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RESUMO

Uma das bebidas mais consumidas mundialmente e presente a mesa dos brasileiros, o
café é conhecido por seus beneficios a salde, no que se refere, principalmente, ao seu
contetdo de compostos antioxidantes. Devido a falta de padronizacdo de métodos
analiticos para avaliar estes compostos em café, a denominacdo de produtos
comercializados, assim como a influéncia da forma de preparo da bebida no teor de
antioxidantes, objetivou-se avaliar a capacidade redutora de bebidas preparadas a partir
de amostras de café torrado e moido comercializadas em Belo Horizonte — MG, bem
como a influéncia da forma de preparo, empregando o método espectrofotométrico
Folin Ciocalteu. A partir do metodo otimizado e validado, avaliou-se a capacidade
redutora das bebidas de cafés comerciais, assim como a influéncia de diferentes formas
de preparo, incluindo técnicas de infusdo e decocgdo. As analises colorimétricas foram
realizadas e avaliou-se a correlacdo existente entre parametros de cor e a capacidade
redutora das amostras. Por fim, analises no infravermelho foram procedidas com o
intuito de se encontrar correlacdo entre os resultados de capacidade redutora e 0s
espectros médios obtidos. As amostras de bebida de café apresentaram diferentes
valores de capacidade redutora. A partir da analise colorimétrica, pdde-se observar
auséncia de correlagcdo dos parametros colorimétricos e da capacidade redutora das
amostras comerciais. Em contraposicdo, ao analisar amostras de café 100% arabica
torradas em condicBes especificas, encontrou-se correlacdo entre os valores
colorimétricos, grau de torra e capacidade redutora. Pode-se concluir, neste contexto, a
respeito da falta de padronizacdo dos processos de torracdo dos cafés comerciais, assim
como a influéncia da composicdo dos blends na resposta ao processo de torracdo,
resultando na auséncia de correlagdo dos parametros colorimétricos e de capacidade
redutora. Considerando as amostras de café 100% arabica torradas em laboratorio, a
elevacdo do grau de torra foi acompanhada pelo aumento da capacidade redutora dos
cafés, provavelmente devido a maior formacdo de compostos redutores ao longo do
processo de torracdo. Tal tendéncia ndo foi encontrada para os cafés comerciais. Por
fim, a partir das andlises no infravermelho, encontrou-se correlacdo qualitativa entre os
valores de capacidade redutora e os espectros médios normalizados e nos cortes 2300 e
1800cm™ e 1800 e 1640cm™ obtidos para as amostras de café 100% arébica torradas sob
condicdes especificas. A grande variabilidade de resultados de capacidade redutora e
colorimetria obtidos para os cafés comerciais pode ser explicada pela variedade de
especies utilizadas na producdo dos blends, assim como pelas diferentes técnicas de
torracdo de cada denominacgdo. Além disso, a técnica de preparo da bebida influencia a
capacidade redutora final, necessitando mais estudos de diferentes técnicas de preparo,
maior conhecimento do héabito e preferéncia dos consumidores, assim como instiga o
desenvolvimento de pesquisas sensoriais e de aceitagdo de bebidas preparadas de
diferentes formas.

Palavras-chave: café, Folin-Ciocalteu, capacidade redutora



ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed beverages worldwide and commonly present on
Brazilian tables. It is known for its benefits for health, mainly because of its antioxidant
compounds. Because of a lack of standardized analytical methods to evaluate these
compounds in coffee, the variety of products sold, as well as the influence of the form
of preparation of the beverage upon the content of the antioxidants, this work is
intended to evaluate the reducing capacity of beverages prepared with samples of
roasted and ground coffee sold in Belo Horizonte — MG, as well as the influence of the
preparation, employing the Folin Ciocalteu spectrophotometric method. After the
optimization and validation of the method, the reducing capacity in commercial coffee
beverages was evaluated as well as the influence of different ways of preparation,
including infusion and decoction. The colorimetric analyses were made and the
correlation between color parameters and reducing capacity in the samples was
evaluated. Then, infrared analyses were done with the aim of finding the correlation
between the reducing capacity results and the medium spectra obtained. The coffee
samples presented different values in the reducing capacity. From the colorimetric
analysis, the absence of colorimetric parameters correlation and the reducing capacity in
commercial samples is seen. In contrast, when analyzing samples of 100% Arabica
coffee roasted in specific conditions, a correlation was found among the colorimetric
values, degree of roasting and reducing capacity. In this context, it can be concluded
that the lack of standardization in the roasting processes of commercial coffee, as well
as the influence of the composition of the blends in response to the roasting process,
result in the absence of correlation between the colorimetric parameter and reducing
capacity. Considering the 100% Arabica coffee samples roasted in the laboratory, the
increase of the roasting degree was followed by an increase in the reducing capacity of
the coffee probably because of a major formation of the reducing compounds during the
roasting process. This trend was not found in commercial coffee. Finally, in the infrared
analyses a qualitative correlation was found between the reducing capacity values and
the normalized medium spectra and in bands between 2300 and 1800cm™ and 1800 and
1640cm™ obtained from the 100% Arabica coffee samples roasted under specific
conditions. The great variability of the results in the reducing capacity and colorimetry
obtained in the commercial coffee can be explained by the variety of coffee used in the
blends production, the same was with the different roasting techniques of each variety.
Besides, the preparation technique influences the final reducing capacity necessitating
more studies of different preparation techniques, and more knowledge about consumer
habits and preferences.

Key-words: coffee, Folin-Ciocalteu, reducing capacity
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1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo um valioso produto
no mercado internacional. Devido a esta importancia mundial, o café tem sido objeto de
varias investigacdes cientificas com o intuito de atribuir propriedades, benéficas ou néo,
a saude humana (YANAGIMOTO et al., 2004).

O consumo interno brasileiro de café cresce ano a ano. Entre as razdes que
justificam o aumento deste consumo, destacam-se a melhora da qualidade da producéo
brasileira e a percepgdo do publico com relacdo aos beneficios do café para a saude
humana (ABIC, 2013), com destaque para compostos com atividades funcionais
antioxidantes (FARAH & DONANGELO, 2006).

Diversos compostos presentes no café tém sido estudados pelo seu potencial
antioxidante, podendo-se citar as melanoidinas, formadas no processo de torrefacdo; a
cafeina e os compostos fendlicos (BORRELLI et al.,, 2002; LIMA, PEREIRA &
ABRAHAO, 2010). Devido & presenca destas substancias e seus efeitos positivos na
satide humana, o café vem se revelando com propriedades funcionais (ENCARNACAO
& LIMA, 2003; ABREU, 2009).

As substancias fendlicas constituem-se nos compostos ativos mais comumente
encontrados em frutas e hortalicas, sendo conhecidas como potentes antioxidantes e
antagonistas naturais de patdégenos. Encontram-se nos vegetais na forma livre ou ligada
a acucares e proteinas, formando ésteres ou, mais frequentemente, heterosideos
(SHAHIDI & NACZK, 1995).

Os compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidacdo em sistemas
bioldgicos, devido a estrutura quimica e as propriedades redutoras destes compostos, 0
que leva a neutralizacdo de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos
intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (SHAHIDI &
NACZK, 1995; ABRAHAO et al., 2010; DAMODARAN & PARKIN, 2010).

O café é uma fonte importante de antioxidantes e pode contribuir marcadamente
na ingestdo de compostos fendlicos. Outros alimentos também fornecem compostos
fenolicos, como o chocolate e chas, entretanto, o café apresenta uma maior
concentracdo de alguns destes em comparacdo a outras fontes, ressaltando-se o
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conteudo de acidos clorogénicos, acido caféico e acido cumarico (MANACH et al.,
2004; ITO et al., 2005; CROZIER, JAGANATH & CLIFFORD, 2009).

Diferentes técnicas de preparacdo influenciam, significativamente, a
composicao, sabor e aroma da bebida preparada, devido as diferengas na proporcao de
agua e café, temperatura e tempo de filtracdo do p6 de café, dentre outras variaveis. A
composi¢do final da bebida, incluindo o contetdo de compostos funcionais, é
diretamente influenciada por cada um desses fatores (NISETEO et al., 2012).

Ressalta-se, no entanto, a falta de padronizacao, na literatura, dos métodos de
determinacdo destes compostos em café, com a utilizacdo de diferentes reagentes,
padr@es, solventes e variaveis como tempo e temperatura na etapa de extracdo por parte
de diversos autores. Portanto, h4 necessidade de uma investigacdo sistematica nos
processos de extracdo e quantificacdo de compostos fendlicos (CLARKE & MACRAE,
1985; ANGELO & JORGE, 2007).

11



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade redutora de bebidas preparadas a partir de amostras de café torrado
e moido comercializadas em Belo Horizonte — MG, bem como a influéncia da forma de
preparo, empregando o método espectrofotométrico Folin Ciocalteu.

2.2 Objetivos especificos

- Otimizar as condi¢bes de extracdo e de quantificacdo espectrofotométrica de
compostos redutores na bebida de café.

- Validar o método espectrofotométrico, adotando as condicdes otimizadas para
quantificacdo de compostos redutores na bebida de café.

- Determinar a capacidade redutora de bebidas preparadas a partir de amostras de café
torrado e moido comercializadas em Belo Horizonte — MG.

- Avaliar a influéncia do preparo da bebida, por infusdo e decoccdo, na capacidade
redutora.

- Caracterizar as amostras comerciais de café torrado e moido em relacéo a parametros
de cor, por andlise colorimétrica.

- Avaliar a correlacdo existente entre a capacidade redutora de bebidas e a analise
colorimétrica de suas respectivas amostras de café torrado e moido.

- Identificar correlacdo entre os valores obtidos pelo método espectrofotométrico e os

espectros gerados pela analise no infravermelho em amostras de café.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O café

O café foi descoberto nas montanhas da provincia de Kefta, atual Etiopia, no
século VI e levado para a Arébia, consequentemente, a Europa, por volta de 1500. No
periodo entre 1740 e 1805, o café alcancou um pico de producdo na América Central e
do Sul. Mudas de café chegaram ao Brasil em 1727. Atualmente, o café tornou-se uma
das bebidas mais populares do mundo, sendo as espécies Coffea arabica e Coffea
cannephora (robusta) as de maior importancia comercial (CLARKE & MACRAE,
1985; YANAGIMOTO et al. 2004).

Bebidas provindas do p6 de café sdo apreciadas ao redor do mundo pelo seu
sabor e aroma agradaveis e também devido a suas propriedades fisiologicas e
psicoativas, atribuidas a diversos compostos, como a cafeina, pertencente ao grupo das
metilxantinas (QUINLAN, LANE & ASPINALL, 1997). Diferentes formas de preparo,
incluindo técnicas de extracdo e filtracdo, proporcionam formacdo de compostos
volateis distintos, caracterizando uma grande variedade de bebidas a base de café
(DOREA & COSTA, 2005).

A infusdo do café geralmente é consumida como parte de refeicdes e lanches.
Em paises ocidentais, deve obrigatoriamente fazer parte do café da manhd, como forma
de melhorar a disposicao para as atividades diarias (DOREA & COSTA, 2005). Alguns
estudos ja comprovaram o efeito estimulante do café na melhoria do humor, na
capacidade cognitiva no desenvolvimento de sessfes de teste no periodo da manhg,
melhor desempenho no trabalho e melhora do estado de alerta apds a refeicdo matinal
contendo a bebida (SMITH, CLARK & GALLAGHER, 1999; REYNER & HOME,
2000).

Além dos efeitos estimulantes do café, devidos a cafeina, ressalta-se sua riqueza
em compostos antioxidantes, incluindo as substancias fenodlicas. Estes componentes
proporcionam ao café um carater de funcionalidade, visto que sdo relacionados as
melhorias nas condicGes de salde e prevencdo de doencas. Frente a isto, o café é
considerado um alimento com propriedades funcionais para alguns pesquisadores

(ENCARNACAO & LIMA, 2003; DOREA & COSTA 2005), enquanto outros estudos
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contradizem esta caracteristica funcional por mostrarem efeitos negativos relacionados
ao consumo da bebida, citando-se a ins6nia e problemas cardiacos (JAMES, 2004;
ZAMPELAS et al., 2004). Entretanto, estudos que apresentam a segunda abordagem
associaram estes efeitos a um consumo relativamente excessivo da bebida, sendo um
minimo de seis xicaras diarias (JAMES, 2004; ZAMPELAS et al., 2004).

Vale ressaltar que os tipos de extracdo e preparo da bebida também influenciam
a composicao final da mesma, variando-se os efeitos em relagéo a satde cardiovascular.
A fracdo lipidica dos grdos do café estd relacionada ao desenvolvimento da
hipercolesterolemia (VAN DUSSELDORP et al., 1991; WEUSTEN-VAN DER
WOUW et al., 1994; NYSTAD et al., 2010). WEUSTEN-VAN DER WOUW et al.
(1994) destacaram o efeito do diterpeno cafestol no desenvolvimento da
hipercolesterolemia a partir do consumo da bebida de café. Entretanto, a retencdo de
grande parte da fracdo lipidica ocorre no processo de filtracdo por meio de filtro de
papel antes do consumo. VAN DUSSELDORP et al. (1991) evidenciaram um contetdo
de lipideos de 1,00+0,15 g/L no café fervido comparado a 0,02+0,01 g/L no café fervido
e filtrado. Portanto, deve-se considerar a forma de preparo da bebida nos estudos
relacionados, podendo assim fazer uma comparagao das substancias presentes.

Segundo DOREA & COSTA (2005), considerando o uso do café em ambientes
sociais, seu papel facilitador no aprendizado e melhoria do desempenho profissional, em
adicdo a gama de estudos epidemioldgicos e experimentais evidenciando-se os efeitos
positivos a salde em consequéncia do consumo regular da bebida; é possivel

contextualizar o café como um alimento com propriedades funcionais.

3.2 Comercializacdo do café

No Brasil, o café constitui um importante produto de exportacdo, sendo o pais o
maior produtor mundial, com projecdo de producdo para a safra 2012/2013 de 55
milhGes de sacas de café. Em seguida, posiciona-se 0 Vietnam, com 25 milhdes de
sacas, a Indonésia com 9,7 milhdes e Colémbia com 7,5 milhdes (USDA, 2013).

No Brasil, quatro estados sdo destacados como produtores: Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo e Parana. A regido Nordeste possui plantaces na Bahia e na
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regido Norte destaca-se Rondodnia. A espécie robusta é encontrada principalmente no
Espirito Santo e Ronddnia (ABIC, 2013b).

A regido brasileira que mais produz café atualmente € o sul de Minas Gerais,
contribuindo com cerca de 30% da producdo brasileira, que é de aproximadamente 38
milhdes de sacas, predominantemente a espécie arabica (ABIC, 2013b).

O consumo interno brasileiro vem crescendo a cada ano. No periodo
compreendido entre Novembro/2011 e Outubro/2012, a ABIC registrou o consumo de
20,33 milhGes de sacas, isto representando um acréscimo de 3,09% em relacdo ao
periodo anterior correspondente (ABIC, 2013a).

J& o consumo per capita foi de 6,23 kg de café em gréo cru ou 4,98 kg de café
torrado, quase 83 litros para cada brasileiro por ano, registrando uma evolugéo de 2,1%
em relacdo ao periodo anterior. Os brasileiros estdo consumindo mais xicaras de café
por dia e diversificando as formas da bebida durante o dia, adicionando ao café filtrado
consumido nos lares, também os cafés expressos, cappuccinos e outras combinagoes
com leite (ABIC, 2013a).

A grande oferta do produto brasileiro no mercado nacional e internacional
explica a profissionalizacdo, producdo e comercializacdo eficazes e com qualidade
encontrada no pais. O primeiro fator que deve ser levado em consideracdo para a
definicdo da qualidade do café é a sua espécie, ja que existem diferencas entre as
espécies arabica e robusta. O arabica é um café mais fino, resultando em uma bebida de
qualidade superior, com mais aroma e sabor. E o robusta é utilizado nos blends
juntamente ao arabica conferindo mais corpo a bebida e diminuicdo da acidez do
arabica. Além disso, oferece um menor custo ao produto e ajusta a bebida a preferéncia
ou ao costume de determinada classe de consumidores (ABIC, 2013a).

Usualmente sdo empregadas misturas de cafés de diferentes qualidade e espécies
(blends) para formulacdo de produtos comerciais. Sdo descritos para cafés torrados e
moidos trés categorias: Tradicional, Superior (podem ser blends com conilon) e
Gourmet (somente arabica). Enquanto as designagdes Tradicional, Superior e Gourmet
dizem respeito a qualidade, os termos clara, média e escura sdo empregados para indicar
o grau de torra (BRASIL, 2010; ABIC, 2013a).

O consumo domeéstico, predominantemente de cafés do tipo Tradicional, tanto
quanto o consumo fora do lar, onde predominam os cafés Superiores e Gourmet,
apresentam taxas de crescimento positivas. Mensalmente, novas marcas comerciais de
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café sdo lancadas, fazendo com que o mercado se diversifique em produtos de alta

qualidade para os consumidores brasileiros (ABIC, 2013a).

3.3 Composicao do café

Em ordem de abundancia, os valores dos constituintes presentes no café s&o:
polimeros fenolicos 8%, polissacarideos 6%, acidos clorogénicos 4%, minerais 3%,
cafeina 1%, acidos organicos 0,5%, acucares 0,3% e lipideos 0,2%. Os acidos
clorogénicos constituem os principais compostos fendlicos do café, os quais séo
altamente significativos para o sabor e aroma da bebida (CLARKE & MACRAE,
1985). Um grande numero de componentes do café tem sido identificado como sendo
potencialmente responsavel pela sua quimioprotecao e efeito antioxidante. Entre outros,
tém sido considerados como bons candidatos, a cafeina e polifendis, incluindo os &cidos
clorogénicos e seus produtos de degradacdo (BORRELLI et al., 2002; CAVIN et al,
2002; ANDRADE, HENARES & MORALES, 2005).

O café contribui para a ingestdo de alguns minerais, compondo 4% da base seca
do café torrado, destacando-se o teor de potassio, que chega a 40% do conteudo total de
minerais. Céalcio e magnésio estdo presentes em menores quantidades, de maneira
similar aos elementos ndo metalicos, fosforo e enxofre. Elementos tracos também ja
foram detectados em niveis de mg/kg e varios elementos ndo sdo detectados ou séo
apresentados em niveis muito baixos, a partir do uso de técnicas analiticas modernas
como a absorcao atbmica (ou emissao) espectrométrica (CLARKE & MACRAE, 1985;
ENCARNACAO & LIMA, 2003).

A espécie aradbica apresenta melhor qualidade sensorial, aléem de concentracdes
mais elevadas de carboidratos, lipideos e trigonelina, podendo-se justificar seu maior
volume de producdo e comercializacdo. J& os cafés da espécie robusta possuem maiores
teores de cafeina e compostos fendlicos (CLARKE & MACRAE, 1985; ILLY & VIANI
1995). Em contraposi¢do, Martin et al. (1998) encontraram maiores teores de cafeina na
variedade arabica, comparada a variedade robusta.

Diferencas na composicdo entre os grdos verdes e torrados, bem como nos
procedimentos de extracdo para preparo da bebida, resultam numa grande diversidade
da composi¢do quimica do produto final, representado pela soma dos compostos

naturalmente presentes com aqueles induzidos pelo processamento (DAGLIA et al.,
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2000; BORRELLI et al., 2002; MALTA et al., 2002). Apresentam-se na Tabela 1
alguns dos principais compostos presentes nos grdos de café robusta e arabica, crus e
torrados.

Tabela 1 — Composicdo aproximada dos grdos de café crus e torrados, das espécies

robusta e arabica (% em base seca)

Componentes Robusta Arabica
Cru Torrado Cru Torrado
Minerais 4,0-4,5 4,6-5,0 3,0-4,2 3,5-4,5
Cafeina 1,6-2,4 ~2,0 0,9-1,2 ~1,0
Trigonelina 0,6-0,75 0,3-0,6 0,5-1,0 0,5-1,0
Lipideos 9,0-13,0 11,0-16,0 14,5-20,0 14,5-20,0
Acidos Clorogénicos 7,0-10,0 3,9-4,6 5,5-8,0 1,2-2,3
Acidos Alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 5,0-7,0 0-3,5 6-8,0 0-3,5
Polissacarideos totais 37,0-47,0 - 50,0-55,0 24,0-39,0
Aminoacidos 2,0 0 0 0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 13,0-15,0 13,0-15,0

Fonte: Clarke & Macrae, 1985

3.4 Compostos fenolicos

A intensa pesquisa sobre as propriedades antioxidantes de produtos naturais dos
ultimos anos tem enfatizado as substancias fendlicas como potentes antioxidantes,
estando presentes em abundancia na dieta (MIZUBUTI, 2006).

As substancias fenolicas ou polifendis sdo um dos mais importantes grupos de
substancias que ocorrem nas plantas e que contribuem para as propriedades
antioxidantes e sensoriais (cor, aroma, adstringéncia) de frutas, mel, bebidas e vegetais.
Essas substancias sdo formadas no metabolismo secundario de plantas, envolvendo-se,
portanto, na adaptacdo a condigOes de estresse ambiental (MOURE et al., 2001;
NACZK & SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e

anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder
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antioxidante. Dentre eles, destacam-se os flavondides, &cidos fenolicos, taninos e
tocoferdis (ANGELO & JORGE, 2007).

Esses compostos ndo possuem atividade antioxidante enzimética, sendo
incluidos na categoria de interruptores de radicais livres, e, portanto, eficientes na
prevencdo da auto-oxidacdo (SHAHIDI, JANITHA & WANASUNDARA, 1992).

A determinagdo do teor de compostos fendlicos tem sido abordada
enfaticamente na literatura, acompanhada da avaliagdo da capacidade antioxidante
destes compostos (PINTO et al., 2001, FERNANDES et al., 2001, JUNIOR, 2003;
SIQUEIRA & ABREU 2006; ARAUJO, 2007; VIGNOLI, 2009; ABRAHAO,
PEREIRA & ABRAHAO, 2010; LIMA, PEREIRA & ABRAHAO, 2010).

A capacidade antioxidante do composto fendlico esta principalmente relacionada
ao numero e a posicdo das hidroxilas no anel fenolico. Compostos mais hidroxilados
tém maior atividade antioxidante gracas a maior disponibilidade de hidrogénio ou
elétrons por estes grupamentos (MARINOVA & YANISHILIEVA, 2003; ZHENG &
WANG, 2003; SOOBRATTEE et al., 2005).

Muitos estudos tém relacionado potencial benéfico dos compostos fenolicos,
destacando os &cidos fenolicos e flavondides, em doencas que apresentam o estresse

oxidativo como importante agente etioldgico (MIZUBUTI, 2006).

3.5 Compostos fendlicos em café

O café é uma rica fonte de fendlicos, principalmente acidos clorogénicos,
destacando-se o isdbmero acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e seus produtos de degradacéo
(&cidos caféico, feralico e cumarico). A atividade antioxidante do café tem sido
correlacionada tanto a presenca de compostos fendlicos como do acido clorogénico,
quanto a varios outros compostos nitrogenados como trigonelina, cafeina e
melanoidinas. No entanto, variacbes na composicdo dos grdos utilizados e
processamento afetam essa caracteristica (HIGDON & FREI, 2006; PARRAS et al.,
2007; VIGNOLI, BASSOLI & BENASSI, 2011).

O teor de compostos fenolicos no café bebida pode variar de 100 a 200 mg por
xicara (aproximadamente 200 mL) (LAKENBRINK, 2000). J& no po de café arébica, a
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variacdo encontrada de acordo com alguns estudos foi de 4,55 a 8,85% (FERNANDES
etal., 2001; PINTO et al., 2001; JUNIOR, 2003; SIQUEIRA & ABREU, 2006).

Os 4acidos clorogénicos constituem os principais e mais abundantes compostos
fenolicos com propriedades antioxidantes no café (CLIFFORD, 2000; MONTEIRO &
TRUGO, 2005) e sdo de grande interesse econdmico devido a sua degradacéo, durante a
torrefacdo, em compostos responsdveis pelo sabor e aroma da bebida. Eles
compreendem uma familia de compostos formados pela esterificacdo do &cido quinico
com um ou mais derivados do acido cinamico, como o acido caféico, acido ferulico e
acido-cumarico (CLIFFORD, 2000). Nos graos crus estima-se um teor de 6 a 10% de
acidos clorogénicos em base seca. Durante a torrefacdo, ha uma reducéo de 8 a 10% do
conteido inicial para cada 1% de perda de massa devido a secagem dos grdos.
Entretanto, uma quantidade substancial dos acidos clorogénicos resiste a extracdo e
permanece nos grdos torrados destinados ao consumo como bebida. O conteddo de
acidos clorogénicos pode variar de 20 a 675 mg em uma Xxicara de café (200 mL),
dependente do grau de torra e da espécie. Estima-se que uma xicara (200 mL) de café
arabica contenha 70 a 200 mg de acidos clorogénicos e de robusta 70 a 300 mg
(CLIFFORD, 1999).

Durante a torracdo ocorre a degradacdo dos compostos fendlicos e outros
componentes termolabeis (FARAH et al., 2005). Apesar do decréscimo do teor de
polifendis, recentemente, tem sido mostrado que acido quinico e caféico, componentes
dos &cidos clorogénicos, sdo quimicamente incorporados as melanoidinas durante este
processo (BEKEDAM et al., 2008).

Além dos é&cidos clorogénicos, a presenca de acido galico, acido quinico,
taninos, lignanas e antocianinas no café ja foi reportada na literatura, mas em teores
menores (CLIFFORD, 2003; FARAH & DONANGELO, 2006) (Figuras 1 e 2).
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Compostos fendlicos identificados no café

S LN

Acidos Fenolicos Flavonoides Taninos e Lignanas
Acidos Acido —
Clorogénicos Gélico Antocianinas

¥

Acido Caféico
Acido Feralico
Acido Cumarico

Figura 1 — Compostos fenolicos identificados no cafeé.

R

0
O e C e CH == CH OH
HO2C !

R=H 5-p-acido-cumaroilquinico
HO OH R = OH 5-acido-Cafeoilquinico
HO R = OCHs 5-acido-feruoilquinico

Figura 2 — Estrutura quimica de alguns dos &cidos clorogénicos encontrados no cafe.

O processo de torrefacdo do café permite que altas temperaturas destruam alguns
dos compostos fendlicos e favorecam o desenvolvimento de outras substancias
antioxidantes (ARAUJO, 2007). Segundo NATELLA et al. (2002), em um estudo com
humanos, o café torrado e preparado na forma de infusdo, ainda assim demonstrou
capacidade de aumentar a atividade antioxidante plasmatica devida aos compostos
fendlicos. O desenvolvimento de substancias antioxidantes durante a torrefacdo se da
principalmente por meio dos produtos da reagdo de Maillard, como 0S compostos
heterociclicos e as melanoidinas (DAGLIA et al., 2000; ITO et al., 2005).

Portanto, a capacidade antioxidante da bebida de café é atribuida pelos

antioxidantes originalmente presentes nos grdos de café, como os compostos fendlicos,
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e também pelos antioxidantes formados no processo de torrefacdo, como as
melanoidinas e outros produtos da Reacdo de Maillard (BORRELLI, et al., 2002;
CROZIER, JAGANATH & CLIFFORD, 2009).

O processo inerente ao preparo da bebida de café influencia a composicéo de
antioxidantes e as propriedades benéficas a saude. O contato da agua com os graos de
café torrados é um ponto crucial para a extracdo de compostos presentes no café. A
origem dos graos, variedade, mistura dos blends, grau de torracdo e moagem também
sdo fatores que influenciam na composicdo final da bebida. Dentre as diversas técnicas
de preparo da bebida, a infusdo € a mais praticada pelos consumidores, enquanto o café
espresso, produzido por um método de pressdo, € o mais apreciado (LUDWIG et al.,
2012), sendo o mais consumido na Italia (NISETEO et al., 2011). Além destes, a
decoccdo também tem sido um dos métodos de extracdo abordados na literatura. Cada
um desses trés métodos citados acima, infusdo, decoccdo e método de presséo,
relaciona-se com a granulacdo dos grdos de café, proporcdo de agua / café, tempo e
temperatura do preparo, levando a alteragdes no perfil de compostos da bebida extraida
(NISETEO et al., 2011).

No processo de infusdo, a dgua a 92-96°C passa pelo café moido posicionado no
filtro e o filtrado é acondicionado em um recipiente adequado. A turbuléncia iniciada
pelo despejo da dgua no po de café garante que a mesma ndo sature e consiga filtrar o
méaximo de compostos possiveis (LINGLE, 1996, LUDWIG et al., 2012). Diversos
compostos quimicos identificados nos grdos de café, incluindo os antioxidantes,
apresentam diferentes taxas de extracdo que podem ser influenciadas pela escolha da
técnica de preparo da bebida (PETERS, 1991; PETRACCO, 2001).

O preparo do café espresso demanda o uso de alta pressao da agua, o que acelera
a extracdo de compostos antioxidantes na primeira porcdo extraida da bebida de café. Ja
no preparo por infusdo, a turbuléncia das particulas de café em contato com a 4gua em
adicdo ao longo tempo de contato de ambos, séo fatores que otimizam a extracdo de
compostos antioxidantes, principalmente aqueles menos polares. Entretanto, a técnica
de preparo deve ser escolhida considerando-se cada tipo de café, pois sua estrutura
celular e granulometria também pode influenciar o processo de extracdo de compostos
(LUDWIG et al., 2012).
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3.6 Anélise de compostos fendlicos

A separacdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos em
alimentos vém sendo discutidas extensamente na literatura e colide com muitos
problemas metodologicos, devido a existéncia de uma gama de substancias, com grande
polaridade, muito reativas e susceptiveis a acdo de enzimas, na maioria das vezes. A
quantificacdo desses compostos € influenciada pelo procedimento de extracdo
empregado, condi¢cdes e tempo de armazenamento, padrdo selecionado, e presenca de
substancias interferentes como ceras, gorduras, terpenos e clorofila (SHAHIDI &
NACZK, 1995).

Os compostos fendlicos também podem estar complexados com carboidratos e
proteinas, formando complexos quase insoluveis. Portanto, extratos de compostos
fendlicos provindos de plantas séo caracterizados por uma diferente mistura de classes
de polifendis soltveis no sistema de solvente utilizado (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Principalmente devido a esses fatores, ainda ndo se desenvolveu um método
satisfatorio para a extracdo de todos ou de uma classe especifica de fendlicos em
alimentos. Os solventes mais utilizados para a extragdo destes compostos sao metanol,
etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinagbes. Consequentemente, ndo ha um procedimento normalizado de preparo da
amostra e extragdo, evidenciando-se a importancia do desenvolvimento e divulgacéo
dos métodos por drgaos oficiais (ANGELO & JORGE, 2007).

3.7 Procedimentos de extracdo de compostos fendlicos do café

O procedimento de extracdo de GOLDSTEIN & SWAIN (1963) € citado em
diversos estudos que avaliaram o teor de compostos fendlicos em café (PINTO et al.,
2001; FERNANDES et al., 2001; JUNIOR, 2003; SIQUEIRA & ABREU, 2006). Esses
autores utilizam o metanol como extrator em diferentes concentragdes, como 50, 70 e
80%.

Outros procedimentos de extracdo de compostos fenolicos em café sdo
abordados na literatura, como a extragdo sequencial — éter etilico, alcool etilico, agua
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destilada (ARAUJO, 2007); a extracdo aquosa (VIGNOLI, 2009; ABRAHAO et al.,
2010; LIMA, PEREIRA & ABRAHAO, 2010); e a extracdo com duas etapas, utilizando
a agua como extrator (VIGNOLI, 2009), evidenciando-se diferentes razdes
amostra/solvente nos diversos estudos. O metanol e a agua tém sido empregados com
maior freqiéncia, diferindo em relacdo a concentracdo utilizada (FERNANDES et al.,
2001; PINTO et al., 2001; JUNIOR, 2003; SIQUEIRA & ABREU, 2006; VIGNOLI,
2009; ABRAHAO et al., 2010; LIMA, PEREIRA & ABRAHAO, 2010). Ressalta-se
que a razdo amostra/solvente influencia na capacidade de extracdo dos polifendis
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

Considerando a gama de fatores que influenciam o desempenho dos diferentes
procedimentos de extracdo, faz-se necessario a otimizacdo desta etapa, garantindo uma
maior quantidade de compostos fendlicos extraidos.

A otimizacdo da etapa de extracdo de polifendis em café visa a obtencdo destes
compostos ativos em maior concentracdo, podendo ser utilizados na industria de
alimentos, assim como para a fabricagdo de nutracéuticos, considerando-se a agéo
antioxidante destes compostos. Além disso, o estudo de diferentes variaveis para a
extracdo aquosa do cafe, caracteristica da infusdo da bebida, permite encontrar uma
maneira mais eficiente de “coar” a bebida, garantindo um maior teor de polifenodis por

xicara de café.

3.8 Técnicas de quantificacdo de compostos fendlicos do café

Diversas técnicas de quantificacdo de fenolicos totais tém sido citados pela
comunidade académica, como o eletroquimico, cromatografico e espectrofotométrico,
sendo evidente a dificuldade de se encontrar um padrdo especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fenolicas presentes nos alimentos (ANGELO &
JORGE, 2007).

As técnicas espectrofotométricas, por serem simples e relativamente
econbmicas, sdo amplamente utilizadas para a quantificacdo de fenolicos totais,
determinacédo de fenolicos especificos e de classes de fendlicos. Os metodos de Folin-
Denis e Folin-Ciocalteu ndo séo seletivos, pois determinam todos os fenolicos
presentes, inclusive proteinas extraiveis (NACZK & SHAHIDI, 2004). Ambos baseiam-
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se na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas,
produzindo um complexo de coloracdo azul que absorve entre 620 e 740nm com uma
absorcdo méxima em 725nm. O carbonato de sddio é adicionado a solucdo de extrato da
amostra para manté-la alcalina, favorecendo a formacéo de fenolato, a partir do grupo
fenolico, o que permite que os anions molibdo e tungstofosfato produzam a oxidacéo
(SWAIN & HILLIS, 1959; SHAHIDI & NACZK, 1995; ANGELO & JORGE, 2007).

O reagente Folin-Ciocalteu é mais sensivel & reducdo pelos fendis e possui
menor tendéncia a precipitacdo quando comparado ao Folin-Denis (BRUNE,
HALLBERG & SKANBERG, 1991; ANGELO & JORGE, 2007).

A escolha do reagente Folin-Ciocalteu é pertinente, visto a sensibilidade,
simplicidade de preparo e precisdo do mesmo (VIGNOLI, 2009), assim como a
indicacdo do seu uso por vérios autores em publicaces recentes (ARAUJO, 2007;
VIGNOLLI, 2009; LIMA, PEREIRA & ABRAHAO, 2010).

A escolha do melhor método espectrofotométrico para a quantificacdo de
compostos fendlicos em matérias vegetais vai depender, portanto, das caracteristicas da
natureza quimica dos compostos, do procedimento de extracdo empregado, tempo de
armazenamento e condi¢bes, bem como da presenca de substdncias interferentes
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

Esta diversidade de fatores que interferem as técnicas espectrofotométricas pode
explicar o uso de diferentes extratores, reagentes e padrdes por diversos autores, na
tentativa de se alcancar as condi¢cdes analiticas mais apropriadas para extracdo e
determinacdo dos teores de polifendis totais. Diferentes tipos de padrdes sao
empregados na determinacdo espectrofotométrica, podendo citar o acido galico
(VIGNOLLI, 2009; ABRAHAO et al., 2010), tanico (LIMA, PEREIRA & ABRAHAO,
2010) e catequinas (ARAUJO, 2007).

O &cido galico tem sido apontado como padrdio em métodos
espectrofotométricos para determinacdo de compostos fendlicos em café
(FERNANDES et al., 2001; PINTO et al., 2001; JUNIOR, 2003; DUARTE et al., 2005;
SIQUEIRA & ABREU, 2006; VIGNOLI, 2009; ABRAHAO et al., 2010), sendo
também referenciado no manual da AOAC (AOAC, 1990).

Portanto, observa-se uma ampla gama de publicacGes relacionadas aos
compostos fenodlicos presentes no cafe, utilizando diferentes técnicas de extracdo e
quantificacdo dos mesmos, conforme demonstrado na Tabela 2.

24



Tabela 2 - Estudos sobre a determinacdo do teor de fendlicos totais em café, utilizando diferentes procedimentos de extracdo e quantificacéo.

Determinagéo do teor de Fendlicos Totais

Referéncia Delineamento Ndmero de Quantidade Parametros
A Objetivo experimental / - Variedade Matriz Extragéo ; ey S
bibliografica estatistica replicatas (9) Reagente Padrio Comprlnzﬁ?rt];) de onda D;Séctgldgr;lo Teores de validacio

Determinar o
teor de
flavondides e
outros Amostras Extracdo
) poli_fenéis S_eis comerciais percolada: ) s_egundo ) segundo
Lakenbrink et con,tldos no nio descrito replicatas néo descrito (torra nio descrito 209 de _Folln Slngleto_n segundo_SlngIeton e Singleton e 0,96-1,06 g/L Ausente
al., 2000 ché e café para cada clara, café por Ciocalteu e Rossi Rossi (1965) Rossi (1965)
bebidas de tipo de café média e litro de (1965)
acordo com escura) agua
condigdes de
preparo
praticadas
Caracterizar as
d_lferengas Delineamento
existentes na Inteiramente
composigao -
P Casualizado,
qmmlca,c_ios fatorial 2 x5 x 4 . Metanol -
polifendis, . Quatro Bebida 50% (v/v) Acido Segundo
Fernandes et cido (cooperativas, repeticoes Coffea durae - Galico AOAC
al., 2001 clorogénico, cla:s;is gt? %il;')das por arabica, L.  blend (dura ndo descrito Goldstein Folin-Denis (ACAC ndo descrito (1990) - ndo 5,4-5,55% Ausente
cafeina e PELICOES), tratamento + riada) e Swain 1990) descrito
. comparagéo das
proteina bruta e (1963)
em padres de médias pelo Teste
bzbidas R de Tukey_q 5% de
blends do café probabilidade
arabica torrado
Continua ...
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Determinag&o do teor de Fendlicos Totais

Referéncia i Dellngamento Numero de . . Quantidade Parametros
bibliografi Objetivo experimental / - Variedade Matriz Extracéo L
ibliogréfica s replicatas (9) - — de validacao
estatistica N Comprimento de Descricdo
Reagente Padréo A Teores
onda (nm) método
Analisar teores  Delineamento
de fendlicos Inteiramente Café Metanol
totais, aglcares Casualizado, Quatro torrado tipo 50% (v/v) Acido Segundo
Pintoetal., totais, agicares comparagdodas  repeticOes Coffea espresso: x . - . . Gaélico x . AOAC
2001 redutores e ndo médias pelo por arabica, L. (torra ndo descrito Goldstein e Folin-Denis (AOAC ndo descrito (1990) - ndo 4,73-5,52% Ausente
redutoresem  Teste de Tukeya tratamento média e Swain 1990) descrito
padrdes de 5% de clara) (1963)
bebidas do café  probabilidade
Fatorial
Influéncia de 6 inteiramente
sistemas de casualizado
colheita na Fatorial 6x3 (6
composicao sistemas de R . Metanol A
quimicade trés  colheita, 3 tipos rep-c[a-trie(;sﬁes Coffea m(i:satlljia 80% (v/v) — églli(cj:g 52%1220
Junior, 2003 tipos de café: de cafe e 3 por ardbica, L. boia e ndo descrito  Goldsteine  Folin-Denis (AOAC n&o descrito (1990) - nio 4,55-6,53% Ausente
cereja verde e repetigoes). tratamento verde/cereja Swain 1990) descrito
boia, café Comparagéo das ! (1963)
composto por médias pelo
mistura de Teste de
frutos Student-
Newman-Keuls
Auvaliar o efeito
do 109% do café
processamento e Comparago das bebida
torragdo sobre a médiias pelo Cinco Café (preparagdo da i 3.11-3,42 g eq
Duarte et al. atividade repeticdes Coffea Torrado (3  bebida: 10gem  Metanol . . Acido « . ~ . A '
s Teste de Tukey a e 7 Folin-Denis A ndo descrito néo descrito  ac. tanico/100 Ausente
2005 antioxidante de 5% de por arabica, L. grausde  100mL de agua 50% Tanico g da amostra
café bebida o tratamento torra) deionizada a
probabilidade 90°C. filtro

preparado com
técnicas usuais
brasileiras

Whatman n. 3)

Continua...

26



Determinagé&o do teor de Fendlicos Totais

Referéncia . DeIingamento NUmero de . . Quantidade Parametros
A Objetivo experimental / - Variedade Matriz Extracéo . Comprimento de L i S«
bibliografica ot replicatas @ Reagente Padrao Descricdo método Teores de validaggo

estatistica onda (nm)
Analisar os tipos
de
processamento, .
a irrigacéo e os Intelrall_me(r;te Métod
: x casualizado. . étodo -
tipos de torracéo . Quatro Cafécrue Acido
Siqueira & com relagéo a Fatorial §X3' repeticdes Coffea arabica, torrado x . de . . . Gaélico ~ . Segundo AQAC
. Comparagdo das ndo descrito  Goldstein  Folin-Denis ndo descrito (1990) - ndo 6,26-8,86% Ausente
Abreu, 2006 qualidade e as cdi | por L. (Torra clara Swai (AOAC descri
alteracBes na medias pelo Teste tratamento e média) € swain 1990) escrito
> de Tukey a 1% de (1963)
composigéo .
fisi L3 probabilidade
isico-quimica,
quimica e
sensorial do café
Volume amostras
Extracio de 60-5000L +
se Uer%cia 0,5mL de metanol
Caracterizar a | ?or dem + 7mL agua
composicao e Andlise de crescente destilada + 0,5mL
avaliar a variancia Trés Cafécrue de do Folin-Ciocalteu.
Araujo, 2007 atividade (ANOVA), S s torrado - . Ap6s 3 minutos, 0,24-2,68 mg de
antioxidante de  Comparacdes de repet(n)(ioes Coffeaf rabica, (diferentes 59 pg)l_agt(i ?d Cizglallizeu Catequina 725 adicdo de 1mL de fendlicos/g de Ausente
café submetidoa médias de Tukey P ' graus de - solugéo saturada de amostra
: tratamento etilico, o
diferentes com 5% de torra) alcool carbonato de sédio.
condigdes de probabilidade etilico Tubos agitados e,
torrefacéo égua‘ ap6s 1 hora, a
destilada leitura fglmefetuado
espectrofotdmetro
Continua...
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A Delineamento Ndmero . . Determinacdo do teor de Fendlicos Totais A
Referéncia Objetivo experimental / de Variedad Matriz Quantidade Extragio ’ Parametros de
bibliogréafica P - e (9) 5 Comprimento i6E0 MA validagéo
estatistica replicatas Reagente Padrao de onda (nm) Descricao método Teores
Arabica—0,71-
0,89
Analise de 100' Lde an_105tra +7,5mL
- componentes Extrato de agua_dest_llada + 3000 L
Avaliacéo da principais pelo Aquoso: de Folin-Ciocalteu 0,9N.
capacidade rocedimento Amostra 50mL de Ap6s agitacdo e mistura, Robusta — 0,88-
antioxidante, a P‘M ltivariat Coff Café preparada a dgua a acréscimo de 1 mL de 1,09
partir do teor de Ex%lor:to?ye nio cangpisgra torrado 3mg/mL e 95°C, Folin- Acido solugdo de carbonato de Linearidade,
Vignoli 2009 compostos Techniques” - descrito (Robusta) (diferentes  retirada de agitagdo Ciocalteu Galico 765 s0dio 20% + 1,1 mL de 4gua —— preciséo e faixa
fenodlicos ao "Principal e ardbica  9raus de aliquota de por 5’ destilada, misturando-se com de trabalho
longo do components and torra) 100puL de (filtro de auxilio de agitador. Reacédo (resultados
processo de e amostra papel mantida por 1 hora a .
x classification - €Spressos em:
torrefacéo - Whatman temperatura ambiente levada Mol/L 4cido
analysis". (Programa 4 ra leitura no mhio
estatistica 7.1) n.4) pa p galico/0,1 mgde
espectrofotdmetro. amostra de café)
Extrato
AQquoso:
Auvaliar o efeito 10g de p6 0,1mL da bebida + 0,5mL de
da x (verde ou Folin-Ciocalteu (diluido em
descafeinagdo mgj?gp;gﬁ;?sia: de Trés Coffea Crue torrado) + ) 4gua: 1:10). Apds 8 minutos,
Lima et al. 2010 sobre a Tukey, a0 nivel de repeticdes arabica Torrado a 10g 100mL de Folin- Acido 740 adicdo de 4mL de carbonato  4,13-5,30 g eq. Ausente
' atividade é% de por L ' 180°C agua Ciocalteu Tanico de sddio a 4% (m/v). Tubos ac. tanico/100 g
antioxidante in robabilidade tratamento ' destilada a mantidos no escuro por 2
vitro do café P ) 90°C (filtro horas a temp. ambiente antes
bebida de papel da andlise da absorbancia
Whatman
n. 3)

Continua...
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Referéncia

Delineamento

Determinagé&o do teor de Fendlicos Totais
. . Numero de . . Quantidade . Parametros
AR Objetivo experimental / - Variedade Matriz Extracdo i L
bibliografica ! Estatistica replicatas @ ¥ Reagente Padrao Comprimento de Descricdo método Teores de validagéo
onda (nm)
Inteiramente
casualizado com
parcelas
subdivididas.
e Dados Café cru . .
Quantificar N PR 0,1mL café bebida +
alguns dos SUDm?t'dOS a beblda/no, 8,5mL de agua
analise de café Extrato ;
compostos s . destilada + 0,5mL de
bioati variancia - torrado Aquoso: 10g A - - 451-5779g
|oat!vos ¢ (ANOVA) Se_ls bebida rio 0,1mL da de p6 em . AC'.dO Folin-Denis + 1mL da equivalente de
Abrahao et al, an_al_lsar a Comparagio de repeticdes g:o_ffea café oru bebida 100mL de Follr_1- Galico 760 soluggo_de carbonato acido galico / Ausente
2010 atividade - por arabica, L. . . . Denis (AOAC de sodio 4% (m/v).
. . médias pelo Teste bebida preparada agua destilada . 100g de
antioxidante in k N tratamento | f °C (fil 1990) Tubos agitados e
vitro de cafés de de Tu ey, 5% mole, cate a90°C (filtro mantidos a temp amostra
. probabilidade. torrado papel n. 3) . '
qualidade - ambiente por 30
- ; Teste de bebida .
diferenciada . minutos
normalidade mole
Shapiro-Wilk
(residuos

considerados
normais a 5%)
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A falta de padronizacdo de meétodos na literatura dificulta a comparacdo de
resultados, assim como reduz a fidedignidade dos teores ja estabelecidos, sendo uma
potencial barreira para a definicdo de qual método usar para extracdo e determinacdo do
teor de compostos fenolicos totais em estudos posteriores.

O método espectrofotométrico com o reagente Folin-Denis foi citado por alguns
autores, sendo que estes citaram o manual AOAC (1990) como a fonte de referéncia
para o delineamento experimental (FERNANDES et al., 2001; PINTO et al., 2001;
JUNIOR, 2003; SIQUEIRA & ABREU, 2006; ABRAHAO et al., 2010). Entretanto,
atualmente esta fonte ndo tem sido citada por outros autores, que inclusive tém utilizado
o reagente Folin-Ciocauteu para a quantificacdo dos compostos fendlicos em café
(ARAUJO, 2007; VIGNOLLI, 2009; LIMA, PEREIRA & ABRAHAO, 2010).

A maioria dos autores que utilizam o reagente de Folin-Ciocalteu referenciam a
metodologia desenvolvida por SINGLETON & ROSSI (1965), com relacdo as
adaptacbes desta para determinagio dos compostos fenolicos em café (MARTIN,
PABLOS & GONZALES, 1998; LAKENBRINK et al., 2000; NAIDU et al., 2008;
SACCHETTI et al., 2009; VIGNOLI, BASSOLI & BENASSI, 2011). Uma nota da
American Society for Enology and Viticulture em 1985 retrata um namero de citagdes
destes autores sendo maior que 145 vezes, evidenciando inclusive a possibilidade desta
metodologia ser incluida no Official Methods of Analysis (AOAC) para andlise de
compostos fenolicos em vinhos e outras bebidas alcdolicas destiladas. Este método foi
desenvolvido inicialmente para andlise de vinhos e afins e os autores afirmam a
flexibilidade em medir o contetdo de polifendis de outros alimentos, por estimar o
nimero de grupos hidroxilas oxidaveis, independente da matriz analisada
(SINGLETON & ROSSI, 1985).

O manual da AOAC do ano de 2007 nédo faz referéncia a nenhum método de
quantificacdo de compostos fendlicos totais em café, somente para compostos fenélicos
em produtos desinfetantes (AOAC, 2007). Pelo fato de nédo ter sido encontrado nenhum
método normalizado emitido por organismos de normalizacdo e/ou organizagGes
reconhecidas na area para determinacdo de compostos fendlicos em cafe, da-se a
importancia de se validar um método espectrofotométrico para a quantificacdo de
compostos fenolicos em cafe.

Dentre os autores supracitados (Tabela 2), a caréncia de evidéncias quanto a
pardmetros de validacdo aponta uma falha em relacéo as metodologias utilizadas, visto a
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necessidade de se garantir mais confiabilidade aos resultados obtidos. O Unico estudo
que apresentou avaliacdo de parametros de desempenho nédo abrangeu todos os
parametros necessarios a uma validacdo de métodos quantitativos, com a justificativa de
o café ser uma amostra complexa e ndo um composto isolado (VIGNOLI, 2009).

Além disso, discute-se sobre 0 uso da abordagem “compostos fendlicos”, pois os
reagentes utilizados na anélise espectrofotométrica reagem com as hidroxilas reativas de
compostos presentes na matriz. No caso especifico do café, existem inimeros
compostos com esta caracteristica, que também reagem com o Folin-Ciocalteu ou
Denis, formando a coloracéo azul. Portanto, fazer a inferéncia a medida da capacidade
redutora, ao invés de “compostos fenodlicos totais”, é plausivel do ponto de vista

quimico (HUANG, OU & PRIOR, 2005).

3.9 Validacéo

Na area de alimentos, onde aspectos de seguranca e econdmicos estdo
envolvidos, processos de validacdo aprofundados e que garantam a confiabilidade dos
resultados sdo exigidos. Segundo RIBANI et al. (2004), “um processo de validagdo bem
definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que 0s
métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado”.

Validacdo é o processo que determina se um método analitico é aceitavel para
seu propdsito pretendido (FAJGELJ & AMBRUS, 2000) e deve ser realizada no
desenvolvimento de novos métodos, para métodos ndo normalizados, para métodos
normalizados revisados, quando o controle de qualidade interno indicar alteracdes de
um método com o tempo, para métodos normalizados utilizados em diferentes
laboratérios, por diferentes analistas ou equipamentos, e para demonstrar equivaléncia
entre dois métodos (EURACHEM, 1998; ABNT, 2005). Além disso, a implantacdo da
validagdo de métodos analiticos assegura o laboratorio quanto a qualidade dos dados
por ele fornecidos (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

Dentre as formas de validacdo de um método incluem a calibragdo com uso de
padrdes ou materiais de referéncia e comparagdées com metodos normalizados, desde

que o laboratério tenha condicdes de operar tais métodos (ABNT, 2005).
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Antecedente a execucdo do processo de validacdo é necessario: definir a
aplicacdo, objetivo e escopo do método, os parametros de validacdo e critérios de
aceitacdo, verificar as caracteristicas de desempenho dos equipamentos a serem
utilizados, qualificar padrbes e reagentes dentre outros materiais, planejar 0s
experimentos de validagdo, assim como o tratamento estatistico (INMETRO, 2010).

O protocolo internacional normalizado pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC International), International Standards Organization (ISO) e
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) preconiza o estudos dos
seguintes parametros de validacdo: seletividade, linearidade, efeito matriz, veracidade
(recuperacéo), precisdo (repetitividade e reprodutibilidade), faixa de trabalho, limite de
deteccdo e quantificacdo, sensibilidade, robustez e medida da incerteza (THOMPSON,
ELLISON & WOOD, 2002).

A seletividade consiste na capacidade do método de quantificar o analito de
maneira eficiente, mesmo na presenca de interferentes, devendo ser avaliada quando
estes estiverem presentes na amostra em analise (THOMPSON, ELLISON & WOOD,
2002). Os interferentes influenciam o desempenho da medicdo e a magnitude desse
efeito pode depender da concentracdo dos mesmos na amostra (INMETRO, 2010).

Os possiveis efeitos relativos a matriz devem ser avaliados no processo de
validacdo. Assim, estudos de efeitos de matriz podem ser conduzidos pelo método de
adicdo do analito. A adicdo do analito deve estar de acordo com os valores definidos na
curva de calibracdo dos estudos de linearidade (THOMPSON, ELLISON & WOOD,
2002).

A linearidade define a habilidade do método em obter resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Pode ser avaliada por meio da
regressao linear simples e analise do grafico de residuos correspondente a concentracao
do analito. Entretanto, antes do célculo da regressdo linear é necessario verificar a
presenca de valores discrepantes (outliers) em cada nivel de concentracdo e a
homocedasticidade dos dados (THOMPSON, ELLISON & WOQOD, 2002; INMETRO,
2010). A realizacdo do teste de Jacknife para identificagéo e remocgéo dos outliers e do
teste de Levene ou Brown-Forsythe para verificar a homogeneidade da variancia dos
residuos, além da avaliacdo das premissas de normalidade, independéncia e adequacao
ao modelo sdo recomendados por SOUZA & JUNQUEIRA (2005).
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Para se avaliar a veracidade é necessario que 0s ensaios sejam feitos com
materiais de referéncia certificados, materiais de referéncia, amostras brancas ou
amostras adicionadas (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). Entretanto, o custo
elevado dos materiais de referéncia para alimentos e a falta de representatividade dos
mesmos podem dificultar a avaliacdo da veracidade de um método (EURACHEM,
1998). Com isto, na auséncia de material de referéncia, pode-se avalia-la utilizando
amostras da matriz de interesse adicionadas de quantidades conhecidas de analito na
forma de material puro (THOMPSON & WOOD, 1995). Embora amostras adicionadas
ndo tenham declaracdo de incerteza, estudos de recuperacao aparente com tais materiais
permitem avaliar tendéncias devidas a efeitos relacionados ao analito adicionado
(THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002).

A precisdo esta relacionada a variabilidade do método, podendo ser avaliada e
expressa sob condicdes de repetitividade e reprodutibilidade. A repetitividade refere-se
a variabilidade entre as diversas medi¢des obtidas pela analise de uma amostra idéntica
sob as mesmas condicOes. Pode-se expressar a repetitividade pelo desvio padrdo dos
resultados obtidos sob tais condi¢bes. A reprodutibilidade relaciona-se a variabilidade
expressa na analise de amostras idénticas, mas sob diferentes condi¢fes, como o uso de
diferentes instrumentos, equipamentos, analistas e dias. A variabilidade dos resultados
obtidos pode ser descrito pelo desvio padrdo, nomeado desvio padrdo de
reprodutibilidade (ABNT, 2001).

Para qualquer método quantitativo existe uma faixa de concentracdes do analito
ou valores de propriedade no qual o método pode ser aplicado. A faixa de trabalho deve
abranger a faixa de aplicacéo a ser utilizada pelo ensaio e a concentracdo mais esperada
da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho
(INMETRO, 2010).

O limite de deteccéo refere-se a menor concentracdo que pode ser detectada do
analito de uma amostra, mas ndo necessariamente quantificada (NATA, 1997). Define-
se também como sendo a concentracdo de analito correspondente ao valor médio obtido
para a amostra branca mais cinco, seis ou dez desvios-padrdo das medidas
(EURACHEM, 1998). Apls a determinagdo deste limite € necessario testa-lo com
amostras independentes para averiguar se a tendéncia e precisdo estabelecidas séo

satisfatorias. A maneira mais realista de se determinar o limite de deteccdo € a
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experimental. Ja o limite de quantificacdo corresponde normalmente ao padrdo de

calibracdo de menor concentracdo, excluindo o branco (INMETRO, 2010).

3.10. Analise colorimétrica

Na prética, a cor dos graos de café pode ser utilizada como indicador do grau de
torra. Dessa forma, pode-se utilizar medidas de colorimetria para avaliar o ponto de
término do processo de torrefacéo, visto que a intensidade da cor formada € diretamente
correlacionada a temperatura final da torra: quanto maior a temperatura, mais escuro
sera o café (PIZARRO et al., 2007).

Pode-se obsevar, na literatura, o uso da andlise de cor como estimativa do grau
de torracdo de amostras de café, com base nos valores de luminosidade, medidos na
analise colorimétrica (SUMMA et al., 2007; SOMPORN et al., 2011).

A luminosidade (L*) define a escala cinza entre o branco e o preto. Assume
valor O para o preto absoluto e 100 para o branco total (MORI et al., 2004). Quanto
maior a L*, mais branda ¢é a torracdo e mais clara é a amostra, e quanto menor, mais
forte é a torracdo e mais escura é a amostra.

A partir dos parametros a* e b* é possivel calcular os valores de saturacdo (c*) e
tonalidade (h*), sendo h* expressa pelas cores primarias vermelho, verde, amarelo e
azul, representada em forma de um circulo cortado por duas retas perpendiculares
(horizontal e vertical) passando pelo centro. A h* é o angulo do circulo, derivado dos
valores de a* e b*, variando de 0 a 60 (unidimensional). Ja a c* é o desvio a partir do

ponto correspondente ao cinza no eixo L* (MORI et al., 2004).

3.11. Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é certamente uma das técnicas analiticas
mais importantes para o quimico moderno. Sua area de aplicagdo envolve o estudo de
polimeros, identificacdo de compostos inorgénicos e organicos, anélise de misturas
complexas como gasolina e poluentes atmosféricos, controle de qualidade de produtos
diversos, estudo de semicondutores, transporte de moléculas bioativas em tecidos vivos,
mecanismo de catalise e outros (BARBOSA, 2008).
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O espectro no infravermelho apresenta grande ndmero de bandas e a
interpretacdo desses espectros ndo requer a atribuicdo de todas as bandas, mas apenas de
algumas mais caracteristicas, considerando a amostra em anélise (BARBOSA, 2008).
Cada grupo funcional ou vinculo especifico entre os atomos de uma molécula apresenta
uma Unica frequéncia vibracional, que pode entdo ser utilizada para determinar quais
grupos funcionais estdo presentes em uma amostra (FRANCA & OLIVEIRA, 2010).
Por ser uma técnica agil e que exige pouca preparacdo da amostra, ela vem sendo
utilizada por diversos estudiosos, com o intuito de identificar compostos especificos em
amostras diversas e correlacionar os espectros obtidos com outras técnicas de medicoes
de compostos orgénicos (LYMAN et al., 2003; PIZARRO et al., 2007; ANDREA et al.,
2010; RIBEIRO, FERREIRA & SALVA, 2011; WANG & LIM, 2012).

A energia denominada infravermelho corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada na faixa de nimero de ondas entre 14290 e 200 cm™, sendo a
faixa 4000-400cm™ a mais utilizada pelos quimicos organicos, sendo denominada
infravermelho médio (BARBOSA, 2008).

A radiacdo de comprimento de onda na regido do ultravioleta (UV) possui
energia capaz de causar transicdes eletrénicas em moléculas organicas. A ordem de
grandeza da energia das radiaces UV é comparavel a de energia de ligacGes covalentes.
Assim, muitos compostos organicos, quando irradiados com radiacdo UV, decompdem-
se. Por outro lado, a radiacdo na regido do infravermelho (V) (situada entre as regifes
do visivel e das micro-ondas) possui maior comprimento de onda e, consequentemente,
apresenta menor energia. Dessa forma, esse tipo de radiacdo, quando interage com
moléculas organicas, é suficiente apenas para causar alteracdes em modos vibracionais e
rotacionais das moléculas (Figura 3) (BARBOSA, 2008). O espectro na regido de 4000
a 400cm™, que é a regido mais importante do ponto de vista da caracterizagdo de
compostos organicos, normalmente apresenta bandas de absorgéo em vez de linhas, isso
porque, para cada mudanca de nivel vibracional, esta associada uma série de transi¢des
rotacionais (SILVERSTEIN & WEBSTER, 1998).
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Figura 3 — Espectro no infravermelho de um filme de poliestireno.
Fonte: BARBOSA, 2008

O espectro é um grafico em que, na ordenada, é geralmente apresentada a
porcentagem de transmitancia (de 0 a 100%). Muitas vezes se representam na ordenada
os valores de absorbancia. Na abscissa, a posi¢cdo no ponto de minima transmitancia (ou
de méxima absorbancia) da banda é apresentada em nimero de onda (representado pelo
simbolo v em unidade cm™), que é o inverso do comprimento de onda em cm
(BARBOSA, 2008).

Cada grupo funcional ou vinculo especifico entre os &tomos de uma molécula
apresenta uma Unica frequéncia vibracional, que pode entdo ser utilizada para
determinar quais grupos funcionais estdo presentes em uma amostra. Quando os efeitos
de todos os diferentes grupos funcionais sdo tomados em conjunto, o resultado é uma
Unica "impressdo digital” molecular que pode ser usada para confirmar a identidade de
uma amostra. Portanto, duas estruturas moleculares diferentes ndo produzem o mesmo
espectro no infravermelho, tornando esta técnica muito Gtil para uma ampla variedade
de anélises (FRANCA & OLIVEIRA, 2010).

A espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR — do inglés, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) utiliza um interferémetro, o que permite a medicdo
de todas as frequéncias simultaneamente (LUYKR & VAN RUTH, 2008). O
interferograma resultante é entdo submetido a transformada de Fourier, a fim de ser

transformado em um espectro (MADDAMS, 2001; HENDRA & BIREMBAUT, 2002).
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Os equipamentos modernos de infravermelho sempre tém a disposicdo uma serie
de acessorios para a obtencdo de espectros por reflectdncia total atenuada (ATR),
reflexdo especular e reflectancia difusa, sendo técnicas que exigem pouco preparo e sdo
Uteis tanto para analises qualitativas quanto quantitativas (BARBOSA, 2008).

Alguns autores tém abordado o uso da espectroscopia no infravermelho para
analise de diversos compostos funcionais em amostras distintas. Enfatizando o seu uso
para analises em café, evidencia-se na literatura estudos que utilizam os espectros
gerados para correlacionarem os mesmos com resultados obtidos por outras técnicas de
avaliacdo de compostos funcionais das amostras. Por ser um método agil e ndo invasivo
a espectroscopia vem sendo alvo deste tipo de estudo, como forma de se obter métodos
mais rapidos e que possam identificar compostos funcionais especificos em diferentes
amostras e avaliar parametros de qualidade e sensoriais (PIZARRO et al, 2007).

LYMAN et al. (2003) utilizaram a técnica de espectroscopia por transformada
de Fourier (FTIR) usando reflexdo total atenuada (ATR) para caracterizar uma mistura
de compostos volateis e ndo volateis que constituem o flavour da bebida de café. Eles
ressaltam o uso de técnicas mais complexas, como a cromatografia gasosa, utilizada por
outros autores, para analisar 0s mesmos compostos, e evidenciam o interesse em
avaliarem se a técnica por FTIR-ATR seria capaz de identifica-los também. A regido
1800-1680cm™ foi alvo de interesse dos autores por ser a regido de absorcdo de grupos
carbonilas, que contribuem significativamente para os diferentes “flavors” da bebida.
Apbs calcular a derivada secundaria, observou-se a presenca de 26 compostos
carbonilicos distintos e em trés diferentes intensidades de torra do café foram
encontrados 0s mesmos tipos de compostos, porém em quantidades diferentes,
considerando a area sob a curva dos espectros. Varios picos e bandas do espectro foram
correlacionados com compostos especificos, conforme ja evidenciado na literatura.

PIZARRO et al. (2007) avaliaram se a espectroscopia em combinacdo com
técnicas de calibracdo multivariadas poderia ser eficientemente utilizada como uma
ferramenta rapida e acurada para monitorar a cor da torra e o conteudo de cafeina,
importantes parametros de qualidade do café torrado. Definiram-se modelos de
calibracdo confiaveis e simples indicados para uso em escala industrial, por reduzirem o
tempo e o custo analitico.

RIBEIRO, FERREIRA & SALVA (2011) também utilizaram a técnica de FTIR
e desenvolveram modelos matematicos preditivos a fim de se estabelecer uma relagdo
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entre atributos sensoriais da bebida de café e componentes quimicos dos gréos de café
correspondentes. Atributos sensoriais como acidez, amargor, flavour e qualidade global
foram avaliados. Cada um desses atributos foi correlacionado com compostos quimicos
especificos, os quais foram analisados por espectroscopia. O espectro obtido apresentou
bandas relacionadas as ligacfes correspondentes aos compostos quimicos especificos, e,
a partir dos modelos de regressdo utilizados, pdde-se constatar correlagdo entre os
espectros formados e 0os compostos relacionados aos atributos sensoriais.

Considerando estudos com outras matrizes, CERRETANI et al. (2010)
desenvolveram um método associando a espectroscopia por transformada de Fourier
usando ATR e a regressdo dos minimos quadrados parciais como ferramenta rapida e
barata para determinar importantes parametros relacionados com a qualidade do éleo de
oliva, considerando o conteldo de agua, de fendlicos e a atividade antioxidante. Os
compostos fendlicos foram analisados pelo método espectrofotométrico Folin-
Ciocalteu, a atividade antioxidante pelo método ABTS e o conteldo de &gua pelo
método de Karl-Fischer. Os resultados de ambos o métodos foram utilizados para
correlacionar com os espectros obtidos pela espectroscopia no infravermelho. A partir
da construcdo do modelo PLS, a correlacgéo foi significativa para todas as analises feitas,
destacando, portanto, que o método espectroscopico é uma alternativa altamente
conveniente em relagdo ao tempo e uso de solvente, por economizar ambos.

Portanto, dentre os estudos de café encontrados na literatura que correlacionaram
0 método infravermelho com outros métodos analiticos, ndo se encontrou referéncia ao
método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu. Dentro deste contexto, seria interessante
avaliar se existe correlacdo entre espectros gerados pela analise no infravermelho e os
dados obtidos pelo método espectrofométrico Folin-Ciocalteu, como forma de ganhar

agilidade e facilidade nas analises.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O presente trabalho baseou-se na otimizacgdo da etapa de extracdo de compostos
redutores em bebida de café, a partir de um delineamento fatorial, e posterior validagdo
do método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu empregando a condi¢cdo de extracdo

otimizada (Figura 4).

Amostra de café torrado e moido comercial tipo tradicional

Preparo da bebida por infusdo (ABIC, 2013a)

Otimizagao das etapas de extracao e quantificacao

Validag@o do método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu

Figura 4 — Representacdo esquematica das etapas de otimizacdo e validacdo do método

espectrofotométrico Folin-Ciocalteu.

As bebidas preparadas com 38 amostras de café torrado e moido comercializadas
em Belo Horizonte - MG foram submetidas as analises de compostos redutores, a partir
do método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu previamente validado. Avaliou-se,
também, a influéncia da forma de preparo na capacidade redutora da bebida, tomando-
se uma das amostras de café para preparo das bebidas em quatro formas distintas:
infusdo com agua a 90 °C, infusdo com &gua fervente, decoccdo com agua a 90 °C e
decoccdo com agua fervente (Figura 5). A infusdo consistiu em verter a gua sobre o po
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de café posicionado no papel filtro, sob o coador. A decoccdo consistiu em misturar o
p6 de café na &gua, na temperatura desejada, seguida de uma leve agitacdo para
homogeneizar a mistura e, por fim, verteu-se a solugéo no papel filtro, sob o coador. O
tempo de filtracdo para ambas as situacdes foi de 4 a 6 min e o volume de filtrado
variou de 16,5 a 20mL.

A escolha em testar diferentes formas de preparo a partir da infusdo e decocgéo é
devido a preferéncia dos consumidores mineiros em prepararem a bebida coada com
filtro de papel (ABIC, 2013). O teste de diferentes temperaturas foi feito com o intuito
de avaliar possiveis variacbes no preparo em domicilios e em estabelecimentos
comerciais. A recomendacdo da ABIC ¢ de que o preparo da bebida seja feito com agua
quente ndo fervente, despejando-a sobre o pé de café acondicionado no filtro de papel /
coador, com um tempo de filtracdo ndo excedendo 4 a 6 minutos (ABIC, 2013). O uso
de agua quente nao fervente pode gerar varias variaveis de temperatura no preparo por
diferentes individuos, visto que a avaliagdo do “ponto” correto para coar ¢ subjetiva.
Neste contexto, a avaliacdo de diferentes formas de preparo, alterando-se a temperatura,
faz sentido e ganha importancia do ponto de vista do habito do consumidor e do
conhecimento do perfil antioxidante da bebida final preparada com pequenas variacdes
possiveis de ocorrerem.

A anélise colorimétrica foi realizada nas 38 amostras de café a fim de se estimar
o0 grau de torracdo das mesmas e avaliar se haveria alguma correlacdo entre o grau de

torracdo e a capacidade redutora (Figura 5).
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38 amostras comerciais de café torrado e moido

Analises Colorimétricas . 1 amostra selecionada
(Cafés torrados e moidos) Preparo da bebida (ABIC, 2013a)

4. / \
Y
L/
90
%C‘ ] . - Infusi Decocgdo
%z, Analise espectrofotométrica Folin-Ciocalteu n ”s“"g;ﬁg' com agua a
"?pgo (Método otimizado e validado) aguaa 90°C

Infusio com Decocgio
agua com agua
fervente fervente

|

Analise espectrofotometrica Folin-Ciocalteu
(Método otimizado e validado)

Figura 5- Representacdo esquematica da analise da capacidade redutora das bebidas de
café, preparadas por infusdo, pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu
otimizado e validado, das andlises colorimétricas, bem como o estudo do impacto das

formas de preparo da bebida na capacidade redutora.

Amostras de café 100% arabica, obtidas do municipio de Araponga e torradas
sob condigbes especificas (240°C por 10 minutos (torracdo clara), 240°C por 11
minutos (torracdo média) e 240°C por 12 minutos (torracdo escura)), também foram
analisadas pelo método espectrofotomeétrico Folin-Ciocalteu e submetidas a analise
colorimétrica, a fim de se correlacionar os resultados obtidos com os valores de
capacidade redutora.

Por fim, essas amostras foram submetidas a analises por espectroscopia no
infravermelho, com o intuito de se encontrar alguma banda dos espectros que se

correlacionasse com a tendéncia de valores de capacidade redutora (Figura 6).
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Amostras de café 100% arabica torrados em 3
condicdes de torra especificas

Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Obtencéo de espectros em difentes faixas

Figura 6 — Representacdo esquematica da selecdo de amostras e as analises por

Espectroscopia no Infravermelho (FTIR).

4.2 Materiais e reagentes

4.2.1 Vidrarias
o Baldo volumétrico calibrado de 50, 100, 500 e 1000 mL.

o Tubo plastico tipo Falcon de 50 mL com tampa.

o Funil de 15 mL de pléastico, didmetro interno 51mm, cone raiado, haste curta.

o Ponteira de 10 mL.

o Tubo plastico tipo Falcon de 10 mL com tampa.
o Grade para tubos Falcon.

o Cubeta de vidro.

o Tubos Ependorf 2,5mL
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o Bequer de 50 e 100 mL.
o Bastéo de vidro.
o Coador de café tamanho pequeno.
o Filtro de papel Melitta.
4.2.2 Padrdes
o Acido galico monohidratado (Sigma).
4.2.3 Reagentes
o Agua deionizada.
o Carbonato de sddio anidro grau para analise (p.a.).
o Metanol (p.a.).
o Reagente Folin-Ciocalteu 2 mol/L (preparado) (p.a.).
4.2.4 Equipamentos
o Agitador de tubos.
o Balanca analitica calibrada.
o Centrifuga Sigma 2K15.

o Colorimetro Tristimulus (HunterLab Colorflex 45/0 Spectrophotomer, Hunter
Laboratories, VA, EUA).

o Equipamento de osmose reversa.

o Equipamento IRAffinity-1 (Shimadzu, Jap&o), com um detector DLATGS
(Deuterated Triglycine Sulfate Doped with L-Alanine).

o Espectrofotémetro Micronal AJX-1900 calibrado.
o Pipeta volumétrica Finnpipette F3 (n° série — EH82360) calibrada (100-1000

pL).
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o Pipeta volumétrica Labmate soft LM 10000 (n° serie - 048190457) calibrada (1-
10 mL).

o Refrigerador (4-10 °C).

4.3 Amostras

Para a caracterizacdo em relagdo a capacidade redutora e cor, amostras de café
torrado e moido foram adquiridas em supermercados da cidade de Belo Horizonte -
MG, no ano de 2012, dentro do prazo de validade e adequadamente armazenadas.
Adquiriu-se 38 amostras comerciais no total, sendo 14 marcas com diferentes
denominacdes e graus de torracdo, conforme descrito na Tabela 3.

Para as etapas de otimizacdo e validacdo do método selecionou-se uma das
amostras comerciais, aleatoriamente.

Para investigagdo posterior da correlagdo entre colorimetria, capacidade redutora
e espectros no infravermelho médio, amostras de café cru 100% arabica, em gréos,
foram obtidas no municipio de Araponga — MG. As amostras de café cru foram
posteriormente torradas sob condicdes especificas: torracdo leve 240°C, 10 min;
torracdo média 240°C, 11 min; torracdo escura 240°C, 12 min.

Todas as amostras foram mantidas em suas embalagens originais e armazenadas

sob refrigeracgdo, entre 4 e 10 °C, até 0 momento das analises.
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Tabela 3 — Identificacdo das marcas das amostras comerciais e suas respectivas

denominacdes e graus de torracao.

e Grau de torracao
Marca Denominagdes ¢

informado
Gourmet Média
Tradicional Média
1 Extra Forte Média
Organico Média
Descafeinado Média
Solavel N.1.
Tradicional N.I.
9 Extra Forte N.I.
Mais Forte N.I.
Estrada Real N.I.
Sabor e Leveza Média
Café Forte do Brasil Forte
3 Intenso Forte
Orgénico Acentuada
Reserva especial Forte
Solavel Acentuada
Tradicional Classica
Forte Escura
4 Extra Forte Muito escura
Descafeinado Média
Solivel N.I.
5 Tradicional Escura
6 Tradicional N.1.
Extra Forte N.I.
Tradicional N.1.
7 Extra Forte N.I.
Forte Demais N.I.
8 Tradicional N.I.
9 Tradicional Média
Extra Forte Mais profunda
10 Tradicional Média
Extra Forte Média
11 Tradicional N.I.
12 Tradicional N.I.
Extra Forte N.I.
13 Tradicional N.L.
Extra Forte N.I.
14 Tradicional N.I.

N.l. —ndo informado
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4.4 Otimizacéo
4.4.1 Condigdes de quantificacdo espectrofotométrica

Apesar da indicacdo de SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTO
(1999) de anélise espectrofotométrica a 760 nm para analise de compostos fendlicos em
vinhos, foi realizada uma varredura entre 640 e 800 nm, visando selecionar o melhor
comprimento de onda para a determinacdo de tais compostos na bebida de café. Para tal,
extratos da bebida de café (250 pL retomados para ImL com agua deionizada), extratos
da bebida café adicionados de solugdo padrdo de &cido galico (250 pL de extrato da
bebida adicionada: sendo 200 pL de solucao de acido galico 2000ug/mL adicionado em
500 pL de bebida, retomados para 1mL com &gua deionizada) e solugdes padrdo de
acido galico (30 pg/mL) foram preparados em triplicata e analisados.

O acido gélico foi o composto selecionado como padrdo para a construcdo da
curva de calibracdo, visto que o mesmo tem sido apontado como padrdo em métodos
espectrofotométricos para determinacdo de compostos fendlicos em café
(FERNANDES et al., 2001; PINTO et al., 2001; JUNIOR, 2003; DUARTE et al., 2005;
SIQUEIRA & ABREU, 2006; VIGNOLI, 2009;: ABRAHAO et al., 2010), sendo
também referenciado no manual da AOAC do ano de 1990 (AOAC, 1990).

J& as andlises feitas com extratos de bebida café e com estes adicionados de
solucdo padrdo de acido galico foram devidas a necessidade de se testar provaveis
interferéncias de componentes da matriz nas respostas espectrofotométricas, com testes
utilizando-se a matriz adicionada ao analito padrao.

Os resultados de absorbancia foram submetidos a anélise de variancia e teste de
médias pelo Teste de Tukey com significancia de o = 0,05, sendo selecionado o

comprimento de onda correspondente a maior resposta.

4.4.2 Condigdes de extracdo

A otimizacéo do processo de extracdo da bebida de café foi feita por meio de um
delineamento fatorial 3 x 3 x 2 completo, em triplicata, no qual foram avaliados 0s
seguintes fatores: tipo de solvente (dgua deionizada, metanol:dgua deionizada (1+1,

v/v), metanol:agua deionizada (4+1, v/v)), tempo de repouso (20, 40 e 60 min) e

46



numero de extracdes (1 ou 2) (Figura 7). Tomou-se 250 pL dos extratos para 1 mL com
agua deionizada, sendo submetidos a anélise espectrofotométrica a 760 nm, conforme

definicdo da etapa anterior, em ordem aleatoria.

1 extracdo

2 extragBes

0,5 mL de bebida + 9,5 mL de
solvente A, Bou C

0,5 mL de bebida + 4,75 mL de solvente
A,BouC

'

'

Repouso por 20, 40 ou 60 min

Repouso por 20, 40 ou 60 min

'

'

Centrifugacéo por 15 min a 4100 rpm
a5°C

Centrifugagdo por 15 min a 4100 rpm a
5°C

l

Residuo da amostra + 4,75 mL de
solvente A, Bou C

;

Repouso por 20, 40 ou 60 min

'

Centrifugacéo por 15 min a 4100 rpm a

Figura 7 — Representacdo esquematica da otimizacdo do procedimento de extracgdo,
considerando os fatores e respectivos niveis estudados no delineamento fatorial.

Solventes - A: Agua, B: Metanol:agua deionizada 1+1, v/v, C: Metanol:agua 4+1, viv

Os resultados de absorbancia foram submetidos a anélise de varidncia e teste de
médias pelo Teste de Tukey com significancia de o = 0,05. A melhor extracdo foi

aquela que apresentou o maior valor de absorbancia.

4.5 Procedimento analitico

Uma aliquota de 500 uL da bebida foi diluida com 9,5 mL de &gua deionizada
em tubo tipo Falcon, por esta ter sido a melhor extracdo avaliada na etapa anterior. A
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solucdo foi agitada e, posteriormente, 250 pL foram transferidos para outro tubo tipo
Falcon, adicionando-se 750 pL de agua deionizada. Adicionou-se 5 mL do reagente
Folin-Ciocalteu a 10 %, procedeu-se a agitacdo dos tubos em vortex e, apos 3-8 min,
adicionou-se 4 mL de carbonato de sodio a 7,5 %. Agitou-se novamente e as amostras
foram colocadas em repouso por duas horas, ao abrigo da luz, sob temperatura de 16-
18,5°C, aproximadamente. A leitura espectrofotométrica foi feita a 760 nm, em cubeta

de vidro (Figura 8).

500 uL da bebida + 9,5 mL de &gua deionizada - Agitacdo

\ 4
250 pL do extrato da bebida + 750 pL de 4gua deionizada, acrescentando
5 mL de reaaente de Folin Ciocalteau 10% -> Aaitacdo

'

4 mL de solucéo de carbonato de sédio > Agitacao

!

Repouso por 2 horas a 16-18,5°C, ao abrigo da luz

!

Leitura dos extratos a 760 nm

Figura 8 — Representacdo esquematica do procedimento analitico para determinacéo da

capacidade redutora da bebida de café

A curva matrizada externa foi construida com o &cido gélico (20,0; 30,0; 40,0;
50,0; 60,0 pg/mL). A equacéo da reta foi utilizada para o célculo da capacidade redutora
de cada amostra, expressando os valores como mg equivalentes de &cido galico / 100
mL de bebida.

4.6 Validacdo do método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu

A matriz em questdo foi a bebida de café, preparada segundo as recomendacdes

da ABIC (2013a). Utilizou-se 3 g de p6 de café, pesados diretamente no coador com

48



papel filtro. Aqueceu-se 30 mL de 4gua deionizada até atingir 90 °C + 1,0 e procedeu-se
a infusdo da bebida, com tempo de filtragdo de 5 min. Apos atingir a temperatura entre
17 e 19 °C, iniciou-se cada etapa da validagéo, conforme os parametros avaliados.

Os parametros de validacdo avaliados foram: linearidade, efeito de matriz,

precisao e seletividade.

4.6.1 Linearidade

A linearidade foi testada na faixa de 20,0 a 60,0 ug/mL de &cido gélico, diluido
em agua deionizada (20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0 pg/mL). Cada nivel foi analisado em
triplicata (Figura 9). Esta faixa foi selecionada ap6s a andlise de aliquotas de 500 pL de
3 amostras aleatorias, diluidas 10 vezes, tomando-se 250 pL de cada solucdo. O valor
médio encontrado apresentou absorbancia similar a absorbancia gerada pelo ponto
médio da faixa escolhida, ou seja, entre os niveis 2 e 3.

Figura 9 — Representacdo esquemaética da avaliacdo da linearidade do método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu para analise de amostras de bebida de café

R — replicata.

A linearidade foi verificada por regressao linear simples ou método dos minimos
quadrados ordinarios. O diagndstico de valores discrepantes (outliers) foi feito pelo
teste do residuo Jacknife e as premissas de normalidade (teste de Ryan-Joiner),
homocedasticidade ou homogeneidade das variancias (teste de Levene), independéncia
(Teste de Durbin-Watson) foram verificadas, além da avaliacdo da significancia da
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regressdo e ajuste ao modelo linear (teste de F) (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005;
INMETRO, 2010).

4.6.2 Efeitos de matriz

A avaliagdo dos efeitos de matriz foi realizada com a bebida de café pela
aplicacdo do método de adigdo do padrdo. Para tanto, construiram-se duas curvas de
calibracdo, sendo cinco niveis de concentracdo de acido galico, mais o branco, em
triplicata. Uma curva foi preparada com o &cido galico diluido em &gua deionizada
(curva usual) e a outra com a adicdo dos niveis de acido galico em extratos obtidos da
bebida café (curva matrizada). Procedeu-se a avaliacdo da linearidade, como descrito no
item 4.6.1. A avaliacdo da interferéncia da matriz foi feita pela comparacdo das
inclinacdes das curvas (coeficiente angular), pelo teste de t (SOUZA, 2007).

Como forma de se obter uma avaliagdo de efeito de matriz representativa 14

amostras foram selecionadas, aleatoriamente, para este experimento.

4.6.3 Interferentes

Para estudo da interferéncia de agentes externos, utilizou-se o agucar cristal, por
ser um interferente em potencial. Adicionou-se aclcar na concentracdo de 10 % na dgua
deionizada a 90 °C, antes desta ser vertida sobre o po, para finalizar o preparo da
bebida. Procedeu-se a analise espectrofotométrica da bebida de café com agucar e sem
acucar. As andlises foram realizadas com sete replicatas para cada situacao.
Compararam-se os valores encontrados em ambas as situacdes, conforme recomendado
por THOMPSON, ELLISON & WOOD (2002).

4.6.4 Precisao

A preciséo foi avaliada sob condi¢Oes de repetitividade e reprodutibilidade
parcial, para o nivel 0 (amostra sem adi¢do de padrdo de &cido gélico) e nivel 1 de
adicédo do padréo de acido galico (500 uL da bebida café + 200 pL da solucéo padrdo de
acido galico em concentracdo necessaria para se obter uma adicdo correspondente ao
aumento de um nivel de concentracdo na faixa linear). Para isto, 12 replicatas
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independentes de cada nivel foram preparadas, sendo analisadas em quatro baterias
analiticas, com trés replicatas de cada nivel por bateria. As analises foram conduzidas
por dois analistas sendo: bateria 1/analista 1, bateria 2/analista 2, bateria 3/analista 1,
bateria 4/analista 2. Em cada bateria as analises foram realizadas em ordem aleatoria,

juntamente com a curva de calibra¢do matrizada (SOUZA, 2007) (Figura 10).

Figura 10 — Representacdo esquematica da avaliacdo da precisdo do método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu para analise de amostras de bebida de café

R — replicata.

A partir de andlises prévias ao estudo de reprodutibilidade e repetitividade
constatou-se uma instabilidade da bebida de café, quando armazenada sob refrigeracdo
(4-10°C) por 24 horas. A analise em dias consecutivos foi realizada, pelo mesmo
analista e equipamentos, e os resultados do 2° dia eram significativamente menores,
observando-se uma possivel degradacdo ou alteracdo quimica dos compostos redutores
na bebida de café preparada. Portanto, todas as etapas foram realizadas no mesmo dia,
divididas em 4 baterias analiticas independentes, visto que a bebida de café armazenada
por 24 h ndo mostrou-se estavel. Entre uma etapa e outra a bebida foi acondicionada sob
refrigeragéo (4-10°C).

A presenca de outliers foi investigada pelo teste de Grubbs nas condic¢des de
reprodutibilidade. O teste de normalidade dos residuos foi conduzido como descrito por
Ryan & Joiner e a homocedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Brown-
Forsythe ou Levene modificado, pela analise de variancia (SOUZA, 2007). A precisdo

foi expressa em termos de desvio padréo relativo (DPR) sob condicdes de repetitividade
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e reprodutibilidade parcial, e os valores obtidos foram comparados com os valores
criticos, segundo a equacdo de HORWITZ (1982).

A precisdo foi avaliada em trés cafés de marcas distintas, que apresentavam
capacidade redutora em trés diferentes niveis da curva de calibracdo. Isto foi feito com o

intuito de avaliar a precisdo em diferentes pontos do intervalo linear da curva.

4.6.5 Recuperacéo

Na auséncia de material de referéncia certificado (MRC) para o escopo analitico
em questdo, fez-se necessario avaliar a recuperagdo das amostras adicionadas.

Desta forma, a porcentagem de recuperacdo foi estimada para as amostras
preparadas para o estudo de precisdo com adicdo de &cido galico na bebida de cafe.
Apds tratamento de outliers pelo teste de Grubbs, calculou-se a recuperacdo média e

procedeu-se a comparagdo com o valor critico (EC, 2002).

4.7 Determinacdo da capacidade redutora das bebidas preparadas a partir de amostras de
café torrado e moido comercializadas em Belo Horizonte — MG

A bebida de café foi preparada seguindo a recomendacdo da Associacdo
Brasileira de Industrias de Café (ABIC, 2013a). Pesou-se 3 g do p6 de café diretamente
no filtro de papel posicionado no coador. Aqueceu-se 30 mL de &gua deionizada até
atingir a temperatura de 90 °C + 1 °C, a qual foi vertida lentamente sobre o pd. O tempo
de filtracdo foi de aproximadamente 5 min. Apds a bebida atingir a temperatura
compreendida entre 17 e 19°C, procedeu-se a analise espectrofotométrica em ambiente
com temperatura controlada entre 16,0 e 18,5°C, conforme o procedimento analitico
descrito anteriormente (Figura 8).

A diferenca entre as amostras foi analisada por ANOVA, com nivel de
significancia 0,05. As diferentes marcas foram agrupadas e avaliou-se a diferenca entre
as denominac0es (tradicional, extra forte, forte, dentre outras) avaliadas dentro de cada

marca.
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4.8 Avaliacdo da influéncia do preparo da bebida, por infusdo e decoccdo, na
capacidade redutora

Para esta avaliacdo selecionou-se uma amostra aleatoria e todos 0s preparos
foram testados com esta mesma amostra. A quantidade de pé utilizado foi 3 g para
30 mL de &gua, mantendo o percentual de 10 %, conforme recomendado pela ABIC
(2013a).

O preparo da bebida foi feito de 2 diferentes maneiras: infusdo e decoc¢do com
variacdo da temperatura da 4gua a 90°C e com &gua fervente (aproximadamente 96-97
°C). O preparo foi feito conforme as recomendagbes da ABIC (2013), com
modificagdes em relacdo a temperatura e o tempo de contato do p6 com a agua. A
analise espectrofotométrica foi procedida conforme descrito na Figura 8.

As analises foram realizadas em triplicata e a diferenca entre as diversas formas

de preparo foi analisada pelo teste de t, com nivel de significancia de 0,05.

4.9 Analise Colorimétrica

Para a realizacdo das analises colorimétricas as amostras de cafés comerciais
foram colocadas em um recipiente de vidro proprio para a analise. O pé de café foi bem
compactado no recipiente, a fim de evitar a passagem de luz por entre as particulas. O
recipiente foi posicionado no colorimetro e coberto por um recipiente cilindrico de cor
preta, que teve a finalidade de isolar a amostra da luminosidade do ambiente. Foram
analisadas 38 amostras em triplicatas. A partir dos resultados obtidos, definiu-se trés
faixas de valores de L*, a fim de agrupar as amostras entre elas. Além disso, uma Unica
amostra de café cru, 100% arébica, colhidos na regido de Araponga — MG, foi torrada
em trés condicOes diferentes a fim de se obter valores colorimétricos situados nas trés
faixas determinadas, utilizados como padrao de torracdo para cada faixa (clara, média,
escura). Totalizou-se, portanto, 41 amostras analisadas.

Os dados (L*, a*, b*) foram utilizados para o célculo da saturacdo (c*) e

tonalidade (h*), conforme as seguintes equacdes (BORGES et al., 2002):

c* = \a*? + ph*?
h* = tan™ (b*/a*)
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A fim de se correlacionar a cor com a capacidade redutora das amostras,
calculou-se o indice de correlacdo (r) entre os valores de L* e os valores obtidos na
analise espectrofotométrica de Folin Ciocalteu, com nivel de significancia p<0,05. Esta
correlacdo foi calculada para todas as amostras, assim como para cada marca de café

analisada, representadas como grupos amostrais.

4.10 Sondagem da regido do espectro obtido pela analise no infravermelho médio

Foram selecionadas amostras de café 100% aréabica torradas sob condigdes
especificas: 240°C por 10 minutos (torracdo clara), 240°C por 11 minutos (torracdo
média) e 240°C por 12 minutos (torragdo escura), representadas pelas amostras de
namero 42, 43 e 44, respectivamente.

Estas amostras foram analisadas por espectroscopia no infravermelho (FTIR), a
fim de se encontrar uma faixa nos espectros obtidos que se correlacionasse, de maneira
qualitativa, com os valores espectrofotométricos obtidos e avaliar possivel
discriminacdo dos espectros em relacdo aos diferentes graus de torragéo.

A anélise de FTIR foi conduzida utilizando-se o acessério fornecido pela
Shimadzu para anélise por ATR (8200H/8200HA), equipado com um prisma céncavo
de ZnSe. O espaco delimitado pelo prisma foi preenchido com gotas do extrato aquoso,
sendo o volume suficiente para preencher o compartimento de leitura. O branco foi
efetuado com &gua destilada. Todos os espectros foram obtidos na faixa de 3080-680
cm-t, com resolucdo nominal de 4 cm™, 20 scans e apodizacdo Happ-Genzel.

As amostras de café em p6 foram preparadas seguindo a metodologia proposta
por WANG et al. (2009), com algumas adaptacdes segundo estudos prévios no
Laboratdrio de Biocombustiveis da Escola de Engenharia Mecéanica da UFMG. Pesou-
se 4 g de p6 em um béquer, adicionou-se 20mL de agua destilada e a solucdo foi
colocada em banho-maria a 90°C por 20 minutos. Em seguida procedeu-se a filtragéo
em filtro de papel da marca Melitta. As amostras foram armazenadas sob refrigeracgéo
(4-10°C) até o momento das analises.

Os espectros foram exportados para o Software Microsoft Excel 2010 e

normalizados por altura na faixa de 3080-680 cm™. Foi feita a analise qualitativa dos
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mesmos, relacionando algumas bandas com possiveis constituintes das amostras, assim
como foi feita uma sondagem de quais regides do espectro poderiam se correlacionar
qualitativamente com os valores de capacidade redutora das diferentes amostras

avaliadas.

5 Resultados e Discussao

5.1 Otimizagéo

5.1.1 Condigdes de quantificacdo espectrofotométrica

A leitura espectrofotométrica entre 640 e 800 nm foi realizada nas aliquotas de
extrato da bebida de café, extrato da bebida adicionada de &cido galico e somente &cido
galico.

Os resultados da varredura estdo representados na figura 12. A resposta de
ambas as aliquotas analisadas foi semelhante, com o pico de leitura ocorrendo em
aproximadamente 750-770nm. Segundo a andlise de variancia (ANOVA), ndo houve
diferenca entre os valores de absorbancia obtidos dentro da faixa (p>0,05), portanto,
definiu-se o comprimento de onda pela analise visual das curvas obtidas em cada
situacdo (Figura 11). Estabeleceu-se 760nm para o presente estudo, corroborando com
SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTO (1999).
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Figura 11 — Varredura espectrofotométrica de 640 a 800 nm do extrato da bebida de
café, solucdo padrdo de acido galico e extrato da bebida de café adicionado de solucédo

padrdo de &cido galico.

5.1.2 Condicdes de extracao

O planejamento fatorial garante o estudo de diferentes varidveis, como tempo,
razdo amostra/solvente, temperatura, solvente utilizado, com um numero reduzido de
experimentos, sem comprometer o trabalho, além de ser uma ferramenta estatistica
simples, proporcionando economia de tempo e recursos financeiros, e permitindo-se
evitar o método da tentativa e erro (RODRIGUES & LEMMA, 2005; SILVA et al.,
2008).

De acordo com o delineamento fatorial realizado, ndo se observou diferenca
significativa entre os tratamentos avaliados, considerando-se os fatores de extragdo que
foram avaliados nos 18 tratamentos (p>0,05). Os fatores tempo de repouso, solvente e
numero de extracbes ndo tiveram influéncia significativa (p>0,05) no processo de

extracdo, segundo a analise de ANOVA e o Teste de Tukey. Concluiu-se entdo que a
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maior parte dos compostos redutores foi extraida durante o preparo da bebida, nao
sendo necessaria uma etapa adicional de extragao.

A utilizagdo de 4gua como solvente para extracdo de compostos fendlicos pode
ser observada em alguns estudos. VIGNOLI (2009) utilizou o extrato aquoso para
quantificacdo de compostos fenolicos, sendo 0 mesmo preparado com 50mL de agua a
95°C em contato com 0,15g de p6 de café por cinco minutos sob agitacdo, seguido de
filtragdo com filtro de papel Whatman n.4. LIMA, PEREIRA & ABRAHAO (2010),
assim como ABRAHAO et al. (2010) adicionaram 100mL de 4gua destilada a 90°C a
10g de pé de café torrado, seguido de filtracdo em filtro de papel (Whatman n.3). Pode-
se constatar que em todas estas técnicas citadas, o método de extracdo foi muito
semelhante ao processo de preparo da bebida, como feito no presente estudo.

Em funcdo dos resultados obtidos, avaliou-se a influéncia da etapa de
centrifugacdo e do tempo de repouso na extracdo dos compostos com capacidade
redutora presentes na bebida de café, visto que esta etapa de centrifugacdo foi
contemplada por SINGLETON & ROSSI (1999). Conforme demonstrado na tabela 4, a
etapa de centrifugacdo precedida de 20 minutos de repouso dos extratos, gerou valores
finais de absorbancia inferiores a condicdo pré centrifugacdo sem repouso (Teste t
student, p<0,05). Conclui-se, portanto, que ndo é necessario centrifugar os extratos, nem
deixa-los em repouso, ap6s o preparo da bebida, garantindo-se, portanto, maior

agilidade do método.

Tabela 4 — Valores de absorbancia da analise espectrofométrica do extrato de bebida de
café submetido ou ndo a centrifugacéo

Antes

centrifugacsio Apos centrifugagéo

Absorbancia (hm)
Média £ DP

*Diferenca entre tratamentos, p<0,05 (ANOVA)

0,330 + 0,005 0,323 + 0,003*

Dessa forma, definiu-se que nenhuma etapa de extracdo seria necessaria apos o
preparo da bebida. Somente uma dilui¢do da bebida pronta foi necesséria para se atingir

valores de absorbancia entre 0,1 e 1,0 nm. Portanto, uma aliquota de 500 uL da bebida
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foi pipetada em tubo falcon e adicionou-se 9,5 mL de agua deionizada. Desta solucéo

diluida pipetou-se a aliquota para ser utilizada na anélise espectrofotométrica.

5.2 Validacéo

5.2.1 Linearidade

A faixa linear foi de 20,0 e 60,0 ng/mL de acido galico em solugdo aquosa (20,0;
30,0; 40,0; 50,0; 60,0 ng/mL) (Figura 12).
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Figura 12 — Curva de calibracdo de acido galico para analise espectrofotométrica a
760nm

Foram retirados trés outliers da curva padrdo, segundo o teste do residuo
Jacknife e todas as premissas da regressao linear foram confirmadas, de forma que 0s
residuos seguiram a normal, ndo apresentaram auto correlacéo e foram homocedasticos.
Por fim, a regresséo foi significativa e ndo houve desvio da linearidade. Estes resultados

comprovaram, portanto, a linearidade (Tabela 5).
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Tabela 5 - Avaliacdo da linearidade para acido galico

Estatistica Premissa
Normalidade
R 0,9846
p p>0,10

Homoscedasticidade

t 0,58

p 0,57

Independéncia

d 1,79

p p<0,05
Regressao

F 16892,70

p p<0,05

Desvio da linearidade
F 1,016

p p>0,05

R= coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p = significancia, tL = estatistica t de
Levene, d = estatistica de Durbin-Watson, F = razdo entre variancias.

No estudo de Vignoli (2009), a linearidade do método de Folin-Ciocalteu foi
estudada na faixa de 0,5 a 7,0 mMol de acido galico, considerando-a linear por
apresentar valores de R>0,99 para p<0,01. As premissas da linearidade ndo foram

testadas no estudo em questao.
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5.2.2 Efeito de Matriz

A bebida de café apresentou efeito de matriz (p < 0,05), com base na
comparacéo das inclinagdes das curvas (SOUZA, 2007) (Tabela 6).

Pressupondo que a agua como solvente poderia ter sido a responsavel pela
extracdo de compostos interferentes, testou-se o efeito de matriz utilizando o metanol
como solvente, com o intuito de avaliar se ndo haveria efeito de matriz. Entretanto, a
interferéncia permaneceu (p < 0,05), concluindo que a matriz possui interferentes, 0s

quais foram extraidos com ambos os solventes (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliagéo dos efeitos de matriz pela comparacdo das inclinagbes das curvas

usual e matrizada, tendo agua deionizada e metanol como solventes

Solvente Inclinacdo das curvas e respectivos erros padrao t
Agua 0,1158 + 0,0012 0,0998 £+ 0,0014 8,54
Metanol 0,1218 + 0,0007 0,1121 £ 0,0011 7,38

t = estatistica t para contrastes entre inclinagdes, nivel de significancia p<0,05

Em vista disto, os demais parametros da validacdo foram avaliados usando-se
curvas matrizadas.

Considerando que a anélise espectrofotométrica foi realizada em varias amostras
comerciais de café, testou-se o efeito de matriz em amostras adicionais, selecionadas
aleatoriamente, para se comprovar a necessidade de se usar a curva matrizada nas
analises da capacidade redutora de todas as amostras (Tabela 7). Como pode-se
observar na Figura 13, o efeito de matriz foi confirmado para todas as amostras

selecionadas.
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Tabela 7 — Inclinacdo das curvas usual e matrizada preparadas com diferentes bebidas

de café
Amostra Inclinacdo das curvas e respectivos erros padrao t
(n° identificacdo)
4 0,1204 + 0,0009 0,1020 + 0,0016 6,36
16 0,1204 + 0,0009 0,1040 + 0,0011 11,17
18 0,1204 + 0,0009 0,1046 + 0,0011 10,80
24 0,1204 + 0,0009 0,1026 + 0,0012 11,99
25 0,1204 + 0,0009 0,1044 + 0,0009 12,34
26 0,1204 + 0,0009 0,1045 + 0,0006 14,71
27 0,1190 + 0,0005 0,1086 + 0,0005 17,69
31 0,1204 + 0,0009 0,0942 + 0,0063 4,13
32 0,1204+ 0,0009 0,1091 + 0,0001 7,56
33 0,1204 0,0009 0,1078 + 0,0007 10,73
39 0,1190 + 0,0005 0,1068 + 0,0011 9,71
40 0,1190 + 0,0005 0,1040 + 0,0012 11,54
41 0,1190 + 0,0005 0,1123 + 0,0005 8,98

t = estatistica t para contrastes entre inclinagdes, nivel de significancia p<0,05
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Figura 13 — Representacdo das curvas usual e matrizada preparadas com diferentes

bebidas de café.
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N&o foram encontrados estudos que avaliaram o efeito de matriz para a
metodologia de Folin-Ciocalteu em café. Vignoli (2009) pontuou que a auséncia do
estudo do efeito de matriz para a matriz café deveu-se ao fato de a atividade

antioxidante ter sido avaliada em uma matriz complexa e ndo em um composto isolado.

5.2.3 Precisao

Avaliando a precisdo sob condicdes de repetitividade e reprodutibilidade parcial,
a partir do calculo dos respectivos desvios-padrdao (DPRr e DPRgR) e considerando 0s
limites criticos calculados pela equacdo de HORWITZ (1982), somente o nivel O
apresentou precisao dentro dos limites aceitaveis.

A avaliacdo da precisdo no nivel 0 (sem adicdo de acido galico) foi feita para
trés cafés de marcas distintas (1, 23 e 29), os quais apresentavam valores de capacidade
redutora em trés niveis distintos da curva de calibracdo, correspondendo aos niveis 3, 4
e 5. Para a amostra 1, o valor critico calculado pela equacdo de Horwitz foi de 12,34
para DPRR e 8,22 para DPR,. Os valores de DPRg e DPR; obtidos foram 5,52 e 1,86.
Para a amostra 23, o valor critico foi de 13,58 para DPRRy e 9,05 para DPR,. Os valores
de DPRR e DPR; obtidos foram 7,49 e 2,01. Para a amostra 29, o valor critico calculado
pela equacdo de Horwitz foi de 18,37 para DPRg e 12,24 para DPR,. Os valores de
DPRR e DPR; obtidos foram 2,58 e 1,90 (Tabela 8).

Tabela 8 — Desvios-padrao de repetitividade (DPR,) e reprodutibilidade parcial (DPRg)
obtidos na avaliacdo da precisdo do nivel 0, sem adicéo, de trés amostras comerciais

0, 0,
Amostras Nivel Val DPRr (%) Val DPR; (%)
alor critico . alor critico .
(Horwitz, 1982) ~ valorobtido |0 itz 19g2)  Valor obtido
1 3 12,34 5,52 8,22 1,86
23 4 13,58 7,49 9,05 2,01
29 5 18,37 2,58 12,24 1,9

Para o nivel 1 de adicdo, testado somente para a amostra 1, os desvios-padrao de
repetitividade e reprodutibilidade parcial encontraram-se acima dos limites
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estabelecidos. O valor critico calculado pela equacdo de Horwitz foi de 2,88 para DPRg
e 1,92 para DPR; Os valores de DPRRg e DPR; obtidos foram 26,83 e 26,31.

Considerando a discrepancia dos valores obtidos para o nivel 1, testes adicionais
foram realizados, reduzindo a temperatura ambiente para 17°C como forma de avaliar se
a discrepancia dos valores reduziria. Apos proceder toda a bateria analitica em ambiente
refrigerado (aproximadamente 17°C) os DPRg e DPR; obtidos para o nivel 1 ainda
apresentaram-se acima dos limites calculados. O valor critico calculado pela equacéo de
Horwitz foi de 3,69 para DPRR e 2,46 para DPR, Os valores de DPRg e DPR; obtidos
foram 25,27 e 15,18 (tabela 9).

Tabela 9 — Desvios-padrao de repetitividade (DPR,) e reprodutibilidade parcial (DPRR)
obtidos na avaliacdo da precisdo do nivel 1 de adicdo da amostra 1, em temperatura

ambiente (aprox. 24°C) e ambiente refrigerado (aprox. 17°C)

DPRg DPR,
Valor critico Valor critico
Temperatura (HORWITZ, Valor obtido (HORWITZ, Valor obtido
1982) 1982)
Ambiente 2,88 26,83 1,92 26,31
Aprox. 17°C 3,69 25,27 2,46 15,18

Esta discrepancia de valores pode ser explicada por uma possivel sinergia do
acido galico com a matriz, que ocorre de maneira diferente entre as amostras, de acordo
com a composicdo especifica de cada uma. Esta reacdo provavelmente € influenciada
pelo tempo, temperatura e agitacdo, dentre outros fatores desconhecidos. A influéncia
destas variaveis nao foi testada separadamente, visto a gama de fatores possivelmente
responsaveis pelo antagonismo ou agonismo em relacdo a reacdo com o reagente Folin-
Ciocalteu.

O uso de um outro padréo pode ser sugerido com o intuito de se encontrar menos
disparidade de valores, caso seja um padrdo menos reativo aos componentes da amostra,
entretanto, tais testes ndo foram realizados no presente estudo.

A precisdo intermediaria também foi avaliada no estudo de Vignoli (2009) a

partir da andlise inter-dias, com andlises feitas em dias diferentes com diferentes
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analistas. A avaliacdo da precisdo foi realizada de acordo com a 1SO 5725 de 1994 e
NBR 14597 (2000), realizando-se 5 repeticdes (preparacdes independentes) em trés
concentragOes diferentes para o café torrado (2,0; 3,0 e 5,0 mMol/L &c.gélico / mg.mL"
1), durante 5 dias consecutivos. O coeficiente de variacdo médio obtido foi 2,89%,
sendo, portanto, adequado segundo a Resolucdo 899 , de 23 de Maio de 2003, da

Anvisa.

5.2.4 Recuperacao

A recuperacdo média do Nivel 1 foi de 123,03 + 32,28%, apresentando-se acima
dos valores aceitaveis (entre 80 e 110%) (EC, 2002).

Varios testes adicionais foram realizados com o intuito de melhorar os valores
obtidos, alcangando a faixa de recuperagédo ideal. A primeira suposicao para os valores
discrepantes foi em relacdo a reatividade do acido galico com a bebida de café.
Especulou-se que a reducdo da temperatura reduziria esta reatividade e geraria valores
adequados.

Para testar o efeito da temperatura no ensaio de recuperacédo, as analises foram

+

todas feitas em ambiente refrigerado (aproximadamente 17°C) e obteve-se 73,25 *
17,40. O valor médio da recuperacdo apresentou-se relativamente menor (123,03 +
32,28% vs 73,25 + 17,40), e apresentou-se abaixo da faixa recomendada (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliacdo da recuperacdo de analises espectrofotométricas Folin-Ciocalteu

realizadas a temperatura ambiente e em ambiente refrigerado

Temperatura ) )
Ambiente refrigerado

(aprox. 17°C)

ambiente
(aprox. 25°C)

Recuperagdo Média 123,03% 73,25%

Observa-se uma tendéncia de reducdo da recuperagdo com o decaimento da
temperatura. Entretanto, o0s desvio-padrdo sob condi¢cdes de repetitividade e
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reprodutibilidade de todas as analises apresentaram-se acima dos valores criticos, 0 que
indica uma ndo conformidade da interacdo &cido galico — matriz com a redugéo
sequencial da temperatura.

Alguns fatores podem ser responsaveis por esta divergéncia de resultados: 1) o
reagente Folin-Ciocalteu sofre uma reacdo de reducdo quando em contato com
hidroxilas reativas da matriz em questéo. A bebida de café contém diversos compostos
reativos, por possuirem grupos —OH livres, citando-se os compostos fendlicos,
melanoidinas, cafeina, trigonelina e agucares redutores. O acido galico também é reativo
ao Folin-Ciocalteu, mas também pode interagir com a matriz café de maneira nédo
avaliada no presente estudo. Desta forma, a reacdo dos compostos redutores do café,
assim como do &cido géalico, com o reagente fica prejudicada, o que gera resultados
discrepantes. 2) A complexidade do café, e de sua bebida, pode também ser responsavel
pela divergéncia de resultados, visto que a interacdo dos compostos presentes no café
pode influenciar a reatividade destes com o &cido galico. 3) Pardmetros analiticos como
tempo, temperatura, diluigdes e agitacdo podem influenciar de maneira distinta cada
replicata da analise, visto que pequenas diferencas podem ocorrer nestes parametros ao
longo da bateria analitica, mas que podem influenciar de forma intensa a reacdo em
cada aliquota de amostra, gerando resultados discrepantes. 4) O &cido galico é um
fendlico pouco presente na matriz café. A utilizacdo de um fendlico de presenca
predominante poderia gerar resultados mais satisfatorios, visto que a reatividade do
mesmo poderia ser menor quando comparada ao acido galico. Entretanto, ndo testou-se
tal fato no presente estudo, sendo necessario estudar a recuperagdo utilizando-se outros
padr@es analiticos.

N&o foram encontrados estudos que avaliaram o parametro recuperacao para

amostras de café analisadas pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu.
5.2.5 Interferéncia do agucar

N&o houve diferenca da absorbancia medida na bebida preparada com e sem acgucar,
sob as mesmas condicgdes de temperatura e concentracdo (Tabela 11). Para a bebida sem
acucar, a média dos valores de absorbancia foi de 0,449 + 0,006 nm e para a bebida com

acucar 0,454 + 0,007 nm (Teste t student; p>0,05).
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Tabela 11 — Resultados de absorbancia da analise espectrofotométrica Folin-Ciocalteu

do café bebida com e sem agUcar

Presenca do
interferente acucar na Média (nm) DP
bebida de café

Sim 0,454 0,007
Nao 0,449 0,006
Teste t student; p<0,05

5.3 Determinagéo da capacidade redutora das bebidas preparadas a partir de amostras de
café torrado e moido comercializadas em Belo Horizonte — MG.

Ao comparar os valores de capacidade redutora de todas as amostras de café
comerciais observou-se que as amostras apresentaram diferencgas entre si (p<0,05).

Os valores de capacidade redutora encontrados para as 38 amostras comerciais
analisadas variaram de 217,09 a 459,51 mg equivalentes de acido galico / 100mL de
bebida. Ndo foi observada nenhuma tendéncia de valores que explicasse alguma
similaridade entre as denominacOes de cada marca analisada. Tal fato pode ser
explicado pela grande variedade de blends obtidos pelos fabricantes, assim como
condicdes diversificadas de torracdo, com variaveis de tempo e temperatura
desconhecidas. SOUZA et al. (2010) analisaram alguns compostos bioativos em cafés
comerciais de mercado com diferentes denominacGes. Observou-se, apesar da pequena
variacdo da torracdo, grande diversidade na composicdo, indicando provaveis diferencas
nas matérias primas e espécies de café utilizadas nos blends. E provéavel que esta
heterogeneidade na composicdo acarrete, também, diversidade na atividade
antioxidante, expressa no presente estudo pela capacidade redutora.

ALMEIDA & BENASSI (2011) analisaram cafés torrados e moidos comerciais
através das metodologias de ABTS e Folin-Ciocalteu com o intuito de se relacionar as
diferengas na composi¢do das amostras com a atividade antioxidante das mesmas.
Observou-se grande variabilidade dos valores encontrados para ambas as metodologias
e auséncia de relagdo direta entre a presenca de melanoidinas e as denominagdes

tradicional, forte ou extra-forte. SOUZA et al. (2010) também n&o relatou correlacéo
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entre a denominacdo comercial indicativa de torracdo com a degradacdo de compostos
termolabeis, incluindo o acido clorogénico 5-cafeoilquinico.

Visto esta grande variabilidade e auséncia de relacdo direta entre a capacidade
redutora e as denominagdes empregadas para os cafés (tradicional, forte, extra forte,
gourmet, etc), cada marca foi analisada separadamente, como forma de encontrar
alguma variagdo semelhante dentro de cada grupo. Mesmo assim, vale ressaltar que,
para cada marca, 0 blend correspondente pode ser variavel, at¢ mesmo comparando
denominacdes distintas dentro de uma mesma marca, visto que a informacdo do
fabricante ndo enfatiza o percentual de cada variedade de café na composicdo final do
produto.

Para a marca 1, duas de suas 6 denominacdes de cafés, apresentaram os maiores
valores, quando comparadas as demais amostras, de outras marcas. A denominagao
gourmet e extra forte apresentaram o0s maiores valores do grupo, seguidas da
denominacdo descafeinada, organica e tradicional, em ordem decrescente de capacidade
redutora. De acordo com a embalagem, todas as denominacGes desta marca foram

submetidas a torracdo média (Figura 14).
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Figura 14 — Capacidade redutora de amostras de café comercial da marca 1 (p<0,05).

Letras iguais indicam auséncia de diferenca pelo teste de ANOVA a 5% de probabilidade.

A denominacdo comercial de torra informada pelo fabricante para os cafés

Gourmet e organico é a mesma. Devido a esta similaridade do grau de torra informado,
67



esperava-se valores mais convergentes destas duas denominacdes, visto que ambos séo
compostos pela variedade de café ardbica, segundo o fabricante. Entretanto, a
denominacdo gourmet apresentou o maior valor da amostragem em questéo, enquanto a
denominacdo organica apresentou valores inferiores. Tal fato deve-se dar pela diferenca
no cultivo de ambas as denominacgdes, visto que a gourmet vem de um cultivo
convencional e a organica de um cultivo organico. Sugere-se, na literatura, que o cultivo
organico resulta em alimentos com teores maiores de polifendis, podendo ser explicado
pela maior exposicdo da planta a situacfes de estresse, devido a auséncia da protecao
pelos pesticidas sintéticos, levando ao aumento da producdo de substancias naturais
defensoras, como os compostos fenolicos (WINTER & DAVIS, 2006). Entretanto,
relagcdo inversa foi encontrada no presente estudo, visto que a denominagdo Gourmet
apresentou valores maiores de capacidade redutora quando comparada a organica.

CARVALHO et al. (2011) reportaram um maior teor de acidos clorogénicos,
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia, no café ardbica orgénico quando
comparado ao convencional, cultivados no mesmo solo e clima, variando apenas o
adubo. Por outro lado, estudos revelam poucas ou inconsistentes diferencas na
composicdo nutricional de produtos alimentares organicos e convencionais (BOURN &
PRESCOTT, 2002). FALLER & FIALHO (2010) avaliaram a diferenca no teor de
polifendis entre frutas organicas e convencionais, como banana, laranja, ma¢d, mamao,
manga e tangerina, e ndo encontraram diferencas significativas na fruta como um todo.
Entretanto, as cascas das frutas organicas demonstraram maior teor de polifendis,
quando comparadas as suas correspondentes convencionais. Sugere-se, portanto, um
aumento da producdo de substancias protetoras somente nas camadas mais externas,
ressaltando-se que esta resposta nao foi semelhante a todas as frutas, sugerindo efeitos
especificos a determinados alimentos. Portanto, considerando a diferenca entre a
denominacdo Gourmet e organica 100% arabica da marca 1, avaliada no presente
estudo, pode ou ndo ser devido a diferenca na forma de cultivo. De acordo com o0s
resultados obtidos, o cultivo organico gerou menores valores de capacidade redutora
para o café analisado. Entretanto, diferengas no solo, clima e até mesmo nas condi¢des
de torragcdo comercial podem ter sido responsaveis por esta diferenca, ao invés da forma
de cultivo, por si so.

A espécie de café Robusta € conhecida por seu maior conteudo de acidos

clorogénicos comparado a espécie Arabica (7-10% versus 5-7,5% nos graos crus)
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(CLARKE & MACRAE, 1985; VIGNOLLI, 2009) e esses compostos contribuem para a
capacidade redutora das amostras. As denominacOes extra forte, descafeinada e
tradicional sdo compostas por blends de café, provavelmente ardbica e robusta, visto o
ndo fornecimento desta informacédo por parte do fabricante. Devido ao maior teor de
acidos clorogénicos do café robusta, esperava-se uma ordem diferente dos valores
encontrados para as amostras da marca 1, sendo que a denominacdo Gourmet, que néo
possui café robusta em sua composi¢do, ndo deveria apresentar os maiores valores de
capacidade redutora. Pressupfe-se que houve alguma diferenca no processo de
torrefacdo, uma proporcéo de café arabica e robusta divergente entre as amostras ou até
mesmo diferengas no processo de envase e armazenamento que possa ter preservado o
contetido de compostos redutores da denominacdo Gourmet. Outra explicacdo para esta
divergéncia seria as transformacdes que ocorrem no processo de torrefacdo, que levam a
degradacdo dos é&cidos clorogénicos em seus derivados ou sua incorporacdo a
melanoidinas, alterando o perfil redutor final de cada amostra (CLIFFORD, 2000;
MONTEIRO & TRUGO, 2005; FARAH et al., 2005).

Para a marca 2, a denominacdo tradicional apresentou o maior valor, seguida das
denominacdes estrada real, mais forte e extra forte. Na embalagem dos cafés desta

marca, ndo havia informacdes sobre o grau de torragéo (Figura 15).
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Figura 15 — Capacidade redutora de amostras de café comercial da marca 2 (p<0,05).
Letras iguais indicam auséncia de diferenca pelo teste de ANOVA a 5% de
probabilidade.
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Segundo a anélise colorimétrica, considerando os valores de luminosidade (L)
das amostras, a denominacdo tradicional apresentou o maior valor de L (20,87 £ 0,12),
sendo considerada, portanto, a amostra com grau de torracdo menor. Lembrando que ha
um consenso na literatura de que o valor de luminosidade é inversamente proporcional
ao grau de torracdo, ou seja, quanto maior o grau de torragcdo, menor é a luminosidade e
vice-versa (ALMEIDA et al., 2006; SOMPORN et al., 2011; REIS, 2012).

Pressupbe-se que, para esta marca, a reducdo do grau de torracdo levou ao
aumento da capacidade redutora, se levar-se em consideracdo que a denominacgéo
tradicional apresentou o maior valor de capacidade redutora. Entretanto, estudos
anteriores encontraram relagdo inversa da encontrada para estas amostras da marca 2.
Especula-se que haja formacdo de compostos fendlicos ao longo da torracéo, a partir de
compostos que nao sejam fendlicos (BEKEDAM et al., 2006), assim como a alta
temperatura do processo de torrefacdo do café leva a destruicdo de alguns compostos
fenolicos e favorece o desenvolvimento de outras substancias antioxidantes (ARAUJO,
2007), ressaltando as melanoidinas (DAGLIA et al.,, 2000; ITO et al., 2005).
Contrapondo os autores supracitados, Almeida et al (2011) afirmam que torras muito
acentuadas podem levar a degradacdo de compostos bioativos, 0s quais podem
contribuir para a reducdo da capacidade redutora final. Levando-se em conta esta
divergéncia entre os estudos, especula-se que, para a marca 2, os valores menores de
capacidade redutora encontrados para as denominacdes estrada real, mais forte e extra
forte, com luminosidade menor que a tradicional (L = 20,15 + 0,19; 18,45 + 0,21 e
20,15 £ 0,11, respectivamente) se da pela divergéncia do processo comercial de torracédo
entre as mesmas, levando a degradacdo de alguns compostos, assim como a formagéo
de outros com potencial redutor. Como néo se avaliou o perfil de compostos redutores
no presente estudo, e sim a capacidade redutora final, ndo se pode discutir em relacdo a

formacéo e/ou degradagdo de compostos especificos.

Para a marca 3, a denominacdo sabor e leveza apresentou 0s maiores valores de
capacidade redutora, seguida das denominacOes intenso e solUvel e depois reserva
especial, organico e café forte do Brasil, sendo que este ultimo apresentou valor menor
que a maioria dos cafés comerciais. Segundo a embalagem, a denominagdo “sabor e

leveza” sofreu torracdo média, as denominagdes intenso e café forte do Brasil — torragdo
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forte, a sollvel - torracdo acentuada, reserva especial — forte e organico — acentuada
(Figura 16).
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Figura 16 — Capacidade redutora de amostras de café comercial da marca 3 (p<0,05).
Letras iguais indicam auséncia de diferenca pelo teste de ANOVA a 5% de

probabilidade.

O maior valor encontrado para a denominacao “sabor e leveza” pode também ser
explicado pelo grau de torracdo, indicado como médio pelo fabricante, sendo, portanto,
menos intenso que o das outras denominacdes. O valor de L* também apresentou como
0 maior da marca 3 (21,01 £ 0,13), constatando o grau de torracdo mais leve em
comparagdo com as demais denominagdes.

E, por fim, para a marca 4, a denominacdo soluvel apresentou o maior valor,
seguida do tradicional, descafeinado, forte e extra forte, sendo que esta Gltima
denominagdo apresentou valor menor que a maioria dos cafés comerciais. De acordo
com a embalagem, todas as denominagdes desta marca foram submetidas a torracéo
média (Figura 17).
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Figura 17 — Capacidade redutora de amostras de café comercial da marca 4 (p<0,05).
Letras iguais indicam auséncia de diferenca pelo teste de ANOVA a 5% de

probabilidade.

Em relacdo a luminosidade, observa-se uma correlacdo positiva em relagdo a
capacidade redutora (> = 0,90, p<0,05). Do café tradicional ao extra forte houve
reducdo da capacidade redutora, assim como da luminosidade. O valor de L da
denominacdo tradicional foi 19,74 + 0,10; descafeinado 19,72 £ 0,23; forte 19,52 + 0,11
e extra forte 19,44 + 0,18, especulando-se que o aumento do grau de torracdo levou a
reducdo da capacidade redutora, uma medida da capacidade antioxidante, o que
corrobora com RICHELLE, TAVAZZI & OFFORD, 2001; BAGGENSTOSS et al.,
2008; SOMPORN et al., 2011.

Observa-se, contudo, uma auséncia de relacdo entre a capacidade redutora e as
denominacdes de grau de torracdo dos cafés segundo os fabricantes, mesmo quando
analisadas em cada marca, separadamente. Ao considerar os valores de luminosidade
em algumas marcas pode-se ver uma semelhanca do grau de torragdo informado e os
valores de L* obtidos, mas esta observacao ndo é extensiva a todas as marcas.

Provavelmente, esta falta de relagdo pode ser explicada pela auséncia de
padronizacdo das denominacdes dos cafés, por parte dos fabricantes, referentes ao grau
de torracdo. Outra explicacdo seria a grande variabilidade das matérias primas e
espécies de café utilizadas nos blends. E provavel que essa heterogeneidade na
composicdo leve também a diversidade na capacidade antioxidante (SOUZA et al.,

2010), independente do grau de torragao.
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Considerando as amostras de café 100% arabica torradas em 3 condicdes
diferentes - 10 minutos a 240°C (torracdo clara); 11 minutos a 240°C (torracdo média);
12 minutos a 240°C (torracdo escura) - as torras leve e média apresentaram capacidade
redutora menor que a escura, portanto, quanto mais intensa foi a torracdo, maior a
capacidade redutora dos mesmos.

A alta temperatura do processo de torrefagdo do café leva a destruicdo de alguns
compostos fendlicos e favorece o desenvolvimento de outras substancias antioxidantes
(ARAUJO, 2007), ressaltando as melanoidinas (DAGLIA et al., 2000; ITO et al.,
2005). Além disso, evidencia-se também a formacéo de lactonas durante o processo de
torrefacéo, sendo que essas, assim como os &cidos clorogénicos, podem se incorporar as
melanoidinas formadas (BEKEDAM et al., 2008). Estas substancias formadas também
possuem propriedades redutoras, sendo também mensuradas pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu. Especula-se que haja formacdo de compostos
fendlicos ao longo da torracdo, a partir de compostos que ndo sejam fendlicos
(BEKEDAM et al., 2006). Com isso, o aumento do grau de torracdo pode ter levado a
maior formacdo de compostos redutores nas amostras de café arabica em questdo,

refletindo no aumento da capacidade redutora avaliada.

5.4 Avaliacdo da capacidade redutora da bebida de café preparada de diferentes formas

Os resultados obtidos para cada forma de preparo encontram-se expressos na
Figura 18. Os maiores valores de capacidade redutora foram obtidos pela decocgdo com
agua fervente, seguida da decocc¢do a 90°C, infusdo a 90°C e infusdo com agua fervente.
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Figura 18 — Capacidade redutora da bebida de café da marca 1 tradicional preparada de
diferentes formas (p<0,05). Letras iguais indicam auséncia de diferenga pelo teste de
ANOVA a 5% de probabilidade.

Dentre as diversas técnicas de preparo da bebida de café, a filtragdo é a técnica
de infusdo mais utilizada, enquanto o café espresso, produzido sob pressdo, é 0 mais
apreciado. Na filtracdo, a passagem da agua entre 92 e 96°C no po de café acomodado
no filtro causa agitacao das particulas do pd, prevenindo a saturacdo da agua (LINGLE,
1996). Pode-se explicar, portanto, que na decoc¢do, 0 maior contato das particulas de pd
com a agua levou a menor saturacdo da agua, facilitando ainda mais o processo de
extracdo, o que resultou em maior extracao dos compostos redutores quando comparado
com o método de infus&o.

A decocgdo com agua fervente propiciou valores ainda maiores, provavelmente
devido ao aumento da turbuléncia da agua, devido as forcas de convec¢do aumentadas
provocadas pela ebulicdo, possibilitando ainda mais contato do p6 com a agua e menor
saturacdo desta. Outra explicacdo para a obtencdo de valores maiores na condicdo de
decoccdo seria 0 maior tempo de contato do p6 com a agua na decoccdo quando
comparada com a infusdo, pois o po foi misturado a agua e somente depois de
aproximadamente cinco segundos deu-se continuidade do preparo da bebida, com a
etapa de filtracdo. O longo tempo de contato do café com a agua deve, portanto, ser
considerado em ordem de aumentar a eficiéncia da extragdo (LUDWIG et al, 2012).

PEREZ-MARTINEZ et al. (2010) compararam a capacidade antioxidante,
medida por técnicas colorimétricas e espectroscopia de ressonancia elétron spin, da
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bebida de café preparada com diferentes maquinas (filtracdo, prensagem, mocha e
espresso). O café filtrado foi preparado com 24g de café torrado e moido para um
volume de 400mL de agua, utilizando a maquina de café filtrado. A extracdo levou 7
minutos a 90°C. A técnica de preparacdo que extraiu maior conteudo de antioxidantes
foi a da maquina de espresso, seguida do café filtrado, mocha e a bebida preparada pela
maquina de pistbes, considerando o0s resultados obtidos pelo método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu. A pressdo aplicada na preparacao do café espresso
pode ser uma das explicacfes para a maior extracdo de compostos antioxidantes e, em
relacdo ao café filtrado, o tempo de contato da agua quente com o pd de café
provavelmente facilitou a extracdo de compostos, segundo 0s autores.

Outras técnicas de preparo também ja foram estudadas na literatura, como por
exemplo, o café turco e instantaneo. NISETEO et al. (2012) determinaram o contetdo
de compostos derivados dos acidos clorogénicos da bebida de café preparada de
diferentes formas (espresso, turco, cappuccino instantdneo e filtrado). De maneira a
simular a técnica de preparacdo da bebida padrdo, 7g de café torrado e moido foi
utilizado para a preparacdo das bebidas, utilizando-se 50mL de agua destilada a 95-
97°C. Para o café filtrado, o conteudo encontrado de fendlicos totais foi de 2967mg/L
equivalentes de acido galico, menor valor encontrado dentre as preparacdes estudadas.
O café instantdneo apresentou os maiores valores, explicado pela concentragdo dos
componentes sollveis em agua no processo de desidratacdo do produto. Os valores
menores encontrados para o café filtrado pode ser explicado pela utilizacéo do filtro de
papel, que retém parte das substancias bioativas.

Portanto, pode-se pressupor que o café filtrado, por ser um dos mais
consumidos, apresenta um teor de compostos redutores intermediario entre as técnicas
testadas pelos autores acima. Por mais que outras formas de preparo sejam mais
eficientes na extracdo de compostos antioxidantes, elas ndo séo largamente consumidas,
0 que torna importante a avaliacdo de outras maneiras de extracdo, dentro da técnica de
filtracdo. O presente estudo traz esta novidade para a literatura, visto que ao avaliar
diferentes formas de se filtrar o café, com variagdes na temperatura e contato do pé com
agua, evidenciou-se a decoccdo como a melhor alternativa no que diz respeito a
extragdo otimizada de compostos redutores. Entretanto, faz-se necessario estudar a
aceitacdo do consumidor em relacdo a bebida produzida por decocgédo, assim como a
tendéncia de preparo por parte dos mesmos.
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5.5 Andlise Colorimétrica

Os valores de L* e também os valores referentes a saturacdo e tonalidade (c* e
hap*) obtidos para as amostras comerciais encontram-se expressos na Tabela 12.
Segundo a andlise de variancia (ANOVA), houve diferenga significativa entre os cafés
em geral (p<0,05) e os valores de L* apresentaram-se entre 15,46 - 26,34.

Vale ressaltar que a luminosidade (L*) define a escala cinza entre o branco e o
preto (MORI et al., 2004). Quanto maior a L*, mais branda é a torracdo e mais clara é a
amostra, e quanto menor, mais forte é a torracdo e mais escura é a amostra
(GONGALEZ et al., 2001.

Foram estabelecidas trés faixas de luminosidade de acordo com os valores de
L*, correspondendo as mesmas a torracdo clara, média e escura, respectivamente: 21,6 a
26,4; 19,6 a21,5e 15,5 a 19,5 (Tabela 13). Entretanto, ndo houve correlagdo entre estes
valores de luminosidade com o grau de torracdo comercial informado pelos fabricantes
(p>0,05).
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Tabela 12 — Valores de luminosidade (L*), saturacdo (c*) e tonalidade (h*) das

amostras comerciais de café obtidos através da analise colorimétrica

n° identificacdo Luminosidade (L*) Saturacg8o (c*) Tonalidade (h*)
Média DP Média Média

1 22,78 0,27 14,55 51,07
2 19,54 0,20 15,55 46,84
3 19,03 0,27 14,49 47,64
4 18,38 047 14,62 54,74
5 25,99 0,50 25,61 52,90
6 20,87 0,12 17,17 51,92
7 20,15 011 16,25 49,79
8 18,45 021 13,48 51,97
9 20,15 0,19 15,72 49,94
10 18,82 0,26 14,20 56,50
11 23,34 0,15 20,72 51,95
12 19,83 0,07 13,17 52,98
13 21,04 0,32 17,61 51,73
14 19,29 0,20 16,92 55,75
15 22,64 0,05 19,75 52,33
16 21,01 0,13 16,95 49,65
17 18,99 0,13 14,93 51,93
18 19,98 0,15 15,53 46,64
19 17,92 0,39 14,07 49,75
20 19,43 0,15 15,19 56,73
22 23,81 0,12 22,40 55,51
23 23,05 021 18,53 50,54
24 19,74 0,10 14,69 49,39
25 19,52 0,11 14,20 49,87
26 19,44 0,18 14,45 49,32
27 19,72 0,23 16,44 54,02
29 21,08 0,25 17,08 54,34
30 20,16 0,55 15,65 51,87
31 20,04 054 16,65 50,15
32 18,58 0,16 15,17 45,52
33 15,55 0,10 9,39 52,73
34 17,75 021 12,46 49,01
35 16,97 0,03 11,54 50,17
36 19,71 0,09 1344 52,42
37 20,94 0,11 15,68 51,61
38 20,08 0,12 19,05 53,80
39 24,22 0,06 21,93 50,66
40 22,99 0,07 19,08 51,70
41 22,51 0,03 19,28 52,15
46 23,81 0,12 18,09 45,97

Valores minimos 15,46 9,39 45,52

Valores maximos 26,34 25,61 56,73




Tabela 13 — Faixas de luminosidade para a torracao clara, média e escura dos cafés

comerciais

F H I_ . .
Grau de Torraco aixa de Luminosidade

(L*)
Clara 21,6 a 26,4
Média 19,6 a 21,5
Escura 15,5a 19,5

As amostras de café cru 100% arabica foram torradas a fim de se obter

condigdes de torragdo que originassem valores de L incluidos nas trés faixas de torragdo

estabelecidas para as amostras comerciais. Os valores de luminosidade (L*) foram

utilizados como parametro dos graus de torracdo das amostras, assim como realizado
por ALMEIDA et al. (2006), SOMPORN et al. (2011) e REIS (2012). Estas amostras
foram consideradas como padrdes de cada faixa e foram submetidas a andlise

colorimétrica e os valores de L*, c* e h* estdo representados na tabela 14. Os valores de

L* apresentaram-se entre 17,63 - 22,37.

Tabela 14 — Valores de luminosidade (L*), saturacdo (c*) e tonalidade (h*) das
amostras de café 100% arabica de torracdo clara, média e escura

n? identificacdo Torra L* c* h°
Média DP Média Média
42 Clara 22,35 0,02 22,62 50,87
43 Média 20,87 0,03 18,76 48,02
44 Escura 17,66 0,03 16,13 47,42
Valores minimos 17,63 16,13 47,42
Valores maximos 22,37 22,62 50,87

A partir dos valores de a* e b*, os valores de saturacdo (c*) e tonalidade (h*)

foram calculados. Tanto c¢* quanto h* apresentaram correlacdo positiva (r*=0,9480 e

0,8977, respectivamente) com L* para as amostras torradas, ou seja, a reducdo da

luminosidade foi acompanhada pela reducéo da saturacdo e tonalidade. SUMMA et al.

(2007) também encontraram uma boa correlagdo dos valores de L* e c* (r?=0,9610).
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Pode-se entender, dentro deste contexto, que o aumento da intensidade da torracdo, leva
a um escurecimento dos grdos (reducdo da luminosidade), reducdo da saturagdo (c*),
assim como uma mudanca da tonalidade (h*). Esta tendéncia é claramente observada
para os grdos de café 100% arabica, torrados em condi¢des laboratoriais. Entretanto,
ndo se observou tal tendéncia para as amostras comerciais, provavelmente devido a
composi¢do dos grdos, como possivel presenca de defeitos, diferentes espécies
utilizadas na producdo dos blends, falta de controle das condicGes de torragédo, assim
como influéncias da origem geogréafica dos grdos e a possibilidade de haver alguma
adulteracdo nos mesmaos.

Segundo ASSAD et al. (2002), no Brasil, a adulteragdo dos cafés pode se dar por
meio da contaminagdo por impurezas ou misturas, sendo encontrados, com maior
frequéncia, cascas e paus, milho, cevada, triguilho, aglcar mascavo e soja, entre outras.
Em um estudo realizado por REIS (2012), a torracdo do milho e das cascas de café, sob
condicBes laboratoriais semelhantes aquelas utilizadas para as amostras de grdos de
café, gerou valores de L* similares em ambas as amostras. Entretanto, os valores de
tonalidade (h*) das amostras de café apresentaram-se discretamente menores que as
avaliadas para o milho e cascas de café. Considerando isto, a varicdo de tonalidade
observados para as amostras comerciais avaliadas no presente estudo pode ser explicada
pela presenca de blends com cafés de espécies e qualidade diferentes, ou até mesmo
pela presenca de impurezas oriundas de adulteracbes nestes produtos, que, ao serem
torrados, responderam de maneiras distintas no que diz respeito a alteracdo da cor para
as diferentes amostras.

Avaliou-se a ocorréncia de correlacdo entre os valores de L* e os valores obtidos
na analise espectrofotométrica, representados pela capacidade redutora (CR), tanto para
as amostras comerciais quanto para as torradas no laboratério. O coeficiente de
correlacdo calculado para as amostras comerciais foi 0,36, referente a correlacdo de L*
x CR. Para as amostras torradas no laboratério, o coeficiente de correlacdo calculado foi
-0,95, com p<0,05. Portanto, pode-se observar auséncia de correlacdo destas variaveis
para as amostras comercias, enquanto que para as amostras torradas em condicOes
laboratoriais esta correlagdo foi inversa, inferindo-se que, quanto maior o grau de
torracdo (que gera valores menores de L*), maior € a capacidade redutora das amostras.

ApOs agrupar as amostras comerciais por 4 marcas especificas, em duas delas (4
e 5) péde-se constatar correlacdo entre os valores de L* e CR, enquanto em outras nao
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se observou tal tendéncia (Tabela 15). Para o grupo 1, o qual ndo apresentou correlacao,
o fabricante pontuou que todas as amostras avaliadas sofreram torragdo média. Para o
grupo 2, o fabricante ndo forneceu tal informacdo. Para o grupo amostral 3, o grau de
torracdo segundo o fabricante, para as denominacdes distintas, foi médio, forte e

acentuado. Ja para o grupo amostral 4: classica, escura, muito escura e média.

Tabela 15 — Coeficientes de correlagdo (r) calculados para diferentes grupos amostrais,

representados por diferentes marcas de cafés comerciais

Marca R p
1 -0,46 0,08
2 0,14 0,67
3 0,65 0,02
4 0,90 0,0001

SUMMA et al. (2007) encontraram correlacdo positiva (r=0,9856) entre o0s
valores de L e capacidade sequestrante de radicais pela ressonancia eletro magnética,
uma medida de atividade antioxidante, enquanto no presente estudo esta correlagéo foi
negativa. Outros autores corroboram com os achados de SUMMA et al. (2007) e DEL
CASTILLO, AMES & GORDON (2002) observaram que a atividade antioxidante foi
mais elevada em cafés de baixo e médio grau de torracdo quando comparados ao café de
grau de torracdo elevado, a partir do método ABTS. BORRELLI et al. (2002)
encontraram reducdo da capacidade das melanoidinas em sequestrar radicais, a partir do
método ABTS, com o aumento do grau de torracdo. Nos estudos acima, os métodos
utilizados séo baseados no sequestro de radicais (HUANG, BOXIN & PRIOR, 2005),
assim como o método utilizado no presente estudo, entretanto os resultados encontrados
sdo contraditorios. Tal contradicdo pode ser explicada pela utilizacdo de métodos e
condicdes diferentes para a analise da capacidade antioxidante.

O método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, utilizado no presente estudo, é
capaz de avaliar compostos redutores diversos e ndo somente os compostos fendlicos.
Durante o processo de torrefacdo, estes compostos podem ser degradados e/ou
condensados a outras estruturas, como proteinas e agucares, formando produtos de
degradacdo e/ou melanoidinas e compostos heterociclicos, que também possuem
capacidade redutora (DAGLIA et al., 2000; ITO et al., 2005; ARAUJO, 2007). Além
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disso, ao longo da torrefacdo, ocorre a incorporacdo de &cidos clorogénicos nas
moléculas de melanoidinas, o0 que se intensifica com o aumento do grau de torrefacdo
(PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2006). Esta incorporagdo pode gerar
compostos também com caracteristica redutora, visto a estrutura dos acidos
clorogénicos. Com isso, ao longo da torrefacdo, mais compostos redutores sdo
formados, o que gera um efeito somatério na capacidade redutora final, quando
comparada aquela avaliada na amostra menos torrada.

Diversos estudos gque avaliaram a capacidade antioxidante da bebida de café com
diferentes graus de torracdo, a partir da determinacdo do contetdo de compostos
fendlicos, apresentam resultados controversos. Alguns deles encontraram um aumento
da capacidade antioxidante da bebida com uma torragcdo de grau médio em comparagao
a menor grau, e uma reducdo da capacidade antioxidante com a elevacdo do grau de
torracdo (NICOLI et al., 1997; STEINHART, LUGER & PIOST et al., 2002; DEL
CASTILLO, AMES & GORDON, 2002; da SILVEIRA-DUARTE et al., 2005);
CAMMERER & KROH, 2006). Outros ja relataram uma reducdo da capacidade
antioxidante em grau de torracdo leve e um aumento em café com grau de torracdo
elevado (DAGLIA et al., 2000; ANESE & NICOLI, 2003; WEN et al., 2005). Assim
como alguns autores encontraram um aumento da capacidade antioxidante com o
aumento do grau de torracdo (ANESE et al., 2000; SANCHEZ-GONZALES,
JIMENEZ-ESCRIG & SAURA-CALIXTO, 2005) e outros uma reducdo da capacidade
antioxidante com o aumento do grau de torracdo (RICHELLE, TAVAZZI & OFFORD,
2001; BAGGENSTOSS et al., 2008; SOMPORN et al., 2011). Desta forma, os
resultados obtidos no presente estudo esta de acordo com alguns autores, enquanto
contradiz o resultado de outros autores.

SOMPORN et al. (2011) reportaram uma reducdo do conteudo de fendlicos
totais, medido pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, com o aumento do
grau de torracdo. Além disso, os autores encontraram correlacdo entre os valores de
luminosidade, obtidos pela analise colorimétrica, e o grau de torracdo, similar ao
presente estudo. O aumento do grau de torragdo levou ao declinio dos valores de L*.
Pode-se constatar, portanto, que o declinio dos valores de L* foi acompanhado pelo
aumento do contetdo de fenolicos totais medido, o que difere-se a situagdo encontrada
no presente estudo, onde a reducdo de L* correlacionou-se com a reducdo da capacidade

redutora. Isto pode ser explicado pelo fato de o solvente utilizado por SOMPORN et al.
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(2011), para a extracdo dos compostos fendlicos, ter sido metanol a 40%. Pode-se
inferir que este percentual de metanol acrescido & agua levou a extragdo mais seletiva de
determinados compostos fendlicos, enquanto no presente estudo, a utilizagdo da &gua
como solvente pode ter levado a extracdo de diversos compostos redutores, que foram
analisados pelo método espectrofotométrico.

Esta convergéncia de valores deve-se, provavelmente, a diferencas dos cafés
analisados em cada estudo, assim como as condi¢des de torracdo abordadas e também
pelo uso de diferentes condicfes analiticas, corroborando com PERRONE, FARAH &
DONANGELO (2012). Além disso, o0 processo térmico da torracdo pode aumentar a
ocorréncia de compostos antioxidantes ou induzir a formacdo de novos compostos com
propriedades antioxidantes, que aumentam ou mantém a capacidade antioxidante final
(TOMAINO et al., 2005). Portanto, a degradacdo de compostos fenolicos pelo processo
térmico pode resultar na liberacdo de compostos antioxidantes que tém propriedades
quimicas e bioldgicas diferentes (TSAI et al., 2002). Dessa forma, diferentes técnicas
analiticas medem diferentes compostos antioxidantes, gerando resultados divergentes na

literatura.

5.6 Sondagem da regido do espectro obtido pela andlise no infravermelho
correlacionada com os resultados espectrofotométricos

A figura 19 representa os espectros médios, resultantes de 5 espectros, gerados
pela analise no infravermelho, submetidos ao corte (3080-680cm™) e normalizacéo por
altura. Nas figuras 20 e 21 estdo ilustrados os espectros médios submetidos aos cortes
1800-1640cm™ e 2300-1800cm™ normalizados pela altura, respectivamente. Pode-se
observar que 0s espectros nestas Ultimas faixas apresentaram mais discriminacao entre
as amostras (Figuras 20 e 21), devido a diferenca entre as absorbancias de cada uma

delas, refletindo em diferencas na area sob a curva.
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Figura 19 — Espectros médios (3080-680cm™) de café 100% arabica de torragdo clara,

média e escura (42, 43 e 44, respectivamente), submetidos a normalizacao por altura.
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Figura 20 — Espectros médios (1800-1640cm™) de café 100% arabica de torracéo clara,
média e escura (42, 43 e 44, respectivamente).
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altura.

A capacidade redutora, analisada pelo método espectrofotométrico Folin-
Ciocalteu, das amostras 42, 43 e 44 foram, respectivamente, 225,74; 230,69; 270,56 mg
eq de acido galico. Considerando estes valores, as amostras podem ser colocadas em
ordem decrescente de capacidade redutora: 44 > 43 > 42, sendo que a amostra 44 diferiu
das demais e as amostras 42 e 43 ndo foram diferentes entre si (p<0,05).

Considerando os espectros obtidos, a amostra 44 posiciona-se, em todas as
faixas em questdo, acima das demais, devido a sua maior absorbancia. Ja as amostras 42
e 43 apresentam-se mais abaixo, sem muita diferenca da intensidade de absorbancia.
Relembrando, a amostra 44 apresentou valores maiores de capacidade redutora, e as
amostras 42 e 43 ndo se diferiram (p<0,05). Desta forma, observa-se que a absorbancia
de cada amostra representada nos espectros médios seguiu 0 mesmo padrdo decrescente
de capacidade redutora do que o padrdo apresentado pelos valores resultantes da leitura
espectrofotométrica, onde a amostra 44 apresentou 0s maiores valores, seguida das
amostras 42 e 43, ndo diferentes entre si (p<0,05).

De acordo com LYMAN et al. (2003), que avaliaram o efeito da torracdo sobre a
analise FTIR na bebida de café, o espectro referente as amostras mais torradas
apresentou maior absorbancia que as amostras submetidas a torracéo leve e media, sem

discriminagdo aparente entre estas duas ultimas. A mesma tendéncia é observada nos
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espectros médios do presente estudo, nesta mesma regido (Figura 20), onde a amostra
submetida & torracdo escura (44) apresentou maior absorbancia que as demais,
submetidas a torracdo leve e média (42 e 43).

A regido analisada por LYMAN et al. (2003) foi entre 1800-1680 cm™. Segundo
0s autores, esta banda indica presenca de compostos carbonilicos como lactonas,
ésteres, aldeidos, cetonas e compostos &cidos. Dentre estes compostos, sabe-se que as
lactonas e alguns compostos &cidos presentes na bebida de café sdo capazes de reagirem
com o reagente Folin-Ciocalteu. Os valores de capacidade redutora foram obtidos a
partir da analise de cor avaliada ap0s a reacdo da amostra com este reagente. Portanto,
pode-se explicar a tendéncia encontrada entre os valores de capacidade redutora e a
discriminagdo apresentada nos espectros obtidos a partir da analise das diferentes
bebidas de café obtidas pelas amostras 42, 43 e 44.

Corroborando com a tendéncia de valores observada por LYMAN et al. (2003),
WANG & LIM (2012) também encontraram maior absorbancia em amostras de café
torradas em graus superiores em algumas bandas do espectro do infravermelho.
Entretanto, nas bandas 1725-1705 cm™, 1714-1705 cm™ e 1700-1680 cm™, estes autores
observaram uma reducdo da absorbancia da torracdo media comparada a clara. No
presente estudo uma tendéncia semelhante foi observada na faixa entre 1749 e 1645 cm’
1.

Ao observar a faixa entre 2300-1800cm™, esta apresentou tendéncia semelhante
na discriminacdo das amostras, sendo a amostra 44 localizada acima das demais (42 e
43), devido a maior absorbancia, com menor discriminacdo entre estas duas Ultimas
(Figuras 21). Esta banda est4 associada a presenca dos &cidos orgénicos, incluindo os
acidos clorogénicos. Segundo RIBEIRO, FERREIRA & SALVA (2011), entre 2082-
1988 cm™ apresenta-se combinagdo de bandas obtidas por ligagdes C=0O e O-H,
inferindo a presenca de &cidos clorogénicos. No presente estudo, nota-se uma
discriminacdo entre as amostras nesta faixa, podendo predizer possivel diferenca na
concentracdo dos &cidos clorogénicos, considerando diferencas aparentes na area sob a
curva. Corroborando com esta afirmativa, os valores de capacidade redutora obtidos
pelo método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, apresentam mesma tendéncia obtida
nos espectros correspondentes as diferentes amostras. Vale ressaltar que os acidos
clorogénicos também sdo caracterizados por terem poder redutor, sendo incluidos,
portanto, no conteddo de compostos redutores avaliados pelo método

85



espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, representado pela capacidade redutora das
amostras. Provavelmente, a tendéncia de valores entre os meétodos, nesta faixa
especifica, da-se, portanto, pela presenca de acidos clorogénicos.

Em contraposicao a tendéncia encontrada para as amostras de café 100% arabica
torradas em condigdes especificas, as amostras de cafés comerciais ndo apresentaram
nenhuma tendéncia de resultados dos espectros no infravermelho, quando comparados
aos valores de capacidade redutora (Apéndices I, 11 e I1). Esta falta de correlagdo pode
ser explicada pelo fato de as amostras de cafés comerciais constituirem-se de blends de
diferentes espécies de cafés, originarias de diferentes regides, além de serem torradas
em condi¢cBes ndo conhecidas. Portanto, as observacGes deste estudo em relacdo a
correlacdo qualitativa encontrada entre os espectros no infravermelho e as anélises
espectrofotométricas baseiam-se nas andlises dos cafés 100% aradbica torradas sob

condicdes especificas em laboratorio.
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6 Conclusoes

Ainda ndo se encontraram na literatura cientifica estudos espectrofotométricos
para analise de café que abordassem todos os parametros de validacdo como 0s
estudados no presente estudo (linearidade, efeito de matriz, precisdo, recuperacao,
interferentes) o que torna este estudo relevante do ponto de vista metodoldgico. As
etapas de otimizacdo e validacdo do método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu
permitiu a obtencdo de resultados mais fidedignos, facilitando as analises das amostras
de café avaliadas e garantindo maior seguranca na analise e discussdo dos resultados
obtidos. Em adicdo, otimizar a extracdo de compostos do café é de grande importancia
para a producdo de alimentos funcionais, visto que estes compostos antioxidantes
extraidos podem ser adicionados a produtos industrializados, estendendo a vida de
prateleira, assim como elevando a concentracdo de compostos antioxidantes em
produtos diversos.

A partir da anélise das bebidas de café preparadas, pode-se constatar a grande
variabilidade de compostos redutores presentes em diferentes amostras de café
comercializadas em Belo Horizonte - MG, devido a possiveis influéncias na
composicdo dos blends, diferentes técnicas de torracdo praticadas em beneficiadoras e
até mesmo devido a possivel utilizacdo de grdos de cafés defeituosos na obtencdo dos
cafés comerciais. Esta variabilidade também foi encontrada por outros estudos,
confirmando a gama de produtos que podem ser encontrados no mercado, com
diferencas nas caracteristicas funcionais. Com isso, torna-se dificil orientar o
consumidor no ato da compra, pois a selecdo de um café com perfil antioxidante maior
ndo é possivel, visto que em uma mesma marca de café comercial obtém-se produtos
com diferente perfil de acdo antioxidante.

A técnica de preparo tambem influenciou a capacidade redutora das bebidas,
visto que diferentes formas de preparo resultaram em diferentes valores, sendo a
decocgdo a mais eficiente. Esta informacgdo pode ser valiosa aos consumidores, que
podem optar por técnicas de preparo domésticas que resultam em uma bebida de café
com melhor teor de compostos antioxidantes.

A partir da sondagem realizada pela analise de algumas amostras no

infravermelho, foi evidenciada uma possivel tendéncia entre os valores de capacidade
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redutora obtidos pelo método espectrofométrico e os espectros médios gerados pela
anélise no infravermelho por ATR. Esta tendéncia encontrada pode ser um ponto de
partida para mais analises, incluindo mais amostras, o que possibilita analises
quantitativas deste tipo de correlacdo a partir de analises estatisticas e também a
identificacdo de compostos especificos de acordo com os espectros obtidos. Nao foi
encontrado qualquer estudo que avaliasse a existéncia de correlagdo entre o método
espectrofotométrico e infravermelho para o café, sendo, portanto, consideravel estudar

tal correlacdo.
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7 Perspectivas

Considerando as diferentes interfaces avaliadas no presente estudo, cita-se
perspectivas de novos estudos em &reas diversas no contexto da anélise de alimentos. O
estudo do café tem sido abordado por diversos autores na literatura, com falhas na
padronizacdo de métodos de analise de compostos diversos, destacando-se aqueles com
perfil antioxidante.

O presente estudo traz uma inovacao para a literatura no &mbito da validacéo de
métodos e instiga os demais pesquisadores a manterem esta linha analitica mais segura e
fidedigna, pelo fato de que o estudo de parametros de validacdo garante a fidedignidade
dos resultados obtidos por um determinado método sob condicGes analiticas especificas.
Esta prética deve ser incentivada no contexto das anélises de alimentos, permitindo uma
maior padronizacdo de métodos na literatura, facilitando a comparagdo de estudos
realizados por pesquisadores diversos.

A grande variabilidade de resultados encontrados da capacidade redutora de
amostras comerciais de café no presente estudo ressalta a necessidade de se estudar uma
amostragem maior para constatar esta diversidade de produtos comercializados em
regides diferentes.

Além disso, faz-se necessario conhecer o modo de preparo praticado por
consumidores em regides distintas, visto que diferentes formas de preparo resultaram
em bebidas de café com teores de capacidade redutora distintos, no presente estudo.
Conhecer este habito do consumidor sera de grande valia para a comunidade cientifica,
no intuito de informar os leigos e orienta-los em relacdo a influéncia destas formas de
preparo da bebida de café na propria saude deles.

Por fim, ainda sob a perspectiva analitica, o presente estudo instiga o
desenvolvimento de mais estudos que abordem a comparacgdo entre diferentes métodos
que avaliem a capacidade antioxidante do café, destacando o espectrofotométrico, com
métodos analiticos mais simples, rapidos e sofisticados, como a espectroscopia no
infravermelho. O presente estudo indica algumas faixas nas quais encontrou-se uma
tendéncia entre os resultados encontrados pelo método espectrofotométrico Folin-
Ciocalteu e os espectros gerados pelo infravermelho, sendo um ponto de partida para

demais estudos.
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8 Apéndices

Apéndice | - Espectros médios (3080-680cm™) dos cafés comerciais, submetidos a

normalizag&o por altura.
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Apéndice Il - Espectros médios dos cafés comerciais, submetidos a corte (2300-

1800cm™) e normalizacéo por altura
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Apéndice Il - Espectros médios d dos cafés comerciais, submetidos a corte (1800-

1640cm™) e normalizacéo por altura
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