafeina, furfural e hidroximetilfurfural por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foi utilizada uma metodologia por CLAE para determinacdo simultanea de cafeina,
trigonelina, 5-ACQ, furfural e hidroximetilfurfural (VIGNOLI, BASSOLI, BENASSI, 2009
a). Aliquotas de cada bebida foram diluidas, quando necessério, filtradas em membranas de
0,22um e diretamente injetadas no sistema cromatografico. Anélises foram realizadas em
duplicata.

2.2.4. Determinacdo dos compostos volateis por cromatografia gasosa (CG)

Compostos voléteis usualmente estudados pela sua atividade antioxidante (maltol,
guaiacois, furfural, 5>-HMF) foram detectados por CG e espectrometria de massas (EM). ApGs
preparo das bebidas transferiu-se uma aliquota de 10 mL para vials Agilent de 20 mL, que
foram selados imediatamente com septos de silicone. Os voléteis foram extraidos pela técnica
de SPME (Solid Phase Microextraction), onde a fibra foi exposta a0 headspace da amostra a
temperatura constante de 70 °C. Apds 30 minutos de extracdo, a fibra foi inserida diretamente
no injetor do CG-MS. Foi utilizada uma coluna capilar polar HP-Innowax (60 m x 320 um x
0.25 um) (Agilent Technologies, EUA). O injetor operou em modo splitless com temperatura
constante de 250°C. O forno foi programado para umatemperatura inicial de 40°C (5 min), 40
a 60°C 4°C/min (5 min), 60 a 250 °C 8°C/min (3 min). O gas de arraste hélio (5,0 analitico)
manteve o fluxo constante igual a 1,2 mL/min. O detector de massas operou nas seguintes
condigcdes. energia de ionizagcdo: 70 €V, temperatura da interface: 280°C, temperatura do
quadrupolo: 150°C, temperatura da fonte de ions: 230°C. Os dados gerados foram analisados
utilizando o software MSD Chemstation acoplado com a biblioteca de espectros de massas
NIST/2002. A quantificagdo foi conduzida por padronizagdo externa (VIEGAS; BASSOLI,
2007). As andlises foram realizadas em duplicata

2.2.5. Andlise Estatistica

Os resultados de atividade antioxidante e da composicdo das bebidas foram
submetidos & Anova (Andlise de Variancia), considerando-se 0 método de preparo como
causa de variagdo, e comparados pelo teste de Tukey (p< 0,05) no programa Statistica 7.1
(STATSOFT, 2005).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO
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3.1. Composicao quimica e Atividade Antioxidante

Cromatogramas tipicos de bebidas de café sollvel, espresso e filtro, onde estéo
identificados compostos de interesse quanto a AA desses produtos, podem ser observados nas
Figuras1 (CG/MYS) e 2 (CLAE).
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Figura 1: Cromatogramas tipicos das bebidas por andlise em GC-MS identificando os picos
de interesse: (A) Bebida de Filtro; (B) Bebida Café Espresso; (C) Bebida Café Sollvel.
Condicbes cromatograficas no texto.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos das bebidas na analise por CLAE, identificando os picos de
interesse nas bebidas de Filtro, Espresso e Soluvel. Deteccdo a 230nm (A) e 320 nm (B).
Condigdes cromatograficas no texto

Considerando-se as bebidas, preparadas por diferentes procedimentos, observou-se
que o teor de sdlidos soluveis do café espresso (3,41%) diferenciou-se do obtido para as
bebidas do soltvel (2,66%) e café de filtro (2,04%). As porcentagens de extracdo das bebidas
espresso e de filtro (24 e 20,40%, respectivamente) estdo dentro da faixa proposta como mais
aceitavel. De acordo com Lingle (1996), bebidas de café abaixo de 16% sdo consideradas
subdesenvolvidas e aguelas acima de 24% sdo consideradas demasiadamente extraidas.
Apesar de terem sido utilizados procedimentos padréo para preparo de cada bebida, n&o
necessariamente essas condigdes serdo as utilizadas pelos consumidores. Tendo em vista que
mudancas na proporcéo de &gua/café implicam em rendimentos diferenciados, optou-se por
utilizar como base para os calculos o teor de solidos sollveis obtido em cada procedimento.
Dessa forma, foi possivel comparar mais diretamente os efeitos dos processos com relagdo a
eficiéncia na extracdo de cada composto. Os teores dos compostos bioativos obtidos na CLAE
e CG (Tabela 1) foram, assim, apresentados considerando-se o teor de sdlidos sollveis
presentes (g ou g por 100g de sdlidos soluveis).

Considerando-se 0 balango da composicdo quimica na bebida e voléteis, observou-se
maior proximidade entre os resultados do café de filtro e da bebida tipo espresso, preparados a
partir do mesmo café torrado, distanciando-se da bebida sollvel, onde o processo de extracdo
empregado na producdo ja havia anteriormente afetado a composicéo.



Tabela 1. Teores dos compostos bioativos voléteis e ndo volateis nas bebidas.
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Compostos Filtro Espresso Soluvel

Re! Trigonelina 2,34+0,07* 2,32+0,09° 0,58+0,01°
% HMF 0,02£0,00° 0,02+0,00° 0,29+0,00°
é §é5 Furfural 0,01+0,00* 0,01+0,00* 0,00+0,00°
g‘—ég Cafeina 4,92+0,09° 5,1740,10° 2,65+0,05°
é 5-ACQ 1,96+ 0,01* 2,01+0,03* 0,98+0,02°
S Melanoidinas 20,08+0,54° 26,89+0,20* 25,82+0,00”
Maltol 328t0,7 3,37t1,9° 1,89+0,13

o acetato defurfurila 12:04£1,28% 13,93+2,01° 0,03+0,01°
%a Aatil-2-metoxi-fenol | 193 036" 2,500,348  0,23+0,03°
é% Avinil-2-metoxi-feng]  10.07£156° 13,99+0,63% 1,76£0,21°
éa 2-metoxi-fenol (quaiacol) 213¥0.25% 246+043" 0,4720,01°
3 furfural 3,85:0,82* 5,15:0,21* 2,60+ 0,20°
5 HME 0,28+0,05° 0,1+0,01°  1,50+0,14

Valores médios de trés repeticdes verdadeiras + desvio padrdo; para melanoidinas, duas repeticoes.
Diferentes letras numa mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa para p <0,05.

Com relagdo a composicao das bebidas, o café de filtro e 0 espresso diferenciaram-se
apenas pela maior extracdo de cafeina e melanoidinas no processo de preparo do espresso, Nao
se observando diferenca nos teores dos outros compostos da bebida (trigonelina, 5-ACQ,
furfural e 5-HMF) (Tabela 1).

A bebida do soltvel destacou-se pela menor concentracdo de cafeina e maior teor de
HMF comparativamente ao café de filtro e espresso (Tabela 1). Este comportamento do HMF
foi anteriormente observado por Vignoli, Bassoli e Benassi (2009¢) e também esta de acordo
com Murkovic e Bornik (2007) que acompanharam a formagdo de HMF em cafés ardbica e
robusta, durante o processo de torra, e observaram um contelido maximo deste composto apis
3 a 4 minutos de torra, com posterior degradacdo; sendo assim, pode-se considerar que as
altas temperaturas de extracdo levaram a formacdo de 5-HMF presente no café sollvel, apos
sua degradacao no processo detorra.

Furfural, trigonelina e 5-ACQ apresentaram menores teores na bebida de solavel
(Tabela 1) do que para as bebidas preparadas a partir do torrado. Como j& observado por
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Vignoli, Bassoli e Benassi (2009c), o processo de extracdo utilizado na producéo de café
soltivel foi responsavel por alteracdes no teor de 5-ACQ, o que explica a diferenciacéo desta
bebida. E provavel que outros componentes termolabeis tenham seguido a mesma tendéncia
dos &cidos clorogénicos, resultando numa menor concentracéo na bebida do soltvel.

Em relagdo a fragdo de volateis, 5- HMF apresentou 0 mesmo comportamento
observado na bebida: maior concentracéo para o café soltvel. Todos os compostos volateis da
bebida de café soluvel apresentaram concentracdo inferior a observada nas bebidas de filtro e
espresso, que no geral apresentaram composicdo similar de voléteis. Apenas 4-vinil-2-
metoxi-fenol destacou-se pela maior extracdo no processo de preparo do café espresso
(Tabelal).

Para melanoidinas, compostos de alto peso molecular, observou-se concentracéo
inferior (20 g/100g) para a bebida de filtro em comparagdo com as demais (em torno de 26
0/100g para as bebida espresso e soluvel) (Tabela 1). Segundo Leloup (2006) o procedimento
de extracéo do café soltvel proporciona uma maior liberacdo destes componentes, pelas altas
temperaturas e pressio Uutilizadas. E provéavel que o mesmo efeito seja observado no
procedimento de preparo da bebida espresso, onde a pressdo da méquina poderia facilitar a
liberacdo de melanoidinas, até atingir teores equivalentes aos encontrados no soltvel.

Lopez-Galilea, De Pefia e Cid (2007) comparando o mesmo produto preparado por
filtro e espresso também relataram maiores teores de cafeina e melanodinas para a bebida
espresso. Entretanto, descreveram que 0 espresso apresentou maior concentragcéo de 5-ACQ e
maior AA, diferenca que ndo foi encontrada neste estudo. Deve-se considerar que estes
autores utilizaram uma razéo agual/solidos diferenciada, o que pode explicar a variacdo de
composi¢cao quimica e, conseqientemente na AA.

No geral observou-se que, desde que se considere em base de slidos solveis, a
composicdo quimica foi muito mais influenciada pelo processo de producdo do que pelo
método de preparo do café. As bebidas tipo espresso e de filtro, preparadas diretamente a
partir do gréo torrado e moido, preservaram a maioria dos compostos bioativos sensiveis a
degradacdo térmica tanto na bebida quanto nos volateis. O processo de preparo do espresso,
no entanto, permite ainda aumentar o teor de compostos como melanoidinas (de alto PM) e 4-
vinil-2-metoxi-fenol (de baixa solubilidade em &gua), que foram favorecidos pela extracdo
com o uso de pressdo. A grande diferenca apresentada pela bebida do soltvel foi atribuida a
etapa adicional de extracdo a que este produto € submetido. Deve-se destacar, no entanto, que
em paralelo a perda de compostos termolabeis, aumenta a concentracdo de outros bioativos

como melanoidinas.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de AA encontrados pelas diferentes
metodologias nas bebidas de filtro, espresso e solivel. Como ndo hd um método universal
pelo qual a AA possa ser medida totalmente, e considerando a complexidade da matéria-
prima utilizada, optou-se pelo emprego de vérios métodos na avaliacéo das diferentes bebidas.
Nas metodologias onde foi possivel, a AA foi expressa tanto pela concentracdo de cada
bebida como pela massa de café presente nas xicaras, de maneira a se obter informacdo mais
completa. A AA expressa em concentragdo de amostra, permitiu uma melhor avaliagéo da
influéncia do preparo, ja que as diferentes bebidas sGo comparadas na mesma grandeza.
Quando o célculo foi realizado para a xicara, a solubilizacgo influencia a AA, mascarando o
efeito do procedimento de preparo. No entanto, essa forma de expressdo permite avaliar o
produto da forma como seria consumido, desde que as condigdes de preparo e proporgao

agualcafé seguissem o padrdo aqui citado.

Tabela 2. Atividade antioxidante das bebidas soluvel, de filtro e espresso avaliadas por

diferentes métodos.

Métodos de avaliagdo da AA AA-Filtro AA- Espresso AA- Soluvel
FOLIN (mMoL/L AG /mg/mL) 0,96 + 0,02° 0,99 £0,02° 0,79+ 0,03 "
FOLIN (mMol/L AG /xicara) 97,39+ 1,20 149,44 + 4,36 ° 79+3,60°
FRAP (uMoL/L Trolox /ug/mL) 1,10 + 0,04 ° 1,10+ 0,05° 0,90+ 0,03 "
FRAP (LMol/L Trolox/ xicara) 130,75 + 12,01° 124,38 + 19,39 ° 89,80 + 3,40 °
ABTS (uMoL/L Trolox /pug/mL) 1,19+ 0,10 ° 1,28 + 0,05 ° 0,96 + 0,03 "
ABTS (UMol/L Trolox/ xicara) 142,82 + 292" 192,78 + 28,45 ° 95,79 +2,28"°

DPPH (%IA pela bebida) 59,56 + 3,11 " 73,03+ 3,10° 53,76 + 1,22 "
Deoxirribose (%I A pela bebida) 69,63 0,38 ° 71,09 £ 2,24 ° 72,35+ 4,08°

Diferentes letras numa mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa parap < 0,05.

AA: Atividade Antioxidante

|A DPPH: Inibic8o daatividade do radica livre DPPH.

| A Deoxirribose: Inibic&o dos danos causados a deoxirribose pelo radical hidroxil

Quando se observa o teor de antioxidantes presentes em uma Xicara de café (Tabela
2), é possivel notar a maior AA encontrada em uma xicara de café espresso, avaliada pelo
método Folin, ABTS, FRAP e DPPH. Pela presenca dos compostos bioativos em maior
concentragdo esta bebida foi extremamente favorecida no teor de antioxidantes na xicara.
Segundo Svilaas et al. (2004), aingestdo de 4 a 5 xicaras de café (filtro) por dia é suficiente
para suprir cerca de 64% do total de antioxidantes necessario na dieta.
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Menor variacdo foi encontrada entre as bebidas, independentemente da metodologia,
guando a AA foi expressa pela concentracdo. Observou-se valores de Folin, FRAP e ABTS
menores para a bebida do sollvel, do que para os cafés de filtro e espresso. A maior diferenca
foi detectada pelo método de Folin-Ciocalteau. Considerando-se que este método destina-se a
medida especifica de polifendis, os resultados da AA podem ser relacionados aos teores de 5-
ACQ (Tabela 1). Sacchetti et al. (2009) avaliou o efeito do grau de torra na atividade de
sequiestro de radicais ABTS pela bebida do torrado. Bebidas de torra média mostraram um
aumento na atividade de seqiiestro dos radicais em comparacdo com o café verde devido aum
aumento na AA da porcéo ndo fendlica. Entretanto, quando torras escuras foram avaliadas
esta atividade foi reduzida pela perda da fracdo fendlica, que ndo teve sua AA equilibrada
pelo aumento de AA da porcdo ndo fendlica; o que demonstra aimportancia dos fenois para a
AA do café, além disso a bbida do soltvel apresentou valores inferiores de cafeina.

Interessante observar que a maior concentracdo de solidos presentes na xicara de
espresso comparada com café de filtro ndo foi suficiente para causar um aumento na AA
deste, particularmente nos ensaios FRAP e ABTS. Portanto a concentragdo de compostos
bioativos (envolvidos nas reacdes destes métodos) da bebida de filtro ja foi suficiente para
garantir amesma AA que a bebida espresso.

Quando se considera a AA medida pelo método deoxirribose, ndo foi encontrada
diferenca entre as bebidas. Este método avalia o sequiestro do radical hidroxil (OH-); que é
extremamente reativo e pode ser gerado sob condicdes fisioldgicas no organismo humano, e
reagir com proteinas, DNA, écidos graxos insaturados e a maioria das membranas bioldgicas
(PARRAS et al. 2007); sendo usado para detectar possiveis seqliestradores dos radicais OH.
Através deste trabalho é possivel considerar que o café apresenta em sua Composicao
sequiestradores deste radical, e que as bebidas provenientes de café sollvel, espresso e de
filtro sdo igualmente eficientes neste mecanismo, mesmo apresentando diferencas na
composicdo (Tabela 2).

Dentre 0os compostos quimicos, cafeina tem se destacado como um potencial
sequestrador de radicais OH- (SHI; DALAL, 1991; DEVASAGAYAM et a., 1996;
VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2009 d). Concentractes de cafeina em bebidas de café sao
bastante variaveis, porém € freqlientemente assumido que uma xicara de café (bebida de
filtro) forneca em torno de 100mg de cafeina. Tem sido considerado ainda que 0 consumo
moderado de café, equivalendo a 3-4 xicaras/dia, promova beneficios a salide, fornecendo de
300-400mg/dia de cafeina (HIGDON; FREI, 2006). Ainda que café espresso e de filtro
apresentassem maiores teores de cafeina, estes ndo apresentaram diferencas entre s quanto a
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inibicdo da degradacdo de deoxirribose; sugerindo que outros componentes da bebida também
estejam envolvidos neste mecanismo, com ja foi demonstrado para compostos fendlicos e
melanoidinas em fracGes do café (DAGLIA et al., 2004). Além disso, Vignoli, Bassoli e
Benassi (2009d) demonstraram que compostos volateis como guaiacol e maltol apresentaram
uma inibicdo da degradacéo de deoxirribose de 97,31 e 83,87%, respectivamente, seguidos
por 5-ACQ, melanoidinas e cafeina.

Na inibicdo da atividade do radical DPPH, a bebida espresso mostrou-se mais
eficiente que as de filtro e solivel. E provavel que esse efeito possa ser atribuido a
concentracdo da bebida, considerando-se que café de filtro e solavel apresentam
concentractes de solidos soluveis semelhantes.

No gera, o processo de fabricacdo do sollvel, mais especificamente a etapa de
percolacdo, parece ocasionar uma diminuicdo na capacidade antioxidante medida por alguns
métodos (Folin, FRAP, ABTS). Pode-se observar que o preparo teve uma menor influéncia,
uma vez que as bebidas de filtro e espresso, originadas da mesma matéria-prima, SO
apresentaram diferenca na AA medida pelo método de DPPH. Deve-se enfatizar, no entanto
gue neste estudo a bebida soluvel foi preparada a partir de Coffea arabica, numa cor de torra
média, para que ndo houvesse nenhuma variacdo entre as bebidas além do preparo. Esse
padrdo é bastante usual para bebidas de filtro e espresso, mas ndo para café sollvel, que
comumente é produzido com a espécie Coffea canephora, e cores de torra mais escuras. O
preparo no método mais usual provavelmente levaria a resultados diferentes, uma vez que o
café robusta possui maior AA que ardbica e que torras escuras podem levar a uma maior
producdo de melanoidinas levando a um aumento da AA até um momento determinado
(VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2009 b e c).

A comparacd com a literatura também é dificultada devido a variabilidade no
preparo e matéria prima, bem como o método escolhido para avaliagdo, havendo muita
divergéncia sobre a AA das bebidas.

Parras et a. (2007) avaliaram a capacidade antioxidante de bebidas tipo espresso e
filtro contra os radicais lipoperoxil e OH" (deoxirribose) e ndo observaram diferenca entre a
AA das bebidas. Considerando a capacidade em reagir com H,O, o café de filtro foi mais
eficiente que o espresso. No mesmo trabalho também foi testado a protecdo destas bebidas
contra a oxidagcdo de manteiga, sendo que a bebida espresso forneceu maior protecdo que a
bebida de filtro.

Resultados diferenciados desse trabalho foram descritos por Sanchez-Gonzélez,
Jiménez-Escrig e Saura_Calixto (2005), que compararam a AA de bebidas tipo espresso,
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italiano, filtro e soltvel liofilizado pelos métodos FRAP e ABTS. Os autores encontraram que
AA da bebida do soluvel foi maior que as demais, que ndo se diferenciaram. Deve-se
considerar, no entanto, que os dados foram apresentados considerando-se a massa de café
total utilizada.

4. CONCLUSAO

As bebidas de café apresentaram expressiva AA, destacando-se a grande capacidade
de sequiestro do radical OHe, independente do método de preparo. Considerando-se o balanco
da composi¢do quimica na bebida e voléteis e AA, observou-se maior proximidade entre os
resultados do café de filtro e da bebida tipo espresso, preparados a partir do mesmo café
torrado, distanciando-se da bebida sollvel, onde o processo de extracdo empregado na
producdo mostrou afetar a composicdo. Foi possivel concluir que o processo de fabricacdo é o
principal responsavel pela AA das bebidas e que o méodo de preparo esta diretamente
envolvido na extragdo dos compostos bioativos, que em algumas situagdes podem favorecer a
AA da bebida espresso pela maior concentracdo de solidos usual para esta bebida e
preservacdo dos volateis.
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CONCLUSAO GERAL

Os métodos validados e empregados na determinacdo da AA e composicdo quimica
do café permitiram observar que a AA do café torrado resulta, principalmente, da contribuicéo
de compostos fendlicos, cafeina e melanoidinas. Outros compostos presentes na fragdo volatil
do café como maltol e guaiacol, podem contribuir parasua AA.

Apesar dos compostos fendlicos sofrerem degradacdo com o processo de torra,
outros componentes antioxidantes, como as melanoidinas, podem se formar, mantendo ou
aumentando a AA. Porém, com o aumento da intensidade de torra, a maior destruicdo dos
polifendis pode ndo ser mais equilibrada pela formacéo de outros compostos. Assim, cafés
originados de torras mais claras apresentaram maior capacidade antioxidante. A expressiva
contribuicdo da cafeina na AA permitiu que cafés robusta apresentassem maior AA que 0s
ardbica

O processo de extracdo do café soluvel também influenciou sua AA, principalmente
em produtos com menor grau de torra, devido a maior preservacdo de polifendis na extracéo
com duas correntes de agua e maior extracao de cafeina.

A bebida do café torrado, originado de diferentes intensidades de torra, demonstrou
potencial antioxidante, e este foi influenciado pelas condicdes de torra e espécie. Entretanto, o
procedimento de preparo também influenciou a AA da bebida. Bebidas de filtro e espresso
apresentaram similaridade na composicdo quimica e dos voléteis, distanciando-se da bebida
solivel. O método de preparo influenciou a extragdo dos compostos bioativos, o que
favoreceu a AA da bebida espresso pela maior concentracdo de solidos e preservacdo dos
voléteis usual para esta bebida. Bebidas de café (filtro, espresso e sollvel) apresentaram AA,
destacando-se a grande capacidade de seqiiestro do radical OHe, independente do método de

preparo.
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