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RESUMO

O perfil e os teores de aminas bioativas livres em café soluvel, bem como a
influéncia das etapas do processamento nos teores das aminas livres e conjugadas
foram investigados. A metodologia para analise de aminas livres e conjugadas em café
foi otimizada e o método CLAE-par ibnico com derivacdao pos-coluna com OPA e
deteccao fluorimétrica para analise de aminas bioativas livres foi validado. Amostras
de café soluvel regular, descafeinado e organico comercializadas em Belo Horizonte,
MG foram analisadas em relacao ao perfil € aos teores de aminas bioativas livres, pH e
caracteristicas de cor. Amostras de café foram coletadas em quatro etapas durante a
producdo do café soluvel. Foram pesquisadas dez aminas (putrescina, cadaverina,
tiramina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina, feniletilamina e
triptamina). Dentre as dez aminas pesquisadas foram encontradas a putrescina,
cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina e
feniletilamina. O teor total de aminas presente no café soluvel coletado no mercado
variou de 0,28 a 2,76 mg/100 g. Os teores de tiramina e cadaverina foram
significativamente diferentes (p < 0,05) entre os trés tipos de café soluvel analisados.
Para um melhor rendimento na extragdo de aminas livres do gréo cru, o procedimento
deve ser conduzido com 4&cido tricloroacético (TCA) 5% (m/v) em trés extracdes
sucessivas. A hidrolise das aminas conjugadas para liberagdo da sua forma livre deve
ser executada com HCI 9 mol/L a 110 °C por 18 horas. Foi observado influéncia das
etapas do processamento do café soluvel no perfil e teores das aminas livres e
conjugadas. A torrefacdo diminuiu os teores das aminas, sendo que a putrescina,
tiramina, espermidina, espermina e triptamina ndo foram detectadas no café torrado e a
serotonina teve seus teores reduzidos. Observou-se a formagao da agmatina durante a
torrefacdo. Os teores totais das aminas aumentaram com a concentracdo do extrato do
café. As aminas conjugadas acido soluveis foram detectadas no café cru e em
pequenas concentracdes no café torrado. As aminas conjugadas acido insoluveis foram

detectadas apenas no café cru.

Palavras-chave: café, café soluvel; café descafeinado; café organico; aminas bioativas

livres; aminas conjugadas, processamento.
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ABSTRACT

Free and conjugated bioactive amines in instant coffee: the methodology of
analysis and the influence of processing - The profile and levels of free bioactive
amines in instant coffee, as well as the influence of the processing on the levels of free
and conjugated amines, were investigates. The method for analysis of free and
conjugated amines in coffee beans was optimized, and the post-column derivatization
and fluorimetric detection for the analysis of free bioactive amines by ion pair HPLC was
validated. The profile and levels of the free bioactive amines, pH and color
characteristics of regular, decaffeinated and regular organic coffee samples
commercialized in Belo Horizonte, MG, were analyzed. Ten amines (putrescine,
cadaverine, tyramine, histamine, serotonin, agmatine, spermidine, spermine,
phenylethylamine and tryptamine) were determined. The total levels of amines in
instant coffee ranged from 0.28 to 2.76 mg/100 g. Of the ten amines, putrescine,
cadaverine, tyramine, histamine, serotonin, agmatine, spermidine, spermine and
phenilethilamine were detected. The tyramine and cadaverine levels were significantly
different (p < 0.05) among the three types of instant coffee analyzed. The use of 5%
(m/v) trichloroacetic acid with three successive extractions was the best procedure for
extraction of free bioactive amines. The hydrolysis of the conjugated amines for the
liberation of the free form should be executed with 9 mol/L HCI at 110 °C for 18 hours.
The processing method influenced the profile and the levels of free and conjugated
bioactive amines in instant coffee. Roasting decreased the levels of amines so that
putrescine, tyramine, spermidine, spermine and tryptamine were not detected in roasted
coffee. The serotonin levels were reduced during the roasting of the coffee. Agmatine
formation was observed in the roasted coffee. The total levels of amines increased in
the process of concentrating the coffee extract. The acid-soluble conjugated amines
were detected in green coffee, and low levels were found in roasted coffee. The acid-
insoluble conjugated amines were only detected in green coffee.

Key Words: instant coffee, decaffeinated coffee, organic coffee, free bioactive amines,
conjugated bioactive amines.
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INTRODUCAO

O mercado de café soluvel no Brasil tem se desenvolvido muito nos ultimos
anos. Em 2002 o Brasil produziu cerca de 70 mil toneladas de café soluvel, das quais
86% foram destinadas ao mercado externo, sendo o maior exportador mundial de café
soluvel, com uma participacdo de 48% no mercado internacional, seguido pela
Colémbia (11%); Equador (8%) e Malasia (7,5%). O Brasil é também o segundo maior
produtor mundial de café sollvel, responsavel por 20% da producao total, precedido
pelos Estados Unidos, com 30% (BNDES, 2003). Segundo a Associacao Brasileira das
Industrias de Café Soluvel (ABICS) em 2007 a industria brasileira de café sollvel
exportou um volume de 75,4 mil toneladas, com uma receita de US$ 434, 460 milhdes.
Em comparagdo com o ano anterior houve um aumento de 4,3% no volume e um
incremento de 17,7 % no valor, efeito da forte elevacdo dos precos unitarios do
produto, em face da demanda aquecida no exterior e no consumo interno, que
passaram de US$ 5.634/ton em 2006 para US$ 6.360/ton em 2007, um aumento de
12,9% (ABICS, 2008).

No processo de produgdo do café soluvel os grédos sao torrados, moidos e
submetidos a extragdo sob pressado em altas temperaturas (180 °C). O extrato é entao
desidratado em vaporizadores ou liofilizadores originando o café soluvel em pd ou
granulado. A composicao final do café soluvel dependera, além das condicoes do
processamento, das espécies e variedades de café utilizadas nos blends (NOGUEIRA
& TRUGO, 2003).

Dentre os diversos tipos de substancias biologicamente ativas presentes no café
estdo as aminas bioativas. As aminas s&o compostos organicos que podem estar
naturalmente presentes nos alimentos ou ser formadas pela atividade enzimdtica da
microbiota acompanhante, sendo classificadas como poliaminas e aminas biogénicas.
As poliaminas espermidina e espermina estdo amplamente distribuidas na natureza,
em elevadas concentragdes nas células e tem seu conteldo aumentado em tecidos
com altas taxas de crescimento (GLORIA, 2005).

As aminas bioativas participam de importantes processos fisiolégicos no homem,
animais e plantas: aceleram o processo metabdlico ou a conversdo enzimatica; atuam
como reserva de nitrogénio, como horménios ou fatores de crescimento e sao

biomoduladoras (GLORIA, 2005). Algumas aminas desempenham papel de
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neurotransmissores e de precursores de horménios (NAGATSU, 1991). As poliaminas
vém sendo reportadas como importantes agentes antioxidantes presentes nos
alimentos (SILLA-SANTOS, 1996). Nos vegetais, além das fun¢des acima citadas, as
poliaminas participam da floragao e desenvolvimento do fruto, da resposta ao estresse
e inibem a produgao de etileno e a senescéncia (FLORES et al., 1989; GLORIA, 2003).
A presenca das aminas biogénicas histamina e serotonina em vegetais confere
protecdo ao tecido vegetal contra insetos e predadores (GLORIA, 2003).

O perfil e os teores de aminas bioativas em um determinado produto alimenticio
irdo depender da espécie vegetal, das condi¢cdes de cultivo, do processamento e ainda
das condi¢cbes higiénico-sanitarias durante o processamento e armazenamento.
Alguns autores tém sugerido a utilizagdo das aminas como parametro de qualidade,
refletindo a ma qualidade das matérias-primas utilizadas ou as condi¢des higiénicas
durante o processo de fabricagdo (DONHAUSER, 1993; LIMA & GLORIA, 1999).

As aminas podem estar presentes nas plantas na forma livre ou conjugada. A
conjugagao consiste em uma ligacdo covalente entre o grupo amina e o grupo
carboxilico dos acidos hidroxicinamicos, sendo o derivado desta reacdo denominado
amidas de acido hidroxicindmicos (HACCs) (FONTANIELLA et al., 2001; 2003). As
aminas conjugadas tém sido associadas a processos de crescimento e
desenvolvimento das plantas € a mecanismo de defesa contra patégenos (WALTERS,
2003). Alguns estudos tém reportado as HACCs como importante classe de
compostos antioxidantes, agentes quimioterdpicos e agentes anticolesterolémicos
(SON & LEWIS, 2002; CHOI et al, 2007).

Os relatos sobre a presenca de aminas bioativas em café sdo poucos. AMORIM
et al. (1977) e CIRILO et al. (2003) detectaram as aminas putrescina, espermidina e
espermina em amostras de café verde, sendo que CIRILO et al. (2003) também
detectaram serotonina (0,60 mg/100 g). CASAL et al. (2004) detectaram além das
aminas ja citadas a cadaverina e a tiramina. OLIVEIRA et al. (2005) encontraram a
histamina e triptamina em amostras de café classificados como Rio que sao
considerados de baixa qualidade. Alguns autores também avaliaram aminas em café
torrado e verificaram que a torrefacdo alterou o perfil e os teores de algumas aminas
(AMORIM et al., 1977; CIRILO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005).

Apesar da grande importdncia do produto café para o Brasil e do vasto
conhecimento cientifico sobre o mesmo, até o presente momento os relatos na

literatura sobre o perfil e teores de aminas bioativas no café soluvel limitam-se aos
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estudos realizados durante a execucdo deste trabalho. Os estudos realizados até
entdo, concentraram-se no café em graos, cru e torrado. Diante da importancia que o
café soluvel vem assumindo na economia brasileira, a execug¢ao de trabalhos sobre
presenca de aminas bioativas livres e conjugadas em café sollUvel apresentara uma
contribuicdo valiosa para a elaboracao de um produto diferenciado, melhorando a sua
competitividade no mercado mundial.

No presente trabalho, foram determinados o perfil e os teores de aminas livres e
conjugadas no café soluvel. Considerando que as aminas bioativas podem estar
presentes nos alimentos sob a forma livre ou conjugada e que as aminas conjugadas
sdo analisadas em sua forma livre, a etapa de exitragdo das aminas do café foi
otimizada e a metodologia de analise de aminas bioativas por CLAE - par i6nico foi
validada. Foi otimizada também a etapa de hidrélise das aminas conjugadas para que
as mesmas fossem posteriormente analisadas sob a forma livre. A influéncia das
etapas do processamento no perfil e teores das aminas livres e conjugadas no café
soluvel foi investigada em quatro diferentes pontos da linha de produgado, sendo as
amostras analisadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas e de cor e perfil e teores
de aminas bioativas livres e conjugadas.
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REVISAO DA LITERATURA

1 CAFE SOLUVEL

Café soluvel é o produto resultante da desidratacdo do extrato aquoso obtido
exclusivamente do café torrado, através de meétodos fisicos, utilizando agua como
Unico agente extrator (BRASIL, 2005). O café soluvel foi desenvolvido em 1901 pela
empresa Japanese American Chemist de Chicago. Em 1906 o quimico americano
George Constant Washington, que morava na Guatemala, observou um pé fino no bico
de sua chaleira de café, que parecia a condensacao do vapor do café. ApoOs alguns
experimentos produziu a primeira massa de café soluvel, que foi denominada de “Red
Coffee” (JAVACAFE, 2005).

A crise econdmico-financeira dos ultimos anos da década de 20 refletiu-se no
Brasil na producao e comercializagdo de seu principal produto: o café. Para dar
aproveitamento a produgdo excedente, o governo brasileiro encomendou a Nestlé em
1930 uma pesquisa que acabou conduzindo a tecnologia do café soluvel. O Nescafé
foi langado na Europa, nos EUA e na Argentina, em 1938. No Brasil, devido a forte
pressao contraria dos produtores de café torrado e moido, s6 foi fabricado a partir de
1953 (RIC, 2005).

1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA

De acordo com a Associacao Brasileira da Industria de Café Soluvel (ABICS), o
Brasil produziu em 2002 cerca de 70 mil toneladas/ano de café soluvel, das quais 86%
sdo destinadas ao mercado externo. As exportagcdes brasileiras totalizaram 56.431
toneladas, gerando uma receita de US$ 167 milhdes (Figura 1). Os principais destinos
foram os paises da Unido Européia, com 18% do total exportado; Russia, com 15%;
Ucrania, com 15%; Estados Unidos, com 15%; e Japéo, com 10%. O Brasil é o maior
exportador de café solivel do mundo, com uma participacdo de 48% no mercado
internacional, seguido pela Colémbia (11%); Equador (8%) e Malasia (7,5%). E o
segundo maior produtor mundial de café sollvel, responsavel por 20% da produgao
total, precedido pelos Estados Unidos, com 30% (BNDES, 2003).
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Figura 1 — Exportagdes brasileiras de café soluvel em toneladas no periodo de 1994 a
2007.

A exportagdo de café soluvel em 2004 alcangou recorde de 73,5 mil toneladas
(cerca de 3,2 milhdes de sacas) (Figura 1), com crescimento de 11,8% sobre o ano
anterior (65,7 mil toneladas). Em termos de receita, houve aumento de 27,7%, de US$
225,5 milhdes para US$ 287,9 milhdes. Segundo a ABICS, este fato ocorreu devido ao
bom desempenho das exportagdes para a Russia, com aumento de cerca de 74%
sobre 2003, passando de 8,3 mil para 14,4 mil toneladas. Do total exportado em 2004,
1,6 milhdes de sacas foram embarcadas sob a forma de produto com maior valor
agregado. De acordo com dados fornecidos pelo CECAFE (2006), o volume das
exportacdes de café soluvel em 2005 cresceu 4%, totalizando 77 mil toneladas (cerca
de 3,3 milhdes de sacas) de café sollivel. A receita cambial alcangou US$ 331,1
milhdes (alta de 15%) e o preco médio de exportacdo subiu 10,6%, de US$ 3.918 em
2004 para US$ 4.334 em 2005.

Ja em 2006 houve uma queda na exportacdo brasileira de café soluvel. O
volume estimado em toneladas para o referido ano era de 85.811 sendo o realizado de
72.300 toneladas (ABICS, 2007). Uma das causas para a diminuicao do volume das
exportagdes em 2006 foi a discriminacao tarifaria exercida pela Unido Européia sobre o
café soluvel proveniente do Brasil, taxado em 9% enquanto se isentava o produto
originario da América Latina (Colémbia) e Africa (MALTA, 2007).
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Em 2007 a industria brasileira de café solluvel exportou um volume de 75,4 mil
toneladas, com uma receita de US$ 434.460 milhdes. Em comparagcdo com o ano
anterior houve um aumento de 4,3% no volume e um incremento de 17,7 %. Isso se
deve a forte elevacao dos precos unitarios do produto, em face da demanda aquecida
no exterior e no consumo interno, que passaram de US$ 5.634/ton em 2006 para US$
6.360/ton em 2007, um aumento de 12,9% (ABICS, 2008). De acordo com MALTA
(2008) a forte procura pelo café soluvel no mundo demonstra maior inclinagédo pelo
consumo de um produto natural, de facil e rapido preparo, que atenda melhor ao
usuario de terceira idade e a mulher que trabalha fora, segmentos populacionais que
estdo em crescimento. Adicionado a essa tendéncia, nota-se o aumento de consumo
da mistura do café solavel com leite na populagéo jovem, o que tem contribuido para o
espantoso crescimento do consumo em paises que ainda ndo sdo consumidores
tradicionais de café. Estimou-se um aumento no consumo de café soluvel no mundo,
em 2007, da ordem de 5%, indice bem maior do que o de consumo do café torrado e
moido, forma tradicional de consumo de café, que cresce em média cerca de 1,5% ao
ano no mundo.

As estimativas para 2008 apontam uma redugdo no volume exportado pelo
Brasil de 5,2%, passando-se de 75.704 toneladas para 71.500. Porém os precos de
venda deverao sofrer uma elevacao pelo efeito de uma oferta apertada em relagao a
demanda, passando de US$ 6.345/ton, verificado em 2007, para US$ 6 800/ton. em
2008, um incremento de 7,2%. Em decorréncia desse aumento dos precos a receita de
2008 experimentara um ligeiro aumento em relagdo a 2007, passando de US$ 480.311
mil em 2007 para US$ 486.200 mil em 2008 (ABICS, 2008). Mas, de acordo com
MALTA (2008) este incremento nos precos, confrontado com um volume exportado
inferior ao ano anterior, ndo sera suficiente para permitir um aumento significativo na

receita.

1.2 CLASSIFICACAO

O café soluvel é assim designado podendo ser seguido da classificacdo e/ou
espécie que lhe deu origem. Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 1999), o café

soluvel poderia ser classificado de acordo com o processo de desidratacao e forma de
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apresentacdao como café soluvel em po, café soluvel granulado ou aglomerado e café
soluvel liofilizado ou freeze-dried.

O café soluvel em p6 ou spray dried € o produto obtido por processo no qual o
extrato de café, no estado liquido, é pulverizado em atmosfera aquecida, para através
da evaporacdo da agua, formar particulas secas. O café soluvel granulado ou
aglomerado é o produto obtido por processamento, no qual as particulas de café
soluvel spray dried sdo fundidas para formar particulas maiores (granulos). E o café
soluvel liofilizado ou freeze-dried é o produto obtido por processamento no qual o café,
no estado liquido, é congelado e a agua é removida por sublimacao, formando
particulas secas de formas irregulares (VARNAM & SUTHERLAND, 1994).

Em 2005 a ANVISA publicou a Resolugdo N¢ 277, de 22 de setembro que
revogou a Portaria n® 130, de 19 de fevereiro de 1999 (BRASIL, 2005). Na RDC n® 277
de 2005, néo consta a classificagdo do café soluvel, apenas define que a designacao
do café soluvel pode vir acompanhada das expressfes relativas ao processo de
obtengdo do mesmo.

1.3 PROCESSAMENTO

O processamento do café sollUvel envolve as etapas de selecdo dos graos,
mistura, torracdo, moagem, extragdo, concentracdo, secagem por aspersao ou
liofilizac&o, aglomeracgéo e envasamento (Figura 2) (SMITH, 1989; CLARKE, 2001).

As etapas do processamento do café solluvel estao descritas a seqguir:

i. selecao e mistura — etapa na qual os graos de café sao selecionados e combinados
adequadamente, para a elaboragédo da bebida na qualidade exigida para cada padréo.

A composig¢ao dos blends pode variar em fungdo da espécie do café utilizado
nesta etapa de selecdo. No Brasil sdo cultivados o Coffea arabica e o Coffea
canephora Pierre (conhecida como Robusta), assim as duas espécies podem fazer
parte da composi¢cdo dos blends. De acordo com MORGANO et al. (2002), na
fabricacdo do café soluvel utiliza-se um maior percentual de café robusta, visto que a
taxa de extracdo de sélidos no processo de fabricacdo deste tipo de bebida, e portanto
o teor de solidos soluveis € superior aquela obtida com utilizagdo do café arabica.
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Figura 2 — Fluxograma da producé&o de café soluvel. Fonte: SMITH (1989).

ii. torracao — etapa na qual se iniciam importantes transformagdes quimicas. Ocorre
perda de matéria seca do grao de café na forma de CO, gasoso e outros produtos
volateis da pirdlise. Muitos dos compostos formados durante a pirélise sdo importantes
para determinar o aroma do café (VARNAM & SUTHERLAND, 1994). A cor dos gréos
varia de acordo com o grau de torrefacdo do café. A primeira etapa do processo
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consiste na eliminagdo da umidade, sendo que a torragdo comega quando a
temperatura do grdo de café alcanca 180 a 230° C (CLARKE, 1989). O tempo de
duragdo da torragdo pode variar de 5 a 30 minutos, o que vai depender do nivel de
torracdo desejado, das caracteristicas fisicas da matéria-prima, tipo e controle dos
torrefadores (VARNAM & SUTHERLAND, 1994);

iii. moagem — etapa necessaria para permitir uma rapida extracao dos solidos sollveis
na etapa de extracdo. Para moer os grdos de café torrados empregam-se moinhos,
sendo o mais utilizado o de rodas multiplos. Este equipamento consiste de um grupo
de 2 ou 4 pares de rolos por onde os graos de café vao passando e reduzindo de
tamanho progressivamente (VARNAM & SUTHERLAND, 1994);

iv. extracao — constitui em um processo fisico que consiste na transferéncia de massa
dos compostos que podem difundir-se da fase sdlida para a liquida. No processo de
extragdo industrial utiliza-se uma bateria de percoladores em coluna nos quais 0s
sOlidos soluveis sdo extraidos do café moido com &gua a temperatura de 180 °C
(CLARKE, 2001);

v. concentracao — durante a concentragdo o extrato de café é desidratado mediante
evaporagao térmica, mas também pode ser usada a concentragdo por congelamento.
Um problema importante que afeta todos os sistemas de evaporacéo térmica é a perda
de substancias volateis que pode afetar o aroma e o sabor do café soluvel. Este
problema pode ser solucionado extraindo-se e recuperando-se os compostos volateis
mediante condensacao (VARNAM & SUTHERLAND, 1994);

vi. secagem por aspersao (spray-dryer) — o extrato concentrado é atomizado em
forma de goticulas no topo de uma torre de secagem ao mesmo tempo em que €
submetido a uma corrente de ar quente de aproximadamente 205 °C, provocando a
evaporagao da agua (SMITH, 1989). O produto coletado na base dessa torre é o café
soluvel em po, que pode ser transformado em café aglomerado se submetido a uma
etapa adicional de processamento;

vii. secagem por liofilizacao (freeze-dryer) — na secagem por liofilizagdo o extrato é
congelado a temperaturas inferiores a 30 °C negativos, sendo entdo triturado em
moinhos especiais e conduzido a camara de vacuo dentro de bandejas, sendo a agua
removida por sublimagéo (SMITH, 1989). O produto final é o café liofilizado;

vii. aglomeracao - consiste na fusdo das particulas do café para formar granulos.
Na aglomeracdo, as particulas do pd sdo umedecidas permitindo uma melhor

aglomeracao dos graos que em seguida serdo novamente secos (SMITH, 1989);
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ix. aromatizacao — etapa onde sao incorporados ao café aromas que possam ter sido
perdidos durante o processamento.

X. envase — etapa na qual o café soluvel em pd, granulado ou liofilizado é
acondicionado em embalagens préprias para preservar suas caracteristicas durante a

sua vida de prateleira.

1.4 COMPOSICAO

Como relatado anteriormente, o café soluvel deverd ser produzido pela
desidratacdo do extrato aquoso obtido exclusivamente do café torrado, utilizando
apenas agua como agente extrator. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) por meio da RDC n® 277, de 22 de setembro de 2005, fixou a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade do café soluvel. De acordo com a ANVISA
(BRASIL, 2005), o café soluvel devera atender aos requisitos especificos apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos de qualidade do café soluvel

Parametro Limite Permitido (g/100 g)
Umidade Maximo 5,0
Cafeina: produtos descafeinados Maximo 0,3

Fonte: Brasil (2005).

Dados sobre a composicdo do café soluvel sdo escassos. De acordo com
NOGUEIRA & TRUGO (2003), a composicao final do café solivel depende das
espécies e variedades do café utilizadas na formulacdo dos blends. As espécies
arabica e robusta apresentam diferencas em sua composicdo, deste modo, a
participagdo de cada uma dessas nos blends e as condigbes de processamento sao
determinantes da qualidade final do café soluvel.

Alguns dados sobre a composicdo do café soluvel estdo demonstrados na
Tabela 2.
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Tabela 2 — Composi¢ao quimica aproximada do café soluvel

Componentes Café soluvel em pé (g/100 g bs)
Minerais 8,8-10,0

Cafeina 2,5-5,1

Lipidios 0,2-1,6

Acidos clorogénicos totais 52-74
Oligossacarideos 0,7-5,2
Polissacarideos totais 50,0 - 65,0

Proteinas 12,6 - 21,0

Fonte: SMITH (1989); USDA (2008); bs = base seca.

Em relacdo aos teores de umidade foram relatados valores médios de 3,43%
(ALVES & BORDIN, 1998) e 3,45% (ALVES et al., 2000) para amostras de café soluvel
aglomerado e de 2,74 % (ALVES et al., 2000) para café solavel em po.

2 AMINAS BIOATIVAS LIVRES

2.1 ASPECTOS GERAIS

Aminas bioativas sdo compostos organicos nitrogenados, em que um, dois ou
trés atomos de hidrogénio da aménia foram substituidos por grupos alquila ou arila.
Sao bases organicas alifaticas, aliciclicas ou heterociclicas de baixo peso molecular
que participam de processos metabdlicos normais de animais, plantas e
microrganismos (HALASZ et al., 1994; BARDOCZ, 1995; SOUSADIAS & SMITH, 1995;
SILLA-SANTOS, 1996).

A denominagéo das aminas bioativas é funcdo dos aminoacidos precursores. A
histamina origina-se da histidina, a tiramina da tirosina e a triptamina do triptofano. A
cadaverina e a putrescina foram encontradas em produtos em fase de decomposi¢cao
ou putrefacdo. Ja a espermina e espermidina foram isoladas pela primeira vez no fluido
seminal (LIMA & GLORIA, 1999).

As aminas bioativas podem ser classificadas em fungdo do numero de
grupamentos amina, da estrutura quimica, da via biossintética e da fungcdo que
exercem (SMITH, 1980-81; BARDOCZ, 1995). Quanto ao numero de grupamentos
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amina na molécula, tém-se as monoaminas (tiramina e feniletilamina), as diaminas
(histamina, triptamina, serotonina, putrescina e agmatina) e as poliaminas
(espermidina, espermina e agmatina). Com relacdo a estrutura quimica as aminas
podem ser classificadas em alifaticas (putrescina, cadaverina, espermidina, espermina
e agmatina), aromadticas (tiramina e feniletilamina) e heterociclicas (histamina e
triptamina e serotonina) e em fungédo do grupo quimico como catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), indolaminas (serotonina) e como imidazolaminas

(histamina) (Figura 3).
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Figura 3 — Estruturas quimicas de algumas aminas bioativas.
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Levando-se em consideracdo a via biossintética, as aminas podem ser
classificadas em biogénicas, quando sao formadas pela descarboxilacdo de
aminoacidos por enzimas microbianas (histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina,
triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina), e em naturais, cuja formagao ocorre in
situ nas células a medida que sao requeridas (putrescina, agmatina, espermina,
espermidina e histamina) (BARDOCZ, 1995).

Com relacao as fungdes que exercem as aminas bioativas sdo classificadas em
moduladoras e promotoras do crescimento (espermidina e espermina), por atuarem no
crescimento e manutencdo do metabolismo celular, e em vasoativas e neuroativas
(tiramina, histamina e serotonina) devido ao seu efeito nos sistemas vascular e neural
(BARDOCZ, 1995).

2.2 BIOSSINTESE

A formacgao das aminas bioativas ocorre durante o metabolismo normal em todos
os seres vivos. A principal via de formacdo € por meio da descarboxilagdo de
aminoacidos, seja por hidrélise ou decomposicao térmica de compostos nitrogenados
(HALASZ et al.,1994; BARDOCZ, 1995). Nos alimentos as aminas podem também ser
produzidas pela quebra de aminoacidos, devido a acao de descarboxilases de origem
microbiana, sendo que em algumas reacdes o cofator piridoxal fosfato é requerido
(MAGA, 1978; CHANDER et al., 1989; EDMUNDS & EITENMILLER, 1992; HALASZ et
al., 1994; SHALABY, 1996).

As aminas tiramina, histamina, triptamina, feniletilamina e cadaverina s&o
formadas via descarboxilagdo dos aminodcidos tirosina, triptofano, histidina,
fenilalanina e lisina (Figura 4) (HALASZ et al., 1994). J4 na sintese da serotonina ou 5-
hidroxitriptamina, o triptofano € convertido pela triptofano hidrolase em 5-
hidroxitriptofano, que €& descarboxilado pela aminoécido aromatico descarboxilase
(AADC) (NAGATSU, 1991).

A producdo de aminas biogénicas resulta da presenca de bactérias que séo
capazes de descarboxilar aminoacidos (SHALABY, 1996). Inumeras espécies
bacterianas sdo produtoras de aminas, principalmente representantes da familia
Enterobacteriaceae, particularmente os géneros Escherichia, Enterobacter, Salmonella,

Shigella e Proteus ao lado de espécies dos géneros Achromobacter, Lactobacillus,
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Leuconostoc, Pseudomonas, Pediococcus, Streptococcus, Propionobacterium,
Clostridium (SHALABY, 1996; LIMA & GLORIA, 1999). Enterococcus e alguns
lactobacilos apresentam grande capacidade de formagao de tiramina (BOVER-CID &
HOLZAPFEL, 1999).

Histamina Serotonina

I 5-Hidroxitriptofano
Tiramina T
Histidina

Triptofano

l

Triptamina
Tirosina <« Proteina

|

Fenilalanina
i Lisina

Feniletilamina
Cadaverina

Figura 4 — Vias metabolicas para a formagdo de aminas biogénicas. Fonte: LIMA &
GLORIA (1999).

Varios fatores podem influenciar a produ¢do de aminas pelas bactérias. O pH
do meio, a temperatura, a tensdo de oxigénio, a presenca de coenzimas e vitaminas, a
concentracdo de aminodcidos livres e de carboidratos fermentaveis interferem na
formacdo das aminas. Em meio &cido, pH 2,5 a 6,5, a producdo de aminas &
estimulada como um mecanismo de protegdo da bactéria (LIMA & GLORIA, 1999),
devido ao fato de que altas concentragdes do ion H* sdo prejudiciais ao microrganismo,
fazendo com que este sintetize as enzimas descarboxilases (VOIG & EITENMILLER,
1977; HALASZ et al., 1994; SILLA-SANTOS, 1996). Como a formacdo das aminas
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depende da acdo de enzimas descarboxilantes, a temperatura interfere de forma
significativa no processo. Em temperaturas inferiores a 30 °C as descarboxilases sao
mais ativas, a 40 °C sdo inativadas e na faixa de 0 a 10 °C a atividade dependera da
microbiota presente (HALASZ et al., 1994).

Os aminoacidos ornitina e arginina sao os precursores das poliaminas, sendo a
putrescina um composto intermediario obrigatério (Figura 5). Para formar a putrescina,
a arginina é transformada em ornitina pela acdo da enzima arginase e, em seguida, a
ornitina sofre a acédo da ornitina descarboxilase (ODC) formando a putrescina
(HILLARY & PEGG, 2003). A via de formacao da putrescina pode ser diferente entre
0s organismos vivos. Em animais e fungos € formada via descarboxilacao da ornitina e
em bactérias pode ser pela descarboxilacdo da arginina formando agmatina. Ja em
vegetais a formagao pode ocorrer tanto via agmatina quanto via ornitina. Existe uma
via adicional para a formagao da putrescina a partir da citrulina (SMITH, 1985; FLORES
et al., 1989; BARDOCZ, 1995; WALTERS, 2003).

Espermidina e espermina sdo formadas pela adigdo de um grupo aminopropil a
putrescina e a espermidina, respectivamente. Estas reacdes sdo catalisadas pelas
aminopropiltransferases espermidina-sintetase (EpdS, EC 2.5.1.16) e espermina-
sintetase (EpmS, EC 2.5.1.22). O grupo aminopropil é derivado da metionina via S-
adenosil-L-metionina (SAM) numa reacado catalisada pela enzima SAMDC (EC
4.1.1.50). A 5-metiltioadenosina, resultante da liberacdo do grupo aminopropil pela
SAM é convertido em metilribose e em metionina, reciclando o grupo —SCH3; que
garante a sintese de poliaminas (SMITH, 1985; FLORES et al., 1989; WALTERS,
2003).

A biossintese de poliaminas é muito bem controlada por mecanismos complexos
que previnem sua superproducdo ou sua deficiéncia (OKAMOTO et al., 1997). As
concentragdes intracelulares de poliaminas sdo reguladas pela sintese de novo,
conversdo, degradacdo e também pela captacdo de poliaminas extracelulares. Os
mecanismos reguladores preliminares sdo a sintese de novo pela via ODC,
reconversao das poliaminas via rota de interconversdo (espermina/espermidina N1-
acetiltransferase e poliamina oxidase) e degradagdo oxidativa das poliaminas
(DORHOUT et al., 1996; LOSER, 2000).

Apesar de sua formacgdo intracelular, a alimentacdo e as bactérias do trato

intestinal também sdo uma importante fonte de poliaminas (LOSER, 2000).
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Figura 5 — Vias para a sintese de poliaminas. Fonte (GLORIA, 2003).
ODC= ornitina descarboxilase; ADC= arginina descarboxilase; CDC= citrulina descarboxilase; AlH= agmatina imino-
hidrolase; SpmS= Espermina sintase; SpdS= Espermidina sintase; SAMDC= S-adenosilmetionina descarboxilase.



34
2.3 FUNCOES

Aminas bioativas participam de importantes processos fisiolégicos no homem,
animais e plantas: aceleram o processo metabélico ou a conversao enzimatica; atuam
como hormdnios ou fatores de crescimento e sdao biomoduladoras (SMITH, 1980-81;
NAGATSU, 1991; STRATTON et al., 1991). As aminas atuam como reserva de
nitrogénio, substancias naturais de crescimento dos microrganismos e vegetais e
desenvolvem papel de neurotransmissores e de precursores de hormdnios nas formas
de vida mais evoluidas (NAGATSU, 1991). As poliaminas (putrescina, espermidina e
espermina) sdo indispensaveis as células vivas. De acordo com BARDOCZ et al.
(1993) e SILLAS-SANTOS (1996), as poliaminas s&o essenciais ao crescimento e
metabolismo celular, sendo rapidamente requeridas em tecidos em crescimento.
Interagem eletrostaticamente com varias macromoléculas, especialmente DNA, RNA e
proteinas, estando envolvidas no estimulo e regulacdo de suas sinteses (LOSER,
2000).

SOUSADIAS & SMITH (1995) e JEEVANANDAM et al. (1997), considerando o
envolvimento das poliaminas nas etapas de sintese de DNA, RNA e proteinas,
proliferacdo e crescimento celular, atuacao hormonal e estabilizacdo das funcdes dos
cromossomos e membranas, constataram que as poliaminas agiam como promotoras
de crescimento em concentragdes nao toxicas.

De acordo com SILLA-SANTOS (1996) as poliaminas espermina, espermidina e
a diamna putrescina inibem a oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados e este efeito
antioxidante é correlacionado com o grupo NH3" presente na estrutura quimica das
poliaminas. Segundo DROLET et al. (1986) e BARDOCZ (1995), a espermina e a
espermidina sdo eficientes estabilizadores de radicais livres in vitro. Desta forma,
podem inibir a peroxidacao lipidica e prevenir a senescéncia em vegetais. O radical
hidroxil produzido pela reacdo de Fenton foi eficientemente inibido por espermina e
espermidina.

As poliaminas interagem com componentes da membrana celular carregados
negativamente, tais como fosfolipides, sendo importantes na permeabilidade e
estabilidade da membrana (DROLET et al., 1986; BARDOCZ, 1995; SILLA-SANTOS,
1996; LOSER, 2000).

Diversos efeitos das poliaminas tém sido identificados na replicacao celular,

dentre eles, iniciagcdo e controle da translacao, estimulo da associacao da subunidade
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ribossomal, aumento da sintese de &cidos nucléicos e redugdo na taxa de degradagao
do RNA (BARDOCZ et al., 1993; 1995). Estimulam também a diferenciacao celular e
modulam varios sistemas de mensagem intracelular (LOSER, 2000). A funcdo mais
importante das poliaminas, tanto em vegetais quanto em animais, que nao pode ser
feita por nenhuma outra molécula carregada positivamente, é atuar como segundo
mensageiro, mediando a agdo de todos os horménios e fatores de crescimento
conhecidos (BARDOCZ, 1995).

Pesquisas com plantas superiores sugerem que as poliaminas putrescina,
espermidina e espermina estdo naturalmente presentes em frutas e hortalicas.
Desempenham um papel critico em varios processos, dentre eles, formacao das raizes,
embriogénese somatica, controle do pH intracelular, desenvolvimento de flores e frutos,
resposta a condicdes de estresse como deficiéncia de potassio, choque osmético, seca
e infec¢des. Elas sdo também importantes na sintese de metabdlitos secundarios de
interesse biologico como alcaldides (SMITH, 1985; FLORES et al., 1989; OHTA et al.,
1993; WALTERS, 2003; MORET et al., 2005).

As poliaminas vém sendo reportadas como agentes anti-senescéncia em frutas,
tendo efeitos no aumento da firmeza, no retardamento das alteragdes na cor da fruta,
na inibicdo da peroxidagao lipidica e na diminuicdo nas taxas de emissao de etileno e
respiracdo (PANDEY et al., 2000; VALERO et al., 2002). Estdo associadas com a
parede e com a membrana celular. Elas modulam a pectinesterase e se ligam a
pectina, retardando o amolecimento do fruto e sua senescéncia (KRAMER et al., 1991).
O efeito de enrijecimento promovido pelas poliaminas é similar ao efeito do cloreto de
célcio, e pode ser devido a habilidade das poliaminas de ligarem-se a parede celular e
membranas celulares estabilizando-as ou tornando a parede celular menos acessivel a
enzimas que amolecem membranas (KRAMER et al.,1991; PONAPPA et al., 1993).
Existe também a hipdtese de que as poliaminas inibem as proprias enzimas que
atacam a parede celular. KRAMER et al. (1991) demonstraram efeitos inibitérios das
poliaminas sobre as poligalacturonases de magés. As propriedades anti-radicais livres
das poliaminas tém sido sugeridas como protetoras das membranas contra a
peroxidacao lipidica e estresse oxidativo (GONZALEZ-AGUIAR et al., 1998).

Em frutas, mudancas notaveis na biossintese das poliaminas tém sido
observadas em resposta a uma variedade de estresses, incluindo injaria pelo frio,
danos mecanicos, deficiéncia de minerais, tensdo de CO. e variagdes de temperatura e
altitude (VALERO et al., 2002).
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Estudos tém demonstrado que a putrescina pode acumular em plantas com
deficiéncia de minerais durante o crescimento (SMITH, 1985). A deficiéncia de
potassio e magnésio causou o acumulo de putrescina em rabanete, ervilha, feijao e
espinafre (BASSO & SMITH, 1974).

Em vegetais, a feniletilamina atua como substancia protetora, repelente de
insetos predadores e animais forrageiros e, por esta razdo, pode ter significancia na
agricultura (SMITH, 1977). As aminas serotonina, triptamina, histamina, agmatina e
cadaverina estdo presentes em frutas. Estas aminas também tem um papel protetor
contra predadores (BOUCHEREAU et al., 2000). Algumas aminas sao importantes na
sintese de metabdlicos secundarios, como nicotina e outros alcaléides. Triptamina e
feniletilamina sdo precursores de substancias de crescimento. Triptamina é precursora
do &cido indolacético e dos alcalbdides B-carbonila, horménios de crescimento da planta
(COUTTS et al., 1986).

2.4 CATABOLISMO

As aminas ingeridas sdo rapidamente metabolizadas no organismo por
conjugacdao ou mediante reacbes de oxidagdo, por enzimas como a MAO
(monoaminoxidase), DAO (diaminoxidase) e PAO (poliaminoxidase) (BARDOCZ,
1995). A degradacao das poliaminas consiste em uma deaminac¢ao oxidativa do grupo
amino primdrio da poliamina e seus derivados N-acetil. Esta reac&o é catalisada por
enzimas aminoxidases (diaminoxidase e poliaminoxidase) em presenca de ions cobre.
Os aldeidos formados sdo oxidados pela aldeido-desidrogenase formando um
composto &cido. A putrescina é convertida em acido y-aminobutirico (GABA), a
espermidina em acido 2-espermidico e a espermina em &cido 1-espermico. Em
mamiferos a degradacdo das poliaminas também envolve a produgdo de 1,3-
diaminopropano (DAP), N-acetil-1,3-DAP, 3-alanina, 2-hidroxiputrescina e alcoois (TETI
et al.,, 2002). A agcdo da DAO sobre a putrescina produz 1-pirrolina, perdxido de
hidrogénio e aménia. A degradagdo da espermidina e espermina pela PAO produz
pirrolina, diaminopropano (DAP) e perdxido de hidrogénio. A histamina € convertida
em metilhistamina pela agdo da histamina N-metil-transferase (HMT) que, em seguida,
€ oxidada pela MAO. A histamina também pode ser desaminada pela DAO. A tiramina
é oxidada pela MAO (LIMA & GLORIA, 1999).



37
2.5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Conforme relatado anteriormente as aminas presentes nos alimentos sao
metabolizadas no organismo por enzimas aminoxidases, como as monoaminoxidases
(MAOQ), as diaminoxidases (DAO) e poliaminoxidases (PAQO). Entretanto, a ingestao de
grandes quantidades de aminas pode representar um perigo a saude, podendo causar
intoxicagcdes em situacbes em que as aminoxidases forem inibidas, ocorrerem efeitos
sinérgicos ou potencializadores ou se houver deficiéncia genética (HALASZ et al.,
1994).

A intoxicagao alimentar mais freqlente causada por aminas envolve a histamina.
Nestes casos tem sido observada diminuicdo da pressdo sanguinea devido a
vasodilatacdo, rubor da face e pescogo, cefaléia intensa e continua, palpitacao
cardiaca, tontura, sensacdo de ardor na boca e garganta e dificuldade de engolir
(SILVA & GLORIA, 2002). A ocorréncia de um ou mais sintomas resulta da ingestao de
alimentos que contém elevados teores de histamina. Os surtos de intoxicagdo por
histamina sao relatados em maior freqiiéncia apds ingestao de peixes e queijos tendo
sido também relatados casos de intoxicacdo apdés consumo de figado e moela de
frangos. De acordo com TAYLOR (1986), véarios surtos de intoxicacdo tém sido
registrados nos Estados Unidos, Japao, Inglaterra, Franca, Dinamarca, Canada, Nova
Zelandia, sendo mais implicados os peixes das familias Scombridae (atum, bonito,
cavala, listrado), Scomberesocidae (tiravira), Clupeidae (arenque, sardinha), dentre
outros. Entretanto, os dados disponiveis s&o escassos e possivelmente ndo retratam a
prevaléncia real.

Os efeitos toxicologicos da histamina dependem da concentragcdo de histamina
ingerida, atividade da aminoxidase e fisiologia intestinal individual. De acordo com
STRATTON et al. (1991) e LIMA & GLORIA (1999), o efeito de algumas aminas no
organismo pode ainda ser potencializado pela presenga concomitante de outras aminas
como putrescina, cadaverina, tiramina, triptamina, feniletilamina, espermidina e
espermina. Segundo CHU & BJELDANES (1983), a putrescina e a cadaverina podem
potencializar a toxicidade da histamina por inibir as enzimas DAO e histaminametil-
transferase (HMT), aumentando assim seu transporte através da parede gastrintestinal.
A presenca destas substancias potencializadoras pode explicar porque, em alguns
casos, peixes deteriorados sdo mais toxicos que a mesma quantidade de histamina
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quando ingerida sozinha (TAYLOR, 1986; SOARES & GLORIA, 1994; LIMA & GLORIA,
1999).

A tiramina é o segundo tipo de amina envolvida em intoxicagdes alimentares. Em
concentracbes elevadas pode causar dor de cabeca, enxaqueca, hemorragia
intracraniana, febre, vomito, transpiracdo e aumento da pressao sanguinea (LIMA &
GLORIA, 1999; SILVA & GLORIA, 2002). Farmacologicamente a tiramina atua através
da liberagao da noradrenalina estocada causando um aumento da pressao sanguinea.
Os medicamentos inibidores da MAO aumentam a concentracdo da noradrenalina nas
terminagdes nervosas potencializando a agao da tiramina.

Tem sido atribuido ao elevado teor de serotonina nos alimentos o aparecimento
de transtornos intestinais, fibrose do miocardio e enxaqueca (LIMA & GLORIA, 1999).
A espermina possui toxicidade renal, e influi na coagulacao e pressao sanglinea, na
pulsacdo e na respiracao (FUZIKAWA et al., 1999; LIMA & GLORIA, 1999).

A diamina putrescina e as poliaminas espermina e espermidina podem acelerar o
crescimento de tumores. Assim sendo, recomenda-se uma dieta com teores reduzidos
destas substancias para pacientes em tratamento contra o cancer de forma a diminuir o
crescimento e progresso do tumor (BARDOCZ, 1995; LIMA & GLORIA, 1999). A
putrescina, cadaverina, agmatina, espermidina e espermina podem também reagir com
nitrito sob condi¢des acidas formando nitrosaminas heterociclicas, nitrosopirrolidina e
nitrosopiperidina (SILLAS-SANTOS,1996). Sabe-se que as nitrosaminas sao
compostos cancerigenos, assim € importante prevenir o0 acumulo de aminas capazes
de formar nitrosaminas em alimentos (HALASZ et al., 1994; GLORIA & IZQUIERDO-
PULIDO, 1999; LIMA & GLORIA, 1999).

A determinacdo da dose toxica das aminas € dificil de ser estabelecida, pois
depende das caracteristicas individuais e da presencga de outras aminas. Foi sugerido
um limite para histamina de 10 mg/100 g de alimento em geral e de 2 mg/L de bebida
alcodlica. Valores 3 mg/100 g para feniletilamina tem sido sugerido como téxicos por
HALASZ et al. (1994).

A dose tdxica da tiramina € de 10 a 80 mg/100 g de alimento. Entretanto, a
ingestao de alimentos contendo 6 mg de tiramina pode causar enxaqueca e de 10 a 25
mg pode provocar crise hipertensiva e hemorragia intracraniano em individuos em
tratamento com inibidores da MAO (HALASZ et al., 1994; LIMA & GLORIA, 1999).
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2.6 AMINAS LIVRES EM CAFE

Existem poucos estudos sobre a presenca de aminas bioativas em gréos de café
verde e torrado, sendo que os dados disponiveis referem-se em sua maioria ao café da
espécie Coffea arabica. Apenas dois trabalhos disponibilizaram dados sobre o perfil e
teores de aminas bioativas em amostras de cafés da espécie Coffea canephora var.
Robusta. CASAL et al. (2004) determinaram os teores de aminas bioativas livres em
amostras de café robusta, cru e torrado, oriundas da Africa (Costa do Marfin, Uganda,
Angola e Camerron) e Asia (Vietnam e india). J4 CASAL et al. (2005) avaliaram o efeito
da torracdo nas poliaminas livres em amostras de café robusta oriundos apenas da
Costa do Marfin. Nao foram encontrados dados na literatura sobre o perfil e teores de
aminas bioativas livres em amostras de café da espécie Coffea canephora (Robusta)
de origem brasileira.

De acordo com as Tabelas 3 e 4, o perfil e os teores de aminas no café variou
entre as diferentes amostras analisadas, ficando também evidente a influéncia do

processo de torragdo na concentracao das aminas no café.

Tabela 3 - Teores de aminas bioativas livres em graos de café arabica (cru e torrado)

Referéncia Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)
SPD SPM PUT AGM SRT CAD TIM

AMORIM et al. (1977) Cru 1,56 0,81 4,26
Torrado nd nd 0,2

CIRILO et al. (2003) Cru 0,60 044 103 nd 1,13 nd nd
Torrado 0,12 nd nd 0,12 0,16 nd nd
CASAL et al. (2004) Cru 09 055 479 nd 025 0,02 0,02
Torrado 0,01 0,12 0,1 nd 023 nd nd
OLIVEIRA (2004) Cru 1,35 1,32 8,23 nd nd nd nd
Torrado 0,08 0,08 0,03 nd nd nd nd
CASAL et al. (2005) Cru 0,79 043 438 — — — —

Torrado nd nd nd — — — —
VASCONCELOS et Cru 201 229 765 nd 052 nd nd
al. (2007) Torrado nd nd nd nd <037 nd nd

nd - ndo detectado; — - nao pesquisado; SPD: espermidina; SPM: espermina; PUT : putrescina; CAD:
cadaverina; TIM: tiramina; SRT: serotonina; AGM: agmatina.
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De acordo com CIRILO et al. (2003), o perfil e os teores de aminas em diferentes
amostras de café verde podem variar com o tipo do café e condicdes de cultivo (tipo de
solo, deficiéncia mineral, estresse e estagio de desenvolvimento da planta). A
deficiéncia de potassio durante o desenvolvimento da planta causa acumulo de
putrescina nos graos de café (CIRILO, 2001).

AMORIM et al. (1977) pesquisaram as aminas putrescina, espermidina e
espermina em graos de café arabica, bebidas mole e rio, antes e ap6s o processo de
torracdo a 240 °C por 10 (clara) e 12 minutos (escura). Nos graos crus todas as trés
aminas pesquisadas foram detectadas, porém, apds a torracdo por 10 minutos
somente a putrescina foi detectada, sendo que nenhuma amina foi encontrada apés 12
minutos de torragéo.

CIRILO et al. (2003) investigaram o perfil e teores de dez aminas bioativas em
café verde e torrado da espécie arabica. Os graos foram submetidos a dois graus de
torracdo 300 °C por 6 minutos (americana) e 300 °C por 12 minutos (francesa). Nos
grédos de café verde os autores encontraram as aminas putrescina, espermidina,
espermina e serotonina, sendo esta ultima encontrada em maior concentracao (1,13
mg/100 g). Apds a torrag@o, os teores de serotonina e espermidina diminuiram, sendo
que a putrescina e a espermina nao foram detectadas no café torrado. Um fato
interessante observado neste trabalho foi a detecgdo de agmatina apds 12 minutos de

torragéo.

Tabela 4 - Teores de aminas bioativas livres em graos de café robusta (cru e torrado)

Referéncia Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)

SPD SPM PUT SRT CAD TIM

CASAL et al. (2004) Cru 0,83 0,60 1,11 0,21 0,04 0,31

Torrado 0,01 0,18 0,13 0,33 nd nd
CASAL et al. (2005) Cru 0,74 0,43 1,43 — — —
Torrado nd nd nd — — —

nd - ndo detectado; — nao pesquisado; SPD: espermidina; SPM: espermina; PUT : putrescina; CAD:
cadaverina; TIM: tiramina; SRT: serotonina; AGM: agmatina.

CASAL et al. (2004) avaliaram gréaos de café arabica e robusta cru e torrado com
relacdo aos teores de seis aminas bioativas livres (putrescina, cadaverina, serotonina,
tiramina, espermidina e espermina). A putrescina foi a amina mais abundante em

ambas as espécies, seguida da espermidina, espermina e serotonina. As aminas
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cadaverina e tiramina foram detectadas em pequenas quantidades. Os teores de
putrescina e tiramina foram significativamente diferentes entre as amostras de café
arabica e robusta, sendo que a putrescina foi detectada em maior concentracao no café
arabica e a tiramina no café robusta. Os graos de café foram submetidos ao processo
de torracdo a 160-220 °C por 14 minutos. A torracao alterou os teores das aminas,
sendo que putrescina, cadaverina, tiramina, espermidina e espermina tiveram seus
teores diminuidos. A serotonina manteve-se inalterada no café ardbica, porém no café
robusta os seus teores aumentaram com a torragéo.

CASAL et al. (2005) pesquisaram a presenca de poliaminas (putrescina,
espermidina e espermina) livres em amostras de café arabica e robusta. As amostras
foram submetidas a diferentes graus de torragdo (140, 160, 180, 200, 220 e 240 °C)
durante 15 minutos. A putrescina foi a amina mais abundante, seguida da espermidina
e espermina, tanto no café arabica quanto no robusta crus. Durante a torragdo o
comportamento das aminas foi semelhante com significativa redugédo em seus teores
entre 180 e 240 °C. Entretanto, no café robusta a perda de putrescina iniciou-se a
temperatura de 140 °C, enquanto que no arabica esta diferenca nos teores foi
observada somente a partir de 160 °C. A espermina apresentou um pequeno aumento
em sua concentracao na temperatura de 140 °C em relagao ao teor no grao cru. Este
fato sugere que esta amina foi liberada de sua forma conjugada, porém mais estudos
sa0 necessarios para confirmar esta hipotese.

A presenga de aminas livres também foi avaliada em amostras de graos de café
classificados como bebidas de alta qualidade (bebida mole) e de baixa qualidade
(bebida rio) (Tabela 5). AMORIM et al. (1977) pesquisaram apenas as poliaminas,
espermidina e espermina e a diamina putrescina, tendo encontrado teores semelhantes
destas aminas para os dois tipos de graos avaliados. OLIVEIRA et al. (2005)
detectaram cinco das dez aminas pesquisadas: espermidina, espermina, putrescina,
histamina e triptamina. Os teores totais das aminas variaram entre as amostras de
bebida mole e rio. A putrescina foi encontrada em teores significativamente maiores
nos graos de bebida rio. Histamina e triptamina foram detectadas em maiores
quantidades nas amostras de café verde de baixa qualidade (bebida rio). Assim como
ocorreram nos demais estudos, ap0s a torracdo, houve diminuigdo significativa nos

teores de aminas.



42

Tabela 5 - Teores de aminas bioativas livres em graos de café arabica (cru e torrado)

classificados como bebida mole e rio

Referéncia Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)
SPD SPM PUT HIM TRM

AMORIM et al. (1977) Mole  Cru 1,63 0,83 4,35 — —

Torrado nd nd 0,18 L L

Rio Cru 1,50 0,80 4,18 _ _

Torrado nd nd 0,23 L L

OLIVEIRA (2004) Mole  Cru 1,13 1,16 6,62 0,04 nd

Torrado 0,11 nd nd nd nd
Rio Cru 1,36 1,37 9,85 0,15 0,30
Torrado 0,05 nd nd nd nd

nd - ndo detectado; --- ndo pesquisado; SPD: espermidina; SPM: espermina; PUT : putrescina; HIM:
histamina; TRM: triptamina.

VASCONCELOQOS et al. (2007) submeteram graos de café, defeituosos e sadios,
a diferentes graus de torracdo e os avaliou quanto aos teores de aminas livres. Os
tipos de gréos analisados foram preto, verde, ardido, pva (mistura: preto, verde e
ardido) e sadio, sendo utilizados os estagios de torragéao claro (200 °C/30 min), médio
(200 °C/1 h) e escuro (200 °C/2 h). O perfil e teores das aminas encontradas nos graos
de café sadios (cru e torrado) estdo apresentados na Tabela 3. Nos gréos defeituosos,
além das aminas encontradas nos graos sadios (espermidina, espermina, serotonina e
putrescina), foram encontradas cadaverina, histamina e triptamina, porém com algumas
variacoes entres os mesmos (Tabela 6).

A amina predominante em todos os tipos de graos foi a putrescina. Dentre as
trés aminas encontradas apenas nos graos defeituosos, a histamina e triptamina foram
predominantes nos graos defeituosos verdes. A cadaverina s6 foi encontrada nos
gréos pretos, porém em baixas quantidades. A triptamina n&o foi encontrada nas
amostras de graos pretos. Nos graos torrados, apenas a serotonina estava presente
em baixas concentragdes nas amostras submetidas a torragdo clara. As demais
aminas foram degradadas durante os diferentes processos de torragcao.

Até o presente momento ndo foram encontrados dados na literatura sobre o
perfil e teores de aminas bioativas em café solivel. Em estudos preliminares
realizados no laboratério de Bioquimica de Alimentos, FAFAR, UFMG, foram

encontradas as aminas espermidina, espermina, putrescina, serotonina, cadaverina,
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tiramina, histamina, agmatina e feniletilamina. Os teores totais variaram de 0,04 a 3,65
mg/100 g, sendo a serotonina predominante (46 %) seguida da cadaverina (17 %),
espermidina (10 %), tiramina (8 %), putrescina (5 %), histamina e espermina (4 %) e
agmatina e feniletilamina (3 %) (SILVEIRA & GLORIA, 2004).

Tabela 6 - Teores de aminas bioativas livres em graos de café arabica (cru e torrado)

classificados como preto, verde, ardido e mistura pva

Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)
SPD SPM PUT SRT CAD HIM TRM
Preto Cru 0,42 <0,37 0,88 0,39 <0,37 0,44 nd
Torrado nd nd nd <0,37 nd nd nd
Verde Cru 1,59 1,89 5,39 0,42 nd 0,69 0,57
Torrado nd nd nd <0,37 nd nd nd
Ardido Cru 1,24 1,74 4,21 nd nd 1,02 <0,37
Torrado nd nd nd 0,52 nd nd nd
PVA  Cru 1,80 1,77 6,52 <0,37 nd 0,64 0,46
Torrado nd nd nd <0,37 nd nd nd

Fonte: VASCONCELOS (2005); nd - nao detectado; SPD: espermidina; SPM: espermina; PUT:
putrescina; SRT: serotonina; CAD: cadaverina; HIM: histamina; TRM: triptamina.

No processo de produgédo do café soluvel, os graos de café sdo submetidos a
torracdo. Desta forma o perfil e teores de aminas no café soluvel deveria ser
semelhante ao do café torrado. Os resultados obtidos nos estudos preliminares
demonstraram a presenga de algumas aminas que ndo haviam sido detectadas nos
estudos com café torrado, como tiramina e histamina. Estas aminas tém sido descritas
na literatura como possiveis causadoras de efeitos toxicos no homem. Além disto,
outras podem afetar a qualidade sensorial da bebida café. Assim sendo, mais estudos
s80 necessarios para tracar o perfil das aminas em café soluvel verificando a
possibilidade de minimizar os seus teores no produto final a fim de garantir uma melhor

qualidade e maior seguranga ao consumidor.



44
3 AMINAS BIOATIVAS CONJUGADAS

3.1 ASPECTOS GERAIS

As aminas estao presentes nas plantas na forma livre ou conjugada a moléculas
de baixo peso molecular (acidos fendlicos) ou a macromoléculas (proteinas)
(RODRIGUEZ et al., 2000; FONTANIELLA et al., 2001; FONTANIELLA et al., 2003). A
conjugacao aos acidos fendlicos consiste em uma ligagdo covalente entre o grupo
amina e o grupo carboxilico dos acidos hidroxicinamicos como os acidos p-cumarico,
ferdlico e caféico (FONTANIELLA et al.,, 2001). O resultado desta conjugacado é
conhecido como amidas de &cidos hidroxicinamicos (HCAAs) (Figura 6) (WALTERS,
2003).
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Figura 6 — Estruturas quimicas de algumas poliaminas conjugadas (amidas de &cidos
hidroxicindmicos (HCAAS)).
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As poliaminas sdo normalmente conjugadas com acidos hidroxicinamicos como
p-cumarico, ferulico e caféico (MARTIN-TANGUY, 1997). As HCAAs basicas
constituidas por aminas alifaticas como a putrescina, espermidina e espermina sao
hidrossollveis enquanto que as HCAAs neutras, aquelas constituidas por aminas
aromaticas como a tiramina, octopamina e triptamina, sdo insolUveis em agua
(FACCHINI et al., 2002).

Além das poliaminas outras aminas tém sido encontradas conjugadas aos
acidos fenolicos como a tiramina, cadaverina, serotonina, octopamina, triptamina,
dopamina e noradrenalina (CASAL et al., 2004; KING & CALHOUN, 2005; KANG &
BACK, 2006; LY et al., 2008).

3.2 FORMAGCAO

Em plantas, as poliaminas sdo comumente conjugadas com &cidos
hidroxicinamicos, sendo que a propor¢ao entre as formas livre e conjugada varia muito
entre as diferentes espécies de plantas (TIBURCIO et al., 1997; BAGNI & TASSONI,
2001). A conjugacao se da por meio da formagdo de uma ligacdo amida, na qual
ésteres de coenzima A (COA) fornecem o grupo carboxil ativado. A putrescina e a
espermidina sdo conjugadas por transferases, que diferem em sua especificidade para
os derivados hidroxicinamoil-CoA. Desta forma, a enzima putrescina hidroxicinamoil
transferase (PHT; EC 2.3.1. -) catalisa a transferéncia de acidos hidroxicinamicos entre
a CoA e a putrescina. Assim, a reagao entre cafeoil-COA e a putrescina produz uma
amida do acido hidroxicindmico denominada cafeoilputrescina (WALTERS, 2003). A
putrescina pode formar mon6meros acido soluveis ou dimeros acido insoluveis com 0s
acidos cumarico, caféico e ferulico. Segundo BAGNI & TASSONI (2001) as poliaminas
também podem se ligar a alguns componentes da parede celular, como a hemicelulose
e a lignina.

De acordo com MARTIN-TANGUY et al. (1978), as poliaminas conjugadas com
acidos fendlicos estao presentes em um grande numero de familias de plantas, sendo
o principal constituinte fendlico de o6rgaos reprodutivos e sementes de
aproximadamente 20 espécies de plantas. A conjugagado entre poliaminas e acidos

fendlicos tem sido observada em muitas plantas com flores (HENNION & TANGUY,
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1999; FONTANIELLA et al., 2001). Estes compostos sdo acumulados apés a inducao
floral, no apice da floracao (FONTANIELLA et al., 2001).

As aminas aromaticas como a tiramina, triptamina, serotonina e dopamina séao
conjugadas aos acidos hidroxicinamicos por meio da reacdo de condensacdo com
hidroxicinamoil-CoA tioester, que podem ser a cinamoil-CoA, p-cumaroil-CoA, cafeoil-
CoA, feruloil-CoA e sinapoil-CoA. A biossintese da tiramina conjugada é catalizada
pela enzima tiramina-N-hidroxicinamoiltransferase (THT; EC 2.3.1.110) e a conjugacao
da serotonina é catalizada pela enzima serotonina-N-hidroxicinamoiltransferase (SHT)
(Figura 7) (KANG et al., 2006).
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Figura 7 — Esquema da biossintese da tiramina e serotonina conjugadas. (Fonte: KANG
et al, 2006). THT = tiramina-N-hidroxicinamoiltransferase; SHT =  serotonina-N-
hidroxicinamoiltransferase.
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3.3 RELEVANCIA FISIOLOGICA

Muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de demonstrar o
envolvimento direto das poliaminas conjugadas em diferentes funcdes biolégicas em
plantas, animais e seres humanos. As HCAAs tém sido associadas a processos de
crescimento e desenvolvimento de plantas e iniciacdo da floracdo. Antes da floracao
as aminas conjugadas estdo presentes em elevadas concentracbes nas folhas das
plantas. Durante a floragdo estas aminas desaparecem das folhas e migram para as
flores se acumulando nesses 6rgaos (MARTIN-TANGUY, 1997). Apés a fertilizacao
ocorre uma elevagdo da concentragdo de aminas conjugadas nas sementes, que
decresce com a germinagdo (FACCHINI et al., 2002).

Alguns estudos tém sugerido que as amidas de acidos hidroxicinamicos
desempenham importante papel no mecanismo de defesa das plantas contra
patdégenos (SEN et al., 1994; WALTERS, 2003). De acordo com HENNION & TANGUY
(1999), o aumento na concentracdo de aminas conjugadas em folhas de plantas é
devido a presenca de infecgdes virais e fungicas, bem como, as mudangas ambientais
severas como deficiéncia de minerais, hipdxia e poluentes ambientais.

LEGAZ et al. (1998) estudaram a relagdo entre a presenca das poliaminas
conjugadas e a sensibilidade da cana de acucar a um tipo de infeccao por fungo e
observaram um aumento na concentracdo das poliaminas conjugadas acido soluveis
na cana de agucar contaminada. As amidas conjugadas entre acidos fendlicos e
poliaminas tém sido descritas como fitoalexinas, que séo sintetizadas por plantas
superiores em resposta a infecgdes por virus e fungos (FONTANIELLA et al., 2003).
Segundo SEN et al. (1994) as poliaminas conjugadas aos acidos fendlicos fortalecem a
parede celular de alguns cereais contribuindo com o mecanismo de resisténcia ao
ataque de insetos.

Um outro papel relevante das aminas conjugadas se refere a sua atividade
antimicrobiana. YINGYONGNARONGKUL et al. (2006) sintetizaram amidas de acidos
hidroxicindmicos e testaram sua atividade antimicrobiana frente a uma cepa de
Staphylococcus aureus meticilina e vancomicina resistentes. Os autores demonstraram
que a dihidrocafeoilputrescina e seus analogos apresentaram atividade antimicrobiana
maior que os antibidticos vancina e a oxacilina frente a cepas de estafilococcus

testadas.



48

A capacidade das HCAAs em inibir a produgédo de aflatoxina pelo Aspergillus
flavus também foi testada por MELLON & MOREAU (2004). Os autores testaram uma
mistura de diferuloilputrescina e p-cumaroilferuloilputrescina (85:15) e evidenciaram um
nivel de inibicdo de 93% da producdo de aflatoxina, porém estes compostos nao
inibiram o crescimento do fungo.

Alguns estudos tém reportado as HCAAs como importante classe de compostos
antioxidantes e agentes quimioterapicos (NAGATSU et al., 2000; PARK & SCHOENE,
2002). SON & LEWIS (2002) avaliaram a capacidade das amidas do acido caféico em
seqglestrar radicais livres e sua atividade antioxidante e concluiram que a atividade
antioxidante destes compostos esta relacionada a sua estrutura. As formas
conjugadas do acido caféico, como cafeoilfeniletilamina, cafeoiltiramina e
cafeoildopamina, apresentaram maior atividade antioxidante. A atividade antioxidante
das poliaminas também foi estudada por CHOI et al. (2007), que evidenciaram elevada
atividade antioxidante dos compostos N-dicumaroilputrescina, N,N-diferuloilputrescina,
p-cumaroil-N-feruloilputrescina. Estes autores também evidenciaram uma forte
atividade antimelanogénica destes compostos, sugerindo que 0os mesmos poderiam ser
utilizados como agentes antioxidantes naturais e agentes protetores da pele.

A capacidade das aminas conjugadas em inibir a sintese de melanina foi
estudada por OKOMBI et al. (2006). Os autores avaliaram a atividade biol6gica de
algumas HCAAs sobre os melanécitos humanos e evidenciaram que a trans-N-
cafeoiltiramina, N-dihidrocafeoiltiramina e trans-N-dihidro-p-hidroxicinamoiltiramina
apresentaram maior capacidade de inibicdo da formagédo de melanina.

O efeito anticolesterolémico das aminas conjugadas também tem sido
demonstrado. LEE et al. (2004) sintetizaram amidas do acido hidroxicindmico e
testaram seu efeito inibidor na oxidag&o do colesterol LDL, sobre a atividade da acyl-
CoA:colesterol acyltransferase-1 e -2 e sobre a diminuigdo do tamanho das particulas
de HDL. Os autores concluiram que as aminas conjugadas possuem atividade
antiaterosclerética com forte inibicdo da oxidagdo do LDL, inibicdo do acumulo de
colesterol celular e rearranjo das particulas de HDL. KOYAMA et al. (2006) reportaram
o efeito atenuante da p-cumaroilserotonina e da feruloilserotonina no desenvolvimento

de lesoes ateroscleréticas em ratos .
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3.4 AMINAS CONJUGADAS EM CAFE

As aminas podem estar presentes nas plantas na forma livre ou conjugada. A
maioria dos trabalhos descritos na literatura se refere as aminas livres (AMORIM et al.,
1977; CIRILO et al.,, 2003; OLIVEIRA et al., 2005, VASCONCELOS et al., 2007).
Entretanto, recentemente, CASAL et al. (2004; 2005) relataram também a presenca
das aminas conjugadas no café.

Na tabela 7 estdo apresentados o perfil e os teores de aminas bioativas
conjugadas acido soluveis (AS) e acido insoluveis (Al) detectadas em amostras de café
arabica e robusta. De acordo com os dados apresentados por CASAL et al. (2004), a
putrescina foi a amina conjugada predominante em ambas as espécies de cafés
analisadas, seguida da espermidina, espermina e serotonina. O café robusta

apresentou maiores teores de tiramina conjugada em relagao ao café arabica.

Tabela 7 - Teores de aminas bioativas conjugadas acido solluveis (AS) e &acido

insoltveis (Al) em graos crus de café arabica e robusta

Referéncia Amostra Teores de aminas bioativas (mg/100 g)
CASAL et SPD SPM PUT SRT CAD TIM
al. AS Al AS Al AS Al AS Al AS Al AS A
2004 Arabica 0,35 0,05 0,20 0,58 0,37 0,29 0,08 nd 0,03 0,01 0,02 0,04
Robusta 0,26 0,04 0,36 0,52 0,32 0,06 0,12 nd 0,04 0,01 0,24 0,09
2005 Arabica 0,10 0,04 0,34 0,14 039 o007 _ _  _  __  __ __
Robusta 0,12 0,04 0,30 0,31 026 0013 _ _ _  _  _  __
nd - ndao detectado; --- ndo pesquisado; PUT : putrescina; CAD: cadaverina; TIM: tiramina; SRT:

serotonina; AGM: agmatina; SPD: espermidina; SPM: espermina; AS: acido soliveis; Al: &cido
insoluveis.

Nos dados apresentados por CASAL et al. (2005), os teores de putrescina na
forma conjugada (AS + Al) foram predominantes no café arabica, porém no café
robusta foi a espermina. Os autores sugeriram que esta seja a forma predominante da
espermina nos vegetais. Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar esta
hipotese. O efeito da torracdo nos teores das poliaminas conjugadas também foi
avaliado por estes autores, que submeteram amostras de café ardbica e robusta a
diferentes graus de torracdo. Assim como as aminas livres, as conjugadas também

tiveram seus teores diminuidos durante a torracdo. Apesar dos dados indicarem uma
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diminuicdo nos teores das aminas durante a torragdo, o aumento da concentragéo de
algumas aminas livres durante o processamento do café pode estar relacionado com a
liberacdo de sua forma conjugada. Assim, faz-se necessario mais estudos sobre a

influéncia da torracdo e do processamento no comportamento das aminas conjugadas.

4 METODOS PARA ANALISE DE AMINAS EM CAFE

Varios métodos tém sido desenvolvidos e propostos para isolar e quantificar
aminas em alimentos, entre eles, a cromatografia de camada delgada (LAPA-
GUIMARAES & PICKOVA, 2004), cromatografia a gas (BAKER et al., 1987; ANTOINE
et al., 2002), cromatografia liquida de troca ibnica (ZEE et al., 1981; STANDARA et al.,
2000; REY & POHL, 2003), cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE
(IZQUIERDO-PULIDO et al., 1993; VALE & GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ et
al., 2000; TAMIN et al., 2002). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o
método mais utilizado para a determinacao de aminas bioativas livres e conjugadas em
amostras de café (CASAL et al., 2002; CIRILO et al., 2003).

A metodologia para a andlise de aminas envolve as seguintes etapas: extracao,
purificagdo, separagdo e quantificacdo. Dependendo da matriz, ou seja, o tipo do
alimento a ser analisado, as etapas de extracao e purificacdo podem sofrer alteragdes.
Em alguns casos, é necessario ainda fazer uma derivacdo da amostra antes da etapa
de separacgao ou de detecgcdo (MORET & CONTE, 1996).

A extracdo consiste na retirada das aminas da matriz, sendo considerada critica,
pois sua eficiéncia depende do tipo e da natureza das aminas presentes e do alimento
analisado (TAMIN et al., 2002). A extracdo de aminas pode ser realizada em meio
aquoso, com agua a temperatura ambiente ou aquecida, desta forma sdo extraidas
apenas as aminas livres, ou em meio acido, podendo ser utilizados os acidos cloridrico
(HCI), perclérico (HCIO4) ou tricloroacéico (TCA). Na extracado acida, algumas aminas
ligadas a outros componentes da matriz também sdo extraidas, juntamente com as
aminas livres (MORET & CONTE, 1996).

A extracédo de aminas livres em amostras de café é feita em meio acido, sendo o
acido mais utilizado o TCA a 5% (m/v). CASAL et al. (2002) avaliaram a performance
dos acidos HCI (0,1 M), PCA (0,4 € 0,6 M) e TCA (5 e 10%) na etapa de extragdo de

aminas em amostras de café. Os autores concluiram que o extrator mais eficiente foi o
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TCA a 5%, visto que o HCI produziu um extrato muito turvo e com baixa resolugéo dos
picos cromatograficos. Com acido perclérico, os picos da histamina e tiramina se
apresentaram de forma anormal e com muitas impurezas. Assim o0s autores
concluiram que o melhor extrator seria 0 TCA 5% (m/v).

Para a determinacdo das aminas conjugadas, apds a extracao acida, o extrato
obtido é submetido a uma hidrélise acida. Na analise de aminas conjugadas em
amostras de café, CASAL et al. (2004, 2005) efetuaram a hidrélise com HCl 12 M a
110 °C por 18 h, porém outros autores utilizaram procedimentos diferentes (Tabela 8)
em matrizes variadas.

Diante de diferentes condigdes de hidrélise disponiveis na literatura, estudos sao
necessarios para otimizacao das condigdes de analises para determinagdo de aminas

conjugadas em amostras de café.

Tabela 8 — Variaveis utilizadas na hidrolise acida em diferentes matrizes

Matriz Hidrdlise acida Referéncia
Acido Tempo Temp °C
Café HCI 12 M 18 h 110 Casal et al. (2004)
Laranja HCI6 N 20 h 110 Tassoni et al. (2004)
Alga HCI11 N 16 h 110 Lu & Hwang (2002)
Liguem Evernia HCI12 M 18 h Amb Fontaniella et al. (2001)
prunastri HClI 12 M 18 h 110
Acético 1M 18 h Amb
Acético 1M 18 h 110
Férmico 90% 8 h Amb
Formico 90% 8h 110
Planta Lyallia HCI6 N 10-16 h 110 Hennion & Martin-
kerguelensis Tanguy (1999)
Caldo de cana HCI12 M 18 h Amb Rodriguez et al. (2000)
HCI12 N 18 h Amb Armas et al. (1999)

Apbs a etapa de extracdo, e posterior hidrélise para obtencao das aminas
conjugadas, as substancias interferentes podem ser removidas pela purificagdo do

extrato com resinas de troca ibnica ou catiénica ou particao liquido-liquido (COUTTS et
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al., 1986; CASAL et al.,, 2002). O café € uma matriz complexa, e o extrato pode
apresentar muitos interferentes. CASAL et al. (2002) testaram o método de particao
liquido-liquido para a purificacdo dos extratos de café. Foram testados os solventes
organicos: dietileter, butanol, butanol/cloroformio e um par ibnico BEHPA (bis-2-
etilhexilfosfato). De acordo com os autores, para o extrato de café, o método de
purificacdo mais eficiente foi a particdo liquido-liquido com utilizacdo do par i6nico
BEHPA, visto que o dietileter apresentou picos interferentes com a histamina e
cadaverina. O procedimento realizado com o butanol e butanol/cloroférmio também
apresentaram picos interferentes coincidindo com a histamina e a cadaverina. Alguns
ajustes no gradiente foram testados, mas sem sucesso. O cromatograma dos extratos
de café, ap6s a purificacdo com par i6bnico BEHPA, apresentou picos com elevada
pureza, um melhor resultado no teste de recuperagdo das aminas e nenhum pico
interferente.

As aminas bioativas em café sdo separadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE (TAMIN et al., 2002) ou CLAE com par i6nico (IZQUIERDO-PULIDO
et al., 1993; VALE & GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ et al., 2000; CIRILO et
al., 2003) com deteccdo espectrofotométrica ou espectrofluorimétrica apds
derivatizacao com cloreto de dansila (CASAL et al., 2002) ou o-ftalaldeido (CIRILO et
al., 2003).

5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Validacdo de método analitico € o processo de demonstrar que o método é
adequado ao uso pretendido, sendo considerado um aspecto vital da garantia da
qualidade analitica (BARROS, 2002). De acordo com a ANVISA (2003), a validacao
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias
das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

O objetivo da validacao é demonstrar que um método analitico é adequado para
o seu propésito. Desta forma a validagéo deve ser considerada quando se desenvolve
ou efetua adaptacées em metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas de
analise ou mesmo com o uso de equipamentos diferentes (BRITO et al., 2003). Os
métodos normalizados, ja sao validados e ndo é necessario proceder ao processo
completo de validacdo desde que nao ocorram alteragdes significativas dos mesmos
(BARROS, 2002). Porém, independente de quao adequado seja o desempenho de um
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método em um estudo de validacdo ja estabelecido, é necessario uma confirmacéo de
que o0 método é valido quando aplicado em diferentes laboratérios, efetuando uma
validacao intralaboratorial (SOUZA et al., 2007).

O processo de validacao consiste na determinacdo de parametros analiticos,
também conhecidos como, parametros de desempenho analitico, caracteristicas de
desempenho ou figuras analiticas de mérito (RIBANI et al., 2004). Os parametros
analiticos normalmente utilizados para a validacdo de métodos sdo: seletividade,
linearidade e faixa de aplicacdo, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo, limite de
quantificacao e robustez (JENKE, 1996; BRITO et al., 2003; RIBANI et al, 2004; LIMA &
FROTA, 2007).

As definicbes das figuras de mérito mais utilizadas em validagdo de métodos
analiticos estdo apresentadas a seguir:

Especificidade - é a habilidade de determinar com exatiddo e especificamente a
substancia de interesse na presenga de outros componentes tais como: impurezas,
produtos de degradacdao e excipientes (BARROS, 2003). Um método pode ser
considerado seletivo quando produz resposta para varios compostos quimicos de uma
matriz com caracteristicas em comum (RIBANI et al., 2004).

Linearidade e faixa de trabalho - é a capacidade do método de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia de interesse, enquadrados em
uma faixa analitica especificada (BRITO et al., 2003). A linearidade pode ser
demonstrada pelo coeficiente de correlacdo da curva analitica, que ndo deve ser
estatisticamente diferente de um, com a inclinagao da reta diferente de zero.

A faixa de trabalho ou de aplicagdo corresponde ao intervalo de concentracoes
dos padrbées (maior e menor nivel) que possam ser determinadas com precisdo e
exatiddo dentro da linearidade do método (BRITO et al., 2003).

Exatidao - é a proximidade entre a média de um conjunto de resultados obtidos
experimentalmente, em relagdo ao valor verdadeiro ou de referéncia. A exatidao
expressa a diferenca entre o valor obtido e o valor real de um analito na matriz. E
geralmente expressa na forma de tendéncia (bias), ou seja, o desvio (positivo ou
negativo) da média de um resultado obtido em relacao ao valor real (EURACHEM,
1998).
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Precisao - € o grau de concordancia de uma série de resultados obtidos de multiplas
andlises, de uma mesma amostra homogénea. Usualmente é expressa como o desvio
padrdo, variancia ou coeficiente de variacdo (CV) de diversas medidas. A precisao
pode ser considerada no nivel de repetibilidade, de precisdo intermediaria e de
reprodutibilidade (CHASIN et al., 1998; BRITO et al., 2002).

A repetibilidade é o grau de concordancia entre os resultados obtidos pela
aplicacdo de um mesmo procedimento analitico sob as mesmas condigdes de medida,
em intervalos curtos de tempo (EURACHEM, 1998).

Limite de deteccao - é a menor concentragdo do analito na amostra que pode ser
detectada, mas n&o necessariamente quantificada (INMETRO, 2003).

Limite de quantificacao - € a menor quantidade da substancia de interesse que pode
ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis (INMETRO, 2003).

Robustez — ¢ a medida da capacidade de permanecer inalterado sob pequenas, mas
estudadas variagbes nos parametros do método e prover indicacdo da sua
dependéncia durante o uso normal (BRITO et al., 2003). E a capacidade de
permanéncia dos resultados diante de pequenas variacbes em parametros
operacionais € ambientais (EURACHEM, 1998).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral determinar o perfil e teores das aminas
bioativas livres e conjugadas no café soluvel e verificar a influéncia do processamento

no perfil e teores destas aminas.

Os objetivos especificos sao:

() determinar o perfil e teores de aminas bioativas livres no café soltvel disponivel
no mercado consumidor.

(i) otimizar e padronizar a etapa de extracao das aminas livres do café cru;

(i)  otimizar e padronizar a etapa de hidrolise das aminas conjugadas no café;

(iv)  acompanhar todo o processamento do café soluvel, desde a sele¢do dos graos
até o produto final, determinando o perfil e teores das aminas bioativas, livres e
conjugadas, assim como outras caracteristicas fisico-quimicas relevantes
(umidade, pH, caracteristicas de cor, atividade de agua, cafeina);

(V) avaliar a influéncia das etapas de processamento do café soluvel no perfil e

teores das aminas livres e conjugadas e
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CAPITULO | - PERFIL E TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM
AMOSTRAS DE CAFE SOLUVEL COMERCIALIZADAS EM
BELO HORIZONTE, MG

RESUMO

O perfil e os teores de dez aminas bioativas livres, bem como o pH as
caracteristicas de cor foram determinados em amostras de café soluvel regular,
descafeinado e organico, comercializadas em Belo Horizonte, MG, Brasil. As aminas
putrescina, cadaverina, tiramina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina,
espermina, feniletilamina e triptamina foram extraidas com &cido tricloroacético e
quantificadas por CLAE-par iénico, derivagdao pés-coluna com o-ftalaldeido e deteccao
fluorimétrica. Nove aminas foram detectadas: serotonina, cadaverina, tiramina,
espermidina, putrescina, histamina, agmatina, feniletilamina e espermina. A triptamina
nao foi detectada em nenhuma amostra. Os teores totais de aminas variaram de 0,28
a 2,76 mg/100 g, sendo a serotonina predominante (36 %) seguida da cadaverina (24
%), tiramina (12 %), espermidina (10 %), putrescina (7 %), histamina e feniletilamina (4
%), agmatina (3%) e espermina (2 %). Os teores de tiramina foram significativamente
maiores no café descafeinado. A cadaverina foi detectada em maiores concentracées
nos café descafeinados e organico. Os teores de aminas variaram entre os lotes e
entre as diferentes marcas analisadas. O pH variou de 4,86 a 5,15, com maiores
valores para o café descafeinado. As caracteristicas de cor variaram entre os tipos de
cafés analisados. Foi observado correlagdo positiva entre o pH das amostras e os

teores de tiramina e agmatina.

Palavras-chave: café soluvel, aminas bioativas, café descafeinado, café organico, pH,
cor
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1.1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo mundo devido seu sabor e
aroma agradaveis e seus efeitos estimulantes. Além disso, recentemente, inUmeros
beneficios a salude humana tém sido atribuidos ao café (YEN et al., 2005; FARAH et
al., 2006b) O café soluvel foi inventado em 1901, mas foi comercializado somente em
1938. O consumo de café soluvel vem aumentando significativamente por causa da
facilidade com que é preparado e pela vida de prateleira prolongada (TRUGO &
MACRAE, 1984; NOGUEIRA & TRUGO, 2003).

Nos Ultimos anos estudos sobre a composicdo do café aumentaram
significativamente, com determinagdes principalmente de acidos fendlicos e compostos
nitrogenados como cafeina e trigonelina. Todavia, poucos estudos foram conduzidos
sobre as aminas bioativas, que desempenham um importante papel no
desenvolvimento das plantas e também na saude humana. Nas plantas as aminas séo
requeridas no crescimento, no controle do pH intracelular, na resposta ao estresse e
nos mecanismos de defesa contra patdgenos, insetos e predadores (ELIASSEN et al.,
2002; GLORIA, 2005; KALAC & KRAUSOVA, 2005). Com relagdo & salde humana,
estudos tém demonstrado que algumas aminas participam nos processos de
desenvolvimento e crescimento celular, na resposta ao estresse, na inibicdo da
peroxidagao lipidica, na estabilizacdo de membranas, na maturacdo do trato
gastrointestinal, sendo que algumas aminas também sdo vasoativas e psicoativas
(GLORIA, 2005; KALAC & KRAUSOVA, 2005).

Alguns estudos tém relatado a presenca de aminas bioativas em café (AMORIM
et al., 1977; CASAL et al., 2002; CIRILO et al., 2003; CASAL et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2005; VASCONCELQOS et al., 2007). De acordo com esses estudos, no café verde
foram encontradas as aminas putrescina, espermidina e espermina. A putrescina foi a
amina predominante, seguida da espermidina e da espermina. Outras aminas também
foram relatadas no café verde, como a serotonina (CIRILO et al., 2003; CASAL et al.,
2005; VASCONCELOQOS et al., 2007), tiramina, histamina e cadaverina (CASAL et al.,
2002; CASAL et al., 2004). Foram evidenciadas diferengas no perfil e nos teores de
aminas em amostras de café de diferentes espécies (CASAL et al., 2004), origens
(CASAL et al., 2002), praticas de cultivo (CIRILO et al., 2003), qualidade da bebida
(AMORIM et al., 1977; OLIVEIRA et al., 2005) e dos graos (VASCONCELOS et al.,
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2007), bem como em diferentes métodos de extracdo das aminas da matriz (CASAL et
al., 2004; 2005).

Estudos realizados por OLIVEIRA et al. (2005) indicaram que graos de café que
originavam bebidas de baixa qualidade (Rio) continham elevados teores de putrescina
quando comparados com graos classificados como de alta qualidade (Mole). Além
disso, histamina e triptamina foram detectadas em gréos de café classificados como
bebida de baixa qualidade. De acordo com VASCONCELOS et al. (2007), algumas
aminas que ndo foram detectadas em graos de café sadios foram encontradas em
graos de café defeituosos. A histamina foi detectada nos graos preto, verde e ardido, a
triptamina nos gréos verde e ardido e a cadaverina nos gréos pretos. Desta forma a
presenca de algumas aminas que ndo sdo comuns aos graos verdes em amostras de
café poderia indicar a presenca de gréos defeituosos e, conseqientemente, uma
bebida de baixa qualidade.

Durante o processo de torragdo do café ocorre uma significante diminuigcdo nos
teores de aminas. Elevadas temperaturas e o tempo utilizados na torracdo podem
diminuir os teores das aminas ao ponto de algumas nao serem detectadas (AMORIM et
al., 1977; CIRILO et al.,, 2003; CASAL et al.,, 2004; 2005). Porém grao de café
submetido a torragédo clara pode conter baixos teores de aminas (CIRILO et al., 2003;
CASAL et al., 2004; 2005; VASCONCELQOS et al., 2007). Além disso, durante a
torracdo de grdaos de café por 12 min a 300 °C, CIRILO et al. (2003) detectou a
formacao da agmatina. A formagdo da agmatina pode ter ocorrido pela descarboxilagao
da arginina ou pela liberagdo desta amina de sua forma conjugada (CIRILO et al, 2003;
CASAL et al., 2005).

No processo de produgdo do café soluvel os grédos sao torrados, moidos e
submetidos a extracado sob pressdo em altas temperaturas (180°C). O extrato é entdo
desidratado em vaporizadores ou liofilizadores originando o café soluvel em pd ou
granulado. Desta forma a composi¢ao do café soluvel dependera, além das condi¢des
do processamento, das espécies e variedades de café utilizadas nos blends
(NOGUEIRA & TRUGO, 2003).

Devido a escassez de dados sobre o perfil e teores de aminas bioativas em café
soluvel e a relevancia destes compostos para a saude humana, o presente trabalho
teve como objetivo determinar o perfil e teores de aminas bioativas no café soluvel

disponivel no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 MATERIAL

.2.1.1 Amostra

Foram coletadas no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG, no periodo de
julho de 2002 a dezembro de 2003, sessenta e oito amostras de café soluvel, sendo 39

regulares, 24 descafeinados e 5 orgéanicos.

1.2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico, exceto o solvente usado no
CLAE (acetonitrila), que era de grau cromatografico. Todas as solugdes foram
preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford,
MA, EUA). Os padrées de aminas bioativas (diidrocloreto de putrescina - PUT,
diidrocloreto de cadaverina - CAD, diidrocloreto de histamina - HIM, hidrocloreto de
tiramina - TIM, tetraidrocloreto de espermina - EPM, triidrocloreto de espermidina —
EPD, complexo sulfato creatinina agmatina - AGM, hidrocloreto de 2-feniletilamina -
FEM, hidrocloreto de 5-hidroxitriptamina ou serotonina — SRT), foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). As fases moveis foram filtradas em
membrana (47 mm de didametro e 0,45 ym de poro, Millipore Corp., Milford, MA, EUA)
dos tipos HAWP e HVWP para reagentes aquosos e solventes organicos,

respectivamente.

1.2.2. METODOS

As amostras coletadas foram analisadas quanto ao perfil e teores das aminas
bioativas, pH e caracteristicas de cor L* a* b*. As aminas pesquisadas foram
putrescina, cadaverina, tiramina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina,

espermina, feniletilamina e triptamina.
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1.2.2.1 Determinagao de aminas bioativas

Para a determinacao das aminas, o café soluvel (5 g) foi adicionado de 7 mL de
acido tricloroacético (TCA) 5%. Em seguida foi agitado em mesa agitadora por 10
minutos, centrifugado a 11.180 g a 4 °C por 21 minutos e filtrado em papel de filtro
qualitativo. A extracao foi repetida mais duas vezes, com adicdo de 7 e 6 mL de TCA
5%; os extratos foram combinados e o volume final anotado.

Os extratos foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm de diametro e 0,45
um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas foram
determinadas por CLAE-par i6nico, derivagdo pos-coluna com OPA, conforme
metodologia descrita por CIRILO et al. (2003).

A analise cromatografica foi efetuada em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu, modelo LC-10 AD, com a mistura a baixa pressao; conjunto de
lavagem automatica de pistdo; injetor automatico Shimadzu modelo SIL — 10 ADVP
conectado a um detector espectrofluorimétrico modelo RF-551 a 340 nm de excitagéo e
445 nm de emissao e um controlador CBM-20 A (Shimadzu, Kyoto, Japao) conectada a
um computador. O sistema de derivagcao pés-coluna foi montado com uma camara de
mistura (volume morto igual a zero), instalada entre a saida da coluna e o detector; um
tubo de teflon, protegido da luz, de 2 m de comprimento e 0,25 cm de diametro
conectado entre a camara de mistura e o detector e a bomba LC-10 AD (Shimadzu,
Kyoto, Japao).

Foi utilizada uma coluna uBondapak C18 em fase reversa 3,9 x 300 mm, 10 pum
e pré-coluna uBondapak C18 (Waters, Milford, MA) e sistema gradiente de eluicdo em
ambiente com temperatura controlada (20 £ 1 °C). As fases moveis foram: A - solugao
0,2 M de acetato de sddio e 15 mM de octanosulfonato de sédio, pH 4,9 ajustado com
acido acético e B - acetonitrila. O fluxo de analise foi de 0,8 mL/min.

O reagente de derivacdo consistiu de 0,2 g de OPA dissolvido em 3 mL de
metanol e 500 mL de uma solugéo de 25 g de &cido bérico e 22 g de KOH (pH 10,5),
1,5 mL de Brij-35 e 1,5 mL de mercaptanol. A solugdo derivante foi preparada
diariamente, mantida ao abrigo da luz e bombeada a camara de mistura a um fluxo de
0,4 mL/min.

A identificagcdo das aminas foi feita por comparagdo do tempo de retengédo das

aminas na amostra em relagdo ao padrao e também pela adicdo de solucdo da amina
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suspeita a amostra. O célculo da concentragdo das aminas foi feito por interpolagao

nas respectivas curvas analiticas.

1.2.2.1 Determinacao do pH

O pH das amostras de café foi determinado por medida direta em pHmetro digital
(DM20 Digimed, Santo Amaro, SP, Brasil) previamente calibrado com solugdes tampao
de pH 4,0 e 7,0 a temperatura ambiente. O café soluvel (2 g) foi reconstituido em 100
ml de 4gua (IAL, 2004).

1.2.2.2 Determinacao das caracteristicas de cor

As caracteristicas de cor foram determinadas usando o colorimetro ColorTec
PCM (Accuracy Microsensor, Pittsford, EUA). Foram efetuadas medidas dos
parametros L*, a*, b* e calculo dos valores de croma [c = (a® + b?)"?] e tonalidade [h =
arctg a/b] em triplicata. Os valores ¢ e h foram confirmados empregando-se o software
Colorpro (COLORPRO, 2004).

1.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos durante a execucdo do experimento foram submetidos a
analise de variancia (média, desvio padrao e coeficiente de variacao) - ANOVA, e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia utilizando-se o
programa estatistico SIGMA STAT verséao 2.0.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

I.3.1 Perfil de aminas bioativas livres no café soluvel

Nove das dez aminas investigadas foram detectadas nas amostras analisadas. A
triptamina ndo foi detectada em nenhuma das amostras. A tiramina foi a amina
prevalente, sendo detectada em todas as 68 amostras analisadas, seguida da
cadaverina (88%), serotonina (72%), espermidina (65%), feniletilamina (57%),
putrescina e histamina (54%) (Figura I.1). A Agmatina e espermina foram detectadas

apenas e 29 e 18% das amostras, respectivamente.
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Figura 1.1. Ocorréncias das aminas bioativas livres nas amostras analisadas.
SPD=espermidina; SPM=espermina; PUT=putrescina; AGM=agmatina; SRT=serotonina; CAD=cadaverina; TIM=tiramina;
HIM=histamina; PHE=feniletilamina.

A presenca da espermidina no café era esperada visto que esta amina esta
amplamente distribuida em plantas e desempenham um importante papel no processo
de divisao e crescimento celular (FLORES et al., 1989; BARDOCZ, 1995; CIRILO et al.,
2003). A putrescina por ser um precursor das aminas espermidina e espermina
também era esperada (LIMA & GLORIA, 1999; WALTERS, 2003). A prevaléncia de
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espermidina em relagdo a espermina esta em acordo com VALERO et al. (2002) e
KALAC et al. (2002) para diferentes vegetais. Algumas aminas identificadas no café
soluvel j& haviam sido previamente detectadas em amostras de café verde e torrado,
com excecao da feniletilamina, que foi detectada em amostras de café pela primeira
vez. A presenga de muitas destas aminas foi relatada em gréos de café verde, dentre
elas , a prutrescina, a espermidina, a espermina e a serotonina (AMORIM et al., 1977;
CIRILO et al., 2003; CASAL et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2007). Tiramina e
cadaverina foram encontradas em baixas concentragbées (<0,31 e <0,04 mg/100 g,
respectivamente) em graos de café verde da espécie Coffea canephora var. Robusta
(CASAL et al., 2004). A agmatina foi detectada em amostras de café submetidas a
elevadas temperaturas de torracdo (CIRILO et al.,, 2003). Além disso, histamina,
triptamina e cadaverina foram detectadas em cafés classificados como bebida de baixa
qualidade e em graos de café defeituosos como preto, verde e ardido (OLIVEIRA et al.,
2005; VASCONCELOS et al., 2007).

N&o foram encontrados dados na literatura sobre o perfil e teores de aminas
bioativas em café soluvel. Todavia, como o extrato do café € obtido a partir do café
torrado, o perfil de aminas presente no café soluvel deveria ser semelhante ao café
torrado. Durante a torracao muitas aminas livres sdo degradadas, assim o café torrado
apresenta normalmente a serotonina que parece ser a amina mais resistente a
torracdo. As aminas putrescina, espermidina e espermina podem ser detectadas em
torracbes mais brandas (clara), sendo que a agmatina pode ser formada durante
processos de torragéo escura (AMORIM et al., 1977; CIRILO et al., 2003; CASAL et al.,
2004). A presenca de diferentes tipos de aminas no café soluvel poderia indicar que
estas foram introduzidas durante o processamento, nas etapas de extracao,
concentracdo ou desidratacdo. Além disso, as aminas poderiam estar presentes no
café torrado em sua forma conjugada e que foram hidrolisadas durante o
processamento. Mais estudos sdo necessarios para identificar a fonte destas aminas

presentes no café soluvel.
1.3.2 Teores de aminas bioativas livres no café soluvel
Os teores de aminas detectados nas amostras analisadas estao indicados na

Tabela 1.1. Os teores totais de aminas variaram de 0,28 a 2,76 mg/100 g. Teores

médios elevados foram observados para as aminas serotonina, seguida da cadaverina,
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tiramina e espermidina. Foi observada uma grande variagdo nos teores das aminas
entre as amostras analisadas, como evidenciado pelo coeficiente de variagao.
Elevadas variagcdes foram observadas para a espermina, a agmatina e a feniletilamina.
Todavia pequenas variacdes foram encontradas para a tiramina, a cadaverina e a
serotonina, que foram as aminas presentes em maiores quantidades.

As aminas serotonina, espermidina e putrescina foram detectadas em teores
similares aos encontrados no café torrado como reportado por AMORIM et al. (1977),
CIRILO et al. (2003), CASAL et al. (2004), VASCONCELOS et al. (2007). Porém
cadaverina, tiramina, histamina e feniletilamina, que n&o tinham sido encontradas no

café torrado, foram detectadas no café soluvel em teores significativos.

Tabela I.1. Teores de aminas bioativas em café soluvel

Aminas Teores de aminas (mg/100 g)

SPD SPM PUT AGM SRT CAD TIM HIM PHE Total
n+ 44 12 37 20 49 60 68 37 39 68
Minimo 0,04 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,28
Maximo 0,77 041 053 053 180 081 055 0,14 0,75 2,76
Mediana 0,06 0,00 0,04 0,00 036 027 0,11 0,04 0,04 1,01
Média 0,117 0,03 0,08 0,04 039 0,7 0,14 0,04 0,05 1,15
CV (%) 169 293 142 216 98 79 74 110 197 56

n+= numero de amostras positivas; CV= coeficiente de variagdo; SPD=espermidina; SPM=espermina; PUT=putrescina;
AGM=agmatina; SRT=serotonina; CAD=cadaverina; TIM=tiramina; HIM=histamina; PHE=feniletilamina.

1.3.3 Perfil e teores de aminas livres em diferentes tipos de café soluvel

A contribuicdo de cada amina ao teor total para cada tipo de café soluvel variou
significativamente (Figura 1.2). Em média a amina que mais contribuiu com o teor total
foi a tiramina, mas avaliando cada tipo de café separadamente foram observadas
variagdes. No café soluvel regular a serotonina contribuiu mais com o teor total,
seguida da cadaverina, espermidina e tiramina. No café descafeinado as aminas que
mais contribuiram foram a cadaverina, a serotonina e a tiramina. No café organico a
cadaverina também foi a amina que apresentou Mao ir contribuicdo ao teor total,
seguida da espermidina e serotonina.
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Figura 1.2. Contribuicdo de cada amina em rela¢do ao teor total nos diferentes tipos de

café soluvel. SPD=espermidina; SPM=espermina; PUT=putrescina; AGM=agmatina; SRT=serotonina; CAD=cadaverina;
TIM=tiramina; HIM=histamina; PHE=feniletilamina.

Os teores médios de cada amina detectada nos diferentes tipos de café soluvel
analisadas estdo indicados na Figura 1.3. As aminas encontradas em maiores teores
foram a serotonina, a cadaverina, a tiramina e a espermidina. Foi observada diferenca
significativa nos teores de cadaverina e tiramina entre os trés tipos de café soluvel.
Elevados teores de cadaverina foram detectados nos cafés descafeinado e organico,
enquanto que a quantidade de tiramina foi maior no café descafeinado.

De acordo com NOGUEIRA & TRUGO (2003), a composi¢cdo do café soluvel
pode variar durante o processamento e também com as espécies e variedades de café
usadas nos blends. Nos graos de café robusta foram observados elevados teores de
tiramina (CASAL et al., 2004), assim o uso desta variedade de café em altas
proporcdes nos blends poderia fornecer elevados teores de tiramina ao café soluvel.
Os teores de cadaverina foram significativamente diferentes no café soluvel organico
em relagdo ao café soluvel regular. Estes resultados sugerem que as praticas de cultivo

organicas podem favorecer a formacao e o acumulo de cadaverina neste tipo de café.
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Figura I.3. Teores de aminas bioativas nos diferentes tipos de café soluvel. Letras
diferentes (a, b) para uma mesma amina sao significativamente diferentes. Teste de Duncan (p< 0,05).

I.3.4 Teores de aminas bioativas livres em diferentes marcas de café soluvel

Os teores totais de aminas nas diferentes marcas dos cafés regular,
descafeinado e organico estdo demonstrados na Figura 1.4. Do total de 12 marcas
incluidas neste estudo, dez produziam café soluvel regular, seis descafeinado e apenas
uma marca produzia café organico. O teor total de aminas variou de 0,30 a 2,86
mg/100 g (média 1,07 mg/100 g) para o café soluvel regular; 0,38 a 2,51 mg/100 g
(média 1,29 mg/100 g) para o descafeinado e 0,41 a 2,53 mg/100 g (média 1,41
mg/100 g) para o organico. Foi observada uma variacdo nos teores de aminas entre as
marcas, mas esta diferenca ndo foi estaticamente significativa (p> 0,05), provavelmente
devido a grande variagdo nos teores entre as amostras dos diferentes lotes de cada
marca.

1.3.5 Perfil e teores de aminas livres nos diferentes tipos de bebida café soluvel

A concentracao das aminas serotonina, tiramina e cadaverina presentes em
50 mL de bebida para cada marca dos cafés analisados soluvel regular, descafeinado e
orgéanico estd indicada na Tabela |.2. As bebidas foram preparadas de acordo com as
instrucoes dos fabricantes, e nao diferiram em relacédo a proporcao de café utilizada no
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preparo (2 g para 50 mL de bebida). Os teores destas aminas na bebida variaram

amplamente.
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Figura 1.4. Teores totais de aminas bioativas livres nas diferentes marcas de café
soluvel: A) regular; B) descafeinado; C) organico.
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A serotonina apresentou teores que variaram de ndo detectados até 7,8 ug, a

tiramina de 0,0 a 4,9 ug e a cadaverina de 0,2 a 6,0 pug. A implicacdo dos niveis destas

aminas na bebida café ainda nao esta bem estabelecida. Dados sobre a influéncia das

aminas nas caracteristicas sensoriais da bebida café sdo escassos. WANG et al.

(1975) reportou que as poliaminas livres apresentam um odor desagradavel,

amoniacal, quase putrido. Porém, o ph bem como outros componentes presentes no

café pode desempenhar um papel na percepcao das aminas.

Tabela I.2. Teores de serotonina, tiramina, cadaverina e total de aminas bioativas livres

em 50 mL de bebida nas diferentes marcas dos café analisados.

Tipos Marca Serotonina Tiramina Cadaverina Total
s (ug/50 mL) (1g/50 mL) (1g/50 mL) (1g/50 mL)
Regular A 4,3 1,2 2,0 11,2
B 3,7 0,6 2,6 10,6
C 7,8 0,9 3,8 18,3
D 6,5 1,0 0,6 9,9
E 3,4 2,0 5,0 28,6
F 1,7 1,7 1,7 6,9
G nd 2,2 2,2 55
H 3,0 0,3 0,1 5,1
I 4.0 0,9 1,3 5,6
J 2,7 1,0 0,9 6,4
Descafeinado A 55 1,9 6,0 16,9
D 3,9 1,4 3,7 12,2
E 2,6 2,0 3,3 23,0
G 1,2 4,9 0,4 18,0
H 0,5 3,7 2,4 5,5
K nd 1,3 4,4 7,2
Orgéanico H 1,7 0,3 0,9 4,0
L 2,2 0,6 4,8 15,8

Os teores foram calculados pela média dos valores (n= 5) das aminas nos respectivos pos para preparo
da bebida. nd = ndo detectado; Limite de determinagdo = 0,2 ug/50 mL para tiramina e cadaverina e

0,4 pg/50 mL para serotonina).
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De acordo com ABIC (2008) o consumo de café em 2007 foi de
aproximadamente 74 litros da bebida por habitante o que representa um consumo de
200 mL da bebida por dia. Considerando os dados apresentados na Tabela 1.2 e a
estimativa de consumo apresentada pela ABIC os teores de tiramina e serotonina
consumidos diariamente por meio do consumo de café seria de 19,6 e 31,2 mg,
respectivamente. Segundo HALASZ et al. (1994) e GLORIA (2005) somente elevadas
concentragcdes de tiramina (10 mg/100 g de alimento) podem causar alteracées na
pressdo arterial. Desta forma a concentracdo de tiramina no café soluvel nao
representa risco para o consumidor. Nao foram encontrados dados na literatura sobre o
os efeitos da serotonina presente na bebida café. Porém, segundo CASAL et al. (2004)
devido ao seu papel psicoativo nos seres humanos, como mediador neuronal, sua

presenca no café esta poderia ser interessante.

1.3.6 pH e caracteristicas de cor do café soluvel

O pH e as caracteristicas de cor CIE L*a*h* das amostras de café soluvel
analisadas estdo indicados na Tabela |.3. O pH variou entre os diferentes tipos de café
analisados, com valores significativamente mais baixos para o café organico em
relacdo ao café regular e descafeinado. As caracteristicas de cor também variaram
significativamente entre os diferentes tipos de cafés. O café organico apresentou
valores para as caracteristicas de cor mais elevados, seguido do café descafeinado e
do café soluvel regular. De acordo com BORGES et al. (2002) e FARAH et al. (2006a)
a luminosidade (L) dos grdos de café apresenta correlagdo inversa com o grau de
torracdo. Desta forma, os resultados sugerem que o café organico foi submetido a uma
torracdo mais branda. Porém para o café solluvel esta correlacdo ainda nao foi
estabelecida e fatores como a utilizagdo de CO,, para clareamento do café, durante o
processamento podem interferir na coloracao final do café solavel.

Estudos de correlagdo entre os teores de aminas bioativas detectadas nas
amostras analisadas com o pH e as caracteristicas de cor, indicaram uma correlagao
positiva entre a tiramina e a agmatina com o pH (R = 0,432, P = 0,008 e R = 0,293, P =
0,048, respectivamente). Nao foram observadas correlagdes entre as caracteristicas de

cor e os teores de aminas.
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Tabela 1.3. Valores de pH e caracteristicas de cor CIE L*a*b* das amostras de café
soluvel regular, descafeinado e organico

Caracteristica Valores médios + dp / Tipos de café soluvel
Regular Descafeinado Organico
pH* 5,05+0,07b 5,15+0,14a 4,86 £ 0,04 c
Caracteristicas de cor **
L 14,61 +£2,20c 20,61 +4,69b 33,48 £3,02 a
a 6,61 +£2,03b 7,91 £3,63b 11,53 +£4,01 a
b 3,73+2,33¢c 12,56 £ 8,03 b 33,51 £6,73 a
c 9,01 £5,15¢ 15,35+8,00b 36,24 £3,99 a
He 32,89 £17,47b 54,03 + 15,02 a 67,15+9,28 a

* Determinado na bebida. ** Determinado no café sollvel em p6. Valores médios com letras diferentes
na mesma linha sao estatisticamente diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).

1.4 CONCLUSOES

O café soluvel coletado no mercado consumidor foi caracterizado pela presenga
das aminas serotonina, cadaverina, tiramina, espermidina, putrescina, histamina,
agmatina, feniletilamina e espermina. A amina predominante foi a serotonina. Os teores
de tiramina e cadaverina foram significativamente diferentes nos trés tipos de cafés
analisados. A tiramina foi detectada em maiores concentragcdes no café descafeinado
e a cadaverina nos cafés descafeinado e organico. Os teores de aminas variaram entre
as marcas e os diferentes lotes analisados.

O pH apresentou correlacao significativa com as aminas tiramina e agmatina. As
caracteristicas de cor nao apresentaram correlacgdo com as aminas bioativas

detectadas no café soluvel.
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CAPITULO II. OTIMIZACAO DA ETAPA DE EXTRACAO DAS
AMINAS BIOATIVAS LIVRES DE CAFE CRU

RESUMO

A extracdo é uma etapa muito importante na determinacdo de aminas bioativas
em alimentos, pois dela depende a qualidade do resultado da anélise. O objetivo do
presente trabalho foi otimizar a etapa de extragdo das aminas bioativas livres de café
cru, avaliando a influéncia dos parametros granulometria da amostra, &cido extrator e
extragdes consecutivas na recuperacao das aminas da matriz café cru. Graos de café
robusta foram submetidos a moagem, classificacdo por tamanho de particula e, em
seguida, avaliados quanto aos teores de aminas. Foram testados os extratores acido
tricloroacético (TCA) a 5% m/v, HCI 1 mol/L e &cido perclérico (HCIO,4) 0,4 mol/L e os
procedimentos com uma e trés extragdes consecutivas, seguidas ou ndo da etapa de
repouso a 4 °C por 12 h. As aminas foram quantificadas por CLAE-par idnico,
derivacdo pés-coluna com o-ftalaldeido e deteccao fluorimetrica. A granulometria
influenciou significativamente o volume recuperado do extrato, sendo que na extracao
de amostras com particulas de didmetro médio (< 0,85 mm), o volume do extrato
recuperado foi menor. A recuperacdo da maioria das aminas detectadas nos graos de
café cru nao foi significativamente diferente para as particulas obtidas apdés moagem e
separagdo nas peneiras 9, 20, 28 mesh (2,00; 0,85 e 0,60 mm de didmetro,
respectivamente). O extrator que proporcionou melhor recuperagdo das aminas foi o
TCA 5%. A extracdo das aminas utilizando trés extragdes consecutivas foi
significativamente mais eficiente na recuperacdo das aminas bioativas de café cru, ndo

havendo necessidade de repouso sob refrigeracao.

Palavras-chave: aminas bioativas, café cru, extragdo, granulometria.
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1.1 INTRODUCAO

A separacao e quantificagdo de aminas bioativas em alimentos pode ser feita por
varios métodos, dentre eles, a cromatografia em camada delgada (LAPA-GUIMARAES
& PICKOVA, 2004), a cromatografia gasosa (BAKER et al., 1987; ANTOINE et al.,
2002), a cromatografia em coluna de troca ibnica (ZEE et al., 1981; STANDARA et al.,
2000; REY & POHL, 2003), ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE
(IZQUIERDO-PULIDO et al., 1993; VALE & GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ et
al., 2000; TAMIN et al., 2002), sendo esta ultima a mais €eficiente.

Antes da separacdo e da quantificacdo, entretanto, as aminas devem ser
extraidas da matriz e, algumas vezes, o extrato deve ser purificado para eliminar
interferentes. Dependendo da matriz, ou seja, do tipo de alimento a ser analisado, as
etapas de extracdo e purificacdo podem sofrer alteracbes. Em alguns casos, é
necessario ainda fazer uma derivatizacdo da amostra antes da etapa de separacao ou
de deteccdo (MORET & CONTE, 1996).

A extragcdo das aminas consiste na retirada destas da matriz. Esta etapa é
critica, pois sua eficiéncia depende do tipo e da natureza das aminas presentes e do
alimento analisado (TAMIN et al.,, 2002). De acordo com a literatura, diferentes
agentes extratores tém sido utilizados para extrair aminas bioativas dos alimentos:
agua (INGLES et al., 1985), solventes organicos como etanol e metanol (SATO et al.,
1970; AOAC, 1995) e &acidos como tricloroacético (TCA) (PATTONO et al., 2000;
CASAL et al., 2004), cloridrico (HCI) (FONTANIELLA et al., 2001; CINQUINA et al.,
2004) perclérico (HCIO4) (CHIACCHIERINI, RESTUCCIA & VINCI, 2006; LAVIZZARI et
al., 2006) e sulfosalicilico (POLLACK et al., 1992; BUTS et al., 1995). Em meio
aquoso, com agua a temperatura ambiente ou aquecida, sdo extraidas apenas as
aminas livres. Porém, na extracdo acida, dependendo da concentracdo do acido,
algumas aminas ligadas a outros componentes da matriz também sao extraidas,
juntamente com as aminas livres (MORET & CONTE, 1996).

Durante a execugdo da etapa de extracdo dois parametros sdo importantes,
dentre eles, o solvente usado para a extracao, que esta relacionado com a matriz a ser
analisada, e a forma de preparo da amostra e o procedimento de extragdo (MORET &
CONTE, 1996). O café possui uma grande variedade de compostos, constituindo,
portanto, uma matriz complexa. Desta forma, uma etapa de extracdo apropriada é
fundamental para obtengéo de um bom resultado da anélise.
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Na determinagédo de aminas bioativas em amostras de café, a metodologia mais
utilizada é a CLAE (CASAL et al., 2002). A etapa de extracdo assume importante papel
na qualidade do resultado final. Os meétodos descritos na literatura para a
determinagcdo de aminas em graos de café utilizam diferentes procedimentos de
extracdo, bem como uma diversidade de agentes extratores. De acordo com CASAL et
al. (2002), na andlise de aminas em amostras de café, a etapa de extragdo foi
conduzida com uma Unica adicao do agente extrator seguida de repouso a 4 °C por
aproximadamente 12 h. Porém, na metodologia descrita por CIRILO et al. (2003), as
aminas foram retiradas da matriz por meio de trés extracées consecutivas sem a etapa
de repouso sob refrigeracdo. Desta forma uma melhor avaliagdo dos procedimentos de
extracdo para verificar a influéncia de extragdes consecutivas e do repouso sob
refrigeragdo na recuperagao das aminas deve ser realizada.

Com relagcdo ao agente extrator, o meio mais eficiente para a extracdo das
aminas do café é o acido, sendo o mais utilizado o TCA (CASAL et al., 2002; CIRILO et
al., 2003). Um outro parametro importante que pode influenciar na etapa de extragéo
das aminas em graos de café e, conseqlentemente, em sua quantificacdo é a
preparacdao da amostra. Esta etapa envolve os procedimentos de moagem dos graos,
que consiste na trituracdo dos mesmos para que sejam reduzidos a uma granulometria
adequada para a extracao das aminas. A reducao do tamanho dos graos de café pode
facilitar a extracdo de solutos, devido ao aumento da &rea de contato disposta entre os
graos e o agente extrator (BRENNAN et al., 1998).

Diante da importancia da etapa de extragcdo na determinacdo das aminas
bioativas, o presente estudo avaliou a eficiéncia de diferentes procedimentos de
extracdo, dentre eles, o tipo de acido extrator, 0 numero de extragdes sucessivas, € a
granulometria do grdo de café na recuperagdo das aminas bioativas em amostras de

café cru.



74

I.2 MATERIAL E METODOS

I.2.1 MATERIAL

I1.2.1.1 Amostra

Para realizagdo deste experimento foram utilizadas amostras de café cru em
graos da espécie robusta (Coffea canephora var. Robusta). Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

1.2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico, exceto os solventes usados no
CLAE (acetonitrila), que eram de grau cromatografico. As solucdes foram preparadas
com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).
Os padroes de aminas bioativas (diidrocloreto de putrescina (PUT), diidrocloreto de
cadaverina (CAD), diidrocloreto de histamina (HIM), hidrocloreto de tiramina (TIM),
tetraidrocloreto de espermina (EPM), triidrocloreto de espermidina (EPD), complexo
sulfato creatinina agmatina (AGM), hidrocloreto de 2-feniletilamina (FEA), hidrocloreto
de 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT), foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA). As fases moveis foram filtradas em membrana de 47 mm de
didmetro e com tamanho do poro de 0,45 um (Millipore Corp., Milford, MA, EUA), tipos
HAWP e HVWP para solventes aquosos e organicos, respectivamente.

1.2.2 METODOS

I.2.2.1 Estudo da influéncia do acido extrator na recuperacido das aminas
bioativas de café cru

Diferentes tipos de acidos extratores, dentre eles o TCA, o acido cloridrico e o
acido perclérico foram avaliados quanto a eficiéncia em recuperar aminas durante a
etapa de extracdo de 10 aminas bioativas da matriz café cru. Todas as extracdes
foram conduzidas em ftriplicata, utilizando-se a matriz (café cru) sem e com adicédo de
solugdo contendo 10 aminas de forma a se obter adicdo de 1 e 10 mg/100 g da

amostra.
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A eficiéncia da extracdo de aminas bioativas de café cru por cada solugao acida
foi investigada adicionando-se 7 mL das solugdes de TCA 5 g/100 mL (CIRILO et al.,
2003), HCI 1,0 mol/L e &cido perclorico 0,4 mol/L (CASAL et al., 2002) a 5 g da amostra
de café cru sem e com adicao de solucao de concentracdo conhecida de aminas. As
amostras foram agitadas em mesa agitadora por 10 min e centrifugadas a 11.180 ga 4
°C por 21 min. Em seguida, foram filtradas em papel de filtro qualitativo. A extragao foi
repetida por mais duas vezes, com 7 e 6 mL e os filtrados foram combinados (CIRILO
et al., 2003).

I.2.2.1 Estudo da influéncia da granulometria na extracao de aminas bioativas de
café cru

Os gréaos de café cru (250 g) foram submetidos a duas trituragbées em moinho de
rolos (modelo C 60, CAMARGO, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura Il.1A) a 283 rpm e, em
seguida, foram triturados uma vez no moinho de martelos (Figura 11.1B) a rotacdo de
3500 a 4000 rpm. Apds a moagem pesou-se 100 gramas do material o qual foi
submetido a peneiramento nos tamises de numero 4, 8, 9, 20, 28, 32 e 60 mesh com
abertura das malhas de 4,75; 2,36; 2,00; 0,85; 0,60; 0,50 e 0,25 mm, respectivamente.

Para o peneiramento foi utilizado um agitador de peneiras (Bertel Industria e
Comércio Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) com reostato na posicao 5 por um tempo de 30
minutos. Cada fracdo da amostra retida nas diferentes peneiras foi recolhida, pesada
para verificar a granulometria média do café apés a moagem e, em seguida, submetida
a extracdo de aminas bioativas.

Os graos de café foram fotografados na entrada e saida de cada moinho. Por
meio da imagem dos gréos de café determinou-se o didmetro médio dos mesmos, com
o software Size Meter 1.1 (Luis Henrique Castelan Carlson, LCP, UFSC, SC, Brasil).

Apbs cada etapa de moagem, as particulas foram peneiradas e o diametro
médio das particulas apdés o peneiramento foi calculado pela média geométrica das
massas retidas e as aberturas das peneiras através da equagéao:

Diametro médio = (d1 x d2)”
sendo:
d1: didmetro em mm da peneira com a maior massa retida, e

d2: didametro em mm da peneira com a segunda maior massa retida.
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Figura I.1 — Moinhos utilizados na moagem dos graos de café crus.

A) Moinho de rolos; B) Moinho de martelos.

As particulas separadas por diferentes tamanhos foram subtidas a analise de
aminas bioativas. As aminas foram extraidas com 7 mL de TCA 5%, agitadas em mesa
agitadora por 10 min e centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por 21 min. A extracao foi
repetida por mais duas vezes, com 7 e 6 mL e os filtrados foram combinados.

I.2.2.2 Estudo da influéncia de extracoes sucessivas e repouso sob refrigeracao
na recuperacao de aminas bioativas de café cru

As condicdes de extracao otimizadas nas etapas anteriores foram adotadas para
verificar a influéncia de extragcdes sucessivas e repouso sob refrigeracdo na
recuperacao de dez aminas bioativas em amostras de café cru. Foram testadas uma
Unica extracao e trés extracdes consecutivas, com e sem repouso a 4 °C por 12 h.

A amostra de café foi triturada e peneirada em tamises de 9 e 20 mesh e as
particulas retidas na peneira de 20 mesh foram recolhidas. Em seguida 5 g da amostra
foi adicionada de 30 mL de TCA 5%, agitada em mesa agitadora (Tecnal TE — 140,
Piracicaba, SP) por 10 min, centrifugada a 11.180 g a 4 °C por 21 min e filtrada em
papel de filtro qualitativo. O mesmo procedimento foi repetido porém, apos a adi¢cao do



77

TCA 5%, a amostra foi mantida em repouso sob refrigeracdo a 4 °C por 12 h. O
procedimento também foi conduzido por meio de trés extragcdes consecutivas com e
sem repouso a 4 °C por 12 h. Foram adicionados 10 mL de TCA 5% a 5 g de amostra
de café cru. Em seguida foram agitadas, centrifugadas e filtradas em papel de filtro
qualitativo como descrito acima. A extracao foi repetida por mais duas vezes (com 10

mL cada) e os extratos foram combinados. As extracdes foram realizadas em triplicata.

1.2.2.4 Determinacao de aminas bioativas por CLAE-par i6nico

Todos os extratos obtidos foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm de
diametro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia por par ibnico,
derivagdo poés-coluna com o-ftalaldeido (OPA) e deteccédo fluorimétrica, conforme
metodologia descrita por CIRILO et al. (2003).

A andlise cromatografica foi efetuada em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu, modelo LC-10 AD, com a mistura a baixa pressao; conjunto de
lavagem automatica de pistdo; injetor automatico Shimadzu modelo SIL — 10 ADVP
conectado a um detector espectrofluorimétrico modelo RF-10 AXL a 340 nm de
excitagdo e 445 nm de emissao e um controlador CBM-20 A (Shimadzu, Kyoto, Japao)
conectada a um computador. O sistema de derivagdo pés-coluna foi montado com
uma camara de mistura (volume morto igual a zero), instalada entre a saida da coluna
e o detector; um tubo de teflon, protegido da luz, de 2 m de comprimento e 0,25 cm de
didmetro conectado entre a camara de mistura e o detector e a bomba LC-10 AD
(Shimadzu, Kyoto, Japéo).

Foi utilizada uma coluna uBondapak C18 em fase reversa 3,9 x 300 mm, 10 um
e pré-coluna uBondapak C18 (Waters, Milford, MA) e sistema gradiente de eluicdo em
ambiente com temperatura controlada (20 £ 1 °C). As fases moveis foram: A - solugéo
0,2 M de acetato de sddio e 15 mM de octanosulfonato de sédio, pH 4,9 ajustado com
acido acético e B - acetonitrila. O fluxo de analise foi de 0,8 mL/min.

O reagente de derivacdo consistiu de 0,2 g de OPA dissolvido em 3 mL de
metanol e 500 mL de uma solugéo de 25 g de acido bérico e 22 g de KOH (pH 10,5),
1,5 mL de Brij-35 e 1,5 mL de mercaptanol. A solugdo derivante foi preparada
diariamente, mantida ao abrigo da luz e bombeada a camara de mistura a um fluxo de
0,4 mL/min.
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A identificagdo das aminas foi feita por comparagéo do tempo de retengéo das
aminas na amostra em relagdo ao padrao e também pela adicdo de solucdo da amina
suspeita a amostra. O célculo da concentragdo das aminas foi feito por interpolagao

nas respectivas curvas analiticas.

11.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade SIGMA STAT
2.0 (Systat Software Inc, Richmond, CA, USA).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

11.3.1 Influéncia do acido extrator na recuperacao das aminas bioativas de café
cru

Na tabela II.1 estdo apresentados os percentuais de recuperagcao das dez amina
bioativas livres extraidas com diferentes acidos extratores do café cru, apds adicao de
1 e 10 mg de cada uma das aminas em 100 g da amostra.

Observou-se que o TCA foi o extrator mais eficiente para a extracdo de aminas
livres em grédos de café. A recuperacdo média da agmatina (110 %) foi a maior,
seguida da putrescina (96 %), espermina (93 %), espermidina (88 %) e tiramina (85 %).
Estes resultados confirmam os dados obtidos por CASAL et al. (2002) que, apos
avaliarem a eficiéncia de diferentes extratores, indicaram o TCA como a melhor
escolha para andlise de aminas em café.

Avaliando-se a recuperacdo de cada amina separadamente, observa-se que a
triptamina foi a amina que apresentou menor indice de recuperacao, abaixo de 50%
para os trés extratores avaliados. Na extracdo com TCA, triptamina (25%), histamina
(49%) e feniletilamina (53%) apresentaram os menores percentuais de recuperacao.
Ja o acido perclérico recuperou percentuais menores ainda, triptamina (11%),
histamina (30%) e agmatina (31%). A agmatina apresentou 48% de recuperagao na
extragcdo com HCI, enquanto que a triptamina ndo foi recuperada. Resultados
semelhantes foram relatados por CASAL et al. (2002) para histamina com
recuperacoes de 4% a 35%.
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Tabela Il.1. Influéncia do acido extrator na recuperagédo das aminas livres em amostras

de café adicionadas de 1 e 10 mg de padrao por 100 g de amostra

Aminas % de Recuperacao (% CV)
TCA 5% m/v HCI 1 mol/L HCIO, 0,4 mol/L

Putrescina

1 mg/100 g 100 (3) ¢, x 107 (3) b, x 116 (2) a

10 mg/100 g 91 (2) b,y 93 (5) b,y 125 (6) a
Cadaverina

1 mg/100 g 115(2) a 48 (34) c,y 73 (4) b

10 mg/100 g 114 (5) a 80 (7) b, x 81(8) b
Histamina

1 mg/100 g 47 (7) b 96 (13) a, y 24 (9 c,y

10 mg/100 g 50 (8) b 149 (11) a, x 36 (2) ¢, x
Tiramina

1mg/ 100 g 80 (11) a 69 (5) b,y 75(10)a, b

10 mg/100 g 90 (5) a 83 (5) b, x 78 (5) b
Serotonina

1 mg/100 g 57(14)y 66 (24) 59 (18)

10 mg/100 g 92 (11) a, x 68 (8) b 84 (21) a
Agmatina

1 mg/100 g 101 (10) a, y 50(2) b 30 (4) c

10 mg/100 g 118 (2) a, x 47 (5) b 32(8)c
Espermidina

1 mg/100 g 84 (7) 86 (11) 81 (12)

10 mg/100 g 93 (14) a 76 (5) b 86 (15) a, b
Espermina

1 mg/100 g 99 (6) a 76 (10) b,y 123 (18) a

10 mg/100 g 88 (11) c 158 (8) a, x 133 (5) b
Feniletilamina

1 mg/100 g 46 (23) ¢ 68 (7) b 83 (7) a

10 mg/100 g 61(8) b 79 (17) a 74 (19) b
Triptamina

1 mg/100 g 25 (7)a Oy

10 mg/100 g 24 (5) a 11 (21) b, x

CV: coeficiente de variagdo; TCA: &cido tricloroacético; HCI: acido cloridrico; HCIO,: &cido perclérico.
Valores com letras diferentes para cada linha (a-c) ou coluna (x-y) séao significativamente diferentes (p <

0,05, teste de Duncan).
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Para um método analitico quantitativo ser adequado, os percentuais de
recuperacao devem estar entre 80% e 110% e os coeficientes de variacao nao podem
ser maiores do que 15% (CODEX, 1993). Levando-se em consideracdo esses
critérios, nenhum dos extratores testados apresentou eficiéncia na extracao das dez
aminas simultaneamente. De acordo com os dados apresentados na Tabela 1.2 o TCA
recuperou um maior nimero de aminas, seguido do HCIO4 e HCI, confirmando a sua

maior eficiéncia na extracao das aminas do café.

Tabela Il.2. Eficiéncia dos extratores acidos avaliados segundo os critérios do CODEX
(1993)

Concentracao Extratores
adicionada
TCA 5% m/v HCI 1 mol/L HCIO, 0,4 mol/L
1 mg/100 g PUT, TIM, AGM, PUT, HIM, SPD  PUT, TIM, SRT, SPD,
SPD, SPM SPM, PHE
10 mg/100 g PUT, TIM, SRT, PUT, CAD,TIM CAD, SRT, SPD

AGM, SPD, SPM

PUT = putrescina; CAD = cadaverina; TIM = tiramina; HIM = histamina; SRT = serotonina; AGM =
agmatina; SPD = espermidina; SPM = espermina; PHE = feniletilamina.

O &cido cloridrico tem sido citado na literatura como um bom extrator para
diferentes matrizes, principalmente para queijo (INNOCENT et al., 2006; CUSTODIO et
al., 2007). Porém alguns autores relataram que esse acido originava um extrato muito
turvo (ANTOLINI et al., 1999; CASAL et al. 2002). Esse fato também foi observado
durante a execucdo deste experimento, sendo que o extrato obtido na extragdao com
HCI apresentou elevada turbidez. CASAL et al. (2002), ao observarem a turbidez do
extrato, descartaram o uso de HCI como um possivel extrator de aminas em café. A
eficiéncia do HCI na recuperacdo das aminas do café foi significativamente menor
quando comparado com os acidos tricloroacético e perclérico.

A eficiéncia do acido perclorico na extragdo das aminas do café foi menor em
relacdo ao acido tricloroacético. As porcentagens de recuperacao variaram de 81% a
86% para as aminas cadaverina, espermidina e feniletilamina. Esses resultados foram
inferiores aos obtidos por CASAL et al. (2002) que relataram uma recuperacdo de
100% para a espermidina. O uso do acido perclérico na extracdo de aminas ja foi
relatado em matrizes de origem vegetal (LAVIZZARI et al., 2006) com porcentagens de
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recuperacao que variaram de 87 a 110% (espinafre), 86 a 97% (banana) e 82 a 94%
(batata). Porém seu uso é limitado por ser explosivo.

Avaliando-se a eficiéncia de extragdo dos 4acidos testados em relacdo a
concentracdo do padrao adicionado (Tabela 1l.1) observa-se que a concentracao de
padrao adicionada influenciou significativamente na recuperacao de algumas aminas
durante a extracdo. Essa influéncia foi maior na extracao com HCI, seguido do TCA e
HCIO4. Para a maioria das aminas pesquisadas, as recuperacdes foram maiores nas
amostras adicionadas de 10 mg de padrao por 100 g de amostra.

Nas amostras adicionadas de 1 mg/100 g de padrao de aminas, o HCI foi o
extrator menos eficiente, exceto para a histamina (96%) e putrescina (107%). O acido
perclérico extraiu eficientemente a feniletilamina e espermidina (81 - 83%) e o TCA foi
eficiente na extragdo da putrescina, tiramina, agmatina, espermidina e espermina (80 -
101%), a cadaverina foi recuperada em 116% e as demais abaixo de 80%.

Nas amostras adicionadas de 10 mg de padrdo por 100 g de café, o acido
cloridrico foi eficiente apenas para putrescina, cadaverina e histamina com
porcentagens de recuperacdo de 80% a 93%. O acido perclérico recuperou
eficientemente cadaverina (81%) e espermidina (86%), a serotonina também foi
recuperada (84%), porém, o coeficiente de variacao foi inadequado (21%). A eficiéncia
na recuperagdo das aminas pelo acido tricloroacético foi adequada para putrescina,
tiramina, serotonina, espermidina e espermina (88 - 93%). As aminas cadaverina e
agmatina foram recuperadas com porcentagens de 114 e 118%, respectivamente.
CUSTODIO et al. (2007) observaram comportamento semelhante ao extrairem aminas
de queijo ralado com TCA 5%.

I1.3.2 Influéncia da granulometria na extracao das aminas bioativas do café cru

Durante a execucdo deste experimento, os graos de café foram fotografados
antes e ap6s a moagem para inferir sobre o grau de redu¢ao do tamanho dos gréos de
café. Desta forma, os gréaos do café, ao entrarem na primeira moagem no moinho de
rolos, apresentaram um didmetro médio de 7,0 mm (Figura I.2). Os graos de café
foram moidos no moinho de rolos e no moinho de martelos. O moinho de martelos é
muito utilizado para a redugédo do tamanho de particulas e produz um material mais fino

que o moinho de rolos (BRENNAN, 1998). Nas Figuras 1.3 e 1.4, estdo apresentadas as
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imagens do grao do café verde e as particulas trituradas ap6s as trés moagens feitas
nos moinhos de rolos e de martelos.
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Figura Il.2. Medida do didametro dos graos de café inteiros (Size Meter 1.1).

Figura Il.3. Graos de café inteiros e ap6s uma moagem no moinho de rolos.



83

Figura ll.4. Graos de café apés duas moagem em moinho de rolos seguida de

uma moagem no moinho de martelos.

Na tabela 11.3 estdo apresentados os dados da andlise granulométrica com as

porcentagens de retencao das particulas dos gréos de café ap6s duas moagens no

moinho de rolos e uma no moinho de martelos.

Tabela II.3. Porcentagem de retencao das particulas dos graos de café apdés moagem

nos moinhos de rolos e martelos

% de Retencao das particulas / Moinhos

Tamis Abertura Martelos
(mesh) (mm) Uma vez Duas vezes
4 4,75 38,1 2,5 0,5
8 2,36 58,9 47,7 3,1
9 2,00 2,0 23,9 4,4
20 0,85 0,7 12,9 51,9
28 0,60 0,2 11,0 19,4
32 0,50 0,0 1,0 14,9
60 0,25 0,0 0,6 4,4
Fundo 0 0,0 0,5 1,4
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Conforme relatado anteriormente, os graos de café, ao entrarem na primeira
trituracdo apresentaram um didmetro médio de 7,0 mm. Apo6s a analise
granulométrica, os sistemas particulados apresentaram didametro médio de 3,3 mm e
2,1 mm para a primeira e segunda moagem no moinho de rolos, respectivamente, e de
0,7 mm apds a moagem no moinho de martelos. Desta forma foi evidenciada uma
reducao de 2,1; 3,3 e 10 para os moinhos de rolos e martelos. Os dados obtidos estao
semelhantes aos encontrados por CABRAL (2007) que, apds submeter graos de café
com diametro médio de 7,5 mm a moagem no moinho de rolos, evidenciou uma
reducéao de 3,4 vezes no tamanho de graos do café.

O volume de extrato recuperado apds a extracdo das aminas no café separado
nas diferentes peneiras estdo apresentados na Tabela 11.4. A trituracdo dos grédos em
tamanhos diferentes influenciou o volume do extrato recuperado. Para os graos retidos
nas peneiras de 28, 32 e 60 mesh, os quais apresentaram diametro das particulas
menores que 0,85 mm, o volume recuperado foi significativamente menor em relagéao
ao volume recuperado na extragcdo das aminas do café moido cujo didmetro das
particulas estda compreendido entre 4,75 a 0,85 mm. Para particulas retidas nas
peneiras 9 e 20 mesh, com didmetro compreendido entre 2,0 e 0,85 mm, o volume de
extracdo recuperado foi significativamente menor em relagdo aos graos retidos nas

peneiras 4 e 8 mesh.

Tabela I1.4 — Volume de extrato recuperado na extracdo das aminas

Peneira Extrato

Tyler ABNT Abertura da Volume médio recuperado (mL)
(mesh) (mesh) malha (mm)

4 4 4,75 13,6 +0,3a

8 8 2,36 13,0+ 0,1 a

9 10 2,00 11,2+0,3b

20 20 0,85 11,1+£0,5b

28 30 0,60 7,3+0,1c

32 35 0,50 7,5+0,2c¢C

60 60 0,25 74+0,1c

Valores com letras diferentes na mesma coluna a, b e ¢ séo diferentes (Teste de Duncan, p<0,05).
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Baseado nestes resultados, quanto maior o grau de trituracdo dos graos e,
consequentemente, menor o tamanho das particulas, a recuperagédo do extrato nao era
eficiente. Na extracdo efetuada no café moido e retido nas peneiras 28, 32 e 60 mesh,
ao adicionar a primeira porcao do acido no café, esta era totalmente incorporada nos
graos, desta forma nao se conseguiu uma separacao do acido durante a centrifugacao.
Somente apdés a segunda adicdo do acido e subseqlente extracdo, o extrato foi
separado e recuperado. Desta forma, para nao prejudicar a eficiéncia da extragdo, um
volume adicional do acido extrator teve de ser adicionado.

Na tabela 1.5 observa-se os teores das dez aminas pesquisadas nos graos de
café submetidos a moagem e separados por diferenga de tamanho. Deve-se lembrar
que quanto maior o mesh (quantidade de aberturas da malha do tamis por polegadas)

menor é o tamanho das particulas.

Tabela 1.5 — Teores de aminas bioativas extraidos de graos de café cru de diferentes
tamanhos de particulas

Aminas Teores de aminas (mg/100 g) (% CV) / Granulometria (mesh)

4 8 9 20 28 32 60
Putrescina 028(9)c 053()a 057(9a 057(12)a 0,62(5)a 0,63(13)a 0,47 (2)b
Tiramina 028(1)b 042(6)a 053(4)a 055(12)a 0,55(14)a 052(12)a 0,54 (6)a
Serotonina 0,21(8)c 0,24(6)c 0,43(8)b 0,41 (14)b 0,41 (15) b 0,66 (10)a 0,44 (7)b
Espermidina 0,13(8)c 0,23(9c 0,31 (6)b 0,32(14)b 0,31(15 b 0,50(6)a 0,27 (13)b
Espermina 0,09 (12)b 0,15(19)a 0,14 (18)a 0,15(16)a 0,19(32)a 0,11 (36)a 0,19 (29) a

)
Feniletilamina 0,09 (9)c 0,04 (27)c 0,06 (54)c 0,11(33)b 0,12(56)b 0,22(7)a 0,14 (55)b

CV: coeficiente de variagao; nd: ndo detectado. Valores com letras diferentes em uma mesma linha sdo

significativamente diferentes (Teste de Duncan, p<0,05).

Dentre as dez aminas pesquisadas no café foram detectadas seis. Estes
resultados sao similares aos reportados por CASAL et al. (2004), ou seja, a presenca
destas aminas ja havia sido relatada em graos de café cru. Nas particulas dos graos
retidos na peneira de 4 mesh (4,75 mm), cujo tamanho é maior em relagdo as demais
peneiras, os teores recuperados foram significativamente menores para a maioria das
aminas detectadas no café. Para as particulas retidas na peneira de 60 mesh (0,25

m), esperava-se uma maior recuperac¢do devido ao menor tamanho das mesmas e,
consequente maior superficie de contato do solvente com as particulas. Entretanto,
observou-se uma diferenca significativa nos teores recuperados. Para duas das seis
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aminas detectadas, os teores de aminas recuperados foram significativamente
menores em relagdo aos encontrados na peneira de 32 mesh. Estes resultados
sugerem que uma trituragdo excessiva, pode trazer efeitos deletérios na extragdo de
aminas da matriz. O que pode ter sido ocasionado pela elevagdo da temperatura do
grao durante a moagem no moinho de rolos e martelos.

De acordo com BRENNAN (1998), a reducédo de tamanho de uma matriz serve
para auxiliar a extracao do constituinte desejado, sendo que a velocidade de extracao
de um soluto cresce proporcionalmente com a area de contato disposta entre o sélido e
o solvente. Entretanto, com os resultados apresentados na tabela 11.4, verifica-se que
para a extragdo das aminas do gréo do café cru, o mesmo néo deve ser reduzido em
particulas de tamanhos inferiores a 0,50 mm, o que pode comprometer o rendimento
da extracao.

Nas particulas retidas nas peneiras 9, 20 e 32, os teores recuperados nao
sofreram interferéncia do tamanho das mesmas para a maioria das aminas detectadas
no café. Os teores das aminas detectadas nas diferentes granulometrias avaliadas
apresentaram coeficientes de variagcdo adequados para a maioria das peneiras, de
acordo com CODEX (1993), que estabelece um coeficiente de variagcdo de no maximo
15 % para analitos de concentracdo acima de 0,01 mg/100 g da amostra. Exceto para
a espermina e feniletilamina cuja % CV foi adequado somente para a peneira 4.

Baseado nestes resultados e levando em consideracdo o volume de extrato
recuperado, a extracdo das aminas dos graos de café cru deve ser conduzida com
amostras submetidas a trituracdo e separagédo, com particulas apresentando didametro
compreendido entre 2,00 a 0,85 mm, o que equivale a peneirar a amostra em peneiras
de 9 a 20 mesh.

I.3.3 Influéncia de extracdoes sucessivas e repouso sob refrigeracao na
recuperacao de aminas bioativas de café cru

Os tipos e teores das aminas detectadas nas amostras de café submetidas a
diferentes nimeros de extracédo estdo apresentados na Tabela 11.6. Das nove aminas
pesquisadas foram detectadas espermidina, espermina, putrescina, tiramina e
serotonina, com teores totais que variaram de 0,39 a 1,23 mg/100 g de café. As

aminas cadaverina, histamina, agmatina, feniletilamina e triptamina n&o foram
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detectadas nas amostras analisadas. Estes resultados estdo de acordo com estudos
anteriores em que estas aminas ndao haviam sido detectadas em amostras de café

robusta cru, ou foram detectadas em baixos teores (CASAL et al., 2004).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1.6, apenas para os teores
totais de aminas foi observada diferenga significativa (p<0,05) entre os procedimentos
avaliados, sendo que trés extracdes sucessivas, apds repouso a 4 °C por 12 h
apresentou maior recuperagao.

Tabela 1.6 — Teores de aminas bioativas em café cru extraidas por meio de uma ou

trés extracdes sucessivas na presenca ou nao de repouso

Aminas Teores de aminas em mg/100 g (% CV)

trés extracoes uma extracao

s/ repouso 4°C/12h s/ repouso 4°C/12h

Putrescina 0,35 (3) ab 0,38 (13) a 0,17 (9) c 0,27 (20) b
Tiramina 0,23 (7) a 0,26 (2) a 0,09 (8) c 0,15(13) b
Serotonina 0,09 (15) b 0,21 (7) a nd 0,06 (18) c
Espermidina 0,17 (6) ab 0,22 (8) a 0,07 (26) c 0,15 (25) b
Espermina 0,13 (10) ab 0,16 (15) a 0,06 (14) bc 0,09 (24) c
Total 0,96 (6) b 1,23 (9) a 0,39 (10) d 0,68 (19) c

CV: coeficiente de variagdo. Valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente

diferentes (Teste de Duncan, p<0,05).

Avaliando cada amina separadamente, as trés extracées sucessivas forneceram
valores significativamente maiores para putrescina, tiramina, espermidina e espermina.
Entretanto, a etapa de repouso sob refrigeracao nao influenciou na recuperacao destas
aminas. Apenas para a serotonina os procedimentos avaliados apresentaram
diferencas significativas, sendo que com uma unica extragdo esta amina nao foi
detectada. A influéncia dos procedimentos avaliados sobre cada amina estao
demonstrados na Figura II.5.

Os resultados obtidos estdo em acordo com CUSTODIO et al. (2007), que
avaliaram a influéncia de extrag6es consecutivas na determinagdo de aminas bioativas
em amostras de queijo ralado. Os autores concluiram que, para uma melhor
recuperacao das aminas, a etapa de extracdo deve ser conduzida com trés extracoes
consecutivas.
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Figura I.5. Influéncia dos procedimentos de extracdo sobre a extragdo de cada

amina. Proced 1 = 03 extragdes; Proced 2 = 01 extragdo. PUT: putrescina; TIM: tiramina; ESD: espermidina; ESM:
espermina

De acordo com o CODEX (1993), para métodos quantitativos com
concentracées do analito acima de 0,01 mg/100 g, o coeficiente de variacao deve ter
valor maximo de 15%, desta forma os resultados obtidos estdo de acordo com esta
recomendacao para o procedimento conduzido com trés extragbes sucessivas. O
procedimento realizado com apenas uma extracdo, sem a etapa de repouso,
apresentou coeficiente de variacdo acima de 15% para a espermidina. Para as aminas
extraidas por meio de uma Unica extracao, seguida de repouso sob refrigeracao, este
procedimento apresentou CV acima do estabelecido pelo CODEX (1993) para a
maioria das aminas detectadas.

1.4 CONCLUSOES

Maiores percentuais de recuperacdo de aminas bioativas foram obtidos apds
moagem e separacao dos graos de café nas peneiras de 9, 20, 28 mesh, ndo havendo
diferenca significativa entre elas. Desta forma, sugere-se que a extracao das aminas
bioativas do café seja conduzida com amostras submetidas a moagem e peneiramento
em particulas de diametro entre 0,85 mm e 2,0 mm, 0 que corresponde a passar por
peneiras de 9 e 20 mesh.
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Uma quantidade maior de reagente extrator deve ser utilizada na extragdo para
minimizar o efeito da absorcao do extrator pelas particulas do grao.

Para uma recuperacdo mais eficiente das aminas na etapa de exiragéo, a
mesma deve ser conduzida com o &cido tricloroacético na concentracao de 5% m/v,
por meio de trés extracdes consecutivas, ndo havendo necessidade de repouso sob
refrigeragdo antes da extracao.
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CAPITULO Ill. OTIMIZACAO DA HIDROLISE ACIDA NA
DETERMINACAO DAS AMINAS CONJUGADAS EM CAFE

RESUMO

Assim como a etapa de extracdo das aminas da matriz € importante na pesquisa
de aminas bioativas livres a etapa de hidrolise também influéncia de forma significativa
os resultados, na determinacdo de aminas conjugadas do café. Com o objetivo de
obter melhores condi¢des de hidrdlise das aminas conjugadas em amostras de café, os
parametros concentracao do acido cloridrico, temperatura e tempo de reacao foram
testados. O acido cloridrico foi avaliado nas concentragdes de 1, 3, 6, 9 e 12 mol/L. As
temperaturas e tempos das reagdes testadas foram ambiente e 110°C e 16, 18, 20 e
24 h. A eficiéncia da etapa de hidrélise foi afetada pelos parédmetros avaliados. A
hidrolise das aminas conjugadas foi significativamente mais eficiente quando conduzida
com o &cido cloridrico nas concentragdes de 9 e 12 mol/L. Porém a temperatura de 110
°C foi mais eficiente apenas para a putrescina. A duragdo da reacdo influenciou
significativamente na etapa de hidrélise, sendo os melhores resultados obtidos com 18,
20 e 24 h de reacdo. A estabilidade de dez aminas livres frente a reacdo de hidrélise
foi testada evidenciando instabilidade das aminas livres tiramina, histamina, serotonina

e triptamina durante a reacao de hidrdlise.

Palavras-chave: café, aminas conjugadas, hidrélise acida.
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ll.1 INTRODUCAO

As aminas estao presentes nas plantas na forma livre ou conjugada a moléculas
de baixo peso molecular (&cidos fendlicos) ou a macromoléculas (proteinas)
(FONTANIELLA et al., 2001; FONTANIELLA et al., 2003). A conjugacdo das aminas
com os acidos fendlicos (p-cumarico, ferllico e caféico) consiste em uma ligacao
covalente entre o grupo amina das aminas bioativas e o grupo carboxilico dos acidos
hidroxicinamicos (HCAs). O resultado desta conjugacao € conhecido como amidas de
acidos hidroxicinamicos — HCAAs (WALTERS, 2003). As HCAAs basicas constituidas
por aminas alifaticas como a putrescina, espermidina e espermina sao hidrossollveis
enquanto que as HCAAs neutras, aquelas constituidos por aminas aromaticas como a
tiramina, octopamina e triptamina, sdo insoluveis em agua (FACCHINI et al., 2002).

Em plantas, as poliaminas sdao comumente conjugadas com &cidos
hidroxicinamicos como o acido cumarico, ferulico e caféico. A proporcado entre as
formas livre e conjugada varia muito entre as diferentes espécies de plantas
(TIBURCIO et al., 1997; BAGNI & TASSONI, 2001). A conjugacao se da por meio da
formacdo de uma ligacdo amida, na qual ésteres de coenzima A (COA) fornecem o
grupo carboxil ativado. A putrescina e a espermidina sao conjugadas por transferases,
que diferem em sua especificidade para os derivados hidroxicinamoil-CoA. Desta
forma, a enzima putrescina hidroxicinamoil transferase (PHT; EC 2.3.1.) catalisa a
transferéncia de acidos hidroxicinamicos entre a CoA e a putrescina. Assim, a reacao
entre cafeoil-COA e putrescina produz uma amida do &cido hidroxicinamico
denominada cafeoilputrescina (WALTERS, 2003). A putrescina normalmente forma
mondmeros com o acido cumarico, caféico e ferulico (BAGNI & TASSONI, 2001).

De acordo com MARTIN-TANGUY et al. (1978), as poliaminas conjugadas estao
presentes em um grande numero de familias de plantas, sendo o principal constituinte
fendlico de érgaos reprodutivos e sementes de aproximadamente 20 espécies de
plantas. A conjugacao entre poliaminas e acidos fendlicos tem sido observada em
muitas plantas com flores (HENNION & TANGUY, 1999; FONTANIELLA et al., 2001).
Estes compostos sdo acumulados depois da inducdo floral, no apice da floracao
(FONTANIELLA et al., 2001). De acordo com HENNION & TANGUY (1999), o
aumento na concentracdo de aminas conjugadas em folhas de plantas é devido a
presenca de infecgdes virais e fungicas, bem como, a mudangas ambientais severas
como deficiéncia de minerais, hipdéxia e poluentes ambientais.
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De acordo com a literatura as aminas conjugadas sédo quantificadas em sua
forma livre, apdés uma etapa de extracao, pelo procedimento de hidrélise acida (ARMAS
et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; FONTANIELLA et al., 2003). Diferentes
procedimentos de hidrélise tém sido empregados na determinagcdo das aminas
conjugadas, porém o mais utilizado é a hidrélise acida, sendo o acido cloridrico o
reagente mais empregado. O acido cloridrico tem sido utilizado em concentracdes que
variam de 6 a 12 mol/L, com aquecimento a 110 °C ou a temperatura ambiente por um
tempo de 10 a 24 horas. Na andlise de aminas conjugadas em amostras de café,
CASAL et al. (2004, 2005) efetuaram a hidrélise com HCI 12 M a 110 °C por 18 h.

Diante de diferentes condigcbes de hidrolise disponiveis na literatura, mais
estudos sdo necessarios para otimizar as condi¢coes de andlises para determinagéo de
aminas conjugadas em amostras de café. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
estabelecer os paradmetros de hidrélise (concentragdo do acido, tempo e temperatura)
que promovam uma recuperacao eficiente das aminas livres na determinacdo de

aminas conjugadas.

ll.2 MATERIAL E METODOS

lll.2.1 MATERIAL

I11.2.1.1 Amostra

Para realizagdo deste experimento foram utilizadas amostras de café cru em
grao da espécie robusta (Coffea canephora var. Robusta). Todos os experimentos

foram realizados com trés repeticdes e as amostras analisadas em triplicata.

1ll.2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico, exceto os solventes usados no
CLAE (acetonitrila), que eram de grau cromatografico. Todas as solugdes foram
preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford,
MA, EUA). Os padrées de aminas bioativas (diidrocloreto de putrescina (PUT),
diidrocloreto de cadaverina (CAD), diidrocloreto de histamina (HIM), hidrocloreto de
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tiramina (TIM), tetraidrocloreto de espermina (EPM), triidrocloreto de espermidina
(EPD) complexo sulfato creatinina agmatina (AGM), hidrocloreto de 2-feniletilamina
(FEA), hidrocloreto de 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT), foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). As fases moveis foram filtradas em
membrana (47 mm de diametro e 0,45 um de tamanho de poro, Millipore Corp., Milford,
MA, EUA) HAWP e HVWP para reagentes aquosos e solventes organicos,

respectivamente.

11.2.2 METODOS

lll.2.2.1 Extracao das aminas

As aminas foram extraidas da matriz café conforme metodologia otimizada
descrita no capitulo |. Os graos de café foram triturados e separados em peneiras de 9
e 20 mesh, sendo as particulas retidas na peneira 20 mesh selecionada para anélise.

Foram adicionados 10 mL de TCA 5% a 5 g de amostra de café cru. Em seguida
foram agitados em mesa agitadora por 10 minutos, centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por
21 minutos e filtradas em papel de filtro qualitativo. A extracao foi repetida mais duas
vezes, com adicdo de 10 e 10 mL de TCA 5%, os extratos foram combinados e o
volume final anotado. O extrato foi filtrado em membrana HAWP de 13 mm de didmetro
e 0,45 um de tamanho do poro.

No extrato foram pesquisadas as aminas livres e as aminas conjugadas acido
soluveis. No residuo obtido durante a extracdo foram pesquisadas as aminas
conjugadas &acido insoluveis (Figura Il1.1).
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Precipitado

Figura lll.1 — Esquema geral da anélise de aminas conjugadas.

ll1.2.2.2 Estudo da influéncia da concentracao do acido cloridrico na hidrolise das
aminas conjugadas

Foram testadas cinco concentragbes do acido cloridrico: 1, 3, 6, 9 e 12 mol/L. O
extrato e o residuo solido obtidos durante a extragcdo das aminas dos graos de café
foram submetidos a hidrélise para liberagdo das aminas de sua forma conjugada.

Uma aliquota do sobrenadante obtido na etapa de extracao das aminas do café
(2 mL) foi adicionada de 2 mL de HCI nas concentragdes descritas acima e submetido
a hidrélise por 24 horas a temperatura ambiente. Ao término do tempo de hidrélise, o
hidrolisado foi filtrado, concentrado a 40 °C sob corrente de ar e, em seguida,
ressuspendido com 1 mL de TCA 5%. A amostra foi filtrada em membrana HAWP de
0,45 um de tamanho de poro.

O residuo obtido na etapa de extracao foi adicionado de 20 mL de NaOH 0,1
mol/L. A uma aliquota do residuo ressuspendido (2 mL) foi adicionado 2 mL de HCI nas
concentracdes de 1, 3, 6, 9 e 12 mol/L e hidrolisados a temperatura ambiente por 24

horas. O hidrolisado foi filtrado, concentrado a 40 °C sob corrente de ar e, em seguida,
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ressuspendido com 1 mL de TCA 5%. A amostra foi filtrada em membrana HAWP de

0,45 um de tamanho de poro.

l11.2.2.3 Estudo da influéncia da temperatura na hidrolise das aminas conjugadas

O procedimento descrito na etapa anterior foi modificado para verificar a
influéncia da temperatura na hidrolise das aminas. O extrato e o residuo obtidos na
etapa de extracdo da matriz foram adicionados de HCI nas concentragbes de 1, 3, 6, 9
e 12 mol/L e hidrolisados a temperatura de 110 °C por 24 horas em bloco de
aquecimento (Dry Block TE-21, Tecnal, SP). O hidrolisado foi filtrado, concentrado a 40
°C sob corrente de ar €, em seguida, ressuspendido com 1 mL de TCA 5%. A amostra

foi filtrada em membrana HAWP de 0,45 um de tamanho do poro.

ll1.2.2.4 Estudo da influéncia do tempo na hidrélise das aminas conjugadas

O extrato e o residuo (2 mL) obtidos na etapa de extracao das aminas da matriz
foram adicionados de 2 mL de HCI nas concentragdes de 6, 9 e 12 mol/L e foram
hidrolisados a temperatura ambiente e a 110 °C por 16, 18, 20 e 24 horas para verificar
a influéncia do tempo na hidrélise das aminas conjugadas acido soluveis e acido

insoluveis de café.

lll.2.2.5 Avaliacao do comportamento das aminas livres frente a hidrélise acida

Uma solucédo padrao contendo dez aminas (putrescina, cadaverina, histamina,
tiramina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina) na
concentracdo de 10 pg/mL foi submetida a hidrélise acida para verificar o
comportamento de cada amina frente a reagao de hidrélise.

A solugdo padrdao de aminas (2 mL) foi adicionada de 2 mL de HCI nas
concentragdes de 9 e 12 mol/L e submetidas a hidrolise a temperatura de 110 °C por
um periodo de 18, 20 e 24 horas. Os hidrolisados foram filtrados, concentrados a 40
°C sob corrente de ar e, em seguida, ressuspendido com 1 mL de TCA 5%. As
amostras foram filtradas em membrana HAWP 0,45 um e injetadas no cromatografo

liquido.
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lll.2.2.5 Determinacao de aminas bioativas por CLAE-par iénico

Todos os extratos obtidos foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm de
diametro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia por par ibnico,
derivagdo poés-coluna com o-ftalaldeido (OPA) e deteccédo fluorimétrica, conforme
metodologia descrita por CIRILO et al. (2003).

A andlise cromatografica foi efetuada em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu, modelo LC-10 AD, com camera de mistura a baixa pressao;
conjunto de lavagem automatica de pistdo; injetor automatico Shimadzu modelo SIL —
10 ADVP conectado a um detector espectrofluorimétrico modelo RF-10 AXL a 340 nm
de excitacdo e 445 nm de emissdo e um controlador CBM-20 A (Shimadzu, Kyoto,
Japan) conectados a um computador. O sistema de derivagado pds-coluna foi montado
com uma camara de mistura (volume morto igual a zero), instalada entre a saida da
coluna e o detector; um tubo de teflon, protegido da luz, de 2 m de comprimento e 0,25
cm de didmetro conectado entre a camara de mistura e o detector e a bomba LC-10 AD
(Shimadzu, Kyoto, Japao).

Foi utilizada uma coluna uBondapak C18 em fase reversa 3,9 x 300 mm, 10 pm
e pré-coluna uBondapak C18 (Waters, Milford, MA) e sistema gradiente de eluicdo em
ambiente com temperatura controlada (20 £ 1 °C). As fases moveis foram: A - solugéo
0,2 M de acetato de sddio e 15 mM de octanosulfonato de sédio, pH 4,9 ajustado com
acido acético, B - acetonitrila. O fluxo de analise foi de 0,8 mL/min.

O regente de derivacdo consistiu de 0,2 g de OPA dissolvido em 3 mL de
metanol e 500 mL de uma solugéo de 25 g de acido bérico e 22 g de KOH (pH 10,5),
1,5 mL de Brij-35 e 1,5 mL de mercaptanol. A solugdo derivante foi preparada
diariamente, mantida ao abrigo da luz e bombeada a camara de mistura a um fluxo de
0,4 mL/min.

A identificagdo das aminas foi feita por comparagdo do tempo de retengcédo das
aminas na amostra em relagdo ao padrao e também pela adicdo de solugdo da amina
suspeita a amostra. O célculo da concentragdo das aminas foi feito por interpolagdo na

curva analitica.
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111.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade SIGMA STAT
2.0 (Systat Software Inc, Richmond, CA, USA).

I1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

ll.3.1 Influéncia da concentracao do acido cloridrico na hidrélise das aminas
conjugadas

Os tipos e teores das aminas livres detectadas no café cru antes do
procedimento de hidrolise estdo apresentados na Tabela Ill.1. As aminas livres
detectadas na amostra de café foram putrescina, serotonina, espermidina e espermina,
com teores que variaram de 0,12 mg/100 g para a serotonina a 6,61 mg/100 g para a
putrescina. A putrescina foi a amina predominante, contribuindo com 88% do teor total
de aminas, seguida da espermidina e espermina, que contribuiram com 5%, e da
serotonina (2%).

Tabela Ill.1. Teores médios de aminas livres detectados nas amostras de café cru

Aminas Teores mg/100 g (% CV)
Putrescina 6,61 (10)
Serotonina 0,12 (23)
Espermidina 0,39 (13)
Espermina 0,35 (15)

TOTAL 7,47 (12)

CV = coeficiente de variagao.
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111.3.1.1 Aminas acido soluveis

Os resultados obtidos no estudo da influéncia da concentracdo do acido
cloridrico na hidrélise das aminas conjugadas acido soluveis (AS) estdo indicados na
Tabela 1ll.2. Somente as poliaminas putrescina, espermidina e espermina foram
detectadas nas amostras de café analisadas, apds a hidrélise acida. As demais

aminas pesquisadas nao foram detectadas.

Tabela Ill.2. Aminas acido soluveis detectadas ap6s hidrolise por 24 h com HCI em

diferentes concentragdes

Aminas (AS) Teores em mg/100 g (% CV)/HCI (mol/L)
1 3 6 9 12
Putrescina nd nd nd 2,79(12)a 1,253)b
Espermidina 0,24 (6)b 0,26(21)b 0,26 (18)b 0,36 (13)a 0,26 (4) b
Espermina 0,24 (6) 0,25 (19) 0,25 (17) 0,22 (12) 0,24 (4)

AS: acido soluveis. Valores com letras diferentes na mesma linha sao significativamente diferentes.
(Teste de Duncan, p < 0,05).

Para a espermina, as diferentes concentra¢des do acido cloridrico utilizadas na
hidrélise nédo influenciaram na capacidade de liberacdo das mesmas de sua forma
conjugada. Entretanto, a putrescina sé foi liberada de sua forma conjugada ao ser
submetida a hidrélise com HCI em concentragdes mais elevadas de 9 mol/L e 12 mol/L.
A hidrélise com HCI 9 mol/L foi significativamente mais eficiente para a putrescina e
espermidina em comparacao com a hidrélise conduzida com HCI 12 mol/L. Resultados
similares foram encontrados por FONTANIELLA et al. (2001) ao avaliarem a eficiéncia
de diferentes acidos na hidrélise das aminas conjugadas em plantas (liquens). Os
autores concluiram que a hidrélise da putrescina € mais eficiente quando conduzida
com HCI em concentragdes mais elevadas (12 mol/L).

A utilizacdo do acido cloridrico na hidrélise das aminas conjugadas tem sido
relatada na literatura para a andlise de diferentes matrizes de origem vegetal
(RODRIGUEZ et al., 2000; FONTANIELLA et al., 2001; CASAL et al., 2004; TASSONI
et al.,, 2004). Na maioria dos estudos a hidrélise foi conduzida com HCI na
concentragcado de 12 mol/L, com a detecgdo das poliaminas putrescina, espermidina e
espermina. Resultados discordantes com o0s encontrados nesses estudos foram
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obtidos por TASSONI et al. (2004) que detectaram putrescina em amostras de laranja
apos hidrélise com HCI 6 mol/L.

ll1.3.1.2 Aminas acido insoluveis
Na Tabela I11.3 estdo indicadas as aminas acido insoluveis (Al) detectadas nas
amostras de café analisadas, ap6s hidrélise com HCI em diferentes concentragdes por

24 horas.

Tabela Ill.3 — Aminas acido insoluveis detectadas apés hidrélise com HCI em diferentes

concentracgoes
Aminas (Al) Teores em mg/100 g (% CV)/hidrolise com HCI (mol/L)
1 3 6 9 12
Putrescina nd nd nd 0,22 (12)a 0,08 (5) b
Espermidina nd nd 0,06 (15) b 0,16 (11)a 0,05(8) b
Espermina nd nd 0,25(13)c 0,58 (12)a 0,45(10) b

Al: &cido insollveis. Valores com letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes.
(Teste de Duncan p < 0,05).

Em relagdo as aminas conjugadas Al observa-se comportamento semelhante as
aminas acido soluveis, em relagéo a eficiéncia de extracdo das mesmas de sua forma
conjugada. O &cido cloridrico em concentracdes mais elevadas (9 e 12 mol/L) foi mais
eficiente na hidrélise das aminas acido insoluveis. As aminas espermidina e espermina
foram detectadas ap6s a hidrélise com HCI em concentracdes a partir de 6 mol/L. Estes
resultados condizem com TASSONI et al. (2004) que relataram a presenca de
espermidina acido insoluvel apds hidrolise com HCI 6 mol/L. CASAL et al. (2005)
também relataram a presenga das aminas acido insoluveis putrescina, espermidina e
espermina em amostras de café. O HCI 9 mol/L foi significativamente mais eficiente na
hidrélise das aminas conjugadas acido insoluveis, seguido do HCI 12 mol/L e do HCI 6

mol/L.
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ll1.3.2 Influéncia da temperatura na hidrélise das aminas conjugadas

111.3.2.1 Aminas acido soluveis

Na Tabela Ill.4, pode-se observar a influéncia da temperatura na liberagcao das
aminas acido sollveis de suas formas conjugadas durante o procedimento de hidrélise.
A temperatura de 110 °C foi significativamente mais eficiente na hidrolise para a
putrescina. Na concentragdo do acido de 6 mol/L, a putrescina s6 foi detectada na
hidrélise a 110 °C. A temperatura nao influenciou os teores de espermidina e
espermina recuperados apds a hidrélise, somente com a reagédo conduzida com HCI 6
mol/L. Dados semelhantes foram descritos por TASSONI et al. (2004), que também
detectaram a presenca de putrescina (acido soluvel) em amostras de laranja
submetidas a hidrélise acida (HCI 6 mol/L) a temperatura de 110 °C por 20 horas.

Tabela Ill.4 - Influéncia da temperatura na hidrolise das aminas conjugadas &cido

sollveis

Aminas/ Aminas conjugadas acido soluveis (mg/100 g) (% CV)/hidrélise HCI (mol/L)

Temperatura 1 3 6 9 12
Putrescina

Ambiente/24 h nd nd ndy 2,79 (12)ay 1,25 (3) by
110°C/ 24 h nd nd 0,65 (31) x 3,33 (5) ax 1,98 (4) bx
Espermidina

Ambiente/24 h 0,24 (6) b 0,26 21)b 0,26 (18) by 0,36 (13) a 0,26 (4) b
110°C/ 24 h 0,19 (15) c 0,30 (18) b 0,62 (12) ax 0,38 (6) b 0,22 (7)c
Espermina

Ambiente/24 h 0,24 (6) 0,25 (19) 0,25(17)y 0,22 (12) 0,24 (4)
110°C/ 24 h 0,31(14) b 0,27 (25) b 0,44 (15) ax 0,20 (3) b 0,26 (13) b

Valores com letras diferentes para cada linha (a-c) ou coluna (x-y) para a mesma amina sao
significativamente diferentes. (Teste de Duncan p < 0,05).

FONTANIELLA et al. (2001) encontraram resultados semelhantes para a
putrescina. Na hidrolise acida com HCI 12 mol/L, os teores de putrescina foram
significativamente maiores a 110 °C do que a temperatura ambiente. Ja para a
espermidina e espermina, os autores relataram uma menor eficiéncia na hidrélise
conduzida a temperatura de 110 °C.
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Comportamento semelhante pode ser observado para as aminas acido
insoluveis (Tabela lll.5), para as quais a liberacdo da putrescina conjugada acido
insoluvel foi mais eficiente quando o procedimento de hidrdlise foi conduzido a
temperatura de 110 °C para as concentracoes de 6, 9 e 12 mol/L de HCI.

111.3.2.2 Aminas acido insoluveis

A temperatura de hidrélise ndo influenciou a eficiéncia de recuperacédo das
aminas acido insolluveis espermidina e espermina. Os teores destas aminas foram
semelhantes na hidrélise conduzida a temperatura ambiente quanto a 110 °C com HCI
nas concentragdes de 6, 9 e 12 mol/L. A espermidina ja havia sido encontrada apos
hidrélise acida com HCI 6 mol/L a 110 °C em amostras de laranjas (TASSONI et al.,
2004). Diferentemente dos resultados anteriores, a espermina &acido insoluvel foi
detectada durante a hidrélise com HCI 3 mol/L a 110 °C.

Tabela IlIl.5 - Influéncia da temperatura na hidrélise das aminas conjugadas &cido

insoluveis

Aminas/ Aminas conjugadas acido insoluveis (mg/100 g) (% CV)/hidrolise HCI
Temperatura (mol/L)

1 3 6 9 12

Putrescina
Ambiente/24 h nd nd ndy 0,22 (7) ay 0,08 (3) by
110 °C/24 h nd nd 0,15(9) c x 0,44 (5) ax 0,28 (4) bx
Espermidina
Ambiente/24 h nd nd 0,06 (15) b 0,16 (11) a 0,05 (8) b
110 °C/24 h nd nd 0,05 (18) a 0,18 (6) a 0,09 (7) b
Espermina
Ambiente/24 h nd ndy 0,25 (13) c 0,58 (12)a  0,45(10) b
110 °C/24 h nd 0,27 (25)bx 0,30 (15) b 0,51(3)a 0,41 (13)b

Valores com letras diferentes para cada linha (a-c) ou coluna (x-y) s@o significativamente diferentes.
(Teste de Duncan p < 0,05).
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ll1.3.3 Influéncia do tempo de reacao na hidrolise das aminas conjugadas

111.3.3.1 Aminas acido soluveis

De acordo com os resultados obtidos nos estudos da influéncia da temperatura e
da concentracao do acido cloridrico ideais para a hidrélise de uma maior quantidade de
aminas conjugadas, o tempo de reacdo foi testado. Na Figura Ill.2 observa-se a
influéncia do tempo da reacao de hidrélise com HCI nas concentragbes de 6, 9 e 12, a
temperatura ambiente, na liberacdo das aminas acido soluveis de sua forma
conjugada.

Avaliando os dados apresentados, verifica-se que na hidrélise efetuada com HCI
6 mol/L, o periodo de 16 horas nao foi suficiente para liberacdo das aminas de sua
forma conjugada. A putrescina foi detectada apenas quando o tempo de reacgao
alcangou 18 horas. Ja a espermina foi detectada com 16 horas de reagdo com HCI na
concentracdo de 12 mol/L. Os teores das aminas detectadas néo foram
significativamente diferentes (p = 0,05) entre os tempos avaliados.

Na Figura IIl.3 sdo apresentados os dados obtidos na hidrélise das aminas
conjugadas acido soluveis com HCI nas concentragées de 6, 9 e 12 mol/L conduzida a
temperatura de 110 °C em diferentes tempos de reacao.

Observa-se que na hidrélise a 110 °C o tempo de reagdo exerceu influéncia
sobre a eficiéncia da hidrélise. Para o procedimento realizado com HCI 6 mol/L a
deteccao das aminas ocorreu a partir de 20 h de reacdo. Este fato foi observado para
as aminas putrescina, espermidina e espermina. Ja na hidrélise executada com HCI 9
mol/L e 12 mol/L as aminas putrescina e espermina passaram a ser detectadas a partir
de 16 horas de reagéo e a espermidina com 18 h.

Analisando os resultados para cada amina separadamente, a putrescina foi
detectada a partir de 16 horas de hidrélise com HCI 12 mol/L e a partir de 18 h com HCI
9 mol/L. Porém o teor encontrado desta amina foi significativamente menor (p < 0,05),
com 16 h de reagdo em relacdo a 18, 20 e 24 h na hidrdlise com HCI 12 mol/L. Nas
demais concentragbes de acido, nao foi observada diferenga significativa entre os

tempos de reacao.
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Figura lll.2 — Influéncia do tempo de hidrélise acida a temperatura ambiente nas

aminas acido soluveis putrescina, espermidina e espermina de graos crus de café.
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acido soluveis putrescina, espermidina e espermina de graos crus de café.



105

Para a espermidina foi observada diferenga significativa (p < 0,05) entre os
tempos de reacdo apenas na hidrélise com HCI 6 mol/L, sendo que o teor desta amina
na reacdo com 24 h de duragdo foi significativamente maior. A espermidina foi
detectada com 16 horas de reacdao de hidrélise acida com HCI 9 e 12 mol/L.
Semelhante ao que foi observado para a putrescina, os teores de espermina foram

significativamente menores (p<0,05) apenas para o tempo de reacado de 16 horas.

I111.3.3.2 Aminas acido insollveis

A eficiéncia da hidrélise acida executada com HCI nas concentragbes de 6, 9 e
12 mol/L a temperatura ambiente e a 110 °C, em relagdo ao tempo de reagdo também
foram testadas para a liberagao das aminas acido insoluveis de sua forma conjugada.

A influéncia do tempo na reacéo de hidrélise acida a temperatura ambiente esta
demonstrada na Figura lll.4. Observa-se que a hidrélise efetuada em 16 horas néo foi
suficiente para liberagcdo das aminas da forma conjugada, mesmo em concentragées
de HCI mais elevadas.

Avaliando a influéncia do tempo de reacao nas diferentes concentra¢des de HCI
para cada uma das aminas, observou-se que a putrescina so foi detectada a partir de
18 horas de reacao para todas as concentragdes testadas. Na concentragdo de HCI 6
mol/L foi detectada a putrescina apds 20 h de reacao, em baixos teores (0,04 mg/100
g), poréem em 24 h esta amina nao foi detectada.

A espermidina foi detectada a partir de 18 horas de reagdo para as
concentragcées do acido de 9 e 12 mol/L. Na hidrolise feita com HCI 6 mol/L a
temperatura ambiente esta amina sé foi detectada a partir de 24 horas de reacao. Nao
foi observada diferenga significativa (p = 0,05) nos teores desta amina nos diferentes
tempos de reagao avaliados.
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O comportamento da espermina foi semelhante em todos os tempos avaliados,
tendo sido detectada a partir de 18 horas de reacdo nas concentracdes de 6, 9 e 12
mol/L. Assim como para as aminas putrescina e espermidina ndo foi observada
diferencga significativa nos teores de espermina nos diferentes tempos avaliados.

A influéncia do tempo na hidrélise a 110 °C das aminas conjugadas acido
insoluveis também foi avaliada e esta indicada na Figura IlIl.5. Semelhante ao que
ocorreu na hidrélise a temperatura ambiente o tempo de reacdo de 16 horas néao foi
eficiente na hidrolise das aminas a temperatura de 110 °C.

Para concentracées de HCI de 6 mol/L, a hidrélise a temperatura de 110 °C s6
foi eficiente com 24 horas de reagdo. Porém, nas demais concentragbes de HCI, as
aminas putrescina, espermidina e espermina foram detectadas nas reagdes com
duracdo de 18, 20 e 24 horas. Para todas as trés aminas &cido insoluveis detectadas
na amostra de café nao foram observadas diferengas significativas (p = 0,05) em seus
teores nos diferentes tempos de reacao avaliados.

Considerando os resultados relatados acima, tanto para as aminas &cido
soluveis quanto para as &cido insoluveis, o tempo de hidrélise influenciou na liberagao
das aminas de sua forma conjugada no café. Recuperagdes mais eficientes foram
obtidas com reagdes conduzidas por no minimo 18 horas. Nao foram encontrados
dados na literatura sobre a influéncia do tempo da reacao de hidrélise acida com HCI
na eficiéncia da liberacdo das aminas de sua forma conjugada, porém relatos na
literatura apontam para a execucgao deste procedimento com tempos que variam de 18
a 20 horas em diferentes matrizes (RODRIGUEZ et al., 2000; FONTANIELLA et al.,
2001; TASSONI et al.,, 2004). As aminas conjugadas tém sido determinadas em
amostras de café por meio da reacao de hidrélise com HCI 12 mol/L a 110 °C por 18
horas (CASAL et al., 2004; CASAL et al., 2005).

ll1.3.4 Influéncia da hidrdlise acida no perfil e teores das aminas livres

Para inferir sobre a influéncia da hidrolise na determinagdo das aminas
conjugadas, os teores de aminas livres antes e apds a reacado de hidrolise foram
avaliados. Os percentuais de recuperagdao das aminas do padrdo de 10 pug/mL, apés
serem submetidas a hidrélise com HCI nas concentragdes de 9 €12 mol/L por 18, 20 e

24 h estao demonstrados na Tabela Ill.6.
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Tabela 1ll.6. Recuperacdo das aminas livres de solugdo padrdo (10 pg/mL) durante
hidrolise acida com HCL 9 e 12 mol/L
% Recuperacao (% CV)/tempo de reacio (h)

Aminas/hidrolise

18 20 24

Putrescina

HCI 9 mol/L 89 (13) 93 (15) 92 (8)

HCI 12 mol/L 93 91(8) 92 (3)
Cadaverina

HCI 9 mol/L 99 (13) 101 (12) 105 (13)

HCI 12 mol/L 95 (13 98 (7) 105 (5)
Histamina

HCI 9 mol/L 88 (2) x 88 (5) x 82 (7) x

HCI 12 mol/L 74 (4) ay 70 (5)ay 61 (5) by
Tiramina

HCI 9 mol/L 77 (16) 72 (15) 75 (15)

HCI 12 mol/L 81 (9) 82 73 (8)
Serotonina

HCI 9 mol/L 33 (23) x 35 (15) x 12 (52) x

HCI 12 mol/L 12(12) ay 2(11) by 1(14)by
Agmatina

HCI 9 mol/L 95 (3) 96 (7) 80 (24)

HCI 12 mol/L 88 (13) 96 (12) 81 (3)
Espermidina

HCI 9 mol/L 99 (16) 102 (11) 91 (22)

HCI 12 mol/L 103 (14) 96 (23) 95 (3)
Espermina

HCI 9 mol/L 84 (3) 93 (9) 85 (25)

HCI 12 mol/L 81 (9) 83 (8) 88 (5)
Feniletilamina

HCI 9 mol/L 87 (6) 80 (20) 82 (23)

HCI 12 mol/L 80 (13) 81 (12) 83 (5)
Triptamina

HCI 9 mol/L 58 (16) 59 (4) x 49 (27)

HCI 12 mol/L 49 (5) 36 (21)y 37(40)

CV: coeficiente de variagdo. Valores com letras diferentes para cada linha (a-b) ou coluna para cada

amina (x-y) séo significativamente diferentes. (Teste de Duncan p < 0,05).
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Sete das dez aminas contidas na solugao padrao apresentaram porcentagem de
recuperacao satisfatéria (acima de 80%), apds a hidrélise. A concentracdo do acido
influenciou na recuperagédo das aminas livres. Os teores de histamina, serotonina e
triptamina foram significativamente (p < 0,05) menores apds a hidrélise com HCI 12
mol/L.

Para o procedimento realizado com HCI 9 mol/L as aminas tiramina, serotonina e
triptamina demonstraram uma reducdo em suas concentracbes com coeficientes de
recuperacao variarando de 12 a 77%. Comportamento semelhante foi observado
durante a hidrélise com HCI 12 mol/L, sendo que as aminas histamina, serotonina e
triptamina apresentaram recuperagdes medias de 68%, 5% e 41%, respectivamente. A
serotonina foi a amina que apresentou menores coeficientes de recuperagdo, com
percentuais variando de 1 a 72%.

O tempo da reagéo nao influenciou a recuperagdo da maioria das aminas. Para
a histamina, os indices de recuperagdo foram significativamente maiores (p < 0,05)
apds 18 e 20 h de reagdo em comparacgao a 24 h. Este fato também foi observado para
a serotonina que apresentou porcentagens de recuperacao significativamente maiores
(p = 0,05) na reagcdo com 18 h de duragdo em relagdo a 20 e 24 h. Estes resultados
foram observados apenas na reagao de hidrolise conduzida com HCI 12 mol/L.

Na Figura Il.6 pode-se observar o comportamento das dez aminas contidas na
solugcao padrao de 10 pug/mL submetida a hidrélise com HCI 9 e 12 mol/L a 110 °C por
18, 20 e 24 horas. A maioria das aminas se comportaram de maneira semelhante, nao
apresentando perdas durante a hidrélise. As aminas que demonstraram maior
instabilidade apds as 24 horas de reacao de hidrélise foram a tiramina, serotonina e
triptamina para o procedimento com HCI 9 mol/L e histamina, serotonina e triptamina
ao serem submetidas a hidrélise com HCI 12 mol/L.

Considerando que a maioria dos relatos na literatura sobre a presenca de
aminas conjugadas em matrizes de origem vegetal evidenciam a presengca das
poliaminas putrescina, espermidina e espermina conjugadas e, analisando o0s
resultados acima relatados, o procedimento de hidrélise acida para a determinacao de
aminas conjugadas deve ser aplicado apenas para as aminas putrescina, cadaverina,
agmatina, espermidina, espermina e feniletilamina. Desta forma sugere-se mais

estudos para determinagao das aminas tiramina, histamina e serotonina.



111

A) 120 -

11,0 -
10,0 1 t — —-—PUT
9,0 - ~ -=-CAD
- — T
_g gg 1 o _y ——HIM
. B0 " =<TIM
£ 50 e —=SRT
E 40- ) " ~o—-AGM
3.0 - =
30 \ —t=ESD
1.0 1 —ESM
0,0 T . ! FEN
18 20 24 ~4=TRM
Tempo (h)
B) 120 -
11,0 -
10,0 . ——PUT
90 - —=-CAD
8.0 - ” . —\4 == HIM
7.0 ~

; _*\‘ i T [
E,D ] X +SRT
4,0 1 o —o-AGM

Aminas pg/mL
()]
=

L 3

3.0 -

20 - ——ESD

1,0 - *\r —ESM

ﬂ,D T T : 1 : FEN
18 20 24 —+~TRM

Tempo (h)

Figura IlI1.6. Comportamento das aminas durante a reacao de hidrélise. A) HCI 9 mol/L ;
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1.4 CONCLUSOES

As aminas conjugadas encontradas no café foram as poliaminas putrescina,
espermidina e espermina. A hidrdlise para a determinagdo das aminas conjugadas em
café foi otimizada.

A concentracdo do &cido cloridrico afetou de forma significativa a hidrélise das
poliaminas conjugadas. Melhor eficiéncia foi observada com o &cido cloridrico na
concentracdo de 9 mol/L. A temperatura de reacdo influenciou de forma significativa a
reacdo de hidrolise apenas para a putrescina, sendo 110 °C significativamente mais
eficiente. Enquanto que o tempo de reacao foi mais eficiente em reagcées conduzidas
por 18, 20 e 24 horas, tanto para as aminas acido sollUveis quanto para as aminas
acido insoluveis.

Desta forma a condicao de hidrélise selecionada para a determinagdo de aminas

conjugadas em amostras de café foi hidrélise com HCI 9 mol/L a 110 °C por 18 horas.
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CAPITULO IV. VALIDACAO DE METODOLOGIA POR CLAE -
PAR IONICO PARA A DETERMINACAO DE AMINAS
BIOATIVAS LIVRES EM AMOSTRAS DE CAFE

RESUMO

Para garantir maior confiabilidade nos resultados da analise de aminas bioativas
em amostras de café, a metodologia CLAE-par idnico, derivagado pos-coluna com OPA
e deteccédo fluorimétrica foi validada para a determinagdo das aminas putrescina,
cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina,
feniletilamina e triptamina. Os parametros de desempenho do método avaliados foram:
seletividade, linearidade, efeitos da matriz, exatidao e precisao e limites de deteccao e
quantificacdo. O método apresentou seletividade com boa resolu¢cdo dos picos e
tempos de retencdo das aminas na amostra concordando com os das aminas da
solucéo padrao. A curva analitica apresentou linearidade satisfatéria na faixa de 0,5 a
15 pg/mL, com coeficientes de correlacdo maiores que 0,99 para todas as aminas. A
matriz exerceu influéncia na linearidade da curva para a tiramina e triptamina no café
torrado e para a tiramina, serotonina e triptamina no café soluvel. Os limites de
deteccao e quantificacdo do método foram de 0,04 pg/mL e de 0,1 mg/100 g,
respectivamente, para todas as matrizes avaliadas. O método foi preciso na faixa de
0,1 a10 mg/100 g. Os coeficientes de variagdo variaram de 2 a 15% para o café cru, 2
a 13% para o torrado e 2 a 15% para o café soluvel. A exatidao foi satisfatoria para as
aminas putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, agmatina, espermidina e espermina

na faixa de 0,1 a 10 mg/100 g com recuperacoes médias entre 80 a 110%.

Palavras-chave: validacdo, café, cromatografia liquida de alta eficiéncia, aminas
bioativas
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IV.1 - INTRODUCAO

O desenvolvimento de um método analitico e a adaptagdo ou implementacao de
um método conhecido envolvem um processo de avaliagdo que estime a sua eficiéncia
na rotina do laboratério. Esse processo é denominado de validagdo (BRITO et al.,
2003).

Validacao de método analitico € o processo de demonstrar que o método é
adequado ao uso pretendido, sendo considerado um aspecto vital da garantia da
qualidade analitica (BARROS, 2002). De acordo com a ANVISA (2003), a validacao
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias
das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

O objetivo da validacao consiste em demonstrar que um método analitico é
adequado para o seu proposito. Desta forma, a validacao deve ser considerada quando
se desenvolve ou efetua adaptagcdes em metodologias ja validadas, inclusdo de novas
técnicas de analise ou mesmo com o uso de equipamentos diferentes (BRITO et al.,
2003). Os métodos normalizados ja sdo métodos validados e ndo € necessario
proceder ao processo completo de validacao desde que nao ocorram alteracoes
significativas dos mesmos (BARROS, 2002). Porém, independente de quao adequado
for o desempenho de um método em um estudo de validagcédo ja estabelecido, é
necessario uma confirmacéo de que o método € valido quando aplicado em diferentes
laboratérios, efetuando uma validacéo intralaboratorial (SOUZA et al., 2007).

Sob uma visado geral, a validacdo de métodos analiticos pode ser dividida em
dois tipos (RIBANI et al., 2005). O primeiro consiste das etapas de validacao dentro de
um unico laboratério usado para validar um método novo ou verificar a adequacao de
um método ja validado, denominado “in house validation’. O segundo tipo, denominado
de validacao completa (“full validation”), envolve o estabelecimento de todas as
caracteristicas de desempenho de um método analitico e um estudo interlaboratorial
que é utilizado para verificar como a metodologia se comporta quando executada em
diferentes laboratérios.

O processo de validagao consiste na determinagdo de parametros analiticos,
também conhecidos como parametros de desempenho analitico, caracteristicas de
desempenho ou figuras analiticas de mérito (RIBANI et al., 2004). Os parédmetros
analiticos normalmente utilizados para a validagdo de métodos sado: seletividade,
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linearidade e faixa de aplicacdo; precisdo; exatiddo; limite de deteccéo, limite de
quantificacdo e robustez (BRITO et al., 2003; LIMA & FROTA, 2007; RIBANI et al.,
2007).

A metodologia de determinacdo de aminas bioativas por cromatografia liquida
por par-ibnico, derivacdo pos-coluna com OPA e deteccdo fluorimétrica tem sido
empregada na andlise de diversos tipos de alimentos como bebidas alcodlicas, cafés,
produtos carneos, leite e derivados, vegetais e frutas (BUSTO et al., 1997; VALE &
GLORIA, 1997; NOVELLA-RODRIGUEZ, et al., 2000; VIDAL-CAROU et al., 2003;
ADAO & GLORIA, 2005; LAVIZZARI et al., 2006; CIRILO et al., 2003; SILVEIRA et al.,
2007 a). Relatos sobre os procedimentos de validagdo desta metodologia foram
encontrados para as matrizes: queijo (VALE & GLORIA, 1997); espinafre, batata,
banana, aveld e achocolatado (LAVIZZARI et al., 2006) e vinhos (PRESTE et al.,
2007).

Neste contexto, considerando a importancia do procedimento de validagédo do
método analitico para a garantia da confiabilidade dos resultados, e a complexidade da
matriz café, o objetivo deste trabalho foi validar (validacao “in house” a metodologia
para a determinacdo de aminas bioativas livres por CLAE par-iénico, derivagdo pos-
coluna com OPA e deteccao fluorimétrica para analise de café verde, café torrado e

café soluvel.

IV.2 MATERIAL E METODOS

IV.2.1 MATERIAL

IV.2.1.1 Amostra

Para realizagdo da validagao foram utilizadas amostras de café cru, café torrado

e café soluvel.
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IV.2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico, exceto os solventes usados no
CLAE (acetonitrila), que eram de grau cromatografico. Todas as solugcées foram
preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford,
MA, EUA). Os padrdées de aminas bioativas (diidrocloreto de putrescina - PUT,
diidrocloreto de cadaverina - CAD, diidrocloreto de histamina - HIM, hidrocloreto de
tiramina - TIM, tetraidrocloreto de espermina - EPM, triidrocloreto de espermidina —
EPD, complexo sulfato creatinina agmatina - AGM, hidrocloreto de 2-feniletilamina -
FEA, hidrocloreto de 5-hidroxitriptamina ou serotonina — SRT), foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). As fases moveis foram filtradas em
membrana (47 mm de diametro e 0,45 ym de poro, Millipore Corp., Milford, MA, EUA)
HAWP e HVWP para reagentes aquosos e solventes organicos, respectivamente.

IV.2.2 METODOS

O procedimento utilizado para a validacao do método consistiu na determinagao
de dez aminas bioativas livres por CLAE par ibnico, derivacdo pds-coluna com o-
ftalaldeido e detecgao fluorimétrica a 340 nm de excitagdo e 445 nm de emissao. As
aminas determinadas por esta metodologia foram putrescina, cadaverina, histamina,
tiramina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina, de
acordo com CIRILO et al. (2003).

A validagdo consistiu no estabelecimento dos parametros seletividade,
linearidade, efeitos da matriz, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo e limite de
quantificacao.

IV.2.2.1 Procedimentos de validacao

Seletividade

Extratos do café verde, torrado e soluvel foram fortificados com solucao padrao
contendo dez aminas bioativas nas concentragdes de 0,5, 3 e 6 ug/mL em trés
replicatas independentes para inferir sobre a interferéncia dos componentes da matriz

na detecgcao das aminas bioativas.
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Linearidade

Para a verificagdo da linearidade trés curvas de calibragdo foram preparadas
com a solucao padrao contendo as dez aminas em seis concentracdes diferentes (0,5;
3; 6;9; 12 e 15 pg/mL). Cada ponto da curva foi analisado em triplicata em ordem
aleatéria. Em seguida foram construidos os graficos da area do pico e a concentracao
das aminas por regressao linear, as equagdes das curvas analiticas e seus coeficientes

de correlagao, foram determinados.

Efeitos da matriz

O método de adicdo foi empregado para avaliagdo dos efeitos da matriz.
Semelhante ao procedimento realizado para avaliar a linearidade, uma curva de
calibragdo com seis concentragdes diferentes (0,5; 3; 6; 9; 12 e 15 pg/mL) contendo as
dez aminas, foi preparada com os extratos de café verde, torrado e soluvel. Cada
ponto da curva foi analisado em triplicata em ordem aleatéria. Em seguida foram
construidos os graficos relacionando as é&reas dos picos € as respectivas
concentragcbes e, por regressao linear, as equagdes das curvas analiticas e seus

coeficientes de correlacdo, foram determinados.

Limite de deteccao

Extratos dos cafés foram fortificados com padrdao das dez aminas para obtencao
de concentragao correspondente a 0,5 pug/mL e analisados em dez replicatas. O limite
de deteccao foi calculado pelo desvio padrdao das respostas multiplicado por 3
(INMETRO).

Limite de quantificacao

O limite de quantificagdo foi determinado conforme descrito anteriormente para o
limite de quantificacdo. Apos a analise dos extratos dos cafés fortificados com padréo,
o desvio padrao foi calculado e multiplicado por 10 para obtengdo do limite de
quantificacao (INMETRO).



118

Exatidao e precisao

A exatiddo e precisdo do método avaliado foram calculadas por meio da
recuperacao média (exatidao) e coeficientes de variagdo (precisdo) dos resultados
obtidos apéds andlise de amostras de café verde, torrado e sollvel enriquecidas com
trés concentragdes do padrao contendo as dez aminas. O enriquecimento foi feito para
se obter amostras com concentragcdes correspondentes a 0,1; 1,0 e 10 mg/100 g da

amostra, em triplicata.

1IV.2.2.2 Preparo das solucoes padrao

As solugbes padrao utilizadas durante o processo de validagdo foram
preparadas de acordo com a instrucdo de trabalho (IT - 2) estabelecida pelo LBgA.
Foram preparadas solugdes estoques na concentracdo de 1 mg/mL de cada amina
(putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina, espermidina,
espermina, feniletilamina e triptamina). A partir destas solugdes foi preparada uma
solugcédo padrao de 100 pug/mL, contendo as dez aminas que, por meio de diluicées
subseqlientes, deram origem as solugdes padréo de trabalho.

IV.2.2.3 Separacao e determinacao de aminas bioativas por CLAE-par ionico

As aminas foram extraidas da matriz café conforme metodologia otimizada
descrita no capitulo Il. Os graos de café verde e torrado foram triturados e separados
por peneiras, sendo as particulas retidas em peneira de 20 mesh selecionada para
analise.

Foram adicionados 10 mL de TCA 5% a 5 g dos cafés verde torrado e soluvel.
Em seguida, foram agitados em mesa agitadora por 10 minutos, centrifugadas a 11.180
g a4 °C por 21 minutos e filtradas em papel de filtro qualitativo. A extracao foi repetida
mais duas vezes, com adicdo de 10 mL de TCA 5% cada. Os extratos foram
combinados e o volume final anotado.

Os extratos investigados foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm de
didmetro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas
foram determinadas por CLAE-par i6nico, derivagdo pds-coluna com OPA, conforme
metodologia descrita por CIRILO et al. (2003).
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A andlise cromatografica foi efetuada em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu, modelo LC-10 AD, com camara de mistura a baixa pressao;
conjunto de lavagem automatica de pistdo; injetor automatico Shimadzu modelo SIL —
10 ADVP conectado a um detector espectrofluorimétrico modelo RF-10 AXL a 340 nm
de excitacdo e 445 nm de emissdo € um controlador CBM-20 A (Shimadzu, Kyoto,
Japan) conectado a um computador. O sistema de derivacao pés-coluna foi montado
com uma camara de mistura (volume morto igual a zero), instalada entre a saida da
coluna e o detector; um tubo de teflon, protegido da luz, de 2 m de comprimento e 0,25
de didmetro conectado entre a camara de mistura, o detector e a bomba LC-10 AD
(Shimadzu, Kyoto, Japao).

Foi utilizada uma coluna uBondapak C18 em fase reversa 3,9 x 300 mm, 10 pm
e pré-coluna uBondapak C18 (Waters, Milford, MA) e sistema gradiente de eluicdo em
ambiente com temperatura controlada (20 £ 1 °C). As fases moveis foram: A - solugao
0,2 M de acetato de sddio e 15 mM de octanosulfonato de sédio, pH 4,9 ajustado com
acido acético, B - acetonitrila. O fluxo de andlise foi de 0,8 mL/min.

O reagente de derivacao consistiu de 0,2 g de OPA dissolvido em 3 mL de
metanol e 500 mL de uma solugéo de 25 g de acido bérico e 22 g de KOH (pH 10,5),
1,5 mL de Brij-35 e 1,5 mL de mercaptanol. A solugdo derivante foi preparada
diariamente, mantida ao abrigo da luz e bombeada a camara de mistura a um fluxo de
0,3 mL/min.

A identificacdo das aminas foi feita por comparacdo do tempo de retencao das
aminas na amostra em relagdo ao padrao e também pela adicdo de solugdo da amina
suspeita a amostra. O célculo da concentragdo das aminas foi feito por interpolagao na

curva analitica.
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IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.3.1 Parametros de validacao para o café cru, torrado e soluvel

Seletividade

Na Figura IV.1 estdo apresentados os cromatogramas obtidos na analise da
solucéo padrao de 3 pg/mL das dez aminas e de cada amostra dos cafés cru, torrado e
soluvel fortificados com solugdes padrdo nas concentragdes de 0,5; 3 e 6 pg/mL. Os
tempos de retengcdo médios foram 14,38 + 0,07 min para putrescina; 15,63 £ 0,12 min
para cadaverina; 18,79 £ 0,28 min para histamina; 23,12 + 0,29 min para tiramina;
28,55 + 0,07 min para serotonina; 33,48 + 0,08 min para agmatina; 36,27 £ 0,07 min
para espermidina; 39,90 = 0,08 min para espermina; 42,57 + 0,04 min para
feniletilamina; e 44,33 + 0,14 min para triptamina.

A avaliagdo dos cromatogramas mostrou que o método produz respostas para
diferentes analitos presentes no café. Porém os picos relativos as dez aminas de
interesse puderam ser distinguidos dos outros compostos detectados, mostrando boa
resolucdo. Mostrou também que os tempos de retencdo das aminas na amostra
concordaram com os das aminas da solugéo padrao.

No café soluvel foi detectada uma maior quantidade de interferentes em relacao
aos cafés torrado e cru. Esse fato se deve, provavelmente, a concentragdo destas
substancias interferentes durante o processamento do café sollvel, que envolve a

etapa de concentragéo do extrato do café.

Linearidade

Na Tabela IV.1 estdo relacionadas as equacdes de regressao linear, e 0s
coeficientes de determinacdo e de correlagdo para cada amina, obtidos a partir da
construgcéo das curvas analiticas. Para todas as aminas, o coeficiente de correlagao (r)
foi maior que 0,99 em todas as trés curvas analiticas.
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Figura IV.1 - Cromatogramas de uma solucdo padrdao de 3 pg/mL das dez aminas
(preto) e de amostras dos cafés cru (vermelho), torrado (verde) e sollvel (azul). Amostras
adicionadas de solugéo padrao de 0,5 pg/mL (A); solugéo padréo de 3,0 ug/mL (B); solugéo padrao de 6,0 pg/mL
(C); PUT = putrescina; CAD = cadaverina; HIM = histamina; TIM = tiramina; SRT = serotonina; AGM = agmatina;
SPD = espermidina; SPM = espermina; PHE = feniletilamina; TRM = triptamina.
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Tabela IV.1 — Equacgdes de regressao linear e coeficientes de determinacédo e de

correlagao das curvas analiticas para cada amina determinada em trés dias

Z

Aminas Equacao r r
Putrescina

12 dia y = 1879202x — 14600 0,996 0,997

2° dia y = 1020627x + 76145 0,986 0,993

3¢ dia y = 1013600x — 76145 0,986 0,993
Cadaverina

12 dia y =2098511x — 110278 0,998 0,999

2° dia y = 1406496x + 267418 0,985 0,992

3¢ dia y = 1332176x — 81952 0,986 0,993
Histamina

12 dia y = 1363327x — 178010 0,998 0,999

2° dia y = 746185x + 119391 0,986 0,993

3?2 dia y = 76086x — 86349 0,984 0,992
Tiramina

12 dia y = 1139937x — 168512 0,997 0,998

2° dia y = 580787x + 72911 0,988 0,994

3¢ dia y = 65092x - 65694 0,980 0,990
Serotonina

12 dia y = 629116x — 149355 0,998 0,999

2° dia y = 359170x + 16502 0,989 0,994

3¢ dia y = 33410x - 70530 0,991 0,995
Agmatina

12 dia y = 1002268x — 104173 0,998 0,999

2° dia y = 571693x + 89411 0,988 0,994

3¢ dia y = 56921x - 71546 0,981 0,990
Espermidina

12 dia y = 1179338x — 114497 0,996 0,997

2° dia y = 740197x + 213838 0,981 0,990

3?2 dia y = 72252x + 26741 0,980 0,990
Espermina

12 dia y = 1669277x — 153680 0,998 0,999

2¢ dia y = 349050x + 19799 0,987 0,993

32 dia y = 34164x - 79999 0,986 0,993
Feniletilamina

12 dia y = 530825x + 284779 0,989 0,994

2° dia y = 915120x +150186 0,983 0,991

32 dia y =93157x - 10586 0,986 0,993
Triptamina

12 dia y =1010164x — 103711 0,998 0,999

2° dia y = 513315x + 35102 0,987 0,993

3¢ dia y =47019x - 66413 0,985 0,992

r* = Coeficiente de determinagao; r = coeficiente de correlacéo.
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Avaliando-se os resultados, observa-se que para a curva obtida no primeiro dia
os coeficientes de determinacdo (r?) para a maioria das aminas foi maior que 0,99,
exceto para a feniletilamina (r* = 0,989). J4 para as demais curvas, os coeficientes de
determinagao apresentados estdo abaixo de 0,99 e acima de 0,90, entre 0,981 a 0,989
para o segundo dia e 0,980 a 0,986 para o terceiro dia. Baseado nesses resultados foi
selecionada a primeira curva analitica para determinacdo dos demais parametros de
validacdo como efeito da matriz, exatidao e preciséo.

Os dados obtidos na curva analitica demonstraram que ha correlagdo linear
significativa entre as concentracbes das aminas na faixa de 0,5 a 15 ug/mL e as
respectivas areas. Os coeficientes de correlagdo (r) estdo em conformidade com os
critérios do INMETRO (2003) que recomendam valores maiores que 0,90 para os
testes de linearidade.

A linearidade do método para determinacao de dez aminas bioativas por CLAE
par-iénico com detecgao por fluorescéncia também foi estabelecida na faixa de 0,5 a 6
ng/mL por VALE & GLORIA (1997). Porém a matriz utilizada foi queijo parmeséo.

PRESTES et al. (2007) obtiveram linearidade deste método para ensaio de
histamina em vinhos na faixa de 0,01 a 0,2 pg/mL. LAVIZZARI et al. (2006)
estabeleceram linearidade para doze aminas bioativas por CLAE com detecgao
fluorimétrica na faixa de 0,1 a 100 ug/mL em diferentes matrizes (espinafre, nozes,

banana, batata e achocolatado).
Efeitos da matriz

O método de adicdo do padréo utilizado para verificar a interferéncia da matriz
na linearidade da curva analitica consiste na adicdo de padrdo a amostra na mesma
faixa de concentragao utilizada para construir a curva analitica.

Os efeitos de cada uma das matrizes de café (cru, torrado e soluvel) na
linearidade da curva analitica na faixa de 0,5 a 15 pg/mL foram avaliados. Na
Figura 1V.2 estdo demonstradas as curvas analiticas no solvente e na matriz café cru
para todas as dez aminas.

Os resultados dos estudos do efeito da matriz café cru para avaliar se esta
exerce influéncia na analise, mostraram que, ao se comparar as curvas de linearidade

para os padrées no solvente e na matriz, os graficos obtidos para todas as aminas a
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matriz ndo apresentaram influéncia em relagéo a curva dos padrdes no solvente, sendo

possivel visualizar que as curvas se sobrepuseram ou se apresentaram paralelas.
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Figura IV.2 — Curvas de linearidade das aminas no solvente e na matriz café cru.

Equagao acima da curva refere-se ao padrao; Equagao abaixo da curva refere-se ao padrao na matriz.

De acordo com RIBANI et al. (2003), um método € seletivo e a matriz ndo exerce
influéncia na linearidade da curva analitica quando na comparagao entre as curvas
analiticas no solvente e na matriz, observa-se que ocorre uma sobreposicao entre as
retas ou as mesmas se posicionam paralelas. Ainda, segundo 0 mesmo autor, na
determinacdo de analitos em que a matriz interfere na linearidade da curva analitica,
esta deve ser construida na matriz.

O efeito da matriz café torrado na linearidade da curva analitica esta
demonstrado na Figura IV.3. Observa-se que, para a tiramina e triptamina as curvas
analiticas no solvente e na matriz apresentaram um angulo, o que demonstra que a
matriz influenciou significativamente a curva analitica. Observa-se para estas aminas

que a resposta do detector apresentou altera¢gdes em concentragdes acima de 3 pg/mL
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e, com o aumento da concentracdo do analito, as retas se distanciaram. Estes
resultados demonstram que o café torrado apresenta substancias capazes de modificar
a resposta do detector no momento de deteccdo das aminas tiramina e triptamina e,
pelo perfil do grafico, a resposta foi menor em relacdo ao padrdo. Este fato pode estar
relacionado com a mudanca na composi¢cdo quimica do café verde quando este é
submetido ao processo de torragao.

De acordo com MORAES & TRUGO (2001), a temperatura elevada durante a
torracdo desencadeia reacdes complexas de desidratacao, hidrolise, fracionamento e
catalise, que liberam gases e formam principios aromaticos, resultantes da
transformacao dos glicosideos e outros compostos, que formardo as caracteristicas
especificas de bebida. Os produtos da torragdo sdo os agucares caramelizados, acido

aceético, aldeidos, cetonas, furfural, ésteres, acidos graxos, aminas, etc.
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Figura IV.3 — Curvas de linearidade das aminas no solvente e na matriz café torrado.

Equacéo acima da curva refere-se ao padrao; Equagéo abaixo da curva refere-se ao padrao na matriz.
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Na Figura 1V.4 estdo apresentados os graficos das curvas de linearidade das
dez aminas no solvente e na matriz café solivel. Assim como observado no café
torrado, a matriz café solivel exerceu influéncia na resposta do detector para as
aminas tiramina e triptamina. Porém, nesta matriz além destas aminas, a serotonina
também apresentou divergéncia entre as curvas no solvente a na matriz. Semelhante
ao café torrado, as alteragbes foram evidenciadas acima da concentracdo de 3 pg/mL
sendo que, com o0 aumento da concentracdo do analito, houve um aumento no angulo
entre as retas.

A mudanca na resposta do detector para a serotonina na matriz café soluvel
pode estar relacionada com a concetragdo desta amina durante a producdo do café
soluvel. De acordo com CLARKE (2001), no processamento do café soluvel, o extrato
do café é submetido a concentragdo para retirada de parte da agua (40%), para facilitar
a secagem para obtencdo do café soluvel. Desta forma, provavelmente, as
substéancias interferentes na detecgcédo da serotonina estavam presentes no café torrado
em baixas quantidades e, com a concentracdo durante o processamento do café

soluvel, estas foram capazes de alterar a resposta do detector para a serotonina.
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Figura IV.4 — Curvas de linearidade das aminas no solvente e na matriz café soluvel.
Equacéo acima da curva refere-se ao padrao; Equagéo abaixo da curva refere-se ao padrao na matriz.
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Baseado nos resultados acima relatados, sugere-se que, para a determinacao
das aminas tiramina e triptamina em café torrado e tiramina, serotonina e triptamina em

café soluvel as curvas analiticas sejam preparadas com padrdes inseridos na matriz.

Limite de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método para as matrizes de café cru,
torrado e soluvel estdo apresentados nas tabelas IV.2. Os limites de deteccao do
método variaram de 0,1 a 0,3 pg/mL para o café cru e 0,1 a 0,4 ug/mL para os cafés
torrado e soluvel. Ja os limites de quantificacdo do método variaram de 0,05 a 0,10
mg/100 g para as trés matrizes de café avaliadas.

Resultados semelhantes para a deteccdo de histamina em vinhos foram
reportados por PRESTES et al. (2007), que obtiveram limites de deteccdo e
quantificacao de 0,25 pug/mL e 0,5 pg/mL de vinho. Limites de quantificacdo préoximos
(0,07 a 0,14 mg/100 g) aos estabelecidos por este trabalho foram também publicados
por VALE & GLORIA (1997) para as dez aminas pesquisadas. Limites inferiores aos
alcancados neste processo de validacao foram reportados por autores que adotaram
como critério de avaliacao deste parametro os dados de desvio-padrdao da resposta e
coeficiente angular. LAVIZZARI et al. (2006) estabeleceram limites de deteccao de
0,05 pug/mL para a histamina, tiramina, serotonina, triptamina, octopamina, putrescina,
cadaverina e espermidina; 0,07 pg/mL para feniletilamina e dopamina; e 0,14 ug/mL
para espermina, utilizando amostras brancas de espinafre, nozes, banana, batata e
leite achocolatado. Em relagcdo aos limites de quantificacdo, esses autores
apresentaram valores de 0,02 mg/100 mL para as aminas pesquisadas exceto para
espermina que foi de 0,04 mg/100 mL.

Os limites de deteccédo experimentais do método para as dez aminas foram
estabelecidos como 0,3 ug/mL para o café cru e 0,4 pg/mL para café torrado e soluvel.
Para o limite de quantificagéao foi estabelecido o valor de 0,1 mg/100 g para as aminas

determinadas nas trés matrizes avaliadas.
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Tabela IV.2 — Limites de detecc¢éo e de quantificagdo do método para matriz café

Limites de quantificacao (ug/mL) e deteccao (mg/100 g)

Aminas

LOD LOQ
Café cru
Putrescina 0,2 0,05
Cadaverina 0,1 0,05
Histamina 0,1 0,05
Tiramina 0,3 0,10
Serotonina 0,1 0,05
Agmatina 0,1 0,05
Espermidina 0,3 0,10
Espermina 0,1 0,05
Feniletilamina 0,1 0,05
Triptamina 0,1 0,05
Café torrado
Putrescina 0,3 0,08
Cadaverina 0,2 0,07
Histamina 0,2 0,06
Tiramina 0,2 0,06
Serotonina 0,1 0,05
Agmatina 0,2 0,08
Espermidina 0,3 0,09
Espermina 0,1 0,05
Feniletilamina 0,4 0,10
Triptamina 0,2 0,07
Café soluvel
Putrescina 0,3 0,10
Cadaverina 0,1 0,05
Histamina 0,3 0,08
Tiramina 0,4 0,10
Serotonina 0,1 0,05
Agmatina 0,1 0,05
Espermidina 0,1 0,05
Espermina 0,1 0,05
Feniletilamina 0,2 0,08
Triptamina 0,1 0,05

LOD = limite de detecgao; LOQ = limite de quantificagao.

Exatidao e precisao

Na Tabela IV.3 estdo indicados os percentuais médios de recuperacdo e 0s
respectivos coeficientes de variacao obtidos na pesquisa de dez aminas bioativas nas
matrizes café cru, torrado e soluvel. Estdo indicados, em negrito e itélico, as
recuperacoes que nao atenderam estas recomendacdes do CODEX (1993).
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Tabela IV.3 — Percentuais de recuperacao durante a extracdo de aminas bioativas das

matrizes café cru, torrado e soluvel fortificadas com 0,1; 1 e 10 mg/100 g de padréao

Aminas % de Recuperacao (% CV)/Café
Cru Torrado Soluvel

Putrescina

0,1 mg/100 g 81 (13) 88 (9) 86 (11)

1 mg/100 g 104 (4) 110 (9) 98 (15)

10 mg/100 g 103 (6) 81 (11) 81 (14)
Cadaverina

0,1 mg/100 g 80 (4) 80 (4) 81 (11)

1 mg/100 g 95 (5) 95 (5) 97 (5)

10 mg/100 g 109 (10) 105 (3) 87 (2)
Histamina

0,1 mg/100 g 80 (2) 81 (5) 82 (4)

1 mg/100 g 80 (14) 89 (2) 80 (5)

10 mg/100 g 82 (2) 80 (3) 88 (1)
Tiramina

0,1 mg/100 g 81 (2) 80 (9) 80 (9)

1mg/100 g 87 (4) 81 (2) 110 (4)

10 mg/100 g 106 (15) 89 (4) 84 (4)
Serotonina

0,1 mg/100 g 78 (3) 80 (6) 85 (10)

1 mg/100 g 80 (10) 88 (13) 86 (2)

10 mg/100 g 91 (2) 84 (5) 93 (4)
Agmatina

0,1 mg/100 g 80 (5) 93 (7) 97 (14)

1 mg/100 g 105 (2) 110 (3) 103 (2)

10 mg/100 g 102 (8) 105 (13) 94 (2)
Espermidina

0,1 mg/100 g 89 (4) 102 (9) 100 (8)

1 mg/100 g 91 (2) 80 (5) 93 (2)

10 mg/100 g 98 (15) 110 (13) 80 (13)
Espermina

0,1 mg/100 g 86 (6) 80 (7) 84 (15)

1 mg/100 g 80 (8) 81 (6) 93 (2)

10 mg/100 g 84 (4) 83 (5) 80 (13)
Feniletilamina

0,1 mg/100 g 77 (7) 83 (12) 66 (7)

1mg/100 g 75(2) 80 (12) 88 (13)

10 mg/100 g 84 (4) 81 (12) 82 (11)
Triptamina

0,1 mg/100 g 61(13) 59 (2) 52 (14)

1 mg/100 g 79 (13) 74 (2) 80 (12)

10 mg/100 g 78 (7) 80 (3) 87 (7)
Média Geral

0,1 mg/100 g 79 83 81

1 mg/100 g 88 89 93

10 mg/100 g 94 <) 85
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De acordo com o CODEX (1993), para métodos quantitativos e concentragdes
do analito maiores que 0,01 mg/100 g, a faixa de recuperacao deve estar entre 80 a
110% com coeficiente de variagdo de no maximo 15%. Considerando estas
recomendacodes verifica-se que as aminas serotonina, feniletilamina e triptamina, para
algumas concentracdes e tipos de matriz café, ndo atenderam esta especificagao.

As médias de recuperacdo durante a extragdo alcancadas para as amostras
adicionadas de 0,1 mg/100 g variaram de 61 a 89% para o café cru, de 59 a 102% para
o café torrado e de 52 a 100% para o café soluvel. Para amostras fortificadas com 1
mg/100 g, as porcentagens de recuperagao foram 75 a 105% (café cru), 74 a 110%
(café torrado) e 77 a 103% (café solavel). Amostras fortificadas com 10 mg/100 g
apresentaram recuperagdes de 78 a 109%, 80 a 110% e 80 a 94%, para as matrizes de
café cru, torrado e soluvel, respectivamente.

Avaliando as recuperagcdes médias de cada amina nas diferentes matrizes, com
base nas recomendagdes do CODEX (1994) observa-se que no café cru, seis das dez
aminas determinadas apresentaram percentual de recuperagao entre 80 e 115%, nos
trés niveis de adicdo. Para a serotonina, feniletilamina e triptamina recuperagcdes
médias inferiores a 80% foram observadas na faixa de 0,1 mg/100 g. A triptamina
apresentou médias de recuperagado abaixo de 80% em todos os niveis de fortificagao
estudados.

Médias de recuperacao aceitaveis foram atingidas na faixa de 0,1 a 10 mg/110 g
para a putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina, espermidina,
espermina e feniletilamina na matriz café torrado. Somente a triptamina apresentou
médias de recuperagao abaixo do recomendado pelo CODEX (1993) na faixa de 0,1
mg/100 g (59%) e 1 mg/100 g (74%).

No café soluvel, as médias de recuperagao foram satisfatérias para todas as
aminas na faixa de 1 a 10 mg/100 g. Porém, na faixa de 0,1 mg/100 g, baixas
porcentagens de recuperagao foram alcangadas para feniletilamina (66%) e triptamina
(52%).

A precisdo do método alcancou resultados satisfatorios para todas as dez
aminas na faixa de 0,1 a 10 mg/100 g. Os coeficientes de variagdo dos resultados
obtidos nos estudos de recuperacao variaram de 2 a 15% para o café cru, 2 a 13%
para o torrado e 2 a 15% para o café soluvel.

Considerando os resultados acima relatados, o método avaliado pode ser

considerado preciso na faixa de 0,1 a 10 mg/100 g para a determinacdo das dez
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aminas pesquisadas (putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina,
espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina) em amostras de café. Porém,
nesta mesma faixa o método avaliado apresentou exatidao satisfatdéria apenas para
putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, agmatina, espermidina e espermina.
Entretanto, o método foi considerado validado pois, de acordo com BRITO et al. (2003),
um método pode ser considerado validado mesmo que alguns parametros nao se
enquadrem nos limites estabelecidos pela literatura. Porém os mesmos devem ser

conhecidos e adequados aos objetivos do estudo a ser realizado.

IV.4 CONCLUSOES

O método CLAE-par ibnico, derivagdo pés-coluna com OPA e deteccao
fluorimétrica foi validado e apresentou boa seletividade e precisdo para determinacao
das aminas putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, serotonina, agmatina,
espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina em amostras de café. A exatidao
do método foi satisfatéria apenas para putrescina, cadaverina, histamina, tiramina,
agmatina, espermidina e espermina.

O tipo da matriz café afetou a linearidade da curva analitica. Desta forma, para a
pesquisa das dez aminas nas diferentes matrizes de café, a curva analitica usada para
célculo dos teores de aminas livres deve ser construida em solvente para analise de

café cru e na propria matriz para analise de café torrado e soluvel.
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CAPITULO V. INFLUENCIA DO PROCESSAMENTO DO CAFE
SOLUVEL NOS TEORES DE AMINAS BIOATIVAS LIVRES E
CONJUGADAS

RESUMO

Amostras de café foram coletas em quatro pontos diferentes da linha de
producao do café soluvel em uma industria em trés dias diferentes, ndo consecutivos, e
analisadas quanto ao pH, teor de umidade e de cafeina, atividade de agua,
caracteristicas de cor (CIE L*a*b*) e dez aminas bioativas livres e conjugadas. Dentre
as dez aminas livres pesquisadas, foram detectadas a tiramina, agmatina, espermidina
e espermina. Os teores totais de aminas variaram de 0,23 a 2,42 mg/100 g. O
processamento influenciou significativamente os teores das aminas bioativas livres e
conjugadas no café. As aminas conjugadas &cido soluveis e insoluveis foram
detectadas apenas no café cru. A putrescina conjugada acido soluvel foi detectada no
café torrado, porém em baixos teores. No café soluvel ndo foram encontradas aminas
conjugadas. Os teores de umidade variaram com valores de 11,20 g/100 g para o café
cru, de 2,61 para o café torrado, 60,15 no extrato concentrado e 4,12 g/100 g para o
café soluvel. O teor de cafeina variou de 2,2 a 4,0 g/100 g. A atividade de agua variou
de 0,69 no inicio do processamento a 0,20 no final. Os parametros de luminosidade
(L*) alteraram durante o processamento, evidenciando a influéncia do mesmo na cor do
café soltuvel. Nao foram observadas diferencas significativas nas caracteristicas fisico-

quimicas entre os trés lotes avaliados indicando padronizagdo do processo tecnoldgico.

Palavras-chave: aminas bioativas livres, aminas conjugadas, processamento, café

sollvel.
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V.1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo mundo e é apreciada tanto
pelo sabor e aroma, como também por seu efeito estimulante. O café soluvel € o
produto resultante da desidratacdo do extrato aquoso obtido exclusivamente do café
torrado, utilizando agua como unico extrator (BRASIL, 2005). O consumo do café
soluvel vem aumentando nos ultimos anos devido as vantagens desta bebida como
facilidade de preparo e conveniéncia por apresentar vida de prateleira longa (ICO,
2006).

O processo de producdo do café soluvel envolve as etapas de selecao dos
graos, torracao, extracao e concentracdo do extrato, finalizando com a desidratagao
para obtengéo do produto soluvel (SMITH, 1989). Durante o processamento, 0s graos
sdo torrados, moidos e submetidos a extracao sob pressao em altas temperaturas (180
2C). O extrato é entado desidratado em vaporizadores ou liofilizadores originando o café
soluvel em pé ou granulado. A composicao do café solluvel dependera, além das
condicdes do processamento, das espécies e variedades de café utilizadas nos blends
(NOGUEIRA & TRUGO, 20083).

Dentre os muitos compostos biologicamente ativos presentes no café estao as
aminas bioativas. As aminas sdo compostos organicos que podem estar naturalmente
presentes nos alimentos ou serem formadas pela atividade enzimdtica da microbiota
acompanhante, sendo classificadas como poliaminas e aminas biogénicas. As
poliaminas espermidina e espermina estdo amplamente distribuidas na natureza, estao
presentes em elevadas concentracdes nas células e tém seu conteudo aumentado em
tecidos com altas taxas de crescimento. Desempenham importantes fungdes nos
processos de crescimento, renovacdo e metabolismo das células vivas (BARDOCZ,
1995; SILLA SANTOS, 1996, LIMA & GLORIA, 1999, KALAC & KRAUSOVA, 2005).
Nos vegetais, além das fungdes acima citadas, as poliaminas participam da floragao e
desenvolvimento do fruto, da resposta ao estresse e inibem a producao de etileno e a
senescéncia (FLORES et al., 1989; SIMON-SARKADI et al., 1994, GLORIA, 2003).

As aminas biogénicas cadaverina, tiramina, histamina, serotonina, agmatina,
feniletilamina e triptamina também podem estar naturalmente presentes nos alimentos
ou serem formadas pela descarboxilacdo de aminoacidos por enzimas microbianas ou
por decomposicdo térmica (HALASZ et al., 1994; GLORIA, 2005; ONAL, 2007). A
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presenca de histamina e serotonina em vegetais confere prote¢cdo ao tecido vegetal
contra insetos e predadores (GLORIA, 2003).

Os relatos sobre a presenga de aminas bioativas em café citam a predominancia
das poliaminas. AMORIM et al. (1977) e CIRILO et al. (2003) detectaram as aminas
putrescina, espermidina e espermina em amostras de café verde, sendo que CIRILO et
al. (2003) também detectaram serotonina. CASAL et al. (2004) detectaram além das
aminas ja citadas, cadaverina e tiramina. Porém OLIVEIRA et al. (2005) ao
investigarem a presenca de aminas em cafés de alta e baixa qualidade encontraram a
histamina e triptamina em amostras de café classificados como rio, que séo
considerados de baixa qualidade.

Alguns autores avaliaram aminas em café torrado e verificaram que a torragéao
alterou o perfil e teores de algumas aminas (AMORIM et al., 1977; CIRILO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2005). Estudos realizados por SILVEIRA et al. (2007 a) evidenciaram
a presenga das poliaminas putrescina, espermidina e espermina em amostras de café
soluvel. Mas, além destas aminas, foram encontradas também a serotonina, tiramina,
cadaverina, histamina e feniletilamina.

O perfil e os teores de aminas bioativas em um determinado produto alimenticio
irdo depender da espécie vegetal, das condi¢cdes de cultivo, do processamento e ainda
das condicdes higiénico-sanitarias durante o processamento e armazenamento. Assim
sendo, as aminas poderiam ser utilizadas como paradmetro de qualidade, refletindo a
ma qualidade das matérias-primas utilizadas ou as condicées higiénicas durante o
processo de fabricagdo (DONHAUSER, 1993; LIMA & GLORIA, 1999, MARTINEZ-
VILLALUENGA, 2008). A presenga de histamina e triptamina no café tem sido
associada a baixa qualidade do mesmo (OLIVEIRA et al., 2005; VASCONCELQOS et al.,
2007).

Diante da importancia que o café soluvel vem assumindo na economia brasileira,
e dos poucos relatos na literatura sobre a composi¢cdo quimica do mesmo, o presente
trabalho teve como objetivo investigar os tipos e teores de aminas bioativas no café
soluvel, avaliar a influéncia das etapas do processamento no perfil e teores das
aminas, bem como determinar as caracteristicas fisico-quimicas como pH, umidade,

atividade de agua, teor de cafeina e caracteristicas de cor do café soluvel.
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V.2 MATERIAL E METODOS

V.2.1 MATERIAL

V.2.1.1 Amostra

Para a execucao deste trabalho, amostras de café foram coletadas durante o
processamento do café soluvel em quatro pontos da linha de producdo, em trés dias
distintos de coleta. De acordo com a Figura V.1, foram analisadas as amostras de café
cru, café torrado, extrato concentrado de café e café soluvel. As amostras foram
coletadas na Companhia Iguagu de café soluvel, localizada no municipio de Cornélio
Procépio, PR.

Mistura
“Blend”
l < Café crd

Torrefacao
l < Café torrado

Moagem

I

Extracao

Concentracao

l < Extrato concentrado

Secagem por spray-dryer

l < Café solavel

Aglomeracao

Envase

Figura V.1 — Fluxograma da producao de café sollvel com indicacdo dos pontos de

coleta das amostras.



139
V.2.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados possuiam grau analitico, exceto o solvente usado no
CLAE (acetonitrila), que era de grau cromatografico. Todas as solugdes foram
preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford,
MA, EUA). Os padrdes de aminas bioativas (diidrocloreto de putrescina - PUT,
diidrocloreto de cadaverina - CAD, diidrocloreto de histamina - HIM, hidrocloreto de
tiramina - TIM, tetraidrocloreto de espermina - EPM, triidrocloreto de espermidina —
EPD, complexo sulfato creatinina agmatina - AGM, hidrocloreto de 2-feniletilamina -
FEM, hidrocloreto de 5-hidroxitriptamina ou serotonina — SRT), foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). As fases moveis foram filtradas em
membrana (47 mm de diametro e 0,45 ym de poro, Millipore Corp., Milford, MA, EUA)
dos tipos HAWP e HVWP para reagentes aquosos e solventes organicos,

respectivamente.

V.2.2 METODOS DE ANALISE

As amostras de café coletadas na industria foram submetidas as andlises de pH,
cor, umidade, atividade de agua e determinagao dos teores de aminas bioativas livres e
conjugadas. Todas as analises foram executadas em triplicata.

V.2.2.1 Determinacao do pH

O pH das amostras de café foi determinado por medida direta em pHmetro digital
(DM20 Digimed, Santo Amaro, SP, Brasil) previamente calibrado com solugdes tampao
de pH 4,0 e 7,0 a temperatura ambiente. O café soluvel (2 g) foi reconstituido em 100
ml de agua (IAL, 2004).

V.2.2.2 Determinacao das caracteristicas de cor
As caracteristicas de cor foram determinadas usando o colorimetro ColorTec
PCM (Accuracy Microsensor, Pittsford, EUA). Foram efetuadas medidas dos

parametros L*, a*, b* e calculo dos valores de croma [c = (a® + b?)"?

] e tonalidade [h =
arctg a/b] em triplicata. Os valores ¢ e h foram confirmados empregando-se o software

Colorpro (COLORPRO, 2004).
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V.2.2.3 Determinacao do teor de umidade

O teor de agua do café torrado e soluvel foi determinado pelo método de Karl
Fisher segundo metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2004), utilizando
titulador de Karl Fisher, marca Analyser, modelo KF-1000, Analyser Comércio e
Industria Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil.

O teor de umidade do café cru foi determinado pelo método de secagem em
estufa a 105 + 2 °C até peso constante (IAL, 2004).

V.2.2.4 Determinacao da atividade de agua

A atividade de agua foi determinada por leitura direta no equipamento da marca
Testo, modelo 400, Testo do Brasil Instrumentos de Medi¢cdo Ltda, Campinas, SP,
Brasil.

V.2.2.5 Determinacao do teor de cafeina
O teor de cafeina das amostras de café foi determinado pelo método
espectrofotométrico segundo metodologia descrita por IAL (2004).

V.2.2.6 SEPARACAO E DETERMINACAO DE AMINAS BIOATIVAS POR CLAE-
PAR IONICO

As aminas foram extraidas da matriz café conforme a metodologia otimizada
descrita no capitulo I. Os gréos de café verde e torrado foram triturados e separados
por peneiras, sendo as particulas retidas na peneira de 20 mesh.

Foram adicionados 10 mL de TCA 5% a 5 g da amostra (café cru, torrado,
extrato e soluvel). Em seguida foram agitados em mesa agitadora por 10 minutos,
centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por 21 minutos e filtradas em papel de filtro qualitativo.
A extragao foi repetida mais duas vezes, com adicdo de 2 X 10 mL de TCA 5%; os
extratos foram combinados e o volume final anotado.

Os extratos foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm de diametro e 0,45
um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA). As aminas foram
determinadas por CLAE-par i6nico, derivagcdo pos-coluna com OPA, conforme
metodologia descrita por CIRILO et al. (2003).

A analise cromatografica foi efetuada em um cromatografo liquido de alta

eficiéncia Shimadzu, modelo LC-10 AD, com camara de mistura a baixa pressao;
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conjunto de lavagem automatica de pistdo; injetor automatico Shimadzu modelo SIL —
10 ADVP conectado a um detector espectrofluorimétrico modelo RF-10 AXL a 340 nm
de excitacdo e 445 nm de emissdo e um controlador CBM-20 A (Shimadzu, Kyoto,
Japao) conectada a um computador. O sistema de derivacao pés-coluna foi montado
com uma camara de mistura (volume morto igual a zero) instalada entre a saida da
coluna e o detector; um tubo de teflon, protegido da luz, de 2 m de comprimento e 0,25
de didmetro conectado entre a camara de mistura e o detector e a bomba LC-10 AD
(Shimadzu, Kyoto, Japao).

Foi utilizada uma coluna uBondapak C18 em fase reversa 3,9 x 300 mm, 10 pm
e pré-coluna pBondapak C18 (Waters, Milford, MA, EUA) e sistema gradiente de
eluicdo em ambiente com temperatura controlada (20 £ 1 °C). As fases moveis foram:
A - solugado 0,2 M de acetato de sodio e 15 mM de octanosulfonato de sédio, pH 4,9
ajustado com acido acético, B - acetonitrila. O fluxo de analise foi de 0,8 mL/min.

O reagente de derivacao consistiu de 0,2 g de OPA dissolvido em 3 mL de
metanol e 500 mL de uma solugéo de 25 g de acido bérico e 22 g de KOH (pH 10,5),
1,5 mL de Brij-35 e 1,5 mL de mercaptanol. A solucdo derivante foi preparada
diariamente, mantida ao abrigo da luz e bombeada a camara de mistura a um fluxo de
0,4 mL/min.

A identificagdo das aminas foi feita por comparagéo do tempo de retengcédo das
aminas na amostra em relagdo ao padrao e também pela adicdo de solugdo da amina
suspeita a amostra. O célculo da concentracdao das aminas foi feito por interpolagao

nas respectivas curvas analiticas.

V.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos durante a execugdo do experimento foram submetidos a
analise de variancia (média, desvio padrao e coeficiente de variacao) - ANOVA, e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia utilizando-se o
programa estatistico SIGMA STAT verséao 2.0.
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V.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

V.3.1 Influéncia do processamento no perfil e teores de aminas bioativas livres

Das dez aminas pesquisadas, sete foram encontradas nas amostras de café cru,
torrado e soluvel analisadas, dentre elas, putrescina, tiramina, serotonina, agmatina,
espermidina, espermina e triptamina. Nenhuma das aminas estava presente em todas
as amostras analisadas. A putrescina e a triptamina foram encontradas apenas no café
cru correspondendo a 25% das amostras analisadas, ja as demais aminas apareceram
em 75% das amostras.

A presenca de aminas bioativas livres em café j& havia sido relatada na
literatura. Algumas aminas encontradas neste estudo foram relatadas por diferentes
autores em amostras de café verde (AMORIM et al. 1977; CIRILO et al, 2003; CASAL
et al., 2004), torrado (CIRILO et al, 2003; CASAL et al., 2005) e soluvel (SILVEIRA et
al., 2007a).

Os teores médios encontrados nos trés lotes avaliados de cada amostra de café
coletada em diferentes etapas do processamento do café sollvel estdo indicados na
Tabela V.1.

Tabela V.| — Teores médios de aminas bioativas livres em amostras coletadas em

diferentes pontos do processamento do café soluvel

Café Teores de aminas bioativas livres em mg/100 g * (% CV)
PUT TIM SRT AGM SPD SPM TRM TOTAIS
cra 1,00 (31) 0,34 (18)a 0,49 (17) a nd 0,37 (18)a 0,15(17)b 0,07 (18) 242 (16)a
Torrado nd nd 0,11 (8)b 0,13 (26) nd nd nd 0,23 (15) ¢
Extrato nd 0,30 (28)a 0,11 (16)b 0,17 (10) 0,12(35)b 0,19 (16) b nd 0,88 (21) b
Soluvel nd 0,19 (20) b nd 0,18 (25) 0,17 (18)b 0,31 (27) a nd 0,85 (23) b

nd = ndo detectado (limite de detec¢édo 0,04 mg/100 g). PUT = putrescina; TIM = tiramina; SRT = serotonina; AGM =
agmatina; SPD = espermidina; SPM = espermina; TRM = triptamina

* Valores expressos em base seca

Valores médios com letras diferentes (a-b) na mesma coluna para cada tipo de café sdo estatisticamente diferentes.

Teste de Duncan (p<0,05).

Observa-se que uma maior quantidade de aminas livres foi detectada no café
cru, seguido do extrato, café soluvel e torrado. Os teores totais médios de aminas
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variaram de 2,42 mg/100 g no café cru, 0,23 mg/100 g no café torrado, 0,88 mg/100 g
no extrato concentrado de café e 0,85 mg/100 g no café soluvel.

A contribuicdo percentual de cada uma das aminas ao teor total encontrado para
as amostras das diferentes etapas do processamento esta indicada na Figura V.2. No
café cru a putrescina foi predominante contribuindo com 41%, seguida da serotonina
(20%), espermidina (15%), tiramina (14%), espermina (6%) e triptamina (3%). Uma
maior contribuicdo da putrescina ao teor total de aminas foi relatada na maioria dos
estudos sobre café cru (AMORIM et al., 1977; CIRILO et al., 2003; CASAL et al., 2004;
CASAL et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; VASCONCELOQOS et al., 2006; SILVEIRA et
al. (2007b). Outros estudos com amostras de origem vegetal como banana (ADAO &
GLORIA, 2005), molho de tomate (CHIACCHIERINI et al., 2006) e suco de laranja
(VIEIRA et al., 2006), também apontaram a putrescina contribuindo em maiores
percentuais. Acredita-se que pelo fato da putrescina ser um intermediario obrigatorio
na sintese das poliaminas, espermidina e espermina, esta se apresente em maiores

proporgoes.
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Figura V.2 — Contribuicdo de cada amina ao teor total nas amostras de café coletadas
em diferentes pontos do processamento do café solluvel. PUT = putrescina; TIM = tiramina;

SRT = serotonina; AGM = agmatina; SPD = espermidina; SPM = espermina; TRM = triptamina

Nas amostras de café torrado foram encontradas apenas a agmatina e a
serotonina com contribuicées de 54 e 46%, respectivamente. No extrato de café e no

café sollvel a maior contribuicao foi da tiramina (34 — 22%), seguida da espermina (13
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— 20%), agmatina (19 — 21%), e espermina (21 — 37%). A serotonina contribuiu com
13% no extrato de café e nao foi detectada nas amostras de café soluvel.

A influéncia do processamento no perfil e teores das aminas bioativas nas
amostras de café cru, café torrado, extrato concentrado do café e no café soluvel esta
demonstrado na Figura V.3. Observou-se que a etapa de torracdo alterou
significativamente os teores de algumas aminas. As aminas putrescina, tiramina,
espermidina, espermina e triptamina tiveram seus teores reduzidos ao ponto de nao
serem detectadas apoOs a torragdo. Diminuicées nos teores de aminas durante a
torracdo do café também foram relatados por AMORIM et al. (1977), CIRILO et al.
(2003), OLIVEIRA et al. (2005), CASAL et al. (2005), VASCONCELOS et al. (2006) e
SILVEIRA et al. (2007 b). De acordo com estes autores, a taxa de redug¢do nos teores
das aminas esta diretamente relacionada com o bindmio tempo e temperatura de
torracdo. CASAL et al. (2005) relataram 100% de redugdo nos teores de putrescina,
espermidina e espermina em café submetido a torragdo a 240 °C por 15 minutos.

1,20 -
1,00 -
f=]
S 0,80 -
= mCr
fon ]
E 0,60 - O Torrado
o]
E 0.40 - ® Extrato
[t E Soldvel
0,20 -
0,00 -

PUT TIM SRT AGM SPD SPM TRM

Figura V.3 — Aminas bioativas livres detectadas nas amostras de café coletadas em
diferentes pontos do processamento do café soluvel. PUT = putrescina; TIM = tiramina; SRT =

serotonina; AGM = agmatina; SPD = espermidina; SPM = espermina; TRM = triptamina

O teor de serotonina foi reduzido em 80% apods a torracdo. Dados similares
foram encontrados por VASCONCELOS et al. (2006) que evidenciaram uma
diminuicdo de 100% em amostras de gréos café defeituosos quando estes foram
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submetidos a torragdo a 200 °C por 30 minutos. Por outro lado, CIRILO et al. (2003)
observaram uma diminuicdo nos teores de serotonina apés 6 minutos de torracdo a
300 °C e subsequente aumento apds 12 minutos. Alguns autores reportaram que pode
haver um aumento dos teores de serotonina durante processos térmicos devido a
descarboxilagao do 5-hidroxitriptofano (NAGATSU, 1991).

A agmatina foi detectada nas amostras de café somente apds a torracao,
sugerindo que esta amina tenha sido formada durante a torracdo. Estes resultados
estdo de acordo com CIRILO et al. (2003) que evidenciaram a formagdo da agmatina
durante a torragcdo do café a 300 °C por 12 minutos. Segundo GLORIA (2005), a
agmatina pode ser formada pela descarboxilagdo do aminoacido arginina ou ainda por
decomposicdo térmica deste aminoacido. FELDMAN et al. (1969), ao avaliarem a
influéncia de compostos néo volateis no flavor do café evidenciaram a presenca de
arginina em café verde (2,28 a 4,72 g/100 g) e que seus teores diminuiram durante a
torracdo. Este fato reforga a hipdtese da formacédo da agmatina durante a torragdo do
café.

Apo6s a torragdo, o café é moido e submetido a extragdo e concentragdo
consecutiva. O teor total de aminas no extrato de café foi significativamente maior (p <
0,05) em relagao ao café torrado. No extrato concentrado do café foi encontrado um
maior numero de aminas em relacao ao café torrado. Este fato pode ser explicado pela
concentracdo do extrato, o que fez com que algumas aminas que estavam presentes
no café torrado em niveis ndo detectaveis pelo método de analise empregado,
puderam ser detectadas no extrato apds a sua concentracdo. Para as aminas
serotonina e agmatina, que ja haviam sido detectadas no café torrado, nao foi
observado um aumento significativo em seus teores ap6s a concentragcdo do extrato.

No café soluvel foram detectadas as aminas tiramina, agmatina, espermidina e
espermina (Tabela V.l). Os teores encontrados foram de 0,19 mg/100 g para tiramina,
0,18 mg/100 g para agmatina, 0,17 mg/100 g para espermidina e 0,31 mg/100 g para
espermina. Embora o teor total de aminas no café solivel ndo tenha sido
significativamente diferente, observou-se uma reducdo nos teores da tiramina e
serotonina em relacdo aos teores encontrados no extrato concentrado, sendo que a
serotonina nao foi detectada. Este fato pode estar relacionado a uma perda destas
aminas durante o processo de secagem do extrato concentrado que pode ser

conduzido a elevadas temperaturas (x 100 °C) na secagem por aspercao.
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Avaliando o perfil e teores de aminas bioativas livres presentes no café soluvel
produzido a partir de blends elaborados utilizando-se 100% de café da espécie Coffea
canephora var. robusta, observa-se que o café soluvel foi caracterizado pela presenca
das aminas espermidina, espermina, tiramina e agmatina. Comparando estes
resultados com os dados relatados no capitulo | deste trabalho, observa-se que as
amostras de café soluvel coletadas no mercado apresentaram perfil de aminas
bioativas livres diferentes. Além das aminas acima citadas foram encontradas nas
amostras de café soluvel coletadas no mercado consumidor a putrescina, serotonina,
cadaverina, histamina e feniletilamina.

De acordo com NOGUEIRA & TRUGO (2003) um dos fatores que inflenciam na
composicao final do café soluvel & o café utilizado na elaboragéo dos blends. Desta
forma, a diferenga no perfil de aminas bioativas encontrada nas amostras de café
soluvel analisadas, pode estar relacionada com a utilizagado de diferentes espécies de
café na formacao dos blends, bem como a presenca de graos de café defeituosos e de
baixa qualidade, visto que alguns autores tém relatado a presenca da histamina em
graos defeituosos de café (OLIVEIRA et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

Considerando que o perfil de aminas foi diferente para o café soluvel elaborado
com 100% de café robusta, mais estudos sdo necessarios para verificar a origem das
aminas detectadas nas amostras de café sollvel analisadas no capitulo . Assim a
analise de aminas poderia ser utilizada como parametro de verificacdo da qualidade do

café soluvel.

V.3.2 Influéncia do processamento no perfil e teores de aminas bioativas
conjugadas

V.3.2.1 Perfil e teores de aminas acido sollveis

O perfil e teores das aminas conjugadas acido soluveis detectadas nos cafés
(cru, torrado, extrato e soluvel) (n = 3) coletados em diferentes etapas do
processamento do café soluvel estdo indicados na Tabela V.2. Foram encontradas nas
amostras de café cru as aminas conjugadas acido solUveis putrescina, espermidina e
espermina. Os teores totais variaram de 0,10 a 1,00 mg/100 g. A presenca destas
aminas em amostras de café ja havia sido reportada por CASAL et al. (2004). Além
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destas aminas estes autores encontraram a cadaverina, serotonina e tiramina acido

soluveis em concentracdes que variaram de 0,02 a 0,37 mg/100 g de café.

Tabela V.2 - Perfil e teores de aminas conjugadas &acido solUveis em amostras
coletados durante o processamento do café soluvel

Tipos de Teores de aminas conjugadas acido soliveis mg/100 g * (% CV)

café PUT SPD SPM TOTAIS
Cra 0,56 (43) a 0,19 (38) a 0,25 (18) a 1,00 (30) a
Torrado 0,10 (10) b nd b Nd b 0,10 (10) b

* Valores expressos em base seca. CV = coeficiente de variagdo; PUT = putrescina; SPD = espermidina;
SPM = espermina.

No café torrado, apenas a putrescina acido soluvel foi detectada em teor médio
de 0,10 mg/100 g de café. A amina &acido soluvel predominante no café cru foi a
putrescina, contribuindo com 56% em relagdo ao teor total de aminas &cido soluveis. A
espermina, segunda amina que mais contribuiu (25%), foi seguida da espermidina
(19%) (Figura V.4).
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0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura V.4 — Contribuicdo de cada amina &cido soluvel ao teor total destas aminas.
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Estes resultados sdo semelhantes aos reportados por CASAL et al. (2005) que
evidenciaram uma predominancia da putrescina &cido soluvel em amostras de café cru.
Porém discordam de CASAL et al. (2004) que observaram uma maior predominancia
da espermina &cido soluvel em café cru. Relatos sobre a presenca de aminas
conjugadas acido soluveis em amostras de origem vegetal tem sido encontrados na
literatura, com predominancia das poliaminas putrescina, espermidina e espermina
(ARMAS et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2000; FONTANIELLA et al., 2001; TASSOMI
et al., 2004).

O processamento influenciou de forma significativa os teores de aminas
conjugadas acido soluveis presentes nas amostras de café cru coletadas no inicio do
processamento. Na Figura V.5, observa-se que no café cru foram encontradas as
aminas acido sollveis putrescina, espermidina e espermina. Porém, apds a torracao, a
espermidina e a espermina ndo foram detectadas, indicando uma degradacdo das
mesmas. Nas amostras de café apds a torracdo apenas a putrescina foi encontrada
mas em teores menores aos quantificados no café antes da torracdo. Foi observada

uma reducao de 82% nos teores da putrescina acido soluvel apés a torracao.
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Figura V.5 — Comportamento das aminas acido soluveis frente as diferentes etapas do
processamento do café soluvel.

Resultados semelhantes foram relatados por CASAL et al. (2005) que, ao
estudarem o efeito da torracdo no perfil e teores de aminas conjugadas no café,

evidenciaram uma diminuigdo significativa nos teores das aminas putrescina,
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espermidina e espermina no café torrado. Estes autores ainda concluiram que a

degradacao era maior quanto maior o tempo e a temperatura de torracéo.

V.3.2.1 Perfil e teores de aminas acido insoluveis

Na Tabela V.3 estdo demonstrados os teores médios das aminas
conjugadas 4cido insoluveis encontrados nas amostras de café obtidas de diferentes
pontos do processamento do café soluvel. Semelhante as aminas &cido soluveis,
apenas as poliaminas putrescina, espermidina e espermina acido insoluveis foram
detectadas e somente nas amostras de café cru coletadas no inicio do processamento.
O teor total foi de 1,20 mg/100 g.

Diferente ao observado para as aminas acido soluveis, a amina predominante
entre as acido insollveis detectadas foi a espermina. A contribuicdo de cada amina ao
teor total das aminas acido insoluveis estd indicada na Figura V.6. Como dito
anteriormente, a espermina foi a amina predominante com 65%, seguida da putrescina
com 19%, e da espermidina 16%. Estes resultados estao de acordo com CASAL et al.
(2004) e (2005) que reportaram a predominancia da espermina acido insolavel em
amostras de café cru.

Tabela V.3 - Teores de aminas acido insoliveis em amostras coletadas durante o

processamento do café soluvel

Aminas Teores em mg/100 g * (% CV)/ Café
CRU

PUT 0,23 (16)

SPD 0,19 (12)

SPM 0,78 (7)

TOTAIS 1,20 (11)

* Valores expressos em base seca. CV = coeficiente de variagdo. PUT = putrescina; SPD = espermidina;
SPM = espermina. DP = desvio padrao.

Da mesma forma que o processamento alterou os teores de aminas acido
solluveis presentes no café, este alterou também as aminas acido insoluveis (Figura
V.7). As aminas &cido insoluveis s6 foram detectadas nas amostras de café cru

coletadas na etapa de mistura. Apéds a torracao, as aminas acido insoluveis ndo foram
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detectadas, reforcando desta forma, as evidéncias da instabilidade destas aminas

frente ao processamento térmico.
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Figura V.6 — Contriuicdo de cada amina &cido insoluvel ao teor total destas aminas.
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Figura V.7 - Comportamento das aminas &cido insoluveis frente as diferentes etapas

do processamento do café soluvel.

Considerando os dados acima relatados sobre o perfil e teores das aminas

bioativas livres e conjugadas no café cru, observa-se que as aminas putrescina,

espermidina e espermina estavam presentes tanto na forma livre quanto na conjugada.
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A espermidina estava presente em maior concentracdo na sua forma livre, enquanto
que a espermina foi predominante na forma conjugada. Alguns estudos sobre o perfil
de aminas livres no café demonstraram a predominancia da espermidina em relagéo a
espermina (CIRILO et al. 2003; CASAL et al., 2005; VASCONCELQOS et al., 2007).
Desta forma os resultados acima reforcam a hipotese levantada por CASAL et al.
(2005) que sugeriram que a forma predominante da espermina no café seja a

conjugada.

V.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas

V.3.3.1 pH, umidade, atividade de agua e teores de cafeina

Os resultados obtidos com relagdo aos parametros fisico-quimicos determinados
nas amostras de café coletadas durante o processamento do café soluvel estdo
apresentados na Tabela V.4. Os coeficientes de variagdo dos resultados obtidos nas
andlises dos trés lotes coletados foram baixos (£ 20%), evidenciando uma

padronizacao e controle efetivo do processo tecnologico.

Tabela V.4 — Caracteristicas fisico-quimicas de amostras de café coletadas durante o

processamento do café soluvel

Café Parametros/ Valores médios (% CV)
Umidade % Atividade de Cafeina %
pH m/m agua m/m*
Cru nd 11,20(5b  0,68(2)a 2,20 (20) b
Torrado nd 2,61 (20) 060(2)a  267(11)b
Extrato 4,83 (1) 60,15 (1) a nd 2,60 (8) b
Soluvel 4,83 (1) 4,12 (1) 0,22 (4) 4,00 (7) a

nd = ndo determinado.
* Valores referentes a apenas uma determinagao.

O café soluvel avaliado apresentou % de agua média de 4,12 g/100 g. Estes
valores estdo de acordo com a legislacao vigente a RDC N 277 de 22 de setembro de
2005 (BRASIL, 2005), que estabelece a umidade do café soluvel em no maximo 5%.
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A umidade média do café cru foi de 11,20 g/100 g, do café torrado de 2,61 g/100
g, 60,15 g/100 g para o extrato concentrado e 4,12 g/100 g para o café soluvel. O
percentual de umidade encontrado nas amostras de café cru coincide com os
comumente reportados na literatura (CLARKE, 1989; FRANCA et al.,, 2005;
VASCONCELOQOS et al., 2007) que variaram de 8,5 a 13 g/100 g. Ap0s a torracao, o
café apresentou uma reducao no teor de umidade, o que era esperado devido a perda
de massa dos graos do café durante a torragdo. Os resultados de umidade do café
torrado encontrados neste trabalho concordam com BELETZ & GROSH (1997).
Segundo estes autores, a umidade dos graos de café pode variar de 1,5 a 3,5 g/100 g.

Em relagdo a atividade de dgua das amostras de café observou-se que houve
uma redugdo na atividade de agua durante o processamento do café soluvel, sendo
que, ao final do processamento, o café apresentou os menores teores de atividade de
agua, entre 0,20 a 0,23. Valores de atividade de agua baixos sdo requeridos para o
café soluvel, devido a influéncia da atividade de agua nas caracteristicas sensoriais do
produto. Segundo ALVES & BORDIN (1998), altera¢des visuais no café solavel, como
aglomeracéao leve, foram evidenciadas com atividade de agua de 0,43, aglomeragao
forte com Aw entre 0,51 a 0,63 e principio de dissolvigdo com Aw a partir de 0,67.

Nao foi observado diferenca significativa nos valores de pH entre as amostras
analisadas. O valor médio do pH foi de 4,83 para o café coletado ap6s a extracéo e
concentracao e para o café soluvel.

Os teores médios de cafeina nas amostras de café avaliadas foram de 2,20
0/100 g no café cru, 2,67 g/100 g no torrado, 2,60 g/100 g no extrato e 4,0 g/100 g no
café soluvel. Dados similares sobre o teor de cafeina no café cru foram reportados por
MACRAE (1989) com valores que variaram de 0,9 a 2,4 g/100 g. Os teores de cafeina
encontrados neste trabalho para as amostras de café apds a etapa de torracao
discordam de BRENELLI (2003) que observou teores médios de cafeina de 1,4 g/100 g
de café torrado. FUJIOKA & SHIBAMOTO (2008) também reportaram valores de
cafeina em café torrado entre 1,09 a 1,65 mg/100 g.

V.3.3.2 Caracteristicas de cor
As caracteristicas de cor das amostras de café coletadas durante o

processamento do café sollvel, investigadas neste estudo, estdo indicadas na Tabela

V.5. Das quatro amostras de café coletadas durante o processamento foram
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submetidas a analise de cor o café torrado e o café soluvel. Nas amostras de cafée
torrado foram observadas diferencas significativas para os valores de a*, b* e croma.
Para as amostras de café soluvel ndo foram observadas diferengas significativas entre

0s parametros avaliados.

Tabela V.5 — Caracteristicas de cor (CIE L*a*b*) de amostras coletadas durante o

processamento do café soluvel

Cafés Valores/Parametros de cor CIE L*a*b* (%CV)
L* a* b* croma hue*
Torrado 20,6 (10)b 5,7 (75 b 13,1(32)b 15,1(15) b 929 (3)a
Soluvel 322(6)a 12,2(8)a 31,5(10)a 33,9(9) a 68,6 (4) b

L* = luminosidade; h* = tonalidade
Médias de triplicatas com letras diferentes na mesma coluna (a-b) sdo significativamente diferentes
(Teste de Duncan, p<0,05).

Os valores de luminosidade (L*) encontrados para o café soluvel foram maiores
que os obtidos para as amostras de café torrado. De acordo com BORGES et al.
(2002), o parametro luminosidade relaciona-se ao grau de escurecimento do cafe,
podendo variar de 0 (preto) a 100 (branco). Ainda, segundo estes autores, existe uma
correlagdo significativa inversa entre a luminosidade e o grau de torragdo do café.
Desta forma, os dados encontrados sugerem que as etapas do processamento apdés a

torracao alteraram a cor do café soluvel.

V.5 CONCLUSOES

As aminas bioativas livres presentes no café soluvel foram a tiramina, agmatina,
espermidina e espermina. As etapas do processamento influenciaram
significativamente os teores das aminas. A torragdo reduziu os teores de algumas
aminas, mas também propiciou a formacao da agmatina. A etapa de concentragdo do
extrato de café contribuiu para um aumento nos teores das aminas. Ja na etapa final
do processamento do café sollvel, algumas aminas tiveram seus teores reduzidos

novamente.
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No café soluvel ndo foram encontradas aminas conjugadas. Durante o
processamento do café soluvel, houve alteracdo nos teores destas aminas, que foram
detectadas apenas no café cru coletado no inicio do processamento e em teores bem
reduzidos no café torrado.

As caracteristicas fisico-quimicas das amostras coletadas durante a producao do
café soluvel foram afetadas de forma significativa pelas diferentes etapas do
processamento, porém as alteragdes observadas sdo requeridas para padroniza¢ao do
processo tecnolégico. Alteracdes nos parametros de cor durante o processamento do
café soluvel evidenciaram uma interferéncia das etapas de extragcdo e secagem na

coloragéo final do café soluvel.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

As amostras de café soluvel coletadas no mercado consumidor caracterizaram-
se pela presenca das aminas bioativas livres putrescina, cadaverina, tiramina,
serotonina, espermidina, espermina, sendo a putrescina a amina predominante. Os
teores das aminas calculados em 50 mL da bebida ndo representam riscos para a
saude do consumidor mesmo considerando um consumo de 200 mL por dia, que é a
quantidade estimativa de consumo diario da populagéo brasileira.

Na determinacao das aminas bioativas livres do café, para uma melhor extracao
das aminas da matriz, os graos de café devem ser moidos e separados em peneiras de
tamanhos de 9 a 20 mesh que corresponde a 2,0 a 0,85 mm de didmetro. A extracao
deve ser conduzida com &cido tricloroacético a 5% (m/v) em trés extracdes
consecutivas.

Para a quantificacdo das aminas conjugadas € necessario fazer uma hidrolise
para posterior andlise das aminas livres. A condicdo de hidrdlise que apresentou
melhor eficiéncia na liberagdo de um maior numero de aminas conjugadas acido,
soluveis e acido insoluveis do café foi conduzida com acido cloridrico 9 mol/L a 110 °C
por 18 horas.

A metodologia de determinacao de aminas conjugadas baseada na hidrélise das
mesmas e liberacdo de sua forma livre ndo € recomendada para a pesquisa de
serotonina, pois esta amina apresentou grande instabilidade frente a reacdo de
hidrélise.

A metodologia analitica para a determinacdo de aminas bioativas livres por
CLAE-par ibnico, derivagcao pds-coluna com OPA e deteccao fluorimétrica foi validada
para analise de amostras de cafés cru, torrado e soluvel. O método apresentou
precisao, linearidade, limites de deteccao e quantificagdo adequados para a analise
dos diferentes tipos de cafés. Foi observado que a matriz café torrado influenciou na
linearidade da curva analitica das aminas tiramina e triptamina. Interferéncias na curva
analitica para as aminas serotonina, tiramina e triptamina também foram evidenciadas
para a matriz café soluvel. Sugere-se que na determinacdo destas aminas nestas
matrizes, a curva analitica seja preparada com padrdes na matriz.

O café soluvel coletado durante o processamento foi caracterizado pela

presenca das aminas tiramina agmatina, espermidina e espermina. As etapas do
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processamento do café soluvel influenciaram o perfil e os teores das aminas bioativas
livres e conjugadas. Os teores das aminas livres reduziram de forma significativa apés
a torracao dos graos de café, sendo que o teor da serotonina foi reduzido em 80% e as
demais aminas, putrescina, tiramina, espermidina, espermina e triptamina, que
estavam presentes nos grdaos crus nao foram detectadas no café torrado. Foi
observada a formacdo da agmatina durante a torracdo do café. A etapa de
concentracao do extrato do café contribuiu para um aumento nos teores de algumas
aminas. A tiramina, a espermidina e a espermina que nao foram detectadas apos a
torracao tiveram seus teores aumentados na etapa de concentracao do extrato de café.

No café soluvel ndo foram detectadas aminas conjugadas. O processamento
afetou significativamente os teores das aminas conjugadas. As aminas conjugadas
acido soluveis putrescina, espermidina e espermina foram detectadas nos gréos de
café cru. ApoOs a torragdo houve uma diminuigdo significativa da putrescina e as
demais aminas nao foram detectadas. As aminas conjugadas &cido insoluveis
putrescina, espermidina e espermina estavam presentes apenas nos graos de café cru.

A umidade e a atividade de agua sofreram alteragdes durante o processamento.
Porém, estas sdo requeridas para a manutencdo da qualidade do café soluvel. As
caracteristicas de cor também sofreram alteracbes durante o0 processamento,
evidenciando uma diminuicdo da tonalidade escura do café soluvel. Pequenas
variacdes nos resultados dos parametros fisico-quimicos analisados nos trés lotes de
producdo do café soluvel sugerem controle efetivo e padronizagdo no processo

tecnolégico da industria produtora de café soluvel.
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SUGESTOES

Considerando os resultados encontrados durante a execucao deste trabalho e a
importancia do café no mercado mundial e também como alimento que pode contribuir

para a saude do consumidor, sugere-se como trabalhos futuros:

» Avaliar o perfil e teores de aminas bioativas no café Coffea canephora variedade
robusta brasileiro;

» Estudar a influéncia graos defeituosos de café e casca de café no perfil e teores
de aminas bioativas no café solluvel para avaliar a utilizacdo das aminas como
parametro de identificagdo de possiveis fraudes no café soluvel,

> Verificar a influéncia das aminas bioativas no sabor e aroma da bebida café;

> Determinar os tipos e teores de acidos hidroxinamicos presentes no café e
verificar quais 4cidos fazem conjugacado com as aminas presentes no café;

» Estudar a influéncia da conjugacao das aminas com os compostos fendlicos na
atividade antioxidante do café;

» Avaliar a biodisponibilidade das aminas presentes no café apds a ingestao da
bebida.
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