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INFLUENCE OF PROCESSING AND ROASTING ON THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF COFFEE (Coffea arabica). The aim
of this work is to evaluate the influence of processing (semi-dry and dry) and roasting (light, medium and dark) on the antioxidant
activity of coffee brews, using tests to determine the reducing power and the DPPH scavenging, Fe*? chelating and lipid peroxidation
inhibition activities. All of the coffee brews presented concentration-dependent antioxidant activity. The light coffee samples presented
the higher reducing power and DPPH scavenging activity. Its ion chelating capacity was similar to the medium samples, but was

less than the green coffee chelating capacity. The semi-dry processing was more efficient than the dry processing only for the reducing

power. All of the samples presented high lipid peroxidation inhibition activity. Based on the results the degree of coffee roasting
seems to be more important than the processing to determine the antioxidant activity of brews.
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INTRODUCAO

Os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio e nitro-
génio (ERO e ERN), derivados do metabolismo normal ou de ori-
gem externa, podem danificar vérios tipos de macromoléculas celu-
lares como lipidios, proteinas e DNA, que poderiam causar algumas
doengas degenerativas, cardiovasculares e certos tipos de cancer'?.

Os compostos antioxidantes protegem os sistemas biolégicos
contra os efeitos potencialmente danosos das ERO e ERN a diversos
alvos celulares. O consumo de alimentos ricos em antioxidantes pode
conferir protegio auxiliar contra o estresse oxidativo, além de forne-
cer co-fatores para enzimas antioxidantes endégenas’. Entre os com-
postos vegetais com atividade antioxidante, destacam-se os fendis*.
A principal classe de compostos fendlicos € representada por dcidos
hidroxicinamicos, encontrados em quase todas as plantas, sendo o
principal representante o 4cido caféico, que ocorre, em muitos ali-
mentos, esterificado ao dcido quinico, sendo chamado de acido
clorogénico>. Além destes compostos destacam-se ainda os
tocoferdis, tocotriendis, carotendides, dcido ascOrbico e minerais,
dentre eles Al, Ba, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P ¢ Zn?’.

O café, uma das bebidas mais consumidas, € a prinicipal fonte
de 4dcido clorogénico da dieta humana®. Assim, a atividade
antioxidante da bebida de café pode ser determinada pela contri-
bui¢do de substincias antioxidantes de ocorréncia natural e
induzidas pela torrefacdo e processamento do café’. A torrefagdo
pode levar a perda de polifendis, devido a degradagdo térmica pro-
gressiva. Contudo, este efeito pode ser minimizado pela formacio
de produtos antioxidantes da reagdo de Maillard®'>. Outro fator a
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ser considerado é o processamento do café apGs a colheita’. O
processamento por via seca, o mais antigo e mais usado no Brasil,
consiste de um estdgio de secagem natural (ao sol) ou artificial
(em estufa) do fruto, que em seguida ¢ descascado mecanicamen-
te. No método por via semi-imida, o café ¢ despolpado e a remo-
¢do da mucilagem € normalmente realizada por fermentagdo. A
seguir, o café ¢ seco e descascado mecanicamente'®. O proces-
samento pode, potencialmente, alterar algumas propriedades do
café, porém, ndo ha trabalhos sobre a avaliacdo da influéncia do
processamento sobre a atividade antioxidante do café.

A avaliagdo antioxidante pode ser feita utilizando-se testes in
vitro e in vivo'*'®. Por defini¢do, a atividade antioxidante € a capa-
cidade de um composto inibir a degradagdo oxidativa'®. Assim, a
atividade antioxidante, especialmente a inibicdo de rea¢do em ca-
deia, de produtos naturais e alimentos, tem sido um pardmetro
importante na determinacéio do valor dietético dos mesmos. A ati-
vidade antioxidante pode ser avaliada pelo potencial antioxidante,
que € determinado pela composicdo e propriedades dos constituin-
tes e, ainda, pela atividade bioldgica, que depende da biodisponi-
bilidade do antioxidante, entre outros fatores's.

Uma das atividades bastante desejadas dos antioxidantes ¢ a
inibicdo da peroxidagdo lipidica. Os lipidios contribuem para de-
terminar a qualidade de certos produtos alimentares, particular-
mente em relagdo as propriedades organolépticas que os tornam
desejdveis (por ex., “flavor,” cor, textura). Por outro lado, os lipideos
conferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo-se em fonte
de energia metabolica, de dcidos graxos essenciais e de vitaminas
lipossoliveis. Devido a sua abundancia nas células e susceptibili-
dade a oxidagdo pela presenca de grupos metilénicos entre duplas
ligacdes, os dcidos graxos poliinsaturados sdo importantes alvos
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para os oxidantes'. Como essa oxidacdo desencadeia uma cascata
auto-catalitica que gera numerosas substdncias oxidantes e
genotoxicas, tais danos aos lipidios tém grandes implica¢des para
a integridade do DNA, das proteinas e de outros lipidios'!.

A peroxidagdo lipidica inicia-se pelo ataque a bicamada lipidica
de qualquer espécie suficientemente reativa para abstrair um atomo
de hidrogénio bis-alilico de um 4cido graxo poliinsaturado. Apds ser
iniciado, o processo torna-se autocatalitico e somente termina quan-
do se esgotarem as reservas de dcidos graxos insaturados e oxigé-
nio'”. Os principais produtos finais da lipoxidagdo compreendem
alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos deriva-
dos da decomposi¢io de hidroperéxidos™!” (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo das fases da peroxidagdo lipidica

Virios métodos sio descritos na literatura para avaliagdo da
peroxidagdo lipidica'*'®, como a determinagio de espécies reativas
com o 4cido tiobarbitirico (TBARS). Este teste avalia a formagao
de produtos finais da peroxidagdo lipidica, que podem ser potenci-
almente t6xicos para outras macromoléculas celulares's.

O teste de 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) determina o po-
tencial antioxidante de compostos fendlicos isolados ou presentes
em alimentos e outras amostras biolégicas. O teste do DPPH ¢é
baseado na capacidade do radical livre estdvel, 1,1-difenil-2-
picrilidrazil, reagir com compostos doadores de H*, o que pode
interromper as reagdes oxidativas em cadeia. O DPPH pode reagir
com compostos fendlicos'®, bem como com écidos aromaticos con-
tendo apenas um grupamento', mas nao reage com flavonéides'®.

Os métodos baseados na redugdao do Fe*, que determinam o
poder redutor sdo também utilizados para avaliagdo da atividade
antioxidante. Tais métodos avaliam a capacidade de compostos
fendlicos reduzirem o Fe*3, com conseqiiente formagdo de um com-
plexo colorido com Fe* ¢,

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
processamento e da torrefagdo sobre a atividade antioxidante da
bebida de café, utilizando testes para determinar o poder redutor e
as atividades seqiiestrante de DPPH, quelante de Fe*™> e de inibi¢do
da peroxidagao lipidica.

PARTE EXPERIMENTAL
Obtencao das amostras de café

As amostras de café (Coffea arabica L.) cultivar Mundo Novo,
peneira 17/18, foram fornecidas pela Ipanema Agricola S.A. (Alfenas,
MG, Brasil). Foram utilizados frutos cereja sem defeitos, dos trata-
mentos semi-umido (SU) e seco (S). As amostras foram torradas em
torrador de laboratério com capacidade de 1 kg, em graus de torrefa-
¢do claro, médio e escuro. O ponto de torrefacdo foi determinado vi-
sualmente, em 5 repeti¢des. Em seguida, os graos torrados foram mo-
idos (moedor elétrico Raiar, modelo RA21) em granulometria fina,
empacotados em embalagens de polietileno/aluminio/polipropileno,
seladas a vacuo e estocada a —20 °C até o preparo da bebida.

Preparo da bebida

Para o preparo da bebida, 10 g de café em pé foram colocados
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sobre um filtro de papel Whatman N. 3. Em seguida, 100 mL de
dgua deionizada a 90 °C foram vertidos sobre o p6'.

Caracterizacao do café

Determinacdo do grau de torrefagcdo

A cor do café torrado e moido foi determinada, em triplicata,
usando-se colorimetro (Chromameter-2 Reflectance, Minolta,
Osaka, Japan) acoplado a processador de dados (OP-300), antes do
preparo da bebida. O instrumento foi padronizado contra um bran-
co antes de cada leitura. A cor foi expressa em pardmetros da esca-
la CIE (“Commision Internationale de Eclairage”) L*, a* , b*. O
parametro L* indica luminosidade que diminui com o aumento do
grau de torrefacdo, jd os pardmetros a* e b* (coordenadas de
cromaticidade) indicam as dire¢des das cores dos estdgios do pro-
cesso de torragd@o onde +a* indica cor vermelha, -a* verde, +b*
amarela e —b* azul.

Avaliagdo espectrofotométrica da bebida de café

A bebida de café foi diluida (quatro vezes) em dgua deionizada
e utilizada para obteng¢do do espectro de varredura entre 280 e 420
nm. Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos
em espectrometro Perkin Elmer FTIR 1000, na regido de 4000 a
500 cm’!, utilizando-se pastilhas KBr. As andlises de IV foram re-
alizadas no Laboratério de Anélise e Sintese de Agroquimicos
(LASA) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vicosa. Foram feitas medidas em triplicata.

Determinagdo do cardter aromdtico

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descri-
ta por Mabry et al.®, com modificacGes. As amostras da bebida de
café na concentra¢do de 20 mg mL"', ap6s filtragdo, foram diluidas
em etanol, obtendo-se a concentra¢do de 0,32 mg mL"'. Para cada
amostra, foi obtido o espectro de varredura entre 200 a 400 nm; em
seguida, na prépria cubeta, foram adicionados 0,1 mL de AICI, a
5% (p/v) e obteve-se o segundo espectro de varredura entre 200 a
400 nm. Foram adicionados 0,1 mL de HCI (10% v/v) e obteve-se
o terceiro espectro de varredura. O segundo teste foi feito do mes-
mo modo, utilizando-se nova amostra. O primeiro espectro de var-
redura foi obtido sem a adicdo de reagentes. O segundo espectro de
varredura foi obtido apds a adicao de 0,1 mL de acetato de sédio
saturado a 3% (p/v) e o terceiro espectro ap6s a adigdo de 0,1 mL
de H,BO, a 5% (p/v). Foram feitas medidas em triplicata.

Perfil cromatogrdfico da bebida de café

O perfil cromatogréfico da bebida de café foi obtido utilizan-
do-se cromatoplacas de silica-gel GF,, (Merck). Um volume de
0,05 mL de cada amostra foi aplicado e utilizou-se acetato de etila/
acido acético glacial/etanol (85:5:10 v/v/v) como fase mével. O
tempo de saturag@o da cuba foi de 2 h e o tempo de corrida foi de,
aproximadamente, 20 min. Foram utilizados trés reveladores: so-
lugdo etandlica de DPPH: (0,04% p/v); ferrocianeto de potdssio
2% (p/v) e cloreto férrico 0,1% (p/v); Dragendortf iodado. Foram
utilizados 0,05 mL de dcido ascérbico a 0,2 mg mL"' como padrio.

Avaliacio da atividade antioxidante

Avalia¢do do poder redutor

A avaliacdo do poder de reducdo da bebida de café foi realiza-
da de acordo com a metodologia citada por Yen e Chen?!, com
modificagdes. As amostras da bebida de café foram diluidas, ob-
tendo-se as seguintes concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg mL"' e
transferiu-se uma aliquota de 1,0 mL de cada amostra, para tubos
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de ensaio de 25 mL. A esta aliquota foram adicionados: 2,5 mL de
tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de K [Fe(CN)] a 1%
(p/v). A mistura foi incubada a 45 °C por 20 min. Foram adiciona-
dos 2,5 mL de 4cido tricloroacético a 10% (p/v) a solu¢@o no tubo
de ensaio, com posterior agitacdo. Um volume de 2,5 mL da mis-
tura foi transferido para outro tubo de ensaio, no qual foram adici-
onados 2,5 mL de dgua destilada e 0,5 mL de FeCl3 a 0,1% (p/v),
sob agitacdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm. A
elevada absorbancia indica grande poder redutor. As leituras foram
realizadas em triplicata e neste teste utilizou-se como 100% de
atividade a absorbancia do padrao de BHT nas concentragdes refe-
ridas para as amostras (0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg mL™").

Atividade seqiiestrante de radicais livres DPPH®

A atividade seqiiestrante de radicais livies DPPH (ASRL) da
bebida de café foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Hatano et al.*?>, com modifica¢oes. Cada amostra foi diluida
em etanol a 25; 50; 0,100 e 200 pg mL'. Em 4 mL da amostra
adicionou-se 1 mL de DPPH: (0,5 mmol L) igualmente diluido
em etanol. A mistura foi acondicionada em tubo de ensaio a&mbar e
agitada. Decorridos 30 min, fez-se a leitura a 517 nm. A baixa
absorbancia indica atividade seqiiestrante de radicais livres. Os tes-
tes foram realizados em triplicata. A atividade seqiiestrante (%
ASRL) foi expressa em porcentagem por comparagdo ao controle,
dcido ascorbico (200 pg mL"), segundo a Equagio:

Ac - At

% ASRL = e X 100

onde, Ac: absorbancia controle ; At: absorbéncia teste (amostra).

Avaliacdo da atividade quelante de ions Fe**

A atividade quelante de fons Fe*foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Tang et al.”®, com modificagdes. Cada amos-
tra foi diluida em etanol, obtendo-se a concentra¢do de 1,0 mg mL™".
Uma aliquota de 1 mL das amostras foi transferida para tubos de en-
saio ambar de 25 mL. A esta aliquota foram adicionados 3,7 mL de
dgua deionizada; 0,1 mL de FeSO, (Fe**) 2 mM e 0,2 mL de ferrozina
(3-(2-piridil)-5,6-bis(4-dcido fenil-sulfonico)-1,2,4-triazina; reagente
cromogénico) 5 mM. A mistura foi agitada e apds 20 min feita a leitu-
ra a 562 nm. A baixa absorbancia indica atividade quelante. Os testes
foram realizados em triplicata e utilizou-se EDTA (200 mg mL™") como
controle. A atividade do controle foi considerada 100% e a atividade
quelante (%AQ) das amostras foi calculada segundo a Equagio:

c- At

%AQ:ATXIOO

onde, Ac: absorbancia controle; At: absorbancia teste (amostra).

Determinagdo da inibig¢do da peroxidagdo lipidica in vitro
A peroxidagdo lipidica foi determinada pela medida dos pro-
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dutos de oxidacdo que reagem com o dcido tiobarbittrico (TBARS),
conforme descrito por Buege e Aust*. Os produtos da peroxidagdo
de lipidios (peréxidos lipidicos, dialdeido maldnico e outros aldei-
dos de baixo peso molecular) reagem com o 4cido tiobarbitirico
(TBA), produzindo bases de Schiff. Esses compostos sdo coloridos
e sua concentraciio pode ser determinada por espectrofotometria a
535 nm.

Para este ensaio, foram utilizados ratos adultos machos Wistar
(Ratus novergicus) pesando 270 + 20 g obtidos do biotério da Uni-
versidade Federal de Alfenas. Apds a eutandsia por aprofundamento
da anestesia, os cérebros dos animais foram retirados, pesados e
homogeneizados com PBS 0,1M, pH 7,2 (volume equivalente a 4
vezes o peso fresco de tecido), em homogeneizador de tecidos e
banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 3000 g, por 10
min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, mantido em banho de
gelo e utilizado nos ensaios. Aliquotas de 490 UL de homogeneizado
de cérebro foram incubadas com 10 uL da bebida de café em dife-
rentes concentracoes (0,2; 2,0 e 20,0 mg mL™") ou BHT a 37 °C, por
30 min. Tubos sem adi¢do de bebida de café ou BHT foram utiliza-
dos como controle. Decorrido o tempo foram adicionados 500 uL
de HCI a 25% (v/v), 500 uL de 4cido tiobarbitirico a 1% (p/v, em
NaOH 0,05M) e 45 uL de BHT 2% (p/v, em etanol). A mistura foi
incubada em banho-maria a 98 °C por 15 min. Apds o resfriamento
em banho de gelo por 10 min foram adicionados 1,5 mL de butanol
e as amostras foram agitadas vigorosamente em vortex. A seguir,
foram centrifugadas a 3000 g, por 5 min e a fracdo contendo butanol
(superior) foi coletada e utilizada para determinag@o da absorbancia
a 535 nm. A concentra¢do de TBARS foi calculada utilizando-se
curva padrdo de dialdeido maldnico (MDA; 1,1,3,3-tetraetoxi-
propano). A inibicdo da peroxidagdo lipidica foi calculada segun-
do a Equag@o:

Ac - At

% Inibigdo = i X 100

onde, Ac: absorbincia controle; At: absorbancia teste (amostra).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do grau de torrefagdo foram expressos na Tabela
1. Observa-se que a cor do café mostrou-se diferente nos graus
claro, médio e escuro, porém, a cor em amostras de café semi-
umido (SU) e seco (S) com o mesmo grau de torrefagdo foi igual.
Isto indica que foi obtido o mesmo grau de torrefagdo nos dois
tipos de processamento, o que € importante quando se deseja com-
parar a influéncia da torrefacdo nas propriedades do café.

Analisando-se os resultados da Tabela 2 observa-se que o pH
das bebidas aumentou com a torrefacdo. Contudo, ndo houve dife-
renga significativa entre os dois tipos de processamento do café.
Os resultados expressos estdo de acordo com Daglia ef al.’, que
também observaram aumento de pH, o qual estd, possivelmente,

Tabela 1. Avaliacio colorimétrica do grau de torrefagdo do café de acordo com a escala CIE

Processamento Torrefagao L* a* b*

Semi-timido Clara 36,25+0,03 aA +12,41+0,23 bA +8,52+0,03 cA
Média 32,95+0,02 aB +11,83+0,19 bB +5,28+0,05 ¢B
Escura 29,20+0,17 aC +10,28+0,47 bC +1,42+0,05 ¢C

Seco Clara 35,84+0,05 aA +12,37+0,49 bA +8,87+0,12 cA
Média 33,19+0,24 aB +11,82+0,36 bB +5,21+0,21 ¢B
Escura 29,84+0,52 aC +10,27+0,89 bC +1,41+0,01 ¢C

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey; médias

seguidas por letras maitdsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey.
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associado a decomposi¢do do acido quinico formando quinol,
pirogalol e outros compostos®.

Tabela 2. Determinag¢do do pH da bebida preparada com café
submetido a diferentes processamentos e graus de torrefagio

Processamento Torrefacdo pH

Semi-timido Clara 4,69+0,02 A
Média 4,84+0,02 B
Escura 5,14+0,04 C

Seco Clara 4,72+0,03 A
Média 4,85+0,02 B
Escura 5,13+0,03 C

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey.

O teor dos sélidos soltveis totais encontrado em todas as amos-
tras foi de 20,0 mg mL"'. Este resultado estd de acordo com
Fernandes et al.® e indica que foram comparadas amostras com o
mesmo rendimento.

Alguns componentes do café verde (cru), tais como proteinas,
peptideos, aminodcidos aromaticos livres, trigonelina e cafeina, apre-
sentam absor¢do em 280 nm, enquanto os dcidos clorogénicos ab-
sorvem em 320-325 nm. Tem sido relatado que outros componentes
com absor¢éo em 280 nm sdo formados durante a torrefagdo®. En-
tretanto, analisando-se a Tabela 3 verifica-se que o processamento
parece também influenciar as modificacdes quimicas decorrentes da
torrefacdo, uma vez que nas amostras SU a torrefagio clara e média
ndo alterou significativamente a Abs,,, enquanto que a torrefagdo
escura diminuiu a absor¢@o. Nas amostras S houve aumento signifi-
cativo da Abs,,, com a torrefag@o.

A andlise da absor¢do em 420 nm foi realizada para monitorar
o desenvolvimento da cor marrom. Nota-se que o aumento do grau
de torrefagdo aumentou a Abs,, . De acordo com estudos Nicoli et
al."® este aumento da absor¢do deve-se a formacdo de pigmentos
marrons soliveis em dgua (Tabela 4).

Na avalia¢@o do cardter aromdtico pesquisou-se a presenga de
hidroxilas “PERI”, caracteristicas de flavondides e de hidroxilas
“ORTO?”, caracteristicas de polifendis, realizando-se varredura de
200 a 400 nm.

Com a adigdo de AICI,, ocorre formagio de um anel estdvel de 6
membros do dtomo de aluminio com OH “PERI”, resistente a acdo de
HCI (Figura 2). A Figura 3 apresenta os espectros da amostra pura,
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apds adigdo de AICI, e de HCI. Nota-se que, apds a adi¢éo de HCI, o
anel se desfaz e o espectro da adi¢do de HCI se assemelha ao da amos-
tra pura, ou seja, este sistema praticamente nio estd presente nas amos-
tras analisadas. A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para a amos-
tra com grau de torrefacdo claro processada por via seca, que repre-
sentam os resultados obtidos para todas as amostras.
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Figura 2. Formagdo do anel estdvel de 6 membros do AP* com a “OH-PERI”.
A adig¢do de HCI ndo induz a formagdo da estrutura original
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Figura 3. Varredura espectrofotométrica de 200-400 nm da bebida preparada
com café seco claro para pesquisa de “OH-PERI”. Bebida pura (), apds
adigdo de AICI, (O) e apds a adi¢do de HCI (-)

Adicionando-se acetato de sédio ocorre a captagdo do H* da
hidroxila “ORTO”; assim, o oxigénio com carga negativa pode
reagir com H,BO, formando um anel de 5 membros (Figura 4). A
Figura 5 apresenta os espectros da amostra pura, apds adi¢do de
NaOAc e de H,BO,. A adi¢ao de H,BO, modificou o espectro
indicando a formagdo do anel. A Figura 5 apresenta os resultados
obtidos para a amostra com grau de torrefagdo claro processada
por via seca, que representa os resultados obtidos para todas as
amostras.

Tabela 3. Espectrofotometria a 280 nm da bebida preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus de torrefagdo

Processamento Grau de torrefagdo

Verde Claro Médio Escuro
Semi-timido 1,81+0,01 aA 1,89+0,04 aA 1,89+0,07 aA 1,62+0,02 bA
Seco 1,13+0,01 aB 2,01+0,07 bA 1,81+0,05 bdA 1,64+0,01 cdA

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey; médias
seguidas por letras maitisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Espectrofotometria a 420 nm da bebida preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus de torrefagdo

Processamento Grau de torrefagdo

Verde Claro Médio Escuro
Semi-timido 1,06+0,01 aA 1,72+0,01 bA 1,94+0,01 cA 2,06+0,01 dA
Seco 0,46+0,01 aB 1,83+0,01 bB 1,95+0,01 cA 2,19+0,01 dB

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey; médias
seguidas por letras maidsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,001), pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Acdo do acetato e formagdo do anel de 5 membros com boro (“OH-
ORTO”). A adi¢do de H BO, ndo induz a formagdo da estrutura original
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Figura 5. Varredura espectrofotométrica de 200-400 nm da bebida de café
preparada com café seco claro para pesquisa de “OH-ORTO”. Bebida pura
(0), apés adig¢do de NaOAc, (O) e apds a adigdo de HBO, (-)

A cromatografia em camada delgada demonstrou substancias
antioxidantes com polaridades variadas, sendo as mais polares lo-
calizadas na parte inferior da cromatoplaca (Figura 6). As faixas
na Figura 6a indicam locais de seqiiestro de radicais DPPH. O 4ci-
do ascérbico (padrdo) reage imediatamente com o DPPH;, alcan-
cando toda sua extensdo em cerca de 15 s, assim como as amostras
de café, indicando que as amostras apresentam atividade seme-
lhante ao dcido ascérbico”. As manchas na Figura 6b indicam re-
dugdo do Fe* a Fe** revelado pela solucdo de FeCl,, demonstrando
a presenca de substancias redutoras de ferro nas amostras de café.
O revelador Dragendorff iodado indica a presenca de alcal6ides,
principalmente cafeina, visualizada pelas manchas evidentes na
parte inferior da cromatoplaca (Figura 6c¢).

Os espectros das amostras de café apds torrefacdo, na regido
do infravermelho, mostraram mudangas na intensidade das bandas
de absor¢@o quando comparados aos do café verde, principalmente
nas bandas de 1700 e 1054 cm™, que podem ser correspondentes a
grupos carboxilicos de acidos livres, nas amostras apds torrefacio
e estiramento C-O, no café verde, respectivamente (Figura 7). Desta
forma, a torrefacdio pode provocar a ruptura de ligacdes C-O dos
dcidos clorogénicos, liberando o 4cido quinico esterificado®. Por
outro lado, este processo pode promover a liberacdo de dcidos
carboxilicos, evidenciado pelo aumento da banda em 1700 cm™.
Nenhuma diferencga significativa pdde ser verificada entre os trés
graus de torrefagcdo no espectro no infravermelho.

O teste do poder redutor baseia-se na redugio do fon ferricianeto a
ferrocianeto que, na presenga do fon férrico (proveniente do FeCl,),
forma o azul da Prissia. A Tabela 5 apresenta os resultados do poder
redutor. Nota-se que hd aumento do poder redutor com a torrefacdo.
Observa-se um alto poder de redugdo nas amostras com grau de torre-
facdo claro a 5 mg mL"', com valores superiores ao padrio, visto que
a redugdo € dada tomando-se o BHT como 100%. Apesar do aumento
do poder redutor com a torrefagiio, as amostras de grau escuro apre-
sentaram menor poder redutor que as amostras com grau de torrefa-
¢do claro, provavelmente devido ao diferente contetido de fendlicos
nessas amostras, particularmente reduzidos apds a torrefacao®-.
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Figura 6. Cromatoplacas de silica-gel da bebida preparada com café
submetido a diferentes processamentos e graus de torrefacdo. Seco verde
(1), seco claro (2), seco médio (3), seco escuro (4), semi-timido verde (5),
semi-timido claro (6), semi-timido médio (7), semi-timido escuro (8) e padrdo
de dcido ascorbico (9). Revelagdo com DPPH (a), Ferricianeto/Fe’*(b) e
Dragendorff (c)
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Figura 7. Espectros no infravermelho das amostras de café obtidas por
processamento semi-timido e diferentes graus de torrefagdo, utilizando
pastilhas de KBr. Verde (O), claro (X), médio (%) e escuro ()

Os radicais livres DPPH', que inicialmente apresentam cor roxa
por possuirem elétron livre, perdem esta cor quando um radical
hidrogénio doado por uma molécula antioxidante entra em resso-
nancia com a molécula de DPPH", diminuindo-se, assim, a
absorbancia. O DPPH € um radical estdvel e com baixa taxa de
deterioragdo e reatividade com a maioria dos compostos. Assim
sendo, apenas agentes redutores fortes sdo capazes de reagir com
estes radicais estdveis em um modo estequiométrico’. Os resulta-
dos das amostras (Tabela 6), em porcentagem, foram aprecidveis
(de 80-90% a 0,2 mg mL") quando comparados com padrdes a
0,2 mg mL"' como acido ascérbico (96,5%), BHT (92,1%) e acido
gdlico (95,3%). As amostras com grau de torrefac@o claro apresen-
taram maior percentagem de inibi¢do de radicais DPPH. Os dados
da Tabela 6 indicam que houve formacdo de substancias anti-
oxidantes durante a torrefagdo, provavelmente compostos da rea-
¢do de Maillard e melnoidinas, apesar da reducdo de compostos
fendlicos naturalmente presentes na bebida de café.
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Tabela 5. Valores da avaliagdo do poder redutor da bebida preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus de torrefagdo

Influéncia do processamento e da torrefacio sobre a atividade antioxidante do café

609

% de poder redutor (mg mL™")

0,5

1,0

5,0

Processamento Torrefagdo
0,1

Semi-timido Verde 18,05+0,46 aA
Clara 36,83+2,56 aB
Média 32,33+0,10 aC
Escura 20,33+2,02 aA

Seco Verde 15,78+0,68 aA
Clara 26,39+1,42 aC
Média 26,99+2,64 aC
Escura 20,22+1,11 aA

29,38+0,34 bA
40,48+0,15 bB
36,34+0,80 aC
25,00+1,15 bD
24,11+0,22 bD
31,37+0,15 bA
31,53+1,40 bA
26,35+0,13 bD

47,50+0,46 cA
61,35+1,39 cB
57,48+0,46 bC
34,83+0,62 cD
40,39+0,34 cE
47,39+0,81 cA
55,81%1,27 cC
40,80+1,63 cE

76,13+0,61 dA
115,39+1,97 dB
72,94+0,10 cA
82,93+0,95 dAC
85,45+0,03 dC
120,85+3,37 dB
77,12+0,64 dA
78,92+0,50 dAC

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey; médias

seguidas por letras maidsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Tabela 6. Valores da atividade seqiiestrante de radicais DPPH da bebida preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus

de torrefacio

50,0

% de seqiiestro de radicais DPPH' (mg mL™")

100,0

200,0

Processamento Torrefagdo
25,0

Semi-timido Verde 17,56+0,29 aA
Clara 30,32+1,30 aB
Média 22.20+0,34 aC
Escura 22,36+0,08 aC

Seco Verde 18,32+0,81 aA
Clara 29,46+0,69 aB
Média 20,93+0,30 aC
Escura 16,53+0,30 aA

31,69+0,77 bA
50,03+1,16 bB
41,96+0,69 bC
42,08+0,41 bC
32,53+0,78 bA
46,20+0,50 bB
40,24+0,85 bC
33,27+1,13 bA

63,63+1,94 cA
89,50+0,57 ¢B
82,80+0,54 cC
80,64+1,14 cC
64,28+1,85 cA
88,88+1,13 Be
69,30+0,74 Ac
66,63+0,85 cA

85,81+0,85 dA
91,61+0,32 dB
90,16+0,32 dB
88,45+0,23 dA
86,04+1,01 dA
91,35+0,25 dB
89,88+0,40 dB
89,93+0,16 dB

Médias seguidas por letras minudsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey; médias
seguidas por letras maidsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Na avaliacdo da atividade quelante, a ferrozina, um reagente
cromogenico, torna a solucdo résea de acordo com a quantidade de
ferro disponivel em solug@o. Assim, quanto menor a quelacio de
ifons pela amostra, maior o nimero de fons disponiveis para reagdo
com a ferrozina e maior serd a absorbancia. Os resultados apresen-
tados na Tabela 7 mostraram que o tipo de processamento ndo in-
terferiu no poder quelante. As amostras de café verde apresenta-
ram maior atividade quelante, provavelmente devido a presenga de
compostos fendlicos funcionais. Contudo, o aumento do grau de
torrefagdo diminuiu, significativamente, o poder quelante das amos-
tras. A redugdo desta atividade, provavelmente, se deve a diminui-
¢do de compostos fendlicos e dcidos clorogénicos, apesar da for-
macdo de melanoidinas, através da Reacdo de Maillard, que possu-
em também atividade quelante®. Assim, a bebida de café pode ser
considerada como antioxidante e sua ingestdo pode contribuir para
a quelagdo de metais de transi¢do, que em excesso podem levar a
peroxidagdo lipidica, com conseqiiente lesdo as membranas
plasméticas e a oxidagdo do DNA'. O Fe* em soluc¢do, mesmo
em concentragdo muito baixa, induz a geragdo de HOe, através da
rea¢do de Fenton, causando injuria ou morte celular™".

A inibicao da peroxidagdo lipidica mostrou-se dependente da
concentragio e foi observada a partir da concentracio de 0,2 mg
mL". O processamento, bem como o grau de torrefagdo do café
ndo alteraram a capacidade de inibir a lipoperoxidacdo (Tabela 8).
Esta atividade pode ser atribuida a preseng¢a de compostos com
atividade antioxidante na bebida de café, tais como compostos
fendlicos, da reacdo de Maillard, melanoidinas, entre outros, acu-
mulados ou formados durante o processamento e a torrefagdo do
café.

Tabela 7. Valores da atividade quelante de fons Fe* da bebida
preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus
de torrefacio

Processamento Torrefacdo % de quelagdo do Fe?*

Semi-umido Verde 14,97+0,45 A
Clara 7,86+1,08 B
Média 6,38+0,52 B
Escura 2,95+0,55 C

Seco Verde 16,11+0,23 A
Clara 7,52+0,31 B
Média 8,35+0,52 B
Escura 4,11+0,69 C

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,01), pelo teste de Tukey.

CONCLUSAO

Todas as bebidas de café estudadas apresentaram atividade
antioxidante dependente da concentragdo. As amostras de café com
grau de torrefag@o claro foram as que apresentaram maior poder
redutor e atividade seqiiestrante de radicais DPPH, enquanto que a
capacidade quelante de ferro ndo diferiu das amostras com grau de
torrefacdo médio, mas foi menor que a capacidade quelante do
café verde. Apenas para o teste de poder redutor observou-se que o
processamento semi-umido foi mais eficiente que o processamento
seco. Todas as amostras apresentaram alta atividade de inibicdo da
peroxidacdo lipidica. Assim, pode-se concluir que o grau de torre-
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Tabela 8. Inibicio da peroxidagdo de lipideos in vitro pela bebida preparada com café submetido a diferentes processamentos e graus de

dos Santos et al.

Quim. Nova

% de inibi¢do da peroxidagdo lipidica (mg mL")

2,0

20,0

torrefacio
Processamento Torrefagdo
0,2
Semi-umido Clara 6,15+0,03 aA
Média 7,28+0,01 aA
Escura 6,16+0,02 aA
Seco Clara 7,23+0,01 aA
Meédia 7,40+0,01 aA
Escura 5,42+0,02 aA

37,92+0,43 bA
39,69+0,61 bA
32,37+0,17 bA
37,54+0,55 bA
35,12+0,36 bA
33,87+0,24 bA

55,64+0,58 cA
58,70+1,36 cA
52,29+0,91 cA
55,16+0,62 cA
54,35+0,75 cA
53,34+1,62 cA

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey; médias
seguidas por letras maiudsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de Tukey.

fa¢@o parece ser mais importante que o tipo de processamento do
café na determinagdo da atividade antioxidante da bebida.
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