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Verificagao da presenca de compostos fenolicos com
propriedades antioxidantes em amostras de café
Verification of the presence of phenolic compounds
with antioxidant properties in coffee samples
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The mechanism and consequences of oxidation by free radicals in foods
and biological systems have been involved in the occurrence of chronic
diseases. Phenolic compounds in foods and beverages like coffee have become
outstanding as antioxidant substances able to reduce the oxidation process.
The aim of the present study was to verify the presence of phenolic compounds
in coffee samples in different preparations and the antioxidant effect of the
samnples. Thin Layer Chromatography (TLC) was carried out for detection
of phenolic compounds with antioxidant activity. In vitro antioxidant activity
was tested in an aqueous oxidative system using [p-carotene/linoleic acid. A
kinetic study was also carried out using the method of the tangents to obtain
Jactor 1 (F1) and factor 2 (F2). All samples showed stains developed by both
B-carotene (Rf = 0.72-0.81) and ferric chloride/ferricianide (Rf = 0.75-0.85),
thus evidencing the presence of phenolic compounds with antioxidant activity.
Instant coffee in a volume of 20uL (64ppm) was the sample that showed the
best protection against the oxidation process (71.3%) and no significant
statistic difference (p>0.05) was observed when compared to larger volumes.
The kinetic assay verified best effectiveness in breaking the initiation phase
of the oxidative chain (F1<1) for all samples, except the instant and that
prepared using fabric filter in 200uL, which indicates a potential to block
the propagation of the oxidative chain (F2<1). The in vitro results indicated
coffee as a source of phenolic compounds acting in the protection against
oxidative processes.
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El mecanismo ) las consecuencias de la
oxidacion por radicales libres en alimentos y en
sistemas biologicos ha sido implicado en el origen
de enfermedades cronicas. Los compuestos
fendlicos, presentes en alimentos y bebidas, como
café presentan capacidad antioxidante que
puede inhibir esos procesos. En este estudio
verificamos la presencia de compuestos fenolicos
y estimamos la capacidad antioxidante de
muestras de café en diferentes formas de
preparacion. La Cromatografia en Capa Delgada
(CCD) fue utilizada para deteccion de
compuestos fendlicos con actividad antioxidante.
Esta fue cuantificada in vitro, en sistema
oxidativo acuoso utilizando (-caroteno/dcido
linoléico. El estudio cinético utilizando el
método de las tangentes para la obtencion del
Sfactor 1 (F1) y factor 2 (F2). Todas las muestras
presentaron bandas reveladas en CCD, tanto
para el sistema revelador B-caroteno (Rf de
0, 72-0,81) cuanto a ferricianuro/cloruro férrico
(AF de 0,75-0,85) identificando la presencia
de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante. El café soluble en el volumen de
20uL (64ppm) fue la muestra que presenté mejor
proteccion contra la oxidacion (71,3%), sin
diferencia estadistica (p>0,05) para los
voliimenes subsiguientes. El estudio cinético
verifico mayor efectividad en bloquear la fase
de iniciacion de las reacciones de oxidacion
(F1<1) para todos los extractos, con excepcion
del soluble y el preparado en filtro de pano a
200ul, indicando capacidad de inhibir la
propagacion de la cadena oxidativa (F2<1). Los
resultados obtenidos in vitro sugieren el café
como fuente de compuestos fenalicos, actuando
en la proteccion de procesos oxidativos.

Palabras clave: Café. Antioxidantes.
Acido clorogénico.

42

O mecanismo e conseqiiéncia da oxidacdo por
radicais livres em alimentos e em sistemas
biologicos tém sido implicado na ocorréncia de
doengas cronicas. Compostos fenolicos, presentes
em alimentos e bebidas, como o café, tém se
destacado por serem substdancias antioxidantes
capazes de minimizar esse processo. Este estudo
verificou a presenca de compostos fenolicos e o
comportamento antioxidante de amostras de café
em diferentes formas de preparo. A Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) foi utilizada para
deteccdo de compostos fenolicos com atividade
antioxidante. A atividade antioxidante in vitro
Joitestada em sistema aquoso oxidativo utilizando
B-caroteno/dcido linoléico. Foi feito estudo
cinético utilizando-se o método das tangentes para
obtencado do fator 1 (F1) e fator 2 (F2). Todas
as amostras apresentaram bandas reveladas
em CCD tanto no sistema revelador 3-caroteno
(Rf de 0,72-0,81) quanto no ferricianeto/cloreto
Sférrico (Rf de 0, 75-0,85), identificando a presenca
de compostos fenolicos com atividade
antioxidante. O café soliivel no volume de 20uL
(64ppm) foi a amostra que apresentou melhor
protecdo contra a oxidacdo (71,3%), sem
diferenga estatistica (p>0,05) para os volumes
subseqiientes. O estudo cinético verificou maior
efetividade em bloquear a fase de iniciacdo das
reagoes de oxidacdo (F1<1) para todos os extratos,
exceto o soltivel e o preparado em filtro de pano a
200ulL, o que indica capacidade de inibicdo da
propagacdo da cadeia oxidativa (F2<1). Os
resultados in vitro obtidos sugerem o café como
fonte de compostos fenolicos, atuando na protecdo
de processos oxidativos.

Palavras-chave: Café. Antioxidantes.
Acido clorogénico.
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INTRODUGAO

O café € uma bebida amplamente consumida por povos de todos o mundo (ESTEBAN-
DIEZ; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO, 2004), obtida a partir do grio do café torrado e moido,
sendo em geral preparada por infusao em dgua quente (PHILIPPI, 2003).

Embora existam diversas espécies de café, as espécies Coffea canephora (Robusta) e
Coffea arabica(Aribica) sdo as de maior importancia comercial (PHILIPPI, 2003). Em geral,
o café disponivel comercialmente é produzido a partir dessas espécies ou de uma mistura
de ambas (ESTEBAN-DIEZ; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO, 2004).

A torrefacdo, uma das etapas de preparacao dos graos, promove a combinacao de
centenas de compostos quimicos, como os alifaticos, aliciclicos, aromaticos e heterociclicos,
além de compostos fenodlicos derivados do dcido clorogénico (ACG) os quais resultam nos
atributos sensoriais, como aroma e sabor caracteristicos do café (DE MARIA; MOREIRA;
TRUGO, 1999; MOREIRA; TRUGO; DE MARIA, 2000; OLIVEIRA et al., 2005).

A partir do café torrado é produzida uma bebida cujo aroma e sabor sio bastante
apreciados. Esses atributos caracteristicos do café sio decorrentes da combinacao de
centenas de compostos quimicos produzidos em reacdes que ocorrem durante a torrefacio
(OLIVEIRA et al., 2005).

O aroma tem sido alvo de estudos sistematicos em virtude da complexidade dos
compostos volateis produzidos durante a torrefacado do café verde, os quais sao
responsaveis pelo aroma caracteristico da bebida. Cerca de mil componentes ja foram
identificados e acredita-se que dezenas ainda poderao vir a ser detectados (DE MARIA;
MOREIRA; TRUGO, 1999).

Entre esses componentes voldteis, encontram-se os compostos heterociclicos, tais
como furanos, oriundos principalmente da degradacao de glicidios como a sacarose presente
no café; pirrois, formados a partir da reacao de “Maillard”, da degradacdo de “Strecker” ou
da trigonelina ou ainda da pirdlise de aminodcidos; oxazéise tiazois; tiofenos, cuja formacio
estd associada a presenca de aminodcidos sulfurados; pirazinas; piridinas, entre outros,
além de compostos alifaticos, aliciclicos e aromaticos (fendis, aldeidos, cetonas, dlcoois,
bidrocarbonelos, etc), os quais contribuem para o aroma final do café (MOREIRA; TRUGO;
DE MARIA, 2000).

Esses compostos voldteis juntamente com outros componentes, como os fenolicos,
derivados dos ACG resultam nos atributos sensoriais, sabor e aroma, peculiares ao café
(DE MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999).

Aos ACG, pertencentes 4 maior classe de compostos fenoélicos (Acidos
hidroxicinamicos), sao atribuidas propriedades antioxidantes, as quais poderiam produzir
efeitos benéficos ao organismo (OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001).

Dentre iniimeros trabalhos sobre o café, muitos tém sido realizados com o intuito de se
avaliar os efeitos positivos e negativos do consumo de café na satde humana (PERIM, 2004).
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Alguns desses estudos tém associado a ingestio de café com o desenvolvimento de doencas
cronicas, tais como as cardiovasculares, obtendo resultados que comprovam beneficios
devido ao consumo moderado desta bebida para evitar o desenvolvimento de sindromes
corondarias (PANAGIOTAKOS et al., 2003), provavelmente em funcdo de o café promover a
reducio na cadeia oxidativa, provocada por radicais livres (ROGINSKY; LISSI, 2004).

Apesar de estudos associarem a ingestdo de cafeina com a elevacdo da pressiao
sangtiinea, em virtude do aumento da resisténcia vascular (HARTLEY; LOVALLO; WHITSETT,
2004), o seu potencial antioxidante vem sendo amplamente pesquisado, sendo verificado
que essa substdncia inibe a peroxidacao lipidica induzida por radicais livres (PERIM, 2004),
assim como os acidos clorogénicos, principais polifendis em café, os quais também exibiriam
propriedades antioxidantes (MURSU et al., 2005).

Recentes estudos tém sugerido que a ingestao de café pode reduzir o risco de diabetes
tipo 2, devido o aumento na produciao de peptidio-1 ligante do glucagon (GLP-1), um
hormdnio que estimula a produc¢ido de AMP em células beta (por ativacio do receptor de
membrana). Assim, o GLP-1 tem um efeito tropico na fun¢ao celular no diabetes tipo 2,
permitindo que a glicose seja melhor utilizada pela célula, uma situacao que pode melhorar
a condicdo de estresse metabdlico desses individuos (McCARTY, 2005), gerado pela
formacdo de radicais livres.

Os radicais livres sio atomos ou moléculas instiveis que buscam se estabilizar
(BERGER, 2005). Quando em quantidades aumentadas essas espécies favorecem uma
condicdo de estresse oxidativo, um fator envolvido em diversas patologias humanas, como
a aterosclerose (MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999).

A oxidacao lipidica, uma das principais causas de deterioracado em alimentos, provoca
profundas alteracdes em sua qualidade com implicacdes fisiopatoldgicas para os seres
humanos (MELO; GUERRA, 2002), promovendo danos que podem contribuir para o
envelhecimento bem como a instalacao de patologias como a aterosclerose, insuficiéncia
renal cronica, entre outras (BERGER, 2005; MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO, 1999).

Assim, a nutricdo e padroes dietéticos tém sido apresentados como alternativa para
impactar diretamente na satde da populaciao, por meio da reducdo do dano oxidativo por
radicais livres através de antioxidantes, substancias naturalmente presentes em alimentos,
como frutas, vegetais, cha e café (BERGER, 2005; ROGINSKY; LISSI, 2004).

Um estudo avaliou a atividade antioxidante de chis, encontrando resultados
significativos de inibicio da oxidacdo, a partir de estudos cinéticos, na concentracio de
200ppm para boldo (56,51%), erva-cidreira (22,86%), erva-doce (38,92%), mix de ervas
(35,55%) e camomila (23,64%) (RIBEIRO; SILVA; MOREIRA, 2005), gracas a presenca de
compostos presentes, também denominados de fitoquimicos.

Os fitoquimicos que apresentam em sua estrutura um anel aromatico com uma ou
mais hidroxilas recebem a denominacao de compostos fenolicos e, geralmente apresentam
propriedade antioxidante (MELO; GUERRA, 2002) (Figura 1).
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Fonte: Olthof, Hollman e Katan, 2001.

Figura 1 - Estrutura do acido caféico (I) e acido clorogénico (II)

Segundo Nogueira e Trugo (2003), os derivados do ACG, compostos fendlicos do
café, apresentam atividade antioxidante, sendo esta, conforme Olthof, Hollman e Katan
(2001), um fator que contribui para a prevencio de doencas cronicas. Sobretudo, para que
de fato esses fitoquimicos possam estar biodisponiveis ao organismo, surtindo efeitos
benéficos a satde humana, € necessaria a otimizac¢io dos processos de extracio e
isolamentos de compostos bioativos a partir de fontes naturais a fim de se obter isolados
que exibam maior atividade que o extrato bruto, além de avaliar sua atividade antioxidante,
que por serem sistemas complexos poderdo afetar a funcionalidade dos compostos bioativos
(MELO; GUERRA, 2002).

Dessa forma, esse trabalho se propOs avaliar a atividade antioxidante in vitro do
café, uma bebida largamente consumida pelos brasileiros, verificar a presenca de compostos
fenodlicos nas amostras analisadas, além de avaliar o comportamento cinético das amostras
de café.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS

Foram analisadas amostras de café de dois tipos: solivel e em p0, preparadas com
filtro de papel, filtro de pano e expresso, as quais foram obtidas no comércio local.

OBTENGCAO DOS EXTRATOS DE CAFE

Para o preparo do extrato solavel, foram utilizados aproximadamente 2,0g de café
soltvel (1 colher de café rasa) dissolvidos em 150ml de dgua a 80°C. Para a obtencdo dos
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cafés filtrados em papel, em pano e expresso, foram utilizados cerca de 7,0g (1 colher de
sopa nivelada) em 150ml de dgua a 80°C.

Os extratos foram preparados no laboratério de Técnica Dietética da UFRN, sendo
obtidos segundo a dietética convencional.

Verificacao de compostos fenélicos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A separacao dos compostos fenodlicos presentes nas amostras de café foi realizada
por meio da técnica de Izmalov e Shraiber (1938), com condicdes padronizadas e descritas
por Moreira (1999), a qual consiste na separacao dos componentes da amostra através de
migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido numa superficie
plana.

Como superficie plana foram utilizadas placas de vidro 20 x 20cm, as quais foram
confeccionadas empregando-se silica Gel 60G (Merk), como adsorvente, numa
espessura de 0,25mm. Para tanto, 25g de silica foram diluidas em 50ml de H,O. Para a
fase movel foram utilizados n-butanol, acido acético e dgua na proporcdo de 4:5:1,
respectivamente.

Durante os experimentos, utilizou-se o volume de 10uL das amostras de café.

ApOs a migracdo das amostras, as placas foram reveladas com os seguintes agentes
cromogénicos, descritos por Duve e White (1991):

e B-caroteno: 9mg de B-caroteno dissolvidos em 30ml de cloroférmio + 2 gotas de
acido linoléico em 30ml de etanol,

e Cloreto férrico e ferricianeto de potassio: 50ml de solu¢cio aquosa de
FeCl; 1% + 50ml de solucdo aquosa K Fe (CN), 1%.

O revelador B-caroteno é especifico para identificar a presenca de substincias
com provavel atividade antioxidante nas amostras estudadas, o que é observado pela
coloracdo laranja, enquanto que o cloreto férrico e ferricianeto de potassio demonstra
a presenca de provaveis compostos fendlicos, visualizado pela coloracio azul (DUVE;
WHITE, 1991).

Atividade antioxidante em sistema 3-caroteno/acido linoléico

A anilise da atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método in
vitro desenvolvido por Marco (1968) e modificado por Miller (1971), utilizando-se o dcido
linoléico, tween e B-caroteno.

Inicialmente foi produzido um sistema a partir de 40ul de acido linoléico, 14 gotas de
Tween 20 (emulsificante), 50ul de B-caroteno (20mg/ml de cloroférmio), e 1ml de
cloroférmio, o qual foi evaporado. Posteriormente foi adicionada dgua destilada tratada
com borbulhamento de oxigénio durante 30 minutos, até uma diluicao, cuja densidade
Otica estivesse entre 0,6 € 0,7, num comprimento de onda de 470nm, em espectrofotdbmetro.
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Em seguida, volumes de 10, 20, 40, 50, 100 e 200uL dos extratos foram adicionados ao
sistema, o qual foi mantido a 50°C e monitorado com leituras espectrofotométricas a cada
15 minutos durante uma hora. Todas as determinacodes foram realizadas em duplicata e
acompanhadas por um controle sem antioxidante.

A oxidacao do acido linoléico ou outros acidos graxos polinsaturados resulta na
formacao de radicais peroxil (ROO®). Sem a presenca do antioxidante, o ROO* pode
retirar um atomo de hidrogénio de substratos proximos como os lipidios, gerando um
novo radical livre que leva a completa oxidacao do acido linoléico, cujos produtos de
degradacido podem oxidar o B-caroteno. A presenca de substincias antioxidantes, no
entanto, pode impedir a oxidacao do acido linoléico, retardando a reacao em cadeia de
radicais livres em uma ou mais etapas.

As percentagens de inibicao da oxidacao foram calculadas a partir do decaimento
da densidade o6tica (DO) do controle (DO inicial — D.O final) considerando como 100%
de oxidacao. Assim, a queda na leitura da DO das amostras de café, correlacionando-se
com o controle estabeleceu a percentagem de inibicao da oxidacao, subtraindo-se a
percentagem de oxidacao de cada extrato de 100%. Além da verificacao da acao
antioxidante dos extratos de café, foi realizada a atividade antioxidante da solucdao de
BHT, um antioxidante sintético utilizado como padrio para efeito comparativo, na
concentracao de 100ppm.

A gravimetria dos extratos foi realizada em duplicata, sendo os volumes convertidos
em ppm (partes por milhdo) a fim de proporcionar uma melhor compreensio da discussio
frente a comparacdo com o antioxidante sintético BHT, o qual ¢ utilizado na indastria
alimenticia em unidades de ppm.

Tanto a atividade antioxidante quanto a CCD foram realizadas no laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Farmicia da UFRN.

Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema 3-caroteno/acido linoléico

A eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos foi estimada pelo método das
tangentes descrito por Yanishilieva e Marinova (1995) e modificado por Moreira (1999) e
Moreira e Mancini-Filho (2003) em duas partes das curvas cinéticas obtidas na realizacao
da atividade antioxidante em sistema [-caroteno/acido linoléico das amostras de café.

Na primeira parte da curva (entre 15 e 45 minutos, ap0s o inicio da reacao), ¢ medida
a eficiéncia do antioxidante de bloquear a reacio em cadeia através da interacio com os
radicais peroxidos. Essa eficiéncia & medida pela relacdo entre as tangentes das curvas
cinéticas das amostras (meio de reacdo mais o extrato) e o controle sem antioxidante,
sendo os valores obtidos denominados fator 1 (F,):

tangente do extratos s,

tangente do controle s s,
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Na segunda parte da curva (entre 75 e 105min) é medida a possibilidade do
antioxidante participar de outras reacoes (degradacao de peroxidos) durante o processo
oxidativo. Essa medida € obtida pela relacao entre as tangentes das curvas cinéticas das
amostras (meio de reacdo mais o extrato) e o controle sem antioxidantes. Os valores
encontrados foram denominados de fator 2 (F,):

tangente do extratogs s,

[?2 =
tangente do controle s,

ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi criado um banco de dados utilizando-se o software Microsoft Excel
versio 5.0 e o software INSTAT 2.2 para o tratamento estatistico. Os resultados foram
apresentados como médias + desvio padrio. As variacoes detectadas foram avaliadas através
da analise de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey-Kramer. Para a comparagdo entre as
médias obtidas das amostras foi utilizado o teste ¢ de Student para amostras pareadas, nas
quais se fixou, em todos os calculos, um nivel de significincia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) em fase normal é uma técnica adequada
para a deteccao de compostos presentes em extratos de plantas, além de ser sensivel o
bastante para diferenciar pequenas alteracoes estruturais, quando uma fase moével apropriada
¢ utilizada para promover a separacio frente a uma grande variacio de polaridades existentes
entre esses compostos (GOCAN; CIMPAN; MURESAN, 1996).

Dentre as vantagens apresentadas pela CCD, destacam-se a simplicidade de operacao,
disponibilidade de reagentes sensiveis e seletivos para deteccao sem a interferéncia da
fase movel, além de que essa técnica permitir a andlise de varias substincias em uma Gnica
placa usando pouco solvente. Assim, os perfis cromatograficos das amostras de café
reveladas com p-caroteno (lado esquerdo) e com ferricianeto/cloreto férrico (lado direito)
estao mostrados na figura 2.

Todas as amostras de café reveladas com f-caroteno apresentaram bandas com
atividade antioxidante identificadas pela permanéncia da cor laranja, indicando que os
antioxidantes impediram a fotoxidacdo do B-caroteno, as quais apresentaram fatores de
retencdo (Rf) distintos com valores que variaram de 0,72 a 0,81 em ambos sistemas
reveladores. O Rf pode variar em funcao de alguns fatores como a camada de adsorvente,
a saturacao da cuba bem como a temperatura.
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o o o o o o o o

P Sol Exp Pp P Sol Exp Pp

Figura 2 - Comportamento cromatografico das amostras de café. P = filtro de pano;
Sol = solavel; Exp = expresso; Pp = filtro de papel; o = revelacio no
sistema (-caroteno/acido linoléico; ¢ = revelacio no sistema
ferricianeto/cloreto férrico

A revelacio com ferricianeto/cloreto férrico, por outro lado, permitiu detectar a
presenca de compostos fenodlicos, como é indicado pelo aparecimento de manchas azuis,
com variacao de Rf de 0,75 a 0,85, cujos resultados confirmam aqueles obtidos na revelacao
com o B-caroteno nos quais as amostras de café mostraram conter compostos com atividade
antioxidante.

Situacdo analoga foi observada por Nascimento et al. (2002) para os extratos de
T. ulmifolia Linn. com detec¢ao de compostos fenolicos que inibiram a oxidacao do
B-caroteno e, portanto, com atividade antioxidante.

Tais resultados apresentaram semelhancas a um estudo realizado por Moreira e
Mancini-Filho (2004), no qual foram identificados acidos fendlicos em uma mistura de
especiarias (mostarda, canela e erva-doce), tais como o catecol, salicilico e caféico, com
atividade antioxidante, cujos valores de Rf variaram de 0,62 e 0,90 em extratos de diferentes
polaridades.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Inibicdo da oxidacao acoplada no sistema (-caroteno/acido linoléico

Os processos de oxidacao de substancias orgdnicas sao uma das principais causas da
reducao da vida-de-prateleira dos produtos alimenticios industrializados bem como das
matérias-primas em geral. Portanto, o conhecimento e compreensio dos mecanismos de
reagao e as formas de controle para os mesmos sao de suma importincia econdmica para
a industria alimenticia (DEGASPARI; WASZCZYNSKY], 2004).
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No organismo, os radicais livres sio produzidos como produtos do metabolismo e
como resultado da exposicio a radiacao e a alguns poluentes ambientais. Nos individuos
saudaveis, existe delicado balanco entre essas espécies reativas e os antioxidantes. Havendo
desequilibrio, a condicdo ¢ denominada “estresse oxidativo” (DAMASCENO et al., 2002).

O mecanismo e conseqiiéncia da oxidacdo por radicais livres em alimentos e em
sistemas bioldgicos com danos a componentes celulares é o que resulta na ocorréncia de
doencas cronicas, como aterosclerose, catarata, canceres, diabetes, doencas neurologicas,
desordens imuno-inflamatorias, entre outras (FERRARI; TORRES, 2003).

Como definem Roginsky e Lissi (2004), atividade antioxidante é a capacidade de um
componente ou um conjunto de compostos em inibir a degradacao oxidativa, por exemplo,
peroxidacio lipidica, constituindo-se os fendlicos nos principais componentes antioxidantes
presentes em alimentos, tais como frutas, vegetais, cha, vinho e café.

Assim, os resultados da atividade antioxidante das amostras de café analisadas,
expressas em percentual de inibicao da oxidacdo (Figura 3) demonstraram que, para todas
as amostras de café, o volume de 200uL foi o que apresentou melhor potencial antioxidante
com percentagens de inibicdo de 91%, 88%, 86,5% e 83,9%, sem diferenca estatistica (p>0,05)
para café expresso, preparado com filtro de pano, filtro de papel e soltvel, respectivamente,
em relacao ao 100% de oxidacao no controle sem antioxidantes.

120 -
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880, L0 _
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S 80 70,7 748 6,0
< 7 -
= & -
5 = 2 594 66,
e - - I 03 [
s 8 ]’ i
I ! ]
< = [
2 > :
£ ) S
< ] >

‘ o

] i

N 5
] i
3 3
] i
1 1 1 1
10uL 20uL 40uL 50uL 100uL 200uL

Amostras

Figura 3 - Percentagem de inibicio da oxidacio segundo os volumes das amostras
de café

E importante ressaltar que o objetivo do presente trabalho foi analisar as bebidas de
acordo como sdo preparadas e ingeridas pela populacdo. Sendo assim, as concentracoes
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de solidos soltveis presentes nas amostras diferiram entre si; por exemplo, para um mesmo
volume, as amostras de café solavel, café preparado em filtro de pano, filtro de papel e
expresso apresentaram as concentracdes de 640ppm, 168ppm, 250ppm e 798ppm,
respectivamente. Como se pode observar, apesar da significante diferenca entre o teor de
solidos soltuveis dos cafés preparados em filtro de pano e em papel em relacio ao solavel
€ 0 expresso, essas amostras apresentaram uma atividade antioxidante tao elevada quanto
a das outras amostras. Pode-se dizer que provavelmente essas amostras contenham menor
teor de compostos feno6licos, porém com boa atividade antioxidante.

Considerando o conceito de antioxidante, como substincias que em baixas
concentracodes sao capazes de inibir o processo oxidativo, enfatizado por Abdalla (1993), o
café solivel no volume de 20uL, correspondente a 64ppm, foi 0 que apresentou um relevante
papel antioxidante em relacdo as outras amostras, visto que nao apresentou diferenca
estatistica (p > 0,05) para os volumes subsequentes (40uL, S0uL, 100uL e 200uL), indicando
ser efetivo ao prevenir em 71,3% a oxidacido da emulsdo f-caroteno/acido linoléico,
expressando, assim, maior estabilidade frente a oxidacao.

Dados de um estudo realizado por Nogueira e Trugo (2003) com cafés soltveis
brasileiros complementam esses resultados. Nessa pesquisa foi verificada a distribuicao
dos isdbmeros de dcido clorogénico (ACG) em nove amostras de café soluvel representativas
de marcas brasileiras. Os teores totais de ACG variaram de 0,6 a 5,9¢%, sendo o 5-dcido
cafeoilquinico o isbmero mais encontrado. Isso sugeriu que embora os ACG, compostos
com atividade antioxidante, segundo os mesmos autores, sejam bastante sensiveis a torracao,
quantidades apreciaveis sio encontradas no café solavel, o que se deve em parte a
solubilidade desses compostos em agua quente, usada durante a extracao industrial.

A atividade antioxidante de extratos aquosos de plantas e especiarias tem mostrado
resultados significantes. A eficiéncia dessa atividade tem sido atribuida aos compostos
fenolicos que sao reconhecidos como potentes antioxidantes em diversos meios de reacio.
A T ulmifolia Linn (chanana) inibiu em 73,3% a oxidacdo no sistema p-caroteno/acido
linoléico (NASCIMENTO et al., 2006). Do mesmo modo 200ppm de extrato aquoso de
mostarda apresentou protecdo contra a oxidacao com média de 70%, tanto pela protecao
dos acidos graxos insaturados que compodem a fracdo lipidica da especiaria como pela
inibicdo da oxidacdo (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003).

Um estudo realizado por Ferrari e Torres (2002) avaliou a capacidade antioxidante
total (CAT) de 21 diferentes tipos de alimentos comercializados no municipio de Sao Paulo/ SP,
incluindo vegetais, chocolate, café, dentre outros. Os maiores valores de CAT observados
foram: 2194,23umol/100g para a castanha do Brasil; 1053,27umol/100g para o guarani em
pO; 1025,84umol/100L para o café pronto para consumo; 868,86umol/100g para o chocolate
ao leite; 400,68umol/100g para macd; 368,92umol/100g para couve e 345,85umol/100g
para a beterraba, destacando a importincia de uma dieta variada.

A propria indastria de alimentos, visando minimizar os problemas decorrentes de
processos oxidativos, utiliza antioxidantes sintéticos que, em sua maioria apresenta
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problemas de solubilidade, alguns promovem alteracoes no sabor dos alimentos além de
que outros sao altamente toxicos, o que restringe o seu emprego em alimentos ou material
de embalagem de acordo com legislacio em vigor, sendo a sua utilizacio alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade (GUERRA; LAJOLO, 2005).

Para fins comparativos foi verificada a eficicia do Butil hidroxitolueno (BHT), um

antioxidante sintético, na protecio de sistemas lipidicos.

Os resultados indicaram que o volume de 20uL (64ppm) do café solGvel também
mostrou um percentual de inibicao da oxidacao superior ao BHT a 20ppm nesse mesmo
volume (50,1%), com diferenca estatistica (p < 0,05), demonstrando dessa forma maior
eficiéncia contra a oxidacdo. Vale ressaltar que, como mostrado na figura 4, todas as
concentracdes das amostras de café, exceto o café preparado em filtro de pano, estiveram
com concentracoes superiores as do BHT, demonstrando que extratos brutos podem ser

mais eficientes do que padroes puros.
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Figura 4 - Curvas cinéticas das amostras de café em volumes de 10uL, 20uL,
40uL, 50uL, 100uL, e 200uL obtidas pela inibicdo da oxidacio do
sistema (-caroteno/acido linoléico, em comparaciao ao BHT
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Esses dados sdo relevantes, pois, desde a década de 80, o interesse em encontrar
antioxidantes naturais para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico,
tem aumentado consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os
quais tém sido restringidos devido ao seu potencial de toxicidade (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY], 2004).

Estudos sobre atividade antioxidante de substincias naturais e sintéticas na
conservacao de oleos, gorduras e alimentos gordurosas foram reportados numa revisao
realizada por Ramalho e Jorge (2006). Para a gordura animal, o dcido caféico e o extrato
metanodlico de alecrim mostraram ser os antioxidantes mais adequados apresentando
inclusive efeito superior ao BHT e BHA (butil-hidroxi-anisol), respectivamente. Para os
Oleos vegetais, as pesquisas indicaram o TBHQ (terc-butil-hidroquinona) como o
antioxidante sintético mais efetivo inclusive sob altas temperaturas, apresentando os
antioxidantes naturais melhor efetividade que BHA e BHT, como os extratos de orégano,
alecrim e gergelim para 6leo de soja, extrato de gergelim, acidos clorogénicos, galico,
protocatequinico e caféico para 6leo de girassol, ascorbil palmitato e extrato de alecrim
para 6leo de canola e acido caféico para 6leo de oliva.

Moreira e Mancini-Filho (2004) reportaram em seu estudo 772 vivo que além da acdo
preventiva de substincias fenolicas, presentes nas especiarias, sobre a acao lipidica em
alimentos, os resultados obtidos sugeriram, também, um provavel efeito antiinflamatério
destes compostos, devido a acdo inibitoria sobre enzimas da biossintese dos eicosanoéides.
Por outro lado, acrescentaram que maiores investigacoes e ensaios biologicos mais
abrangentes sio necessarios, a fim de se observar o efeito dos compostos fenodlicos de
especiarias sobre o metabolismo lipidico e para assegurar-nos do efeito delas como alimento
funcional.

Estudo cinético das amostras

A eficiéncia da capacidade antioxidante das amostras de café, no sistema f-caroteno/
acido linoléico, foi analisada separadamente para cada volume, na tentativa de delinear
o mecanismo de acdo desses extratos através de curvas cinéticas. Os resultados da
atividade antioxidante possibilitou a elaboracio de curvas cinéticas representadas na
figura 4. O estudo cinético do BHT foi realizado para fins comparativos.

As curvas cinéticas de atividade antioxidante dos extratos das amostras de café
representam o decaimento da absorbancia (diferenca entre as leituras t, e t;,,) a medida
que o B-caroteno € oxidado pelos produtos e/ou subprodutos da oxidacao do dcido linoléico.
A eficiéncia do antioxidante € inversamente proporcional 2 oxidacio do p-caroteno, sendo
demonstrada através das curvas cinéticas que se apresentam como uma extensao do tempo
de inducao.

Como pode ser visualizado na tabela 1, a qual contém os valores de fator 1 (F1) e
fator 2 (F2) para cada amostra analisada, os volumes de 10uL, 20uL, 40uL, S0uL, 100uL e
200uL para as amostras de café solavel, café preparado em filtro de papel e filtro de pano
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(exceto para o volume de 10ul) e expresso apresentaram valores de F1 inferiores a 1, o
que, conforme Yanishilieva e Marinova (1995), representa a efetividade do antioxidante ao
bloquear as reacoes em cadeia, devido aos radicais peroxidos, sugerindo que os extratos
de café expressam atividade sequiestradora de radicais, resultados que se equipararam aos
valores de F1 encontrados para o BHT.

Tabela 1 - Parimetros cinéticos caracterizando a inibiciao da oxidacio do sistema
B-caroteno/acido linoléico pelas amostras de café

VOLUMES
AMOSTRA 10uL 20uL 40uL 50uL 100uL 200uL
F1 F2 F1 F2 Fl F2 Fl1 F2 Fl1 F2 Fl F2

Café solavel 0,6 102 02 68 01 54 01 28 01 24 00 00

Café filiro pano 1,2 10,6 0,9 180 05 68 0,6 84 02 34 01 0,0
Café filtro papel 1,0 122 0,8 114 0,7 106 04 86 02 68 0,1 28

) ) )

Expresso 0,9 100 06 82 02 60 03 42 00 24 0,0 32

)

BHT 07 22 04 74 03 54 03 42 01 32 01 00

Dentre os antioxidantes presentes nos alimentos, os compostos fendlicos, antioxidantes
primarios, tém sido associados a inibicao da oxida¢io, tanto em alimentos como em sistemas
biologicos, pela sua capacidade em seqiiestrar radicais livres e bloquear reacoes em cadeia.
Estao largamente distribuidos na natureza e sao derivados dos 4acidos benzo6ico e cindmico,
bem como de flavon6ides (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). No entanto, essas substancias
nem sempre protegem as cé€lulas e os tecidos de todos os danos oxidativos, visto que podem
apresentar atividade pro-oxidante em determinadas condicoes (DECKER, 1997).

Foi o que pdde ser observado nos valores de F2 para os volumes de 10uL, 20uL,
40uL, 50uL, 100uL para todas as amostras e de 200uL para café preparado em papel e
expresso, o que representa a possibilidade de o antioxidante participar de outras reacoes,
isto €, decomposicao dos hidroperoxidos com oxigénio formando espécies radicalares,
que aceleram o processo oxidativo do sistema, exibindo, portanto uma atividade pro-
oxidante na etapa de propagacio da cadeia oxidativa (YANISHILIEVA; MARINOVA, 1995).
Alguns antioxidantes apresentam tal caracteristica quando sdo utilizados em altas
concentracoes, o que pode ter acontecido no presente trabalho, como reportam, por
exemplo, alguns estudos utilizando o a-tocoferol (SCHULER, 1990).

Valores de F2 relevantes (inferiores a 1) foram encontrados para as amostras de
café solavel e café coado em pano a 200uL, os quais apontam para uma possivel
capacidade de inibicao da propagacao da cadeia oxidativa, resultados esses semelhantes
aos encontrados para o BHT.
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Comportamento semelhante foi apresentado pelos acidos caféico e clorogénico,
eficientes antioxidantes fendlicos, e pela quercetina, um potente seqiiestrador de radicais
livres, os quais foram relatados por Pratt e Birac (1979), em uma investigacao em graos de
soja, farinha de soja desengordurada, e concentrado e isolado protéico de soja.

Segundo Andueza, Cid e Nicoli (2004), a atividade antioxidante e pré-oxidante do
café sofre influéncia de diversos fatores, dentre eles, a variedade do café, armazenamento
assim como o efeito do processamento e da torracao sobre a atividade antioxidante.

Duarte et al. (2005) analisaram bebidas preparadas com café nos graus de torracio
claro, médio e escuro. Foram determinados o pH, os contetdos de solidos totais, de
polifendis, de substincias redutoras e o de acidos clorogénicos, além da atividade
antioxidante dos extratos aquosos. Foi observada reducdo progressiva da atividade
antioxidante e de compostos fendlicos com o grau de torragao, ou seja, quanto mais torrado
menor o contetdo de fendlicos com detrimento, conseqiientemente, do potencial inibidor
da oxidacao.

Garcia e Daoud (2002) enfatizam que se tem atribuido aos radicais livres efeitos
benéficos e nocivos, sendo a funcdo dos antioxidantes normalizar as concentracoes dessas
espécies. Entretanto, nem a concentracao normal de ERO € determinada, nem as doses de
antioxidantes necessarias para se manter um nivel de oxidantes enddgenos adequados nos
processos fisioldgicos normais, como no envelhecimento, inflamacio e em infec¢oes, sendo
consenso, portanto, que os antioxidantes devam ser administrados com precaucio, evitando
assim possiveis efeitos pro-oxidantes.

Desse modo, apesar do conhecimento existente sobre o potencial antioxidante
apresentado pelos compostos fendlicos e existam inimeros métodos in vitro para
determinacio da atividade antioxidante de alimentos, é de extrema importincia o estudo
da acdo dessas substancias in vivo, visto que a real acdo desses compostos em sistemas
biologicos dependara de fatores como sua biodisponibilidade e metabolismo no organismo,
bem como de possiveis interacdes com antioxidantes endogenos, os quais devem ser levados
em consideracio (ROGINSKY; LISSI, 2004).

Nesse contexto, frente aos resultados obtidos nesse estudo, bem como os obtidos na
literatura a respeito do potencial antioxidante do café, seria o café um alimento funcional?
Embora esse seja um questionamento no meio cientifico, os dados relatados nessa pesquisa
apontam para novos estudos que direcionem uma estratégia de alimentacao preventiva
incluindo alimentos com capacidade de inibir a oxidac¢ao, na tentativa de interromper danos
celulares e prevenir doencas, relacionados a producido excessiva de radicais livres no
organismo.

E mesmo que a quantidade de café, que deva ser ingerida diariamente a fim promover
beneficios a satde em funcao de seu efeito antioxidante ndao estar bem estabelecida, as
menores quantidades, sdo as que expressam os melhores resultados, suportando assim, o
conceito de antioxidantes, como substincias que em pequenas concentracoes revelam
potencial inibitorio da oxidacao (ABDALLA, 1993). Dai a importancia de se orientar a
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populacio quanto a escolha do tipo, forma de preparo do café, bem como sobre a
necessidade de consumi-lo com moderacao, conservando, na dieta, essa bebida de ampla
aceitacao pela populagio, em especial a brasileira.

Assim, mais estudos laboratoriais sdo necessarios a fim de se estabelecer a
concentracao maxima utilizada para atividade antioxidante segura e correlacionar com a
quantidade (medida caseira) aquela utilizada pela populacio em seu cotidiano e com isso
contribuir com um dado seguro para ser trabalhado na clinica médico-nutricional.

CONCLUSDES

Em todas as amostras de café analisadas foi identificada a presenca de compostos
fenolicos com atividade antioxidante, sendo o café solavel a amostra que apresentou melhor
estabilidade frente a oxidacao. O estudo cinético, no geral possibilitou verificar maior
efetividade em bloquear a fase de iniciacao das reacoes de oxidacdo para todos os extratos,
exceto o solavel e o preparado em filtro de pano, que apresentaram também capacidade
de inibicao da propagacao da cadeia oxidativa.

Os resultados in vitro obtidos sugerem o café como fonte de compostos fendlicos,
atuando na protecao de processos oxidativos. Contudo, maiores investigacdes sao
necessarias, sobretudo in vivo, a fim de se obter conclusdes mais precisas sobre o efeito
desses fitoquimicos no organismo.
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