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Artigo

BIOACTIVE COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF CONILON COFFEE SUBMITTED TO DIFFERENT
DEGREES OF ROASTING. The bioactive compounds and antioxidant activity presented by Conilon coffee (C. Canephora) variety,
produced in the Espirito Santo State, Brazil, were quantified. The light roast coffee showed the highest level of total phenols,
trigonelline, caffeic and chlorogenic acids. The proanthocyanidin level was the highest for dark roast coffee, while caffeine level
didn’t show significative changes for the light and middle roast coffees. All the Conilon coffee extracts showed antioxidant activity

depending on bioactive compounds concentration and roasting degree. The coffee samples submitted to a light roasting degree showed

the highest antioxidant activity.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de grios de café e nimeros
da safra 2006/2007 mostram que o pafs exportou 27 milhdes de
sacas de café verde. Segundo a Associa¢do Brasileira da Industria
de Café (ABIC), o consumo interno de café foi de 16,3 milhdes de
sacas entre novembro/2006 e outubro/2007. Para 2010, a estimativa
¢ de 21 milhdes, o que fard do pais o maior consumidor do produto
no mundo, superando a posi¢do ocupada pelos Estados Unidos, com
média que atinge 20 milhdes.'

A qualidade € o fator fundamental para valorizagdo do café e
estd associada principalmente na conducao adequada dos procedi-
mentos apés a colheita, ao tipo e a espécie, aos diferentes graus de
torra e a composi¢@o dos diversos constituintes quimicos do grao,
destacando-se compostos nitrogenados (alcaldides, trigonelina,
proteinas e aminodcidos livres), carboidratos (polissacarideos e
monossacarideos), lipidios (4dcidos graxos, diterpenos), dcidos
clorogénicos, flavonéides, vitaminas, minerais e 6leo essencial
(constituintes volateis).>?

A designacdo “robusta”, ou café robusta, engloba uma ampla va-
riedade de cafés da espécie Coffea canephora Pierre ex Froehner, tais
como conilon ou konillou, guarini, apoatd, laurenti, robusta, outros.*¢
No Brasil, a grande maioria das lavouras de café conilon localiza-se
no estado do Espirito Santo, seu maior produtor, destacando-se ainda
os estados de Sdo Paulo, Parand, Bahia e Rondonia.” O café conilon é
adicionado ao caf€ ardbica para acentuar o sabor e o corpo da bebida
(blend) e na preparacao de café soldvel.’

Existe uma vasta literatura que relata o potencial dos compostos
bioativos ou componentes funcionais na a¢ao contra os males da
hipertenséo, doengas cardiovasculares, cancer entre outras.® 2

Além da cafeina, o café apresenta outras substincias bioativas
como a trigonelina, compostos fendlicos (em que se destacam os
dcidos clorogénicos) e compostos resultantes da reagdo de Maillard,
como as melanoidinas.?*> Os compostos fendlicos constituem uma
das principais classes de antioxidantes naturais. Eles sdo largamente

*e-mail: aquino @iqufu.ufu.br

distribuidos em frutos, legumes, graos, sementes, folhas, raizes,
cascas, dentre outros materiais. Estes constituintes sdo capazes de
retardar o envelhecimento e o aparecimento de doengas, e até de
impedi-las.!**

Os constituintes dos cafés sdo afetados pelo grau de torra. A
trigonelina, presente em torno de 1,0% no grao cru, durante a torra,
pode formar a niacina e diversos componentes voldteis, como piridinas
e pirrdis e que contribuem para aroma final da bebida. Os compostos
fendlicos sdo parcialmente isomerizados, hidrolisados ou degradados
em compostos voldteis de baixa massa molecular. Durante a torra
do café, partes destes constituintes fendlicos sdo incorporadas as
melanoidinas ou polimerizadas, formando misturas complexas.® Os
acidos clorogénicos reagem durante a torra, produzindo compostos
acidos, lactonas e outros derivados fendlicos que contribuem para o
aroma e sabor do café, acidez final e adstringéncia da bebida.>* Em
principio, os teores de cafeina ndo apresentam diferencas signifi-
cativas em relacéo a torra.”® As proantocianidinas juntamente com
os polifendis, apresentam sabor adstringente tipico. Desta forma,
interferem no sabor e aroma apdés a torra justificando, assim, e em
parte, a menor qualidade da bebida preparada somente a partir de
grdos de café conilon.

Entre os métodos utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante de compostos orgédnicos, encontra-se o método es-
pectrofotométrico baseado na reducdo da concentragdo do radical
1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH). Nessa reagdo a espécie DPPH-
é reduzida pelos constituintes antioxidantes presentes nos compostos
orgénicos (AH).2%

Na literatura foram encontrados poucos trabalhos acerca do café
conilon (ou robusta) cultivado no Brasil.*3° Nenhum deles trata
dos compostos bioativos desta variedade produzida no estado do
Espirito Santo. Em continuidade aos nossos estudos com cafés,*0-4¢
o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os compostos
bioativos (trigonelina, d4cidos clorogénicos, dcido caféico e cafeina),
determinar o teor de fendis totais, teor de dleos essenciais e deter-
minar a atividade antioxidante através da concentragdo eficiente
(CE,,) em amostras de cafés da espécie Coffea canephora Pierre
ex Froehner, cultivar conilon, em fun¢do do grau de torra (clara,
média e escura).
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PARTE EXPERIMENTAL
Solventes, reagentes e solucoes

Todos os solventes e reagentes usados foram de grau analitico.
O reagente Folin-Ciocalteu foi adquirido da Merck, Brasil. O radical
livre DPPH: (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e os padrdes catequina,
acido gélico, 4cido clorogénico, dcido caféico, cafeina e trigonelina
foram adquiridos da empresa Sigma Chemical Co. Todas as solucdes
foram preparadas com reagentes de grau analitico.

Origem das amostras

Foram utilizadas amostras de café Coffea canephora Pierre ex
Froehner, cultivar conilon, safra 2003/04, provenientes da Cooperativa
Agréria dos Cafeicultores de Sdo Gabriel Ltda (COOABRIEL), de
Sao Gabriel da Palha, no sul do Espirito Santo.

Delineamento experimental

Um lote de cerca de 3 kg de frutos cereja selecionados alea-
toriamente foi previamente secado em terreiro de lama asfiltica,
descascado e peneirado em malha 16/17, contendo umidade de 11%
(Quimis-Kett 600). Nos experimentos com o café conilon utilizou-
se o delineamento experimental totalmente casualizado, com trés
repeticdes.

As andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de Pro-
dutos Naturais, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia.

Torra

Os graos foram torrados em um microtorrador elétrico de ban-
cada, marca Pinhalense®-BR, modelo TC-0, a temperatura de 190 +
10 °C. Os pontos das torras clara, média e escura foram atingidos
em aproximadamente 6,0 = 1,0; 8,0 = 1,0 e 10,0 + 1,0 min, respec-
tivamente. As tonalidades das torras foram classificadas de acordo
com o sistema de referéncia usado pela ABIC, que utiliza sistema
colorimétrico Roast Color Classification System (AGTRON-SCAA,
1995): clara #85, média #55 e escura #35.474 Os gréos torrados foram
moidos (moedor elétrico) em granulometria fina (peneira de malha 24
mesh), empacotados em embalagens de polietileno/aluminio, selados
e armazenados a -20 °C, até o momento das analises.

Preparacio das amostras

Os extratos de café foram preparados segundo a metodologia
do Instituto Adolfo Lutz, com modificacdes.*” Em um erlenmeyer
foram pesados cerca de 10,0 g de cada amostra e adicionados 100,0
mL de dgua fervente. As amostras foram deixadas 1 min em repouso
e filtradas, obtendo-se o extrato de café. Para quantificagdo recolheu-
se 1,0 mL do extrato, o qual foi secado num frasco tarado a 105 °C,
durante 6 h, resfriado em um dessecador e pesado.

Determinacio de fendis totais

A determinagdo do teor de fendis totais foi feita pelo o método
de Folin-Ciocalteu, com modificagdes.’® Em um baldo volumétri-
co de 50,0 mL foram adicionados 0,1 mL do extrato de café e o
volume do baldo completado com dgua destilada. Desta solucdo
foi retirada uma aliquota de 0,5 mL, que foi transferida para um
tubo de ensaio. Adicionaram-se ao extrato de café 2,5 mL de uma
solucdo aquosa do reativo de Folin-Ciocalteu 10% e 2,0 mL de uma
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solugdo de carbonato de sédio 7,5% recém-preparadas. A mistura
foi mantida em um banho de d4gua a uma temperatura de 50 °C por
5 min. A amostra foi esfriada e a medida da absorbancia registrada
a 760 nm (espectrofotdmetro UV-Vis Hitachi U-300), utilizando-se
cubetas de vidro, tendo como “branco” dgua e todos os reagentes,
menos o extrato de café. Da mesma forma foram feitas as curvas de
calibragdo com solugdes aquosas de acido galico (concentragdes de
10, 20, 30, 40 e 50 umL™"). O teor de fendis totais foi determinado
por interpolacdo das absorbancias das amostras contra as respectivas
curvas de calibrag@o.

Determinacio de proantocianidinas

Para a determinacio das proantocianidinas foi utilizado o método
da vanilina.>' Em um baldo volumétrico de 10,0 mL foram adicionados
0,1 mL do extrato de café e o baldo completado com dgua destilada.
Desta solugdo foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e transferida para
um tubo de ensaio. Neste mesmo tubo de ensaio adicionaram-se 2,0
mL de uma solucio recém-preparada de vanilina (Aldrich Co.) em
acido sulftrico 70%, na concentracio de aproximadamente 10,0 mg
mL". A mistura foi mantida em um banho de dgua a uma tempe-
ratura de 50 °C por 15 min. A amostra foi esfriada e a absorvancia
registrada a 500 nm (espectrofotometro UV-Vis Hitachi U-300).
Da mesma forma, foi feita uma curva de calibragdo com catequina
(concentragdes de 10, 15, 20, 25, 35 e 40 ug mL"). As leituras foram
registradas contra um branco.

Extracio do éleo essencial

Foi utilizado o procedimento em que se faz uso de um aparelho
de Clevenger modificado para extragdo em contracorrente com di-
clorometano, de acordo com a metodologia descrita por Godefroot
e colaboradores.”!

Determinacio dos teores de trigonelina, cafeina, acido cafeico e
acidos clorogénicos

Para determinacio de trigonelina, cafeina, dcido cafeico e dcidos
clorogénicos foi utilizado o procedimento de extracdo com dgua
quente descrito por Vitorino e colaboradores, com pequenas modi-
ficagdes.” Cerca de 2,0 g de cada amostra livre de umidade foram
submetidas a uma extragdo com 20,0 mL de dgua em ebuligdo por 5
min com agitador magnético. O extrato foi transferido para um baldo
volumétrico de 100,0 mL e diluido para o volume marcado. Uma
aliquota do baldo foi filtrada, através de um filtro de ponta de seringa
de porosidade de 0,45 pm, e utilizada nas andlises cromatograficas. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) foi realizada em
um cromatdgrafo liquido da marca Shimadzu (JP), modelo SCL-10A
VP, equipado com detector SPD-M10A VP do tipo diode-array. Foi
usada uma coluna de fase reversa (Shimadzu - JP), modelo CLC-ODS
(M), empacotada com grupo octadesil (25,0 cm). O volume injetado
(loop) foi de 20,0 pL. Foi usado um sistema de solventes com gradien-
te de tampao de fosfato (A) preparado com 5% de solu¢ado de fosfato
didcido de potéssio 0,2 mol dm™ e metanol (B). Foram feitas curvas
de calibragdo para os padrdes utilizados. A leitura da absorbancia
foi registrada em 213 nm para trigonelina, 269 nm para cafeina, 310
nm para dcido caféico e 323 nm para o 4cido S-cafeoilquinico, sendo
registradas absorbancias mdximas para cada composto.

Analise quantitativa da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de café foi determinada
através da atividade seqtiestrante do radical livre estdvel 2,2-difenil-1-
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picril-hidrazila (DPPH:), que tem sido largamente utilizado para avaliar
a capacidade de antioxidantes naturais em seqiiestrar radicais livres.>*>
A partir do extrato de café foram efetuadas 5 diluicdes sucessivas (1,00;
2,505 5,00; 7,50 e 10,00 mL em 50,0 mL/dgua). Para cada solug¢ao, foi
tomada uma aliquota de 0,10 mL e adicionado 3,9 mL de solucio de
DPPH: (cerca de 50 pg mL' em metanol) recentemente preparada.
A concentra¢do de DPPH' no meio reacional foi calculada conforme
curva de calibraciio obtida por regressdo linear. Apds a adi¢do do radical
DPPH,, as solugdes de diferentes concentragdes foram deixadas em
repouso e o decréscimo da absorbancia registrado no comprimento de
onda de 515 nm (espectrofotometro UV-Vis Hitachi U-300) durante
1 h, em intervalos de 5 min entre cada. Uma mistura de 3,9 mL metanol
e 0,1 mL de extrato foi utilizada como branco.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA) foi determinada
pela Equag@o 1555

%AA= { [Abscnmmlf - (Absamasrm - Absbmnz‘o)]X1 00 }/Abscamrole (1)
onde Abs € a absorbncia inicial da solu¢do metandlica de
DPPH e Abs € a absorbancia da mistura reacional (DPPH' +
amostra).

Cilculo de CE,,

As medidas da concentragdo eficiente (CE,)), que representa
a concentragdo da amostra necessdria para seqiiestrar 50% dos
radicais de DPPH', foram calculadas plotando a porcentagem de

DPPH  .(50%) versus as concentragdes dos extratos de cada
amostra.
Aporcentagemde DPPH: " " ou seja, a quantidade de DPPH:

nio reagida com os antioxidantes do café foi calculada através da
Equagdo 2
[DPPH;.,

DPPH',¢pnanescente (Y0) = [DTH]T—() x 100 2

onde [DPPH]__ € a concentragdo de DPPH' no meio, apés a reagdo
com o extrato e [DPPH]__, € a concentragdo de DPPH-, no inicio da
reacdo (tempo zero).>

Analises estatisticas

Os resultados encontrados neste estudo correspondem a média de
trés repeti¢des + desvio padriao da média. As médias foram analisadas
estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(P <0,05) aplicando-se ANOVA. Todas as andlises foram realizadas
usando o programa Microcal Origin 7.5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de fendis totais foram obtidos nas amostras de café
conilon a partir da curva analitica de calibragdo do 4cido gdlico em
concentra¢des conhecidas, e seu teor nas diferentes torras foi expresso
como equivalentes de 4cido gédlico (EAG). Os resultados de fendis
totais, expressos em EAG por grama de café e em percentagem sio
apresentados na Tabela 1.

Os resultados mostraram que a concentracdo de fendis totais
diminuiu de forma significativa com o aumento do grau de torra. Os
teores de fendis totais obtidos em todos os graus de torra para o café
conillon foram relativamente superiores aos teores de fendis totais
descritos na literatura para o café ardbica.**’

Os teores de proantocianidinas (Tabela 1) foram determinados
nas amostras de café conilon a partir da curva analitica de calibracio
da catequina em concentragdes conhecidas.

A concentracdo de proantocianidinas nos extratos de café
aumentou a medida que o grau de torra se acentuou, embora nio
tenha havido diferencga significativa entre as torras clara e média.
Entretanto, entre as torras clara e escura e entre as torras média e
escura houve diferencas significativas. Como as proantocianidinas
sdo taninos condensdveis, o aumento da temperatura sugere que o
contetido deste constituinte foi gradualmente liberado da matriz do
café e/ou formado com o rigor da torra, justificando assim a maior
concentracdo destes polifendis no café com torra escura.® O café
conilon apresentou teores de proantocianidinas superiores aos obtidos
para o café ardbica.*

A determinac¢do simultanea de cafeina, trigonelina, dcido cafeico
e 4cido clorogénicos por CLAE-UV (Figura 1) foi feita com base na
curva de calibragio de cada substancia, usando-se padrdes analiticos
para cada composto.

Analisando-se os resultados da Figura 1 observa-se que os teores
de trigonelina diminuiram com grau de torra e que houve diferencas
significativas da torra clara para a média e escura. Entretanto, os
teores de trigonelina das torras média e escura ndo se diferenciaram
significativamente. A trigonelina € rapidamente degradada durante
o processo de torra, formando diversos produtos voldteis, como as
piridinas, e outros como o N-metil pirrol e a vitamina niacina, o que
justifica a baixa concentragao da trigonelina na torra escura. O café
conillon apresentou teores de trigonelina inferiores aos citados na
literatura para o café ardbica, nas trés torras.*t

Os teores de acidos clorogénicos diminuiram a medida que o
grau de torra aumentou, e para o dcido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) as
diferencas entre as torras foram significativas. Os teores de 5-ACQ
determinados no café conilon foram superiores ao do café ardbica nas
torras clara e média e inferiores a torra escura, tanto para amostras
paranaenses como para amostras do cerrado mineiro.*>

Tabela 1. Contetdo de fendis totais, proantocianidinas e atividade antioxidante do café conilon submetido a diferentes torras

Café/Torras
Clara Meédia Escura

Fendis Totais (mg eq. Acido gélico g' café + DP) 89,21 +£0,92 71,61 £2,43 63,71 £ 1,69

Porcentagem (g 100g™! café) 8,92 7,16 6,37
Proantocianidinas (mg eq. Catequina g café + DP) 3,47 +0,11 3,91 +0,10 5,48 £0,72

Porcentagem (g 100g™! café) 0,34 0,39 0,55
Atividade antioxidante (%) 79,60 + 1,47 67,90 £ 2,26 59,59 +£2,58
CE,, ug mL! 63,69 + 1,51 73,27 +3,11 84,11 £4,12
g ¢! DPPH: 2,77 £ 0,07 3,18+0,13 3,65+0,18
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Figura 1. Distribui¢do percentual dos principais constituintes do café Conilon
identificados por CLAE-UV

A variacdo nos teores de cafeina ndo foi significativa entre as
torras clara e média, porém observa-se uma redugdo significativa
na torra escura em relag@o as torras clara e média, provavelmente
devido ao rigor da torra. O café conillon apresentou teores de cafeina
superiores aos obtidos para café ardbica em todas as torras.**>

O 4cido caféico, juntamente com os dcidos clorogénicos, tam-
bém exerce ac¢do antioxidante.®” Embora as diferencas tenham sido
significativas, o teor de 4cido caféico foi bastante baixo e diminuiu
com o rigor da torra.

Nos tltimos anos, compostos volateis oriundos dos processos de
torra também tém sido estudados como provaveis fontes de antioxi-
dantes.” Os teores de 6leo essencial para o café conillon na torras
clara, média e escura estéio apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Rendimento do dleo essencial em diferentes graus de torra

O rendimento do 6leo essencial da torra média foi superior ao das
torras clara e escura e com diferencas significativas. Entre as torras
clara e escura as diferencas ndo foram significativas. O rendimento
superior de 6leo essencial na torra média sugere que esta torra € mais
aromadtica que as outras. Comparando-se o teor de 6leo essencial do
café conilon com o caf€ arabica, o rendimento do conilon foi inferior
nas torras clara e média, e superior na escura.*

O comportamento cinético da rea¢gdo do DPPH: em fungdo da
torra, na concentragéo de 100 pg mL™, indica que todas as amostras
atingiram o maximo de consumo do DPPH' em 20 min. Nao houve
aumento significativo do consumo ao longo do tempo total de ob-
servagdo (1 h). A concentragdo eficiente (CE,) foi calculada a partir
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do grifico de DPPH: _ em fungdo das concentragdes, para 0s
extratos de cafés obtidos nas diferentes torras com o tempo de 25
min de reacdo (Figura 3).

A Figura 3 mostra que houve correlacdio positiva entre a concen-
tragdo de extrato de café (ug mL") e a atividade antioxidante para
todas as torras, e que decresceu com o rigor da torra.
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A TORRA ESCURA [y = -0,60x + 100,57; R> = 0,996]

Figura 3. Porcentagem de DPPH em fung¢do da concentragdo do

remanescente

extrato de café nos diferentes tipos de torra

As porcentagens de atividade antioxidante (concentragdo de 100
pg mL" de extrato) e de CE, (expressos em ug mL'e em g g de
DPPH) sdo apresentadas na Tabela 1.

Os resultados acima comprovam que a bebida de café conilon apre-
senta atividade seqiestradora do radical DPPH'nas trés torras estudadas.
As amostras submetidas a torra clara apresentaram maior percentagem
de inibicdo de radicais DPPH-. A quantidade necessaria do extrato de
amostras do café para reduzir a concentrago inicial de DPPH: em 50%
(CE,,) variou de 63,69 + 1,51 na torra clara para 84,11 £4,12 ug mL"'na
torra escura, e as diferencas entre as trés torras foram significativas.

As quantidades superiores dos compostos bioativos na torra
clara (com excecdo das proantocianidinas) resultaram na maior
atividade antioxidante da bebida nesta torra. Embora na torra média
tenha havido um aumento no rendimento de proantocianidinas e dos
constituintes voldteis, estes constituintes aparentemente ndo tiveram
a mesma importancia dos fendis totais e dcidos clorogénicos na ati-
vidade antioxidante. Valores de atividade antioxidante ligeiramente
superiores para o café ardbica em relago ao conilon (na concentragio
de 100 pg mL™") foram observados na literatura.*

CONCLUSOES

Os estudos realizados mostraram que a composi¢do quimica da
bebida do café conilon é dependente da torra.

O rendimento de dleo essencial na torra média foi superior as
outras torras, tornando-a mais aromatica. A torra escura resultou na
diminuicdo de todos os compostos bioativos estudados, exceto as
proantocianidinas.

Todos os extratos de café conilon estudados apresentaram ati-
vidades antioxidantes dependentes da torra e da concentragdo dos
compostos bioativos. As amostras de café com grau de torra clara
foram as que apresentaram maior porcentagem de atividade antioxi-
dante frente ao DPPH'.
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