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RESUMO: O café é amplamente consumido e possui compostos com efeitos benéficos para a saude.
Porém, o processo de torrefagdo afeta o conteldo dos compostos bioativos e compostos indesejados
podem ser formados. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e conteldo de
bioativos em diferentes niveis de torrefacdao de café. Os graos verdes de Coffea arabica foram
processados em torra clara, média, escura e italiana, sendo os compostos extraidos por fluido
supercritico. A capacidade antioxidante dessas amostras foi avaliada pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP
e ORAC. O teor total de compostos fendlicos totais foi analisado pelo método de Folin-Ciocalteu. A
quantidade de cafeina e acido clorogénico (5-CQA) foram determinados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Os extratos de café verde e torra clara apresentaram maior capacidade antioxidante.
Os teores de compostos fendlicos e acido clorogénico foram reduzidos significativamente pela acdo
do calor. O café verde e a torra clara apresentaram maior potencial bioativo sendo formas mais

potencialmente benéficas para a saude de utilizacdo do café.

Palavras chave: café ardbica, torrefacdo, antioxidante.
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INTRODUGAO

O café é a terceira bebida mais popular do mundo depois da agua e do chd, sendo a segunda
commodity mais negociada depois do petréleo. O café ardbica é o café mais consumido no mundo,
por seu sabor e aroma agradaveis (FARAH, 2012). O Brasil € o maior produtor e exportador de café e
segundo maior consumidor da bebida no mundo (CONAB, 2018).

A composi¢do quimica do café cru é influenciada pela variedade genética, condigdes ambientais como
altitude, temperatura e umidade, e pelo processamento pés-colheita (DURAN, 2017). O grdo do café
(café verde) é composto principalmente de agua, carboidratos e fibras, proteinas e aminodcidos livres,
lipidios, minerais, acidos organicos, acidos clorogénicos, trigonelina e cafeina (FARAH, 2012). O café
contém também acidos clorogénicos, responsaveis por grande parte da atividade antioxidante da
bebida, com potencial atividade antibacteriana, antiviral e anti-hipertensiva (NAVEED et al, 2018).
Porém, a infusdo do café é um processo que produz alteracdo na composicao quimica, principalmente
apo6s sua torrefacdo, onde compostos originais do grdao sdo degradados e novos compostos sao
formados garantindo suas caracteristicas de sabor e aroma (JUNG, 2017). Contudo, os teores de acidos
clorogénicos e de cafeina podem variar dependendo do processo de torrefacdao aplicado (DIAS;
ORMAZA; ROJANO, 2017). O grdo do café pode ser processado a diferentes niveis de torrefacdo,
formando cafés de torra clara até cafés de torras mais escuras (FARAH, 2012).

As altas temperaturas observadas na torrefacdo levam a formacdo de material polimérico, ligando
covalentemente os dacidos clorogénicos e outros componentes do café, como é o caso dos
polissacarideos e proteinas, podendo levar a formacdo de compostos castanhos de alto peso
molecular denominados melanoidinas (NUNES; COIMBRA, 2001). As melanoidinas possuem atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-hipertensiva (JIMENEZ-ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENAREZ,
2015) A acrilamida é subproduto da rea¢do de Maillard, e € uma substancia potencialmente prejudicial
a saude, visto que tem sido considerada neurotéxica e carcinogénica (PORTO et al., 2015).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar a capacidade antioxidante e o teor de compostos
bioativos (compostos fendlicos, acido clorogénico e cafeina) no café verde e em diferentes niveis de

torra.
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MATERIAL E METODOS

MATERIA PRIMA

Os graos de Coffea arabica (café Ardbica) foram adquiridos de regides produtoras dos estados do Rio
de Janeiro. Tais amostras foram transportadas e armazenadas no Laboratério de Diagnostico
Molecular e Micologia da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, RJ.

As amostras de cafés foram processadas nas torras clara (12 minutos a 230°C); média (14 minutos a
240°C), escura (15 minutos a 245°C), e italiana (23 minutos a 250°C), realizadas no torrador Gene café®.

Estes niveis de torra sdo classificados de acordo com a Escala Agtron (RABELO, 2015).

OBTENGAO DOS EXTRATOS DE CAFE POR CO, SUPERCRITICO

Apds a obtencdo das amostras de café moido nas torras clara, média, escura e italiana, os extratos de
café foram produzidos por método de extragcdo por CO; supercritico, no Conjunto de Extragdo
Supercritica (modelo BROO3F, Fornecedor: MAQNAGUA) no Servico Nacional de Aprendizagem
Industrial (SENAI) e foram padronizados para os experimentos de atividade biolégica. Foram realizadas
trés repeticbes para os tratamentos descritos, os quais serdo submetidas a todas as analises
propostas.

Conforme metodologia descrita por Zetzl, Brunner e Meireles (2003), o vaso do reator, com volume
interno de 1L, foi preenchido com 40g de amostra de café ardbica verde e café ardbica submetido
previamente a diferentes processos de torra. Em seguida, foram introduzidos no reator 200 mL de
etanol. Posteriormente, o vaso foi aquecido até a temperatura de trabalho de 60°C e, apds a
estabilizacdo das condi¢des do sistema, pressurizado com CO; até a pressdo de trabalho de 100 bar,
com auxilio de bomba hidropneumidtica. A partir de entdo, foi esperado o tempo da estabilizacdo das
condicbes do sistema e 2 horas para contagem do tempo de residéncia do material no reator. Apds o
tempo estipulado, a pressdo do sistema foi reduzida, o CO; foi pressurizado para retornar ao tanque
de armazenamento e o extrato foi coletado via vdlvula agulha para um recipiente fechado, e

armazenado a -82C em camara fria.

DETERMINAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A andlise de fendlicos totais foi realizada de acordo com o ensaio de Folin-Ciocalteu, (SINGLETON et
al., 1965). As aliquotas dos extratos supercriticos de café (250, 500 e 1000 pL) foram pipetadas e

repousaram ao abrigo da luz por duas horas e apds esse periodo, foi realizado a leitura em
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espectrofotbmetro na absorbancia de 750nm. Os resultados foram comparados com a reacdo do

padrdo acido galico e expresso em mg de 4cido galico (GAE)/100g de amostra.

CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE CAFE POR HPLC

As extra¢Oes da cafeina foram realizadas com agua quente e clarificadas com solu¢des de Carrez
(TRUGO; MACRAE, 1984). A determinacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com Farah et al. (2006).

Os acidos clorogénicos foram extraidos com metanol aquoso (40%) e clarificados com as solucbes de
Carrez. Em seguida os extratos foram analisados por CLAE de acordo com o método descrito por Farah
et al. (2005). Para a determinacdo de cafeina o método usado foi baseado na extracdo das
metilxantinas por ultrassom e fase movel, posterior separacao cromatografica por CLAE com coluna
C18 e fase mdvel acetonitrila/acido acético, utilizando detector PDA com extracdo a 280nm e método

de padronizacdo externa (PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008).

AVALIAGAO DA ATIVIDADE SEQUESTRANTE DO RADICAL DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Brand-Williams & Berset (1995). Para avaliacdo da atividade antioxidante, as amostras em
trés concentracdes em triplicata foram adicionadas para reagdao com o radical estavel DPPH em uma
solucdo de metanol. A reducdo do radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515
nm em 30 min de reac¢do. Foi utilizado padrao de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido

carboxilico) e a atividade antioxidante foi expressa em pumol de trolox por grama de amostra.

ANALISE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELO METODO DE REDUCAO DO
FERRO (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com Rufino et al. (2006).
Este método baseia-se na quantificacdo da capacidade de reducdo do complexo Fe(lll)-TPTZ (cor azul
clara) para o complexo Fe(ll)-TPTZ (cor azul escura) em meio acido, reacdo esta que é desencadeada
pelo antioxidante presente na amostra. O método consiste em adicionar a 100 puL da amostra e
guantificar, em 2,7 mL de reagente FRAP somado a 270uL de agua destilada. Apds 30 minutos em
banho-maria foi efetuada a leitura de absorbancia a 595 nm. A curva padrao foi produzida com uma
solucdo de sulfato ferroso com quatro diluigdes diferentes. Os resultados foram expressos em puM de

sulfato ferroso por grama de amostra.
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ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELA CAPTURA DO RADICAL ABTSe+

O método ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi utilizado como descrito
por Rufino et al. (2007), O radical ABTS** é formado por uma rea¢do quimica com persulfato de
potassio. Entdo, o radical ABTS** é diluido em etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,70 (
0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas com trés diferentes volumes em triplicata das
amostras reagiram com o radical ABTS** por 6 min. Uma curva padrdao com solugbes de Trolox e a

atividade antioxidante foi expressa em pumol equivalente de trolox por grama de amostra.

ENSAIO ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil que foram gerados
por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidroclorado), a 372C. O radical
peroxil, gerado pela reacdo do com oxigénio atmosférico, reage com a fluoresceina para formar um
produto ndo fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com maxima emissdo de
fluorescéncia em 575 nm e 578 nm. Concentragdes conhecidas de trolox foram usadas para gerar uma
curva padrdo. A atividade antioxidante das substancias foi determinada através da diferenca entre a
area abaixo da curva (AUC) da amostra subtraida pela AUC do branco, medida pelo decaimento da
fluorescéncia com a adi¢do da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Este ensaio expressa o

resultado em umol de trolox equivalentes.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada em excel e no Programa Graph Pad Prism 5.0. Foi
feito o teste de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey para comparacao de médias, ao nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdao é um dos processos mais utilizados para obtencdo de compostos bioativos, onde um
solvente age na estrutura celular do vegetal, retirando o composto de interesse. Entre os métodos
mais comuns de extragao, estdao a maceragao e percolagao (extragdo convencional) e as metodologias
consideradas como ndo-convencionais, como a assistida por ultrassom (US), liquido pressurizado
(PLE) e fluido supercritico (SFE). A técnica de extracdo utilizada foi a extracdo por fluido supercritico

por apresentar vantagens em rela¢do as técnicas de extragdo convencionais, como menor degradacdo




Nutricao em foco: uma abordagem holistica

dos compostos e ndo gerar residuos toxicos. A figura 1 representa os extratos finais obtidos dos

diferentes niveis de torra.

- — SR—

Figura 1. Amostras de café ardbica extraidas por fluido supercritico. Legenda: CV: café verde, TC: torra
clara, TM: torra média, TE: torra escura e Tl: torra italiana.

Existem diversos ensaios para avaliar a atividade antioxidante de substancias biologicamente ativas,
envolvendo desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as
mais diversas técnicas instrumentais. Estes testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente
necessarias na selecdo inicial de substancias que possam ser utilizadas como substancias bioativas
(CID; DE PENA, 2016). Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de
atuacdo nos organismos vivos, dificilmente existira um método simples e universal pelo qual a
atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente, sendo assim, a atividade
antioxidante foi avaliada por diferentes métodos, entre eles DPPH, ABTS, FRAP, e ORAC (Figura 2).

As analises dos extratos de café pelos métodos da captura do radical ABTS e DPPH apresentaram maior
potencial antioxidante quando comparado ao ensaio ORAC, onde foi observado o menor potencial
antioxidante. Esse é um método mais direto do que os outros métodos, pois ocorre inducdo da
formacgao de perdxido, que é instavel e é formado no organismo, ao contrario dos outros radicais livres
(DPPH e ABTS), que sdo sintéticos e instaveis, sendo considerado por muitos autores, o método que
seria mais comparavel ao que ocorre no organismo.

Ao comparar a capacidade antioxidante do café nos diferentes niveis de torra, pode-se observar uma
mesma tendéncia dos resultados entre os métodos utilizados (Figura 2). No geral, a atividade

antioxidante do extrato de café verde foi maior quando comparada aos demais niveis de torra, com

diminui¢do de acordo com o maior grau de torrefagao. No método de captura do radical ABTS* ndo foi
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observada diferenca estatistica (p>0,05) entre os extratos de café verde e torra clara. Essa reducdo da
atividade antioxidante observada de acordo com o grau de torrefacdo estd de acordo com os
resultados descritos em outros trabalhos que observaram o mesmo efeito (DEL CASTILLO; AMES;

GORDON, 2002; DUARTE et al., 2005; HECIMOVIC et al., 2011; LIANG et al., 2016).
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Figura 2. Capacidade antioxidante de extratos de café arabica em diferentes niveis de torra pelos
métodos ABTS(A), DPPH(B), FRAP (C) e ORAD (D). Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, TM: torra
média, TE: torra escura e Tl: torra italiana. Os resultados estdo expressos como média * desvio padrao.
Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way
ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <0,05).

O processo de torrefacdo dos graos de café reduziu significativamente o teor de compostos fendlicos
totais (Figura 3), com reducdo significativa (p<0,05) do extrato de café verde em comparacao a torra
clara, seguida de nova reducdo apds o aumento da temperatura de torrefacdo (p<0,05). Ndo houve
diferenca estatistica (p>0,05) entre os extratos de café das torras média, escura e italiana.

Os dados Tabela 1 indicam que o teor de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) reduziu significativamente
(p<0,05) do extrato café verde para a torra clara, com seguidas reducées com aumento da
temperatura de torrefacdo. Esse resultado estd em concordancia com a literatura, pois ja foi
observado que o 5-CQA é mais termolabil do que os seus isdomeros (3-CQA e 4-CQA) (KAMIYAMA et
al., 2015). A degradagao do 5-CQA, que é o composto fendlico em maior abundancia no café verde,
pode explicar a reducdo da atividade antioxidante observada e a reducdao no teor de compostos

fendlicos.
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Figura 3. Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de café ardbica em diferentes niveis de torra
extraidos por fluido supercritico. Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra
escura e Tl: torra italiana. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (*p <0,05, ** p<0,01).

Tabela 1. Teores de cafeina e 5-CQA nos extratos de café arabica em diferentes niveis de torra

Cafeina
E - L
xtratos me/ml 5-CQA mg/m
Café verde 80 19,37
Torra clara 59,4 4,35
Torra média 57,4 0,72
Torra escura 69 0,28

Existem diversos compostos nitrogenados ndo proteicos no grdo de café cru, tais como cafeina,
teofilina, teobromina e trigonelina. De todos eles, o mais estudado é a cafeina (DURAN, 2017). O café
possui de 1 a 2,5 % de cafeina, que é o componente mais conhecido por seus efeitos estimulantes
sobre o sistema nervoso central, e geralmente é associada a uma melhora no estado de alerta, na
capacidade de aprendizado e resisténcia ao esforco fisico (GROSSO et al., 2017). O teor de cafeina ndo

foi tdo afetado pela torra quanto o de acido clorogénico (Tabela 1).

CONCLUSAO

Os extratos de café analisados apresentaram elevada capacidade antioxidante, independentemente
do nivel de torrefacdo, no entanto, os extratos de café verde e da torra clara apresentaram maior
atividade antioxidante em comparacdo com as torras média, escura e italiana. O acido clorogénico e
os compostos fendlicos totais foram degradados durante o processo de torrefagao. Os dados aqui
apresentados sugerem o uso potencial do extrato aquoso de café verde e de torra clara como

potencialmente benéficos a saude.
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