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COFFEE BIOACTIVE COMPOUNDS: IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITY OF GREEN AND ROASTED COFFEES BEFORE
AND AFTER DECAFFEINATION. This study aimed to evaluate the effect of coffee decaffeination with dichloromethane on the
in vitro antioxidant activity of this matrix. It were determined the content of total phenolics, chlorogenic acid and caffeine of the

coffee samples. The assessment of the antioxidant potential was investigated by DPPH radical scavenging method, reducer power and

Fe**chelation activity. The process of decaffeination and roasting caused changes in the levels of the compounds investigated. The

results show that the decaffeination by the dichloromethane method reduces the in vitro antioxidant potential of coffee.
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INTRODUCAO

O café € um dos mais valiosos produtos da economia global e sua
bebida € uma das mais consumidas no mundo.! O alto consumo mundial
do produto tem estimulado o desenvolvimento de estudos relaciona-
dos a atividade bioldgica do grdo e de constituintes do café verde e,
especialmente, do café torrado que € utilizado para preparar diferentes
tipos de bebidas. Diferentes constituintes do café tém sido sugeridos
como potencialmente quimioprotetores em diferentes sistemas qui-
micos e bioldgicos; a explicacdo estaria nos numerosos antioxidantes
presentes na bebida, como os dcidos clorogénicos, melanoidinas, que
sdo produtos formados na reagiio de Maillard, e a cafeina.

O café € um alimento singular, pois apesar da degradacio parcial
dos compostos fendlicos durante a torragdo, possui atividade antio-
xidante devido ao desenvolvimento de outros compostos bioativos.?
Por definicdo, a atividade antioxidante € a capacidade de um com-
posto inibir a degradacéo oxidativa.® Assim, a atividade antioxidante,
especialmente a inibicdo da reacdo em cadeia, de produtos naturais
e alimentos tem sido um pardmetro importante na determinagio do
valor dietético dos mesmos.*

O interesse pela descoberta de antioxidantes novos e seguros
de fontes naturais tem aumentado, principalmente para prevenir o
dano oxidativo as c€lulas vivas. O uso de antioxidantes sintéticos
tem diminuido devido a suspeita de atividade como promotores de
carcinogénese. O papel de antioxidantes dietéticos e seus beneficios
para a saude tém atraido grande ateng@o nos ultimos anos, especial-
mente aqueles extraidos de plantas.’

A busca pelo café sem cafeina tem mobilizado estudiosos do
mundo inteiro para atender & demanda crescente de pessoas que
querem se livrar dos efeitos colaterais provocados por essa substancia
estimulante, como a insOnia.

O café descafeinado responde por 10% do consumo mundial de
café® e com isso hd a necessidade de estudos sobre a composigido
quimica do mesmo. A descafeinacio € realizada nos grios verdes
inteiros, antes do processo de torra¢do. A maioria dos métodos de
descafeinagdo existentes utiliza solventes para extragdo da cafeina,
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como o diclorometano, cloroférmio, etanol, acetona, d4gua e outros,
sendo o diclorometano o mais utilizado no Brasil. Durante a extracao
da cafeina hé perda de outros componentes’ e, embora existam varios
estudos sobre a atividade antioxidante do café integral,®*'' faltam
estudos que avaliem essa atividade na bebida de café descafeinado.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo analisar o efeito
da descafeinacao sobre a atividade antioxidante in vitro da bebida de café.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

As amostras de café (Coffea arabica L., plantadas no Brasil)
foram obtidas através da Industria Cocam, localizada em Catanduva-
SP e foram analisadas antes e apds o processo de descafeinacdo com
diclorometano.

Preparo da amostra

Amostras de cafés (500 g) foram torradas em torrador de labo-
ratério (Probatino - modelo Leogap, Brasil) com capacidade para 1
kg, no grau de torracdo médio. A temperatura inicial do termometro
acoplado ao torrador foi de 180 °C. A seguir, os graos foram colocados
no interior do cilindro, ocorrendo uma queda ja esperada de aproxi-
madamente 25 °C, devido a diferenga de temperatura no interior do
mesmo e a massa de grdos. O equilibrio térmico foi alcangado apds
alguns minutos, ocorrendo uma lenta elevacdo da temperatura neste
periodo, comum em processos de torracdo. Ao final de 10 min foi
alcangada a tonalidade de cor desejada e as amostras foram vertidas
no compartimento de resfriamento. A tonalidade da cor final dos
grios foi determinada de forma visual e instrumental (Chomameter-2
Reflectance, Minolta, Osaka, Japan). Em seguida, os graos torrados
foram moidos (moinho elétrico Pinhalense, ML-1, Brasil) em granu-
lometria fina (20 mesh), empacotados em embalagens de polietileno/
aluminio, selados e armazenados a -20 °C até o uso.

Os grios verdes foram moidos em granulometria fina em moinho
refrigerado a 4 °C (Tecnal, modelo TE 631/2, Brasil) com auxilio de
nitrogénio liquido.
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Analise de cor

A cor do café torrado e moido foi analisada usando-se um
colorimetro (Chomameter-2 Reflectance, Minolta, Osaka, Japan)
acoplado a um processador de dados (OP-300). O instrumento foi
calibrado em uma placa de porcelana branca antes de cada leitura,
conforme instrugdo do préprio fabricante. A cor foi expressa em
parametros da escala desenvolvida pela Commission Internationale
de Eclairage (CIE) L*, a*, b*. A coordenada L* representa quio
clara ou escura € a amostra, com valores entre 0 (totalmente preto)
e 100 (totalmente branco).

Preparo da bebida

A bebida do café foi preparada de acordo com o método de Ni-
coli e colaboradores, com modificagdes.”” Dez gramas de café em
po (verde e torrado) foram colocados em filtro de papel Whatman n.
3 e, em seguida, foram vertidos 100 mL de dgua destilada, a 90 °C,
sobre o po contido no filtro. Todos os experimentos foram realizados
com bebida preparada no momento do uso.

Determinacio do teor de compostos fendlicos totais

A concentragdo de fenodlicos totais das bebidas foi determinada
pelo método de Folin-Ciocalteu.”® Amostras de 0,1 mL da bebida
foram misturadas com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu diluido em
dgua (1:10). Depois de 8 min, foram adicionados 0,4 mL de solugio de
carbonato de s6dio a 4% (m/v) e os tubos foram mantidos no escuro
a temperatura ambiente por 2 h. Decorrido esse tempo, a absorvancia
foi determinada em espectrofotdmetro Shimadzu, UV-1601, Japdo,
a 740 nm. A concentracdo de fenélicos foi calculada utilizando-se
dcido tanico como padrao.

Determinacao dos teores de cafeina e dcido clorogénico

Para determinacio de cafeina e dcido clorogénico (ACG) foram
utilizados procedimentos de extragdo com dgua quente segundo Vito-
rino e colaboradores, com diluicéio de 0,5 g/100 mL de dgua destilada
e andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).!"* Para
tanto, utilizou-se um cromatégrafo da marca Shimadzu, modelo
M10AVP, Japio, com coluna de fase reversa C-18 Shimadzu (100
mm de comprimento x 0.3 mm D.I., Japao). O sistema encontrava-se
acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu,
modelo SPD-10*, conectado por uma interface (CBM-101) a um mi-
crocomputador para processamento de dados. As condigdes de andlise
utilizadas foram fluxo de 1 mL/min; fase mével: metanol, 4gua e dcido
acético (20:80:1); temperatura ambiente; comprimento de onda 272
nm. A quantificacdo dos compostos foi obtida por comparacio da drea
do pico do componente na amostra com a drea do pico referente ao
padrdo externo de cafeina e do dcido 5-cafeoilquinico (Sigma,USA).

Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

A atividade sequestrante de radicais DPPH (1,1-diphenyl-1,2-
picrylhydrazyl) foi determinada de acordo com o método de Yen
e colaboradores, com modificagdes.'” Cada amostra foi diluida em
etanol a 0,0125; 0,025; 0,05 ¢ 0,1 g dL"'. Em 4 mL da amostra foi
adicionado 1 mL de DPPH. (0,5 mmol.L") igualmente diluido em eta-
nol. A mistura foi acondicionada em tubo de ensaio ambar e agitada.
Decorridos 30 min, foi realizada a leitura a 517 nm. A diminuigdo na
absorvancia indica atividade sequestrante de radicais livres. Os testes
foram realizados em triplicata. A atividade sequestrante de radicais
livres foi expressa em porcentagem por comparacdo ao controle,
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BHT, nas mesmas dilui¢cdes das amostras de café, segundo a equagao:

Atividade sequestrante de DPPH (%) = 100 — [( Ac— At ) x 100]
Ac

onde, Ac ¢ absorvancia controle, que nio foi incubada com o café e
At a absorvancia teste (amostras).

Avaliacio do poder redutor

A avaliac@o do poder redutor foi realizada de acordo com Yildi-
rim e colaboradores.'® Aliquotas de 0,01 mL da bebida do café, na
concentracdo final de 200 ppm, foram diluidas em 1 mL de etanol
absoluto e transferidas para tubo de ensaio contendo 2,5 mL de
tampao fosfato 0,2 M pH 6,6 e 2,5 mL de ferricianeto de potdssio a
1% (m/v). A mistura foi incubada em banho-maria a 45 °C por 20
min. Aliquotas de 2,5 mL de 4cido tricloroacético a 10% (m/v) foram
adicionadas ao tubo de ensaio, com posterior agitacio. Aliquotas de
2,5 mL da mistura foram transferidas para outro tubo de ensaio, no
qual foram adicionados 2,5 mL de dgua destilada € 0,5 mL de FeCl,
a 0,1% (m/v), com posterior agitagdo. A leitura da absorvancia foi
realizada a 700 nm (Espectrofotdmetro Shimadzu, UV-1601, Japao).
A atividade redutora da bebida foi expressa como porcentagem de
inibicdo em comparacido ao BHT, usado como padrao.

Avaliacao da atividade quelante de ions Fe?*

A atividade quelante de fons Fe** foi realizada de acordo com a me-
todologia descrita por Tang e colaboradores, com modificagdes.!” Uma
aliquota de 1 mL das amostras foi transferida para tubos de ensaio ambar
de 25 mL. A esta aliquota foram adicionados 3,7 mL de 4gua deionizada;
0,1 mL de FeSO, 2 mM e 0,2 mL de ferrozina 5 mM [3-(2-piridil)-5,6-
bis-(4-4cido fenil sulfonico) -1,2,4-triazina]. O padrdo neste teste foi
feito substituindo 1 mL da amostra por d4gua deionizada. A mistura foi
agitada e, ap6s 20 min, foi feita a leitura a 562 nm acertando o aparelho
com o branco (neste caso substitui a amostra por EDTA 2%). A reducéo
na absorvancia indica atividade quelante de metais.

AQ (%) = 100 — [( AP =4ty x 100]
Ap

onde, AQ € atividade quelante de metais, Ap € absorvancia do padrao
e At € absorvancia teste (amostras).

Analise estatistica

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média
de trés repeti¢des + desvio padrao da média. A andlise estatistica foi
realizada por meio de andlise de variancia e as diferengas significativas
entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (P < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise de cor

Os resultados encontrados permitiram verificar que ndo houve
diferenca nos valores de L* a* b* e ¢* entre os padrdes de bebida ana-
lisados e que a luminosidade (L) obtida foi a mesma (integral: 20,174
descafeinado: 20,02%). A luminosidade (L) relaciona-se ao grau de es-
curecimento do café, variando de 0 a 100 e com correlagdo significativa
inversa entre os seus valores e o grau de torracdo,'® demonstrando que
foi obtido 0 mesmo grau de torrac@o nas duas amostras.
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Compostos fenélicos totais

Determinou-se o teor de compostos fendlicos totais dos dife-
rentes extratos de café obtidos. Os valores percentuais médios das
determinacgdes dos compostos fendlicos dos cafés verdes e dos cafés
torrados s@o apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Conteddo de polifenois (g eq. ac. tanico/100 g) de dois
tipos de bebida do café submetido a dois tipos de processamento

Processamento
Tipo de Bebida
Verde Torrado
Integral 5,30+0,06aA 4,73+0,09aB
Descaf 5,05+0,06bA 4,13+0,07bB

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada coluna
e médias seguidas por letras maidsculas diferentes dentro de cada linha
diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

O processo de descafeinag@o ocasionou a perda de 5% dos com-
postos fenodlicos totais. O café integral ao passar pelo processo de
descafeinagdo perde, além da cafeina, parte dos seus compostos fe-
ndlicos, o que explica a diferenga nos teores entre as amostras verdes.
O processo de torragdo ocasionou perdas de até 18% dos polifenois
inicialmente presentes na amostra verde. Estes resultados indicam que
o processo de torracgdo foi fator relevante para diminuicéo dos teores
dos polifenois.” A andlise desses compostos € de grande importancia
quando se pretende verificar atividade antioxidante de uma amostra,
pois os mesmos desempenham um papel importante na neutraliza¢do
ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicéo.'®

Cafeina e acido clorogénico

A determinacgdo de cafeina e ACG por CLAE (Figura 1) foi feita
com base na curva padrio de calibra¢do de cada substancia, usando-se
padrdes analiticos para cada composto. Os tempos de retengio iden-
tificados foram os seguintes: ACG (~9 min) e cafeina (~10 min). Ao
contrério da cafeina, o dcido clorogénico € bastante sensivel a torracao.'
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Figura 1. Teores médios de cafeina e dcido clorogénico em cafés integral
verde (IV), descafeinado verde (DV), integral torrado (IT) e descafeinado
torrado (DT). Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem entre
si (p<0,05), pelo teste de Tukey

O teor de ACG foi reduzido com o processo de descafeinag@o,
com perdas de 60% na amostra descafeinada verde (Figura 1). Essa
perda pode ter ocorrido, em parte, devido a complexagdo entre cafeina
e ACG descrita na literatura,” mas tendo em vista o baixo teor de
ACG complexado a cafeina no café, outras causas devem ser consi-
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deradas. A diminuicdo deve ter ocorrido, em sua maior parte, devido
a isomerizagdo do ACG quando em contato com altas temperaturas
para evaporagdo do solvente e secagem dos grdos durante o processo
de descafeinagdo com diclorometano.’

A torragdo levou a perdas de 92% nos niveis de ACG, fato que
estd de acordo com os valores descritos por Fujioka e colaboradores,
que analisaram cafés comercias integral e descafeinado e verificaram
ap6s a torracdo uma perda de até 93%.%' Durante a torragdo dos
graos, parte dos dcidos clorogénicos € incorporada na composi¢ao
de outras substancias que sdo formadas durante esse processo e que
estdo relacionadas a cor e ao sabor do café.”

A permanéncia residual de maiores teores de ACG apds o pro-
cessamento do café pode ser benéfica, tendo em vista a atividade
antioxidante dessa classe de compostos.”

Os resultados mostraram a estabilidade da cafeina ap6s a torracio
(Figura 1), embora pequenas perdas de cafeina possam ocorrer por
sublimagdo a 178 °C.7

O teor de cafeina encontrado na amostra integral verde € similar
ao valor encontrado por Perrone e colaboradores, ambos em con-
cordancia com os valores relatados na literatura para graos verdes de
café ardbica — de 0,9 a 1,3 g%.% O teor de cafeina da amostra verde
descafeinada (0,03%) encontra-se de acordo com a legislagio brasilei-
ra, que define um patamar de 0,1% de cafeina em café descafeinado.?

Considerando que tanto o dcido clorogénico como a cafeina vém
sendo indicados como compostos potencialmente antioxidantes, >
os resultados apresentados sugerem menor atividade antioxidante nas
amostras descafeinadas.

Atividade sequestrante de radicais DPPH

Na Tabela 2 estdo representados os resultados da atividade seques-
trante de radicais DPPH das bebidas de café. O butil-hidréxi-tolueno
(BHT) foi utilizado como padrdo.

Tabela 2. Atividade sequestrante do radical DPPH (%) das bebidas de
café integral torrado (IT), integral verde (IV), descafeinado torrado (DT),
descafeinado verde (DV) e do padrdo BHT em quatro concentracdes

Tipo de Concentragdo (g dL!)

Bebida 0,0125 0,025 0,05 0,1

IT 55,86+0,94b  64,77+0,51b  68,47+0,59b 70,2020,76b
v 50,49+1,01d 53,91x1,05¢c 54,40+1,03d 55,51+0,85d
DT 52,99£091c  64,04+0,83b 64,66+0,92c 68,46+0,84c
DV 47,50+0,51e  49,89+0,53d 50,92+0,77¢ 54,80+0,70d

BHT 57,61+0,58a 74,67+0,69a 88,69+0,32a 94,80+1,02a

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes dentro de cada coluna
diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

O padrdo BHT apresentou a maior atividade sequestrante de
DPPH em todas as concentracdes. Todas as amostras apresentaram
atividade sequestrante de radicais DPPH dose-dependente, isto €, um
aumento da protegdo com aumento da dose (Tabela 2). O mecanismo
de reducdo de radicais livres DPPH envolve a doagdo de hidrogénio.
Neste sistema tanto a estrutura planar como espacial do composto
antioxidante € importante. Baseado em dados da literatura € possivel
inferir que a potente atividade antioxidante de extratos polares € dada
pela presenga de substincias com hidroxilas.”

O processo de descafeinacdio e a torracdo influenciaram na
atividade antioxidante das bebidas de café (p<0,05). As bebidas
preparadas a partir dos cafés descafeinados apresentaram menor
atividade, demonstrando que substancias sequestradoras de radicais
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livres foram, em parte, perdidas durante o processo de descafeinagao.
A atividade sequestrante de radicais livres dos cafés verdes foi menor
que a apresentada por Naidu e colaboradores, que encontrou valores
proximos a 80% em cafés verdes da espécie ardbica.*

A atividade antioxidante das bebidas foi potencializada com a
torragcdo. O mesmo comportamento foi verificado em graos de café
torrados que apresentaram maior atividade antioxidante quando
comparados a grdos verdes, que por sua vez continham maiores
concentracdes de antioxidantes polifendlicos,”?! sugerindo assim
que outros compostos poderiam ser responsdveis pela atividade
antioxidante em graos de café submetidos a torragdo.

Os resultados deste trabalho indicam que as bebidas de café
torrado, independente da descafeinac?o, apresentam uma maior capa-
cidade de doar hidrogénio, pois apresentaram as maiores porcentagens
sequestrante de DPPH, atingindo 70,2% com a amostra integral.

Poder redutor

O teste de avaliagdo do poder redutor baseia-se na reducdo do fon
ferricianeto a ferrocianeto que, na presenga do fon férrico (proveniente
do FeCl,), forma o azul da Prissia.* A reduc@o € dada tomando-se o
BHT como 100%. As médias dos valores obtidos na andlise do poder
redutor das bebidas de café amostradas estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Poder redutor (%) de dois tipos de bebida do café submetido
a dois tipos de processamento

Processamento
Tipo de Bebida
Verde Torrado
Integral 53,48+1,00aB 76,75+0,97aA
Descaf. 48,10+1,09bB 58,99+1,00bA

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes dentro de cada coluna
e médias seguidas por letras maitsculas diferentes dentro de cada linha
diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

O processo de descafeinacio diminuiu a capacidade redutora das
bebidas em 10%. Neste caso € muito provavel que essa diferenca se deva
ao menor teor de polifenois e de cafeina na amostra verde descafeinada. J&
atorracdo do café integral aumentou em 43% o poder redutor da bebida;
esse efeito ndo foi tdo pronunciado na amostra descafeinada que apds
a torragdo aumentou em 23% seu poder redutor (p<0,05) (Tabela 3).

Nicoli e colaboradores, ao estudarem o efeito do processamento e
armazenamento de alimentos (tomates e café), relataram que, apesar
da concentragado dos antioxidantes naturais ter sido significantemente
reduzida em consequéncia dos tratamentos térmicos, as propriedades
antioxidantes dos alimentos estavam preservadas ou mesmo aumen-
tadas pelo desenvolvimento de novos produtos com atividade antio-
xidante."” Daglia e colaboradores também verificaram um aumento
no poder redutor com a torragdo em cafés ardbica.’!

Os resultados obtidos indicam novamente a presenga de outras subs-
tancias com propriedades antioxidantes formadas durante o processo de
torragdo, como as melanoidinas formadas através da reacdo de Maillard. >

Poder quelante de Fe?*

Na avaliacdo da atividade quelante, a ferrozina, um reagente
cromogénico, torna a solucio résea de acordo com a quantidade de
ferro disponivel em solucdo. Assim, quanto menor a quelagdo de
ions pela amostra, maior o nimero de fons disponiveis para reagio
com a ferrozina e maior serd a absorvancia. Os resultados do poder
quelante das bebidas de café verde e torrado, integral e descafeinado
estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Poder quelante de Fe** (%) das bebidas de café integral
torrado (IT), integral verde (IV), descafeinado torrado (DT) e des-
cafeinado verde (DV), em trés concentragdes

Concentragdo (g dL™)

Tipo de Bebida

0,15 0,2 0.4
IT 5,78+0,15¢ 16,77+1,07c ~ 38,28+1,07c
v 36,58+0,63a 51,04+0,22a  72,73+0,33a
DT 5,13%1,09¢ 15,67+1,01c  28,42+0,99d
DV 25,68+0,31b 44,12+0,92b  63,27+1,00b

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes dentro de cada coluna
diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey.

As amostras avaliadas apresentaram poder quelante de Fe** dose-
dependente. Assim como nos testes anteriores houve influéncia da
descafeinacio e da torra¢@o no poder quelante das amostras (p<0,05).
A porcentagem de atividade quelante de Fe** das amostras de café
verde superou as amostras de café torrado (Tabela 4). Os resultados
apresentados corroboram com Santos e colaboradores, que encon-
traram uma maior atividade quelante nas amostras de café verde.*

A diminui¢io de compostos com atividade quelante, como polife-
nois e cafeina, durante o processo de descafeinagio pode ter levado a
diminuicdo dessa atividade nas amostras descafeinadas. Os cafés torra-
dos, independente do processo de descafeinacdo, mostraram o mesmo
poder quelante de metais, com exce¢do na concentracdo de 0,4 g dL!,
na qual o café torrado integral superou o café torrado descafeinado.

Nesta andlise, os cafés verdes demonstraram maior atividade an-
tioxidante que os torrados, resultado diferente do obtido na andlise da
atividade sequestrante de radicais livres e poder redutor. Uma maior
concentracdo de polifenois neste caso € favordvel, pois um dos seus
mecanismos de agdo antioxidante de especial relevancia € a capa-
cidade de se ligar a metais tais como fons ferro e cobre, impedindo
ou minimizando a participac¢@o destes em rea¢des de Fenton.* Esse
resultado permite sugerir a utilizacdo do extrato de café verde em
alimentos ao invés de agentes quelantes sintéticos com o objetivo de
prevenir a deterioracdo dos mesmos e de certa forma melhorar seu
valor nutritivo.

Nota-se que a atividade antioxidante das amostras analisadas
variou conforme a metodologia utilizada, o que demonstra a impor-
tancia da realizag@o de mais de uma andlise para que se tenha uma
maior confiabilidade nos resultados.

CONCLUSAO

A descafeinacdio diminui a atividade antioxidante in vitro da
bebida do café, ja o processo de torragdo potencializa a atividade
sequestrante de radicais livres e o poder redutor das bebidas. As
bebidas de café analisadas, independente do processo de torragdo e
de descafeinag@o, apresentam atividade antioxidante, podendo contri-
buir para a prevencio ou reducdo do desenvolvimento de patologias
associadas ao estresse oxidativo.
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