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RESUMO: A atividade de polifenoloxidase (PFO) tem sido usada como indicadora da qualidade de bebida de
café. Foram feitas comparag6es entre o método tradicionalmente usado para extracdo de polifenoloxidase
de café e outro, onde impediu-se a oxidagdo de fendis durante a extragdo, com posterior eliminacdo por
filtracAo em coluna de exclusdo. Um método intermediério entre os dois também foi testado. As medi¢des de
atividade foram feitas por espectrofotometria e por consumo de O,. Os métodos tradicionais de extracdo e
dosagem da atividade de PFO sofrem forte interferéncia de fendis presentes no extrato, ndo permitindo
reproducé@o dos dados publicados na literatura. Por espectrofotometria foi possivel diferenciacdo apenas
entre café de bebida Mole de cafés de bebida Dura e Rio, mas ndo entre as duas ultimas. Café de melhor
qualidade, bebida Mole, apresentou maior atividade de PFO. Extracdo de PFO na presenca de antioxidantes
e complexadores de fendis, seguida pela eliminagdo dos mesmos por cromatografia de excluséo é essencial
para uma avaliagdo correta. Entretanto, usando este procedimento e consumo de O,, a atividade de PFO
também néo diferenciou os trés cafés testados, exceto o Mole dos dois outros. No lugar de DOPA (3,4 —
dihidroxifenilalanina), usado comumente nas dosagens por espectrofotometria, sugere-se o emprego de &cido
clorogénico (&cido 5-cafeoilquinico).
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EXTRACTION AND ACTIVITY DETERMINATION OF
POLYPHENOLOXIDASE IN COFFEE

ABSTRACT: Polyphenoloxidase (PFO) activity has been used to indicate the quality of coffee beverage. A
traditional extraction method used for coffee polyphenoloxidase was compared to another in which phenol
oxidation was avoided and phenols were eliminated by exclusion chromatography. An intermediate method
was also tested. Activities were obtained by spectrophotometry, which is commonly used for coffee PFO
determination, and O, consumption. The traditional extraction method and spectrophotometry are inacurate
to measure PFO activity since there is a significant interference of phenols present in the extracts.
Consequentely, the data reported in the literature are not reproducible. PFO activity differentiated Soft coffee
from Hard and Rio, but not between the lost two. Soft coffee presented higher PFO activity. For an accurate
activity determination, antioxidants and phenol complexation is essential during extraction, as well as their
elimination by exclusion chromatography. However, using this procedure and O, consumption, PFO activity
could still not differentiate the three coffee qualities, except Soft from the other two. Instead of 3,4 —
dihydroxyphenylalanine, it is suggested that chlorogenic acid (5-caffeoylquinic acid) should be used as substrate.
Key words: chlorogenic acid, coffee, quality of beverage
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INTRODUGAO

A procura por um parametro quimico e de boa
precisdo para determinar a qualidade da bebida do café
tem sido intensa, mas até entdo sem resultados
comprovadamente positivos. Ainda existe a necessidade
de provadores especializados, que dependendo do
treinamento, ou mesmo da frequéncia que provam
determinados tipos de café ou também da regido em que
atuam, podem desenvolver habilidades sensoriais
distintas. Isto acarreta distor¢des, fazendo com que
frequentemente haja discordéancia entre amostras
provadas por diferentes provadores.

S&o muitos os trabalhos sobre os componentes
do café e a sua influéncia na qualidade da bebida
(Clifford, 1985). Entretanto, ao ser torrado, o café tem a
grande maioria destes compostos alterados e outros
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novos formados, gerando uma situacdo mais complexa
ainda. Mesmo técnicas mais modernas, tal como
espectroscopia no vermelho préximo (NIRS), tém falhado
na distincdo entre cafés de melhor ou pior qualidade
(Downey & Spengler, 1996; Downey et al., 1994, 1997).
Uma descoberta feita por Amorim & Silva (1968) tem sido
amplamente utilizada como indicadora da qualidade da
bebida. Estes autores observaram que café de boa
bebida (bebida Mole) apresentava maior atividade de
polifenoloxidase (PFO) que café de bebida ruim (bebida
Rio). Amorim e colaboradores (Amorim & Josephson,
1975; Amorim & Amorim, 1977; Amorim et al., 1974,
1975; Melo & Amorim, 1975; Oliveira et al., 1977)
estenderam este trabalho, sugerindo que em cafés de
bebida inferior havia o comprometimento da estrutura
celular, pela alteracdo nas membranas, de forma que a
enzima, exclusiva de plastideos, entrasse em contato
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com compostos fendlicos, armazenados preferencialmente
no vacuolo. No processo, haveria a oxidagdo de fendis,
qgue convertidos a quinonas reagiriam com proteinas,
inclusive a PFO, explicando sua menor atividade em café
de menor qualidade. Assim, como bem colocado por
Clifford (1985), ndo existe relacéo direta da PFO com a
qualidade de bebida, mas, a sua atividade estaria
relacionada com o processo de perda de qualidade. Em
nenhum momento Amorim & Silva (1968) sugeriram que
PFO pudesse ser utilizada como um discriminador da
qualidade de bebida, mas sim, como informacéo
adicional. Oliveira et al. (1977) verificaram diferencas na
atividade desta enzima somente entre cafés de bebida
Rio e Mole.

Recentemente, porém, varias comunicagdes em
congressos especializados em café (Chagas et al.,
19964, b, c; Pereira et al., 1996; Souza et al., 1996)
usaram a atividade de PFO como diferenciadora da
qualidade da bebida, baseados no trabalho de Carvalho
et al. (1994). Nesse trabalho, em 380 amostras de café,
classificadas entre estritamente Mole, apenas Mole, Mole,
Dura, Riada e Rio, foi analisada a atividade daPFO
utilizando-se uma adaptacéo do protocolo de extragcdo de
Draetta & Lima (1976) e o de Ponting & Joslyn (1948).
Em 1997, outros autores publicaram trabalho semelhante,
mas com numero bem menor de amostras (Corréa et al.,
1997). Nos dois trabalhos, os autores sugerem que é
possivel distinguir a qualidade da bebida com base na
atividade de PFO, estabelecendo inclusive, uma tabela
delimitando faixas de valores para cada tipo de café. Uma
diferenca entre os trabalhos de Carvalho et al. (1994) e
Corréa et al. (1997), é que os primeiros apresentaram 0S
dados de atividade de PFO em unidades de absorbancia
/ min.g de amostra, ndo especificando com base em
guanto tempo de reacdo isto foi determinado. Corréa et
al. (1997) apresentaram os dados em forma de grafico
(absorbancia X tempo - medidas de absorbancia foram
tomadas a cada 5 minutos).

Mazzafera & Robinson (2000) utilizaram o
consumo de O, para determinar a atividade de PFO em
café, observando que os dados obtidos na
caracterizagdo da enzima ndo correspondiam com
aqueles obtidos por Draetta & Lima (1976). Consumo de
O, é considerado o método mais adequado para a
determinagdo de PFO (Mayer & Harel, 1991; Steffens et
al., 1994; Lea, 1995; Whitaker, 1995; Martinez &
Whitaker, 1995). Uma das diferencas observadas foi o
acido clorogénico, que havia sido determinado por
Draetta & Lima (1976) como um substrato ruim para PFO
de café, mas foi caracterizado por Mazzafera & Robinson
(2000) como o melhor entre varios testados. As
diferencas entre esses trabalhos podem provavelmente
ser explicadas pelos métodos de extracdo e de
determinagao da atividade utilizados. Apenas no trabalho
de Mazzafera & Robinson (2000) protegeu-se o extrato
da oxidacdo de fendis, eliminou-se fendis por filtragdo em
cluna e a determinacéo de atividade foi feita pelo
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consumo de O,. Nos outros trabalhos sobre PFO em cafée
utilizou-se espectrofotometria para determinar a atividade
de PFO, com leitutras de absorbancia em 420 nm. A
razéo deste valor € que, no geral, compostos fendlicos
oxidados absorvem luz neste comprimento de onda. A
oxidacdo de fendis se da em funcdo da captura de
elétrons por dois atomos de cobre que se encontram no
sitio ativo da enzima, havendo consumo de O, durante
0 processo. Porém, para aqueles que trabalham com
bioquimica de café, é conhecido que se ndo houver
protecdo por antioxidantes, inibidores de PFO ou
complexadores de fendis, extratos protéicos tornam-se
rapidamente oxidados (marrons) durante a preparacao,
ou seja, PFO causa a oxidagao de fenois presentes no
préprio tecido de café, sejam sementes, folhas, raizes,
etc. Assim, seria de se esperar que ndo havendo
protecdo contra a oxidacdo dos fendis enddgenos e/ou
sua eliminacdo do extrato, as leituras em 420 nm
certamente ndo serdo precisas.

No presente trabalho foram avaliados trés
métodos de extragdo de PFO utilizando-se trés tipos de
cafés diferindo na qualidade bebida, sendo feitas
as posteriores dosagens de atividades por
espectrofotometria e consumo de O,

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e extracao

Amostras de café bebida Rio, Dura e Mole foram
cedidas pela Cooperativa dos Cafeicultores de Guaxupé
(Guaxupé, MG). O material foi moido em moinho de
facas com peneira de 30 mesh e armazenado em freezer.
Para evitar qualquer tipo de aquecimento no material,
foram colocadas quantidades pequenas e coletou-se 0
material que passou imediatamente pela peneira. Cada
amostra foi submetida ao processo repetidas vezes até
obter-se a gquantidade necesséria.

Foram adotados trés procedimentos para a
extragdo de proteinas, como mostrado abaixo. Proteinas
nos extratos foram determinadas com o reagente de
Bradford (1976).

Método 1 — Conforme descrito por Carvalho et
al. (1994) e Corréa et al. (1997). A 1 g de material
adicionou-se 10 mL de tampéo fosfato de sddio 0,1 mol
L*, pH 6,0, a 4°C, e o material foi deixado em banho de
gelo sob agitagdo por 10 min. Em seguida o extrato foi
filtrado em papel de filtro comum, e o filtrado mantido em
gelo para posterior dosagem de atividade.

Método 2 — O mesmo que o anterior, com as
seguinte modificacdo: os extratos obtidos foram
adicionalmente filtrados em colunas de exclusao
Sephadex G25 (minicolunas PD-10, Amershan
Pharmacia), que separa proteinas de fendis e de outras
moléculas de massa menor que 5 kDa. A eluicdo das
proteinas da coluna foi feita com tampao fosfato 0,1 mol
L*, pH 6,0, e o extrato mantido em gelo.
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Método 3 — Conforme deescrito por Mazzafera
& Robinson (2000). 1 g de material foi extraido com 10
mL de tampé&o fosfato de sddio 0,1 mol L™, pH 7,0, a 4°C,
contendo 1% de &cido ascorbico. Também adicionou 100
mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) no extrato. Apés
agitacdo por 10 min em banho de gelo, o extrato foi
centrifugado (4°C) a 36.000 g por 15 min, e o
sobrenadante foi filtrado em minicolunas PD-10. A
eluicdo das proteinas da coluna foi feita com tampéao
fosfato 0,025 mol L™, pH 6,0, e o extrato mantido em
gelo.

Atividade de PFO

Foram utilizados dois substratos para as
dosagens, DOPA (3,4 — dihidroxifenilalanina) e &cido
clorogénico (CGA - acido 5-cafeoilquinico). DOPA tem
sido usado como substrato na maioria dos trabalhos
sobre PFO e qualidade de bebida. Nos ensaios sua
concentracao final foi 4 mM, como usado por Carvalho
et al. (1994) e Corréa et al. (1997) - 8 mg de DOPA
dissolvidos em 10 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol L%, pH
6,0. CGA estava presente na reacdo na concentracéo
final de 1 mM (Mazzafera & Robinson, 2000). A atividade
de PFO foi feita espectrofotometricamente e por
consumo de O,.

Dosagem espectrofotométrica: A 950 nlL de
tamp&o fosfato 0,1 nol L, pH 6,0, contendo DOPA ou
CGA, adicionou-se 50 mL de extrato do método 1, ou
70 nL de extratos dos métodos 2 ou 3. O maior volume
dos dois Ultimos se deve ao fato de que na filtracdo em
PD-10 existe uma diluicdo de 40% do extrato.
Imediatamente apds a adicdo do extrato na cubeta de
leitura, foi feita a leitura de absorbéancia em 420 nm, e a
partir dai a cada 5 minutos, até 20 minutos. A primeira
leitura foi considerada como a leitura do tempo zero e 0
valor medido foi descontado dos valores obtidos nos
tempos posteriores.

A dosagem pelo oximetro utilizou o equipamento
Respire 1 (Hansatech, UK). A 850 ni de tampao fosfato
0,025 mol L, pH 6,0, adicionou-se 100 (extrato do
método 1) ou 140 niL (extratos to método 2 e 3) de
extrato e, em seguida, 50 nL de CGA 20 mM
(concentracgéo final de 1 mM). A medida de consumo de
0O, foi conduzida por 150 segundos, sendo utilizados para
os célculos de atividade os primeiros 90 segundos de
reacao.

Analises de fenodis

O contetido de fendis nos extratos protéicos foi
determinado utilizando acido fénico como padrdo e de
acordo com o método de Swain & Hillis (1959). Também,
aliquotas de 5 ni. dos extratos foram aplicadas em placas
cromatogréaficas de camada delgada de celulose (Merck)
e desenvolvidas com n-butanol:acido acético:agua - 6/
1/2, viviv (Mazzafera & Magalhdes, 1989). Em adicdo
aos extratos protéicos, foram feitos extratos alcodlicos
dos cafés (1 g de café moido foi agitada por 2 h na
temperatura ambiente com 10 mL de etanol 80%, com
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posterior filtragdo), que também foram aplicados nas
placas. A observacdo da separacédo dos fendis foi feita
em camara de UV 254 nm, com e sem vapores de
amdnia. Aliquotas dos extratos protéicos e dos etandlicos
também foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), com deteccdo em UV a 280 nm
(Mazzafera et al., 1998). Nos extratos etandlicos, CGA
foi determinado também em HPLC, com detecgdo em
313 nm (Mazzafera, 1997).

Para todas as determinacBes e dosagens
realizadas, foram feitas quatro repeticdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos protéicos preparados pelo método 1
mudaram de cor muito rapidamente, e logo apés a
filtragem apresentavam-se bastante escurecidos, devido
a oxidagao de fendis. Entretanto, apds a filtragdo em PD-
10, no método 2, a coloracdo ficou apenas levemente
marrom. No método 3, o extrato ficou praticamente
incolor, o que é desejavel em extratos protéicos de
plantas utilizados em dosagens enzimaticas. A Figura 1A
mostra estas diferengas com extratos feitos a partir do
café de bebida Mole. E evidente a vantagem em se
adicionar 4cido ascorbico, cuja fungdo é manter os fendis
na foma reduzida. Nesta situacéo dois pontos devem ser
considerados; o primeiro é que mesmo na presenca
deste antioxidante existe consumo de O,, pois ele reduz
imediatamente os fendis oxidados pela PFO, ndo os
deixando formar quinonas. Segundo, que havendo o
esgotamento de &cido ascorbico, que se oxidara
completamente ao final de um certo tempo, havera o
desenvolvimento de coloragdo marrom por agao da PFO.
Assim, a adi¢do de &cido ascérbico e filtracdo em
Sephadex G-25 (PD-10) sdo complementares, pois a
primeira reduz a oxidac&o e a segunda elimina os fendis
do extrato protéico. Uma situacdo intermediaria, ou seja
adicdo de &cido ascorbico mas sem passagem por
coluna de exclusd@o, ndo € interessante para medidas de
atividade por consumo de O,, pois ainda que mantidos
na forma reduzida, haveria interferéncia de fendis
enddgenos, pois eles estariam sendo oxidados antes de
serem reduzidos pelo antioxidante.

A dosagem de fendis nos extratos protéicos
obtidos pelo método 1 apontaram que nos 50 nL de
extrato usados na dosagem espectrofotométrica havia
65,1, 78,8 e 57,6 mg nas amostras de café Rio, Duro e
Mole, respectivamente. Tracos de fendis foram detetados
nos extratos do método 2 e nada foi detetado nos
extratos do método 3, ambos filtrados em PD-10. A
coloragdo levemente marrom do extrato 2 deve-se, muito
provavelmente, a um certo grau de complexagdo de
quinonas com proteinas.

A cromatografia em placa de celulose de
amostras de extratos obtidos pelo método 1 foi bastante
semelhante entre os trés tipos de cafés. A Figura 1B
mostra o extrato protéico e etandlico de bebida Mole,
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sendo evidentes as diferenc¢as qualitativas entre eles. No
extrato protéico nota-se a presenca de intensa
fluorescéncia na base do cromatograma, a partir do
ponto de aplicacdo da amostra, indicando compostos
mais polares, provavelmente quinonas. A mancha mais
intensa no meio da cromatografia, indicada pela seta,
corresponde a CGA, e na amostra do extrato protéico
existe menor intensidade da mesma.

As analises em HPLC nao mostraram diferencas
quantitativas (Tabela 1) e no perfil de eluigdo (Figura 2)
de fendis nos extratos de cafés obtidos pelo método 1.
Dois compostos foram identificados como CGA e cafeina.
Em comparac@o com extratos etandlicos, apenas o pico
2 ndo foi detectado. Café Arabica normalmente possui
de 4 a 5% de CGA (Clifford, 1985), o que esta de acordo
com os dados da Tabela 1. Os maiores valores nos
extratos etandlicos que nos protéicos pode ser devido ao
fato de CGA ser mais solavel em etanol, o tempo de
extragdo em etanol ter sido mais longo e, também, por
ter sido oxidado por PFO no extrato protéico, que é
aquoso.

As maiores atividades de PFO foram obtidas com
extratos de café de bebida Mole, tendo CGA como
substrato. Para este tipo de café e este substrato (Figura
3), ap6s 5 minutos de reacdo ocorreu diminuicdo da
velocidade de formacéo de produtos que absorvem em
420 nm, ou seja, ha tendéncia de estabilizagdo das curvas,
0 que indica limitacdo de substrato. Exceto as dosagens
com extratos obtidos pelo método 1, nos outros CGA foi
melhor substrato que DOPA, quando feitas as
comparagdes entre os tipos de café. Por exemplo, para
os métodos 2 e 3, extratos de café de bebida Mole
apresentaram maior atividade com CGA do que quando
dosados com DOPA. O mesmo se repete se comparados
Dura/CGA com Dura/DOPA, e Rio/CGA com Rio/DOPA.
Mazzafera & Robinson (2000) observaram que CGA era
melhor substrato que DOPA para a dosagem de PFO de
sementes, folhas e raizes de café.

A Figura 4 traz os dados também no caso das
dosagens com o oximetro, utilizando CGA como
substrato nao foi possivel a diferenciacéo entre cafés de
bebida Dura e Rio, como também ocorrido com o método
espectrofotométrico (Figura 3). Fica evidente, que existe
interferéncia de fendis presentes nos extratos, uma vez
que o consumo de O, foi maior no extrato obtido pelo
método 1. A dosagem com extrato de bebida Mole obtido
com método 2 foi um pouco inferior aos extratos dos dois
outros métodos. Considerado o tempo de cinco minutos
de incubac&o nas medidas espectrofotométricas, o que
€ proximo ao tempo para as medidas de consumo de O,,
isso se repetiu. Talvez isto reflita algum tipo inibicao/
inativacdo de PFO por fenois. Amorim e colaboradores
(Amorim & Josephson, 1975; Amorim et al., 1974, 1975)
demonstraram que PFO pode se ligar a fendis oxidados,
afetando sua migracdo em gel de poliacrilamida. Esta é
uma das hipéteses levantadas por esses autores para a
diminuicéo da atividade de PFO em café.

Scientia Agricola, v.59, n.4, p.695-700, out./dez. 2002

Métodos

4= CGA

Ponto de
4= aplicagao da
amostra

1 2

Figura 1 - Extratos protéicos de café de bebida Mole preparados
pelos métodos 1, 2 e 3 de extracdo (A); e cromatografia
em camada delgada de celulose, com observagdo em
254 nm, apés exposicdo a vapor de amonia, de extrato
protéico obtido pelo método 1 (1) e de extrato etandlico
(2) de café de bebida Mole. Para as bebidas Rio e Dura,
0 padrdo de bandeamento foi o mesmo.

Tabela 1 - Concentracdo de &cido clorogénico em extratos
protéicos obtidos pelo método 1 de extragdo, em
extratos etanélicos, e teor nas sementes,
calculado em funcéo do extrato etandlico.

Tipo de Extrato Extrato Teor de CGA

Bebida Protéico* Etandlico na semente
----------- mg mL?t -------- %

Rio 0,54 a 1,07 a 5,09 a

Dura 0,64 a 1,09 a 5,02a

Mole 0,55 a 0,95a 4,98 a

Letras iguais indicam que n&o houve diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (P > 0.05). Médias de quatro repeti¢des.
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Figura 2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia de extrato protéico obtido pelo método 1 de extragdo (A) e extrato etandlico (B) de café
bebida Mole. Detetor de UV operando em 280 nm. Os picos 1, 2, 3 e 4 ndo foram identificados. Cafeina e CGA foram identificados
por co-inje¢cdo das amostras com padrdes puros.
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Figura 3 - Atividades de PFO em extratos protéicos obtidos pelos métodos 1 (A), 2 (B) e 3 (C) de extragdo. R = Café Rio, D = Café Duro, M
= Café Mole. Médias de quatro repeticdes. Barras indicam o desvio padréo.
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Figura 4 - Atividades de PFO em extratos protéicos de cafés de
bebida Rio (R), Dura (D) e Mole (M), obtidos pelos
métodos 1, 2 e 3. CGA foi usado como substrato.
Médias de quatro repetigées. Barras indicam o desvio
padrao.

CONCLUSOES

Existem problemas nos métodos de extracédo e
dosagem da atividade de PFO. Sugere-se que o0 uso da
atividade de PFO como indicador de qualidade de bebida
de café seja reavaliado. Durante a extracdo, deve-se
impedir a oxidac&o de fendis, assim como sua eliminagao
do extrato. A dosagem de atividade pelo consumo de O,
também é recomendada, por ser mais precisa que a
espectrofotométrica.
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