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RESUMO

O café é uma bebida popular, apreciada por seu sabor e efeito estimulante. Apesar do amplo consumo,
pouco se discute sobre como o processo de torra do café pode afetar sua composicdo e beneficios a
satde. A infusdo de café, especialmente a filtrada, é conhecida por seu agradavel aroma e sabor,
oferecendo diversos compostos bioativos que podem ser benéficos a salde humana. Além disso,
existem alternativas para complementar a infuséo de café visando efeitos terapéuticos, como a adicéo
de infusbes feitas a partir de folhas de café, que s@o ricas em compostos fendlicos, carotenoides e
clorofila. Outra opcdo é a infusdo de folhas de amoreira, que também sdo ricas em compostos
fendlicos e antioxidantes. A amoreira € uma planta medicinal conhecida pela sua utilidade na medicina
popular, com alto valor nutricional e compostos com acédo terapéutica. No entanto, h& poucos estudos
gue analisam a bioacessibilidade de compostos presentes na infusdo de café em diferentes graus de
torra, assim como em infusGes de folhas de café e de amoreira. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo verificar o comportamento de consumidores de café, e comparar a bioacessibilidade de
compostos fendlicos, utilizando um modelo de digestdo in vitro e infusdes de café, frente a diferentes
tipos de torras, e em infusdes de folhas de café e de folhas de amoreira. Além disso, visou-se analisar a
atividade antioxidante e concentracdo de fatores antinutricionais nessas mesmas infusdes. Um
questionario online foi usado para avaliar as preferéncias dos consumidores. Com base nas respostas
(502 participantes), a torra média foi a mais popular (64,1%), seguida pela torra escura (29,9%),
enguanto apenas 6% preferiram a torra clara. O filtro de papel foi 0 mais utilizado (55,2%), seguido
pelo filtro de pano (23,3%), e a maioria (66,9%) responderam que deixam a agua atingir o ponto de
ebulicdo. A infusdo de folhas de amoreira teve o maior teor de fendlicos totais. Quanto a atividade
antioxidante, as infusbes de folhas de café e de amoreira superaram a de torra escura. A infusdo de
folhas de café apresentou maior teor de antinutricionais. Antes da digestdo, as infusdes de folhas de
amoreira e torra média apresentaram maior concentracdo de trigonelina, enquanto a infusdo de folhas
de café apresentou mais acidos clorogénico e galico. Apos a digestdo, as infusbes de folhas de café,
amoreira e torra média continham mais trigonelina, acido galico e cafeico. As infusdes com torras
clara e média continham mais teobromina e acidos clorogénico e siringico. A torra média apresentou
melhor perfil de fendlicos antes da digestdo, enquanto a torra escura teve o pior apds a digestdo. Todas
as infusdes mostraram reducdo nos &cidos clorogénico e cafeico. Em relacdo a bioacessibilidade,
houve variacdo entre as infusdes, destacando-se a infusdo com torra média. Com base nos dados
demonstrados, sugere-se que o processamento térmico do café influencie tanto na quantidade de
compostos fendlicos quanto na atividade antioxidante presentes nas infusdes de café, sendo a infusdo
de café constituida de torra escura, a que apresentou menor teor de compostos fendélicos e atividade
antioxidante.

Palavras-chave: Torra, Compostos Bioativos, Compostos Fenolicos, Salde, Digestéo.



ABSTRACT

Coffee is a popular beverage, appreciated for its flavor and stimulating effect. Despite its widespread
consumption, there is little discussion about how the roasting process of coffee can affect its
composition and health benefits. Coffee infusion, especially filtered, is known for its pleasant aroma
and taste, offering various bioactive compounds that can be beneficial to human health. Additionally,
there are alternatives to complement coffee infusion for therapeutic effects, such as adding infusions
made from coffee leaves, which are rich in phenolic compounds, carotenoids, and chlorophyll.
Another option is mulberry leaf infusion, which is also rich in phenolic compounds and antioxidants.
Mulberry is a medicinal plant known for its usefulness in folk medicine, with high nutritional value
and compounds with therapeutic action. However, there are few studies analyzing the bioaccessibility
of compounds present in coffee infusion at different roasting levels, as well as in infusions of coffee
and mulberry leaves. Therefore, this study aimed to assess the behavior of coffee consumers and
compare the bioaccessibility of phenolic compounds using an in vitro digestion model and coffee
infusions, across different roasting types, and in infusions of coffee and mulberry leaves. Additionally,
the study aimed to analyze the antioxidant activity and concentration of antinutritional factors in these
infusions. An online questionnaire was used to assess consumer preferences. Based on the responses
(502 participants), medium roast was the most popular (64.1%), followed by dark roast (29.9%), while
only 6% preferred light roast. Paper filters were the most commonly used (55.2%), followed by cloth
filters (23.3%), and the majority (66.9%) reported letting the water reach boiling point. Mulberry leaf
infusion had the highest total phenolic content. Regarding antioxidant activity, infusions of coffee and
mulberry leaves surpassed dark roast. Coffee leaf infusion had a higher content of antinutritional
factors. Before digestion, mulberry leaf and medium roast infusions had higher trigonelline
concentration, while coffee leaf infusion had more chlorogenic and gallic acids. After digestion, coffee
leaf, mulberry leaf, and medium roast infusions contained more trigonelline, gallic, and caffeic acids.
Light and medium roast infusions contained more theobromine and chlorogenic and syringic acids.
Medium roast showed a better phenolic profile before digestion, while dark roast had the worst after
digestion. All infusions showed a reduction in chlorogenic and caffeic acids. Regarding
bioaccessibility, there was variation among infusions, with medium roast infusion standing out. Based
on the data, it is suggested that the thermal processing of coffee influences both the quantity of
phenolic compounds and the antioxidant activity present in coffee infusions, with dark roast infusion
showing lower phenolic compound content and antioxidant activity.

Keywords: Roasting, Bioactive Compounds, Phenolic Compounds, Health, Digestion.
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1 INTRODUCAO

O café estd entre as bebidas quentes mais consumidas em todo o mundo e sua
popularidade deve-se, principalmente, ao seu sabor caracteristico e efeito estimulante (BUTT,;
SULTAN, 2011). E uma cultura agricola vital, sendo produzida principalmente em paises
tropicais e subtropicais como Brasil, Coldmbia e Vietnd (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).
Dentro do género Coffea, as duas espécies mais importantes sdo Coffea arabica L. e Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner (KLINGEL et al., 2020). A Coffea arabica, também
conhecida como café arabica, € a espécie mais cultivada no Brasil e tem grande importancia
devido a sua ampla producdo, posicionando o pais como o maior produtor e exportador de
café do mundo. A Organizagdo Internacional do Café (2021), relatou que o consumo global
de café atingiu uma taxa média de crescimento anual de 1% desde 2017.

A bebida de café, elaborada a partir de grdos torrados, tem como produto final uma
infusdo agradavel ao olfato e paladar, no entanto, a composi¢do dos grdos torrados sdo
influenciados diretamente pelas caracteristicas da matéria-prima e condi¢bes de
processamento pos-colheita, com intuito de se obter cor, sabor e aroma desejados
(WIJEWICKREME; KITTS, 1998). O perfil de torra influencia diretamente no sabor do café,
o0 qual esta relacionado com a cor do grdo torrado, com controle adequado do binémio tempo
e temperatura empregado, e a umidade do grdo (CHOI; JUNG; KO, 2018).

O café é uma mistura quimica complexa, composta por compostos bioativos, cujos
efeitos podem variar de acordo com sua origem, processamento, biodisponibilidade e
possiveis efeitos sinérgicos e/ou antagdnicos (IRIONDO-DEHOND et al., 2021). Evidéncias
sugerem que o café, principalmente o filtrado, pode ter diversos efeitos benéficos a saude
humana, devido a esses compostos bioativos, como cafeina e compostos fenolicos, dos quais
se destaca o &cido clorogénico, sendo o acido cafeoilquinico, o mais conhecido (CANELA et
al.,, 2009), trigonelina, e diterpenos, como cafestol e kahweol (FROST-MEYER,;
LOGOMARSINO, 2012).

Estudos epidemiologicos sugerem que esses compostos podem reduzir o risco de
mortalidade por doencas cardiovasculares, cancer e doencas metabolicas, incluindo doencas
hepaticas (BRANDT et al., 2019; POOLE et al.,, 2017), potente atividade antioxidante
(CANELA et al., 2009), antiviral (LANGLAND et al., 2018), agdo antimutagénica,
quimiopreventiva, antiaterogénica, hepatoprotetora (CANELA et al., 2009), e promocédo da
salde gastrointestinal (IRIONDO-DEHOND et al., 2021). Ademais, o café oferece beneficios
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além da bebida tradicional, pois seus subprodutos, como folhas de café, flores, polpa, casca,
pergaminho, café verde e casca de prata, tornaram-se uma fonte potencial de ingredientes para
novos alimentos com alegacdes de propriedades funcionais (KLINGEL et al., 2020).

O Brasil é 0 segundo maior consumidor de café do mundo, vindo apds os Estados
Unidos (AGNOLETTI et al., 2019), sendo o preferido dos brasileiros, o café coado/filtrado,
vendido em 68% dos estabelecimentos comerciais (ABIC, 2010). Porém, para se obter a
infusdo de café é necessario que esse seja torrado e moido. Desse modo, existem alternativas
para complementar a infusdo final do café, com intuito de produzir efeitos terapéuticos,
benéficos a salude, sendo uma delas, a utilizacdo de infusdes de folhas de café que possuem
elevado teor de compostos fendlicos, carotenoides e clorofila (MONTEIRO et al., 2020).

As aplicaces das folhas de café foram patenteadas como infusdes ou bebidas, agentes
terapéuticos, substituto do tabaco, limpador facial, material de embalagem, racdo animal,
fungicida organico, e outros, no entanto, existem poucas pesquisas relacionadas a bioatividade
das folhas de café (CHEN, 2019).

Outra alternativa, seria a infusdo de folhas de amoreira que sdo ricas em compostos
fenolicos e antioxidantes. A amoreira € uma planta medicinal bastante utilizada na medicina
popular. Essa espécie pertence ao género Morus e a familia Moraceae (PADILHA et al.,
2010a), possui grande valor nutricional e sabor caracteristico a partir de seus frutos, além de
conter em sua composic¢do, varios principios ativos com acdo terapéutica, como por exemplo
atividade antioxidante, antinociceptiva, hipoglicemiante, anti-inflamatoria, e consideravel
concentracdo de fitoestrégenos (PETRINE et al., 2022). Os frutos, cascas, raizes e folhas, sdo
largamente utilizados na medicina popular (LIM; CHOI, 2019). As folhas da amoreira séo
usadas tradicionalmente para fins terapéuticos, como tratamento de diabetes,
hipercolesterolemia, menopausa e obesidade (OLIVEIRA et al., 2013).

No entanto, poucos estudos tém evidenciado a bioacessibilidade, ap6s digestdo in
vitro, de compostos da infuséo de cafe, frente a diferentes tipos de torra e de suas folhas, e da
infusdo de folhas de amoreira. Assim, a hipotese do trabalho € que a infusdo de café, com
torra média, apresenta melhor perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante, e menor
concentracdo de fatores antinutricionais, enquanto que a infusdo de folhas de amoreira
apresenta melhor perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante, e menor
concentracdo de fatores antinutricionais em relacéo as folhas de café.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar o0 comportamento de

consumidores de café, e comparar a bioacessibilidade de compostos fenélicos utilizando um
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modelo de digestdo in vitro em infusbes de café, frente a diferentes tipos de torras, e em
infusdes de folhas de café e de folhas de amoreira. Além disso, visou-se analisar a atividade

antioxidante e a concentracao de fatores antinutricionais nessas mesmas infusoes.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Café

O grdo de café é obtido a partir do fruto do cafeeiro, um pequeno arbusto perene, do
género Coffea da familia Rubiaceae, utilizado na elaboracéo de bebidas de café, que ocupam
o primeiro lugar entre as trés bebidas mais consumidas no mundo, devido ao sabor rico e
complexo, além de valores medicinais (SHEN et al., 2023). Seu valor comercial esta
relacionado principalmente ao seu sabor, que se torna estritamente dependente da composic¢ao
quimica dos grdos de café e o tratamento térmico empregado (CAPORASO et al., 2018).
Acredita-se que o café tenha se originado de uma regido da Etidpia chamada Kaffa ha mais de
1000 anos. Aproximadamente 600 anos depois, a primeira cafeteria foi inaugurada em
Constantinopla. No inicio do século 17, o café se espalhou da Peninsula Arébica para a india
e depois para a Europa, onde foi firmemente estabelecido como uma mercadoria global
(UKERS, 1935).

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de café do mundo. Segundo dados da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as variaveis mais pesquisadas nas
lavouras cafeeiras do Brasil sdo clima, bienalidade da cultura, analises fitotécnicas, condi¢des
de crédito rural e perspectivas de mercado, além da producdo, produtividade e area plantada
(CONAB, 2023). De acordo com o Boletim do 2° levantamento de Café, divulgado no dia 19
de maio de 2023, pela Conab, a producéo brasileira na safra 2023 apresentou perspectiva de
crescimento de 7,5% em relacdo ao ciclo passado, com uma colheita estimada em 54,74
milhGes de sacas beneficiadas contra 50,92 milhdes de sacas em 2022 (CONAB, 2023).

A producdo de café no Brasil passou por mudancas ao longo do desenvolvimento
historico e econdmico do pais, especialmente em relacdo a localizacdo das areas de cultivo
(VOLSI et al., 2019). As duas principais espécies de café mais consumidas no mundo sao
Coffea arabica (Arabica) e Coffea canephora (Robusta). Essas duas espécies, que dominam o
comeércio de café em todo o mundo, diferem principalmente em suas condigdes ambientais
(BERNADO et al., 2021).

A espécie Coffea arabica € originaria de florestas tropicais africanas da Etiopia,
Quénia e Suddo, e é encontrada em altitudes elevadas de 1600 a 2800 m, com temperatura
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média anual entre 18 e 22°C e precipitacdo anual variando de 1600 a 2000 mm (DAVIS et al.,
2006). No entanto, a espécie Coffea canephora originou-se da floresta de vérzea do rio
Congo, estendendo-se & Africa Central e Ocidental, em altitudes inferiores a 1200 m, com
temperaturas medias anuais entre 24 e 26°C e precipitacdo anual superior a 2.000 mm
(DAMATTA; COCHICHO RAMALHO, 2006).

Devido a condi¢bes ambientais distintas, métodos de cultivo, processamento e
secagem variados, as espécies Arabica e Robusta apresentam diferencas significativas em
seus perfis organolépticos. Por exemplo, o Arabica, frequentemente cultivado em encostas de
montanha, tende a possuir um sabor mais doce, floral e frutado, o que contribui para seu prego
elevado. Ja o Robusta, mais resistente e cultivado em altitudes mais baixas, possui um sabor
mais robusto e amargo. Essas caracteristicas Unicas tornam cada espécie uma experiéncia
sensorial distinta para os apreciadores de café (ALHARBI; AZMAT; AHMED, 2018).

O café Robusta apresenta perfis sensoriais diferenciados, gracas as tecnologias atuais
de pds-colheita do café, e ocasionalmente com amargor forte e pronunciado, enquanto o café
Arébica é uma bebida mais suave, de sabor mais frutado e acidulante (BERTRAND et al.,
2003). A popularidade mundial do café, combinada com a possibilidade de que o consumo do
café possa afetar positiva ou negativamente a salde, motivou diversos estudos
epidemiolé6gicos (LOFTFIELD et al., 2016). O café, com seus compostos bioativos, parece
desempenhar um papel importante na salde hepatica e na protecdo contra condi¢des crénicas
(BAEK et al., 2017).

2.2 Constituintes Quimicos do Café

Dentre os constituintes quimicos do café ha presenca de compostos fendlicos e seus
derivados, como é&cidos clorogénicos, trigonelina, alcoois diterpenoides (como cafestol e
kahweol), alcaloides como cafeina, carboidratos, lipideos, compostos volateis e heterociclicos
(BREZOVA; SLEBODOVA; STASKO, 2009).

2.2.1 Cafeina

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) é um alcaloide natural extraido do café, infusdo e
cacau (SCHEPICI et al., 2020). E um psicoestimulante muito utilizado nos paises ocidentais
(ULLRICH et al., 2015), onde sua molécula psicoativa é a mais estudada na historia,
possuindo varios sinbnimos, como teina, mateina e guaranina, embora quimicamente seja a

mesma molécula, sendo a metilxantina parcialmente responsavel pelas caracteristicas amargas
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do café (XU et al., 2015). O conteddo de cafeina no café pode ser afetado por fatores
genéticos e ambientais, por exemplo, C. canephora possui o dobro de cafeina quando
comparado ao C. arabica (1,5-2,5g e 0,9-1,3¢9/100g de matéria seca em sementes verdes,
respectivamente) (FARAH, 2012). O principal alcaloide contido nos gréos de café ¢ a cafeina,
a qual representa cerca de 1 a 2% (base seca), porém apresenta elevada variacdo entre as
cultivares, além disso € inodora e apresenta sabor amargo bastante caracteristico, contribuindo
com o sabor e aroma caracteristico da bebida café (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012;
MONTEIRO; TRUGO, 2005).

O conteldo de cafeina em uma por¢do também é altamente variavel, dependendo do
tipo de torracdo (que pode variar entre leve, médio ou escuro), método de fabricacdo de café e
extracdo (extracdo regular ou excessiva), com valores que podem variar de 50 a mais de
300mg por 200ml (LUDWIG et al., 2014). Foi relatado que a cafeina induz a hiperatividade
do sistema nervoso simpatico, acelerando o consumo de energia e a perda de gordura corporal
(WESTERTERP-PLANTENGA et al., 2006). A cafeina é conhecida por seus beneficios a
salde, devido aos seus efeitos estrogénicos, neuroprotetores (XU et al., 2006) e
quimiopreventivos do cancer (ROSENDAHL et al., 2015).

Figura 1 - Estrutura quimica da cafeina
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2.2.2 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos compreendem um grupo de substancias, presentes em plantas,
e encontrados em uma variedade de alimentos, como frutas, vegetais, cereais e leguminosas, e
em bebidas de origem vegetal, como vinho, infusdes e café (CHEYNIER, 2005; MANACH et
al., 2004). Esses compostos sdao metabdlitos secundarios de plantas, geralmente, envolvidos
na defesa contra radiacdo ultravioleta ou agressdo de patégenos (FARAH; DONANGELO,
2006).

Os compostos fenolicos do café contribuem de maneira relevante para o sabor e aroma
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da bebida (PIMENTA, 2020). Os taninos condensados sdo o0s principais compostos fenolicos
presentes na polpa do café, j& nas sementes, predominam acidos hidroxicindmicos e quinico,
conhecidos como &cido clorogénico. Outros compostos fenolicos, como taninos, lignanas e
antocianinas, também estdo presentes nas sementes de café, embora em quantidades menores
(MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).

O &cido clorogénico é considerado o composto fendlico de maior quantidade no café,
sendo que nas sementes de café verde estd em torno de 14%. O &cido clorogénico possui
influéncia marcante na determinacédo da qualidade do café e desempenha papel importante na
formacdo do sabor do café, sendo responsavel pela adstringéncia dos frutos (CLIFFORD;
WIGHT, 1976; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; FARAH, A. et al., 2006; MONTEIRO;
FARAH, 2012).

Assim, os acidos clorogénicos e seus isomeros formados constituem um conjunto de
cinco grupos de compostos fendlicos, principalmente pela esterificacdo do acido quinico, com
um dos seguintes derivados do &cido cindmico, sendo eles: &cido cafeico, acido ferdlico ou
acido p-cumarico. Estes grupos sdo: acidos cafeoilquinicos, &cidos dicafeoilquinicos, acidos
feruloilquinicos, acidos p-cumaroilquinicos e os acidos cafeoilferuloilquinicos (MONTEIRO;
TRUGO, 2005).

2.2.2.1 Acido Clorogénico

O acido clorogénico é um composto fenolico da familia do acido hidroxicindmico.,
sua estrutura quimica consiste em uma porcdo de acido cafeico e uma por¢cdo de acido
quinico, sendo 0 mais conhecido e estudado o acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) ((NASO et
al., 2014; WANG et al., 2016). O acido clorogénico mais abundante nos graos de café verde é
0 5-CQA, responsavel por 76% a 84% do total de &cidos clorogénicos, ou aproximadamente
10 g/100 g de café em grdo (PERRONE et al., 2010). Os produtos da degradacédo térmica dos
acidos clorogénicos, assim como a cafeina, que dificilmente é afetada pelas altas temperaturas
durante a torra, sdo responsaveis pelo sabor amargo caracteristico da bebida (FULLER; RAO,
2017).

O consumo diério de acido clorogénico na dieta por meio da ingestdo de uma xicara de
café demonstrou grande potencial terapéutico contra muitas doencas e distdrbios, incluindo
inflamacdo, cancer e distarbios neurodegenerativos, sendo assim, sugere-se que uma xicara
diaria de café possa ter um grande poder nutracéutico na busca por uma vida mais saudavel
(MURAI; MATSUDA, 2023).
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Figura 2 - Estrutura quimica do acido clorogénico
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2.2.2.2 Trigonelina

A trigonelina € um alcaloide cuja sintese € realizada pela metilagdo enzimatica do
acido nicotinico, e sua importancia no café esta principalmente relacionada a sua degradacao
durante o processo de torra, dando origem a diversos compostos volateis, principalmente
pirrol e piridinas (CAPORASO et al., 2018). A trigonelina contribui para o sabor e aroma do
café, e durante o processo de torra ocorre a formagdo de dois derivados principais da
trigonelina, o N-metilpiridinio (NMP) e o acido nicotinico, sendo este ultimo uma vitamina

do complexo B, soluvel em agua, também conhecida como niacina ou vitamina B3. A

niacina é altamente biodisponivel no café em relacdo a outras fontes alimentares (STADLER
et al., 2002). A trigonelina esta presente em quantidades semelhantes ou menores que as da
cafeina (DO CARVALHO et al.,, 2011; PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008;
RODRIGUES; SALVA; BRAGAGNOLO, 2015). Em humanos, as concentracfes
plasmaéticas de trigonelina variam dependendo do tipo e da quantidade de café consumido
(BRESCIANI et al., 2020). Quanto aos seus efeitos bioldgicos, a trigonelina e seus derivados
tém sido relacionados as atividades antidiabética, neuroprotetora e antiproliferativa
(PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica da trigonelina
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2.2.2.3 Cafestol e Kahweol

Cafestol e kahweol sdo diterpenos naturais, extraidos de grdos de café, que se
apresentam principalmente como ésteres gordurosos em café n&o filtrado, como o café turco
(VAN CRUCHTEN et al., 2010). A diferenca entre os dois compostos é que o kahweol possui
uma ligacdo dupla extra (HALVORSEN et al., 1998). O cafestol e o kahweol estdo presentes
em cafés robusta e arabica, sendo que, o cafestol apresenta-se, em maior concentragdo na
espécie arabica (NOVAES et al., 2019).

Estes compostos tém sido associados a uma variedade de mediadores inflamatorios
reduzindo a inflamacdo, além disso, esses dois diterpenos do café possuem funcéo de inibir a
proliferacdo de células tumorais e angiogénese (REN et al., 2019).

Figura 4 - Estrutura quimica do cafestol e kahweol
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Fonte: Malta (2003).
2.3 Acgdo Antioxidante do Café

Devido a presenca de grandes quantidades de constituintes bioativos ndo enzimaticos,
como polifenois, especialmente, acido clorogénico, &cido cafeico, alcaloides (cafeina e
trigonelina) e diterpenos (cafestol e kahweol), o café possui notavel capacidade antioxidante
(SOCALA et al., 2021).

Além disso, o processo de torracdo dos grdos de café verde promove uma série de
alteracBes na composicao quimica do grao, devido as reacdes que ocorrem, como a Reacao de
Maillard, a qual leva a formagdo de pigmentos caracteristicos que influenciam o sabor e
aroma. As melanoidinas também sdo geradas a partir do escurecimento ndo enzimatico e
incorporam acidos clorogénicos em sua estrutura, exibindo atividade antioxidante (FARAH,
2012; IRIONDO-DEHOND et al., 2021).

A capacidade antioxidante dos componentes hidrofilicos do café, como cafeina, acido
clorogénico e melanoidinas, contra diferentes radicais livres, foram investigadas usando
diferentes ensaios quimicos (LIANG; KITTS, 2015). O &cido cafeico é sintetizado por muitas

espécies de plantas, além da espécie Coffea sp., e exerce potentes propriedades antioxidantes,



19

com eficaz eliminacdo de radicais livres (HABTEMARIAM, 2017).

Foi demonstrado que o &cido clorogénico possui acdo neuroprotetora, pois reduziu a
formacdo de 6xido nitrico em neurbnios encefélicos expostos ao nitroprussiato de sodio,
sugerindo que seu efeito protetor frente a neurotoxicidade induzida por 6xido nitrico pode ser
devido a sua potente atividade antioxidante (TARAM; WINTER; LINSEMAN, 2016).

Portanto, a capacidade antioxidante do café ndo é devido apenas aos componentes
originalmente presentes no grdo verde, mas também pelos compostos gerados durante as
condicdes do processo de torragdo (LIANG; KITTS, 2015; PRIFTIS et al., 2015).

2.4 Torracdo do Cafe

A torracdo € uma das etapas mais criticas no preparo do café, pois durante a torra, 0s
grdos de café passam por reacGes piroliticas que levam a formagdo de novos compostos
quimicos responsaveis pelos seus atributos sensoriais, acompanhados por mudancas fisicas
cruciais. O tipo de torrador e a temperatura de torra sdo muito importantes para a geracdo de
componentes que promovem aroma e sabor (BOLEK, 2022).

Durante a torracdo do café, os gréos sdo expostos a temperaturas elevadas com intuito
de obter cor, sabor e aroma desejados para a infusdo final do café. Contudo, o controle
cuidadoso dessa etapa € primordial, uma vez que esta diretamente relacionado com as reac6es
de escurecimento ndo enziméticas que produzira o aroma e sabor final do café
(WIJEWICKREME; KITTS, 1998).

O processo de torracdo tem como objetivo realizar tanto mudancas fisicas no gréo,
como na forma, tamanho, e cor, quanto alteracdes quimicas, nos compostos organicos do grdo
cru (PIMENTA, 2020). A torra € uma das etapas mais importantes quando se deseja obter
café de alta qualidade, e além do mais, a quantidade adequada de calor transferida para o gréo
é essencial para um tratamento térmico eficiente (HERNANDEZ et al., 2007).

Segundo Baggenstoss et al. (2007), durante o processo de torragdo, os grdos de café
desenvolvem propriedades sensoriais especificas em termos de sabor, aroma e cor
(BAGGENSTOSS et al., 2007), as quais séo atribuidas aos compostos volateis e ndo volateis
presentes na bebida. Durante a torracdo, reagcdes quimicas importantes acontecem no grao,
como reacdo de caramelizacdo, e reacdo de Maillard, as quais originam variados produtos
relacionados com a transformacéao do sabor e do aroma da bebida (CARVALHO et al., 2016).

Os compostos fendlicos sdo parcialmente isomerizados, hidrolisados ou degradados

em compostos volateis de baixa massa molecular. Durante a torra do cafe, partes destes
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constituintes fendlicos sdo incorporadas as melanoidinas ou polimerizadas, formando misturas
complexas (CAPORASO et al., 2018; STENNERT; MAIER, 1994). Bolka e Emire (2020)
demonstraram reducdo significativa no contetdo de trigonelina e acidos clorogénicos totais
dos gréos de café quando esses foram submetidos a torracdo escura, evidenciando menores
valores comparados aos outros tipos de torra (BOLKA; EMIRE, 2020).

Os &cidos clorogénicos reagem durante a torra, produzindo compostos acidos, lactonas
e outros derivados fenolicos que contribuem para o aroma, sabor, acidez final e adstringéncia
do café (LOPEZ-GALILEA; DE PENA; CID, 2007). A cafeina possui maior resisténcia
térmica quando comparada aos &cidos clorogénico e cafeico, além do mais, quanto maior a
temperatura maior taxa de degradacdo do &cido clorogénico (MEHAYA; MOHAMMAD,
2020).

2.4.1 Grau de Torra

Os graus de torra sdo avaliados qualitativamente quanto a cor e classificados como
torra clara, média ou escura, como mostrado na tabela 1. A qualidade do processo preserva 0s
Oleos aromaticos da planta, e a temperatura padréo para a torracdo dos grdos varia entre 180 a
240°C (BAUER et al., 2018; CARVALHO et al., 2016).

Na torracdo clara, os atributos, acidez, corpo e dogura ficam moderados, e ocorre
diminuicdo do amargor, sendo utilizada em cafés finos e delicados. Na torragdo média, o café
tem um balanceamento entre suas quatro principais caracteristicas, como aroma, amargor,
corpo, acidez, gerando um sabor rustico e aveludado a bebida. Nessa torra, as cores do grédo
variam de marrom a marrom avermelhado, seu corpo fica acentuado e ocorre equilibrio da
acidez (PIMENTA, 2020; SCAA, 2004).

Quando se tem um tempo de torracdo maior, variando de doze a treze minutos, 0s
grdos de café se tornam mais escuros, gerando reducdo na acidez e corpo da bebida, 0 aroma
fica acentuado, e a dogura é substituida pelo amargor intenso. No entanto, quando os graos
sdo torrados por um tempo maior variando até quinze minutos, a cor fica muito escura, dando
origem a um café muito forte, sendo considerado torra escura (PIMENTA, 2020; SCAA,
2004).
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Tabela 1- Graus de torracdo frente a diferentes parametros

Torra Clara Torra Média Torra Escura
Acidez Moderado Reducéo Reducéo
Corpo Moderado Acentuado Reducéo
Docura Moderado Moderado Reducéo
Amargor Diminuic¢ao Moderado Aumento
Coloragao Ligeiramente Marrom a Marrom Marrom Escuro
Amarronzado a Bege Avermelhado
Sabor Suave Rustico e Aveludado Amargo
Tempo de Torracao 8 a 9 minutos 10 a 11 minutos 12 a 13 minutos
Temperatura de 160 a 170°C 220 a 223°C 220 a 230°C
Torracao
Agtron 75295 55a 65 25a45

Fonte: Adaptado de MELO (2004); SCA (2020)
2.5 Preparo do Café

Ao elaborar uma bebida de café emprega-se normalmente o café torrado e moido,
sendo que a torracdo e moagem interferem diretamente nas caracteristicas da infusdo, além do
mais, utiliza-se 0 método de extracdo de escolha, que leva a diferentes niveis de qualidade, de
acordo com o gosto e habito do consumidor (ENDESHAW; BELAY, 2020). A prepara¢do do
café envolve uma extracdo solido-liquido, onde ocorre absorcdo de &gua pelo café torrado e
moido, solubilizacdo do café moido em agua quente, e separagdo do extrato aquoso e do pé de
café (IRIONDO-DEHOND et al., 2021).

A infusdo e a decocc¢do sdo as duas extracdes aquosas mais importantes. No método de
infusdo, partes mais frageis da planta, como folhas ou flores, sdo colocadas em agua quente
por alguns minutos, permitindo que os sabores e aromas sejam extraidos, resultando em
bebidas leves e refrescantes (RABELO et al., 2018). Na decoccdo, partes mais duras da
planta, como cascas ou raizes, sdo fervidas em agua por um periodo prolongado, em geral, a
temperatura de extracdo e o tempo de contato tendem a ser maiores, extraindo substancias
diferentes, resultando em bebidas mais concentradas e de sabor mais forte (NISETEO et al.,
2012).

As bebidas de café podem ser preparadas com diferentes métodos, sendo
principalmente utilizados os métodos de: decocgdo (café fervido, café turco, café coador e
café a vacuo), infusbes (café filtrado e Napoletana) e pressdo (Plugger, expresso)
(CORDOBA et al., 2020).

Sendo assim, no processo de filtragem, o pé é acondicionado em um filtro, de papel ou
de pano, com adicao de agua préxima ao ponto de ebulicdo. No método de percolagéo coloca-
se 0 pé de café, no centro de um equipamento de nome moka que, posicionado na chama do
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fogdo, faz a agua, que esta na parte inferior, entrar em ebulicdo, entrando em contato com o
po de café que ir& pressionar o café liquido para um recipiente, esta é a forma mais utilizada
de consumo de café na Europa. No processo de prensagem, em um recipiente de vidro,
coloca-se 0 p6 de café misturado com agua préxima ao ponto de ebulicdo, e em seguida
introduz-se um filtro, que é pressionado por um émbolo, separando o po de café. Ja o café
expresso, tem-se os grdos de café moido na hora e acondicionado em um filtro, que sofre uma
pressdo de &gua a 90°C, durante 30 segundos em média, gerando uma bebida cremosa e
aromatica (ABIC, 2010).

O método de filtragem € o mais utilizado no Brasil, Alemanha e Japdo, que consiste na
infusdo manual por gravidade do café moido, a temperatura de 80°C a 90°C, seguido da
filtracdo em filtros de pano ou papel (SILVA; MORELI; JOAQUIN, 2015). Na bebida de
café, além da quantidade de pd, influenciam também o tipo de produto (torrado ou
instantaneo, descafeinado ou regular, em p6 ou solGvel) e o processo utilizado no seu preparo,

podendo ser coado, fervido, expresso, entre outros (SREBERNICH et al., 2009).
2.6 Folhas de Café

A infuséo de folhas de café é uma bebida tradicional em alguns paises produtores de
café, como Brasil, México, Guatemala, Coldmbia, Honduras, Vietnd, Indonésia, india, Etiopia
e Uganda, e essa bebida foi autorizada em 2020 pela Uni&o Europeia de acordo com o0 seu
regulamento sobre novos alimentos. E preparado como infuséo de folhas secas de Coffea spp.
em agua quente (TRITSCH et al., 2022).

As folhas de café possuem disposicdo oposta, no mesmo plano nos ramos. A lamina
foliar é ondulada e delgada, com forma entre eliptica e lanceolada. Possuem camadas de
células externas epidérmicas que sdo revestidas por ceras cuticulares (cutina, cera,
polissacarideos) que ajudam a reduzir as perdas de agua e proteger o tecido foliar (ALVES;
LIVRAMENTO, 2003).

As folhas da planta do café s&o ricas em compostos fendlicos como &cidos cafeico,
clorogénico, p-cumarico, ferulico e sinapico, bem como rutina, quercetina, kaempferol e
isoquercitrina, compostos estes identificados na folha do café Arabe (C. arabica) e de
Bengala (Coffea benghalensis B. Heyne ex Schult) (PATAY et al., 2016). Além disso,
elevadas quantidades de ésteres de acido feruloilquinico (FQA) foram descritas pela primeira
vez nos frutos, grdos verdes e folhas do café (C. pseudozanguebariae Bridson) (BERTRAND
et al., 2003), e ainda uma C-glucosilxantona, mangiferina, foi isolada das folhas
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(TALAMOND et al., 2008).

O composto bioativo mais abundante nas folhas de café é a cafeina, com concentracéo
de aproximadamente 24,5 g/kg de folhas secas (MAZZAFERA, 1999). Devido ao seu alto
teor de cafeina, as folhas velhas do café podem prejudicar o solo e 0os microrganismos
benéficos que vivem no solo e nas raizes do café, portanto, a coleta de folhas de café para
outros fins ndo s6 promove a utilizacdo deste recurso, mas também reduz os impactos
ambientais dos residuos de folhas de café (LEE et al., 2023).

No estudo de Acidri e colaboradores (2020) que investigaram a composicao
fitoquimica dos 6rgédos do cafeeiro e sua capacidade antioxidante comparada aos grdos de café
verde e torrado, foi demonstrado que dentre os 6rgdos, as folhas de café, possuiam valores
superiores aos grdos torrados em relacdo ao contetudo de fitoquimicos, fendlicos totais e
capacidade antioxidante total. Além do mais, as folhas de café contém carotenoides e
pigmentos como clorofilas com acdes benéficas a saide humana (ACIDRI et al., 2020). Essa
descoberta ressalta o potencial das folhas de café como uma fonte valiosa de compostos
bioativos e antioxidantes, além de contribuir para sustentabilidade ao aproveitar todo o
potencial da planta do café.

Estudos evidenciaram, os beneficios a saide promovidos pela infusdo de folhas de
café, provindo dos frutos de Coffea arabica e Coffea canefora, devido ao elevado teor de
fendlicos, como mangiferina e ésteres de &cido hidroxicinamico, apoiados pelo estudo de
Campa e colaboradores (2012), embora a influéncia desses compostos necessitem de mais
estudos (CAMPA et al., 2012). A aplicacdo etnofarmacolégica das folhas de café deve-se
principalmente a presenca de varios fitoquimicos bioativos como flavonoides, terpenos,
taninos, xantonoides, acidos fenodlicos, flavonoides, fitoesterol, aminoéacidos e carotenoides,
qgue contribuem para as atividades antioxidante, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva,
antibacteriana e antifangica (CAMPA; PETITVALLET, 2018; JYOTSHNA; KHARE;
SHANKER, 2016). No entanto, € importante ressaltar que a influéncia especifica desses

compostos ainda requer mais estudos detalhados.
2.7 Folhas de Amoreira

Outra planta medicinal bastante utilizada na medicina popular é a Morus nigra que
produz o fruto amora. Essa espécie pertence ao género Morus e a familia Moraceae. E
conhecida popularmente como amoreira-preta, com origem no continente Asiatico, e é

perfeitamente cultivavel no clima brasileiro (PADILHA et al., 2010a).
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O género Morus é conhecido por conter varios de compostos fendlicos, incluindo
flavonoides isoprenilados, cumarinas, cromonas, xantonas e fitoalexinas (BUDIMAN;
SULASTRI; QORIAH, 2018). Esta planta possui grande valor nutricional e sabor
caracteristico de seus frutos, além conter em sua composicdo, Varios principios ativos com
acao terapéutica, como por exemplo atividade antioxidante, antinociceptiva,
hipoglicemiante, anti-inflamatoria, entre outras. Os frutos, cascas, raizes e folhas, séo
largamente utilizados na medicina popular (HUSSAIN et al., 2017).

As folhas de amoreira sao amplamente utilizadas na etnomedicina e como alimentos
funcionais, sendo usadas como infusoes, bebidas, macarrao, etc., além do mais, essa utilizagao
pode variar em diferentes contextos culturais e geograficos (CHAN; LYE; WONG, 2016;
HAO et al., 2018). As folhas de amoreira sdo eficazes em atenuar a hipertensio, na prevencao
de infecgdes, inflamagdes faringeas, melhora dos sintomas da menopausa
(POLUMACKANYCZ; WESOLOWSKI; VIAPIANA, 2021).

Acidos cafeico, clorogénico e gélico, e flavonoides como quercetina e rutina, foram
encontrados em extratos de folhas de Morus nigra (DE FREITAS et al., 2016). Nas ultimas
décadas, o consumo de infusdes de folhas de amoreira aumentou devido aos seus efeitos
hipoglicemiantes, antidepressivos, antioxidantes e hepatoprotetores (CUI et al., 2019).

Naderi e colaboradores demonstraram que o extrato dos frutos de Morus nigra possui
acdo protetora contra o dano peroxidativo de biomembranas e biomoléculas (NADERI et al.,
2004). Dois novos flavonoides prenilados foram isolados das cascas do caule dessa espécie,
sendo eles, momigrol E e momigrol F (WANG; GONG; CHEN, 2009), bem como acido
betulinico, &-sitosterol e germanicol (PADILHA et al., 2010b).

Estudos de cromatografia gasosa demonstraram que o extrato metanoélico de folhas de
Morus nigra apresentou caracteristicas semelhantes a isoflavona, e que estas moléculas
possuiam caracteristicas semelhantes ao 17p-estradiol (BOLZAN, 2008). Outros estudos
sugerem uma possivel existéncia de componente semelhante ao estradiol, podendo conter
estrona nas folhas da amoreira ou outro componente que estimularia a produgéo enddégena
desse hormodnio (VANONI, 2006). Essas pesquisas preliminares oferecem uma base
interessante para investigacdes futuras sobre o potencial terapéutico das folhas de Morus
nigra em relagdo a saide hormonal.

Essas substancias podem ser qualificadas e quantificadas por meio da técnica de

Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas
(HPLC-DAD-ESI/MS)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-DAD-ESI/MS) ¢é uma técnica de separacdo que possibilita a distincdo de misturas
complexas com alto grau de resolucdo e o acompanhamento dos espectros de UV das
substancias, tanto para fins qualitativos e quantitativos (TONHI et al., 2002). A técnica de
HPLC foi utilizada para andlise de cafeina, no inicio da década de 70, no qual Murgia e
colaboradores (1973) utilizaram cromatografia de troca idnica para fazer a separacdo de
cafeina de outros compostos organicos contidos no café (DE MARIA; MOREIRA, 2007;
MURGIA; RICHARDS; WALTON, 1973). Com a introducdo de coluna de fase reversa,
houve um avango na andlise de compostos de baixa massa molar por HPLC (DE MARIA;
MOREIRA, 2007).

A técnica de HPLC é uma ferramenta muito importante para identificar polifenois de
diferentes fontes bioldgicas e estruturas de compostos fendlicos, sendo muito utilizada para
determinar compostos como cafeina, acidos clorogénicos, entre outros (DE MARIA,;
MOREIRA, 2007). O interesse em determinar valores de componentes do café incide na
variacdo de diferentes métodos de torracdo, moagem, compostos presentes, a espécie de café
estudada e técnica de preparo da bebida, por exemplo, café expresso, filtrado, mocha, capsula,
dentre outros (MOEENFARD; ROCHA; ALVES, 2014). Além da importdncia da
identificacdo de diferentes compostos presentes em determinadas solucfes, a analise de sua
biodisponibilidade também se faz de fundamental interesse para a caracterizacao de diferentes

solucdes.
2.10 Bioacessibilidade

A bioacessibilidade é a proporcdo de um componente alimentar especifico, liberado da
sua matriz alimentar, no trato-gastrointestinal (TGI), que se torna disponivel para absorgé&o,
sendo influenciado pela composi¢édo dos produtos digeridos na matriz alimentar, sinergismo e
antagonismo dos diferentes componentes, propriedades fisico-quimicas como pH, temperatura
e textura da matriz alimentar (COZZOLINO, 2021; WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020).

Os métodos de digestdo simulada muitas vezes incluem as fases oral, gastrica,
intestinal (intestino delgado) e, ocasionalmente, a fermentagcdo no intestino grosso, com
intuito de mimetizar as condi¢es fisiologicas in vivo, levando em consideragéo a presenca de

enzimas digestivas e suas concentracdes, pH, tempo de digestdo, entre outros fatores
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(MINEKUS et al., 2014).

Em condigdes in vivo, os polifenois da dieta sdo metabolizados, a partir da acdo da
microbiota, e absorvidos pela mucosa intestinal, apos digestdo gastrointestinal (CAMPOS-
VEGA et al.,, 2015). A natureza dos fitoquimicos extraiveis, sua estabilidade e atividade
antioxidante também dependem de muitos fatores, como a matriz alimentar, pH, temperatura,
presenca de inibidores ou potencializadores de absorgéo, presenca de enzimas, hospedeiro e
outros fatores relacionados (TAGLIAZUCCHI et al., 2010). No entanto, a capacidade do
processo digestivo em liberar fendlicos da matriz alimentar, ou seja, a sua bioacessibilidade,
pode ser a primeira etapa para determinar a absorcao desses compostos.

O uso de modelos de digestdo in vitro podem auxiliar em informacGes Uteis sobre a
bioacessibilidade de compostos fendlicos em cafés (Coffea arabica L.), a fim de explorar seu
potencial como ingrediente funcional (CAMPOS-VEGA et al., 2015). Além do mais, alguns
antioxidantes podem ser quantificados diretamente ap6s a digestdo utilizando técnicas
analiticas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou espectrometria de massas.
Isso permite determinar a quantidade desses antioxidantes que se tornam disponiveis apos a
digestdo (RYAN; PRESCOTT, 2010).

2.11 Teor de Fendlicos Totais

Os compostos fenolicos ou polifenois, sdo definidos quimicamente como substancias
que apresentam um anel aromético unido a um ou mais grupos hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais que os confere o poder antioxidante. Pode encontrar no reino vegetal cerca
de cinco mil fendis, sendo os mais prevalentes os flavonoides (antocianinas, flavonois e seus
derivados), acidos fendlicos (acido benzoico, cindmico e seus derivados), cumarinas, fendis
simples, taninos, ligninas e tocoferdis (GOMEZ-MAQUEOQ; ESCOBEDO-AVELLANEDA;
WELTI-CHANES, 2020). A partir do metabolismo secundério das plantas, tem-se a formacéo
dos compostos fendlicos, sendo essenciais para crescimento e reproducdo das mesmas
(GOMEZ-MAQUEO et al., 2018).

Os compostos fendlicos, presente nas plantas, tem sido alvo de muitos estudos, por
apresentarem elevada capacidade antioxidante, atividades farmacoldgicas e também por
inibirem a oxidacdo lipidica e a proliferacdo de fungos (HOLLMAN; KATAN, 1999;
SEKIYAMA et al., 2005). Em alimentos, os fendélicos podem contribuir para o amargor,
adstringéncia, cor, flavor, odor e estabilidade oxidativa (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009).
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A extracdo e a purificacdo de antioxidantes a partir de fontes naturais tém se tornado
essencial para a utilizacdo dessas substancias na preparacdo de alimentos funcionais, e como
aditivos para produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios, com o objetivo de substituir
0s antioxidantes sintéticos, uma vez que, aumentam a vida util de muitos produtos em 15 a
200%. Tal efeito decorre de suas propriedades, que retardam reacdes de oxidacdo em
alimentos, e h& perspectivas de que antioxidantes provindos de alimentos possam ser usados
futuramente no tratamento de doencas cuja génese envolva processos oxidativos (XU et al.,
2017).

2.12 Atividade Antioxidante

O termo oxidacdo de uma substancia refere-se a conversdo de uma substancia quimica
em um derivado com menor numero de elétrons. Oxidacdo, portanto, é a perda de um ou mais
elétrons para outra substancia e o procedimento inverso pode ser considerado como reducgédo
(DAVIES, 1995). A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais fundamentais
para a sobrevivéncia das células. O efeito colateral dessa dependéncia € a producdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem levar ao dano oxidativo
(FANG; YANG; WU, 2002).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos continuamente durante 0s
processos metabolicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em vérias
reacfes bioguimicas, desempenhando fungdes relevantes ao metabolismo (DI MEO;
VENDITTI, 2020). Assim, para combater os radicais livres, existem os antioxidantes, que
sdo capazes de estabiliza-los. O organismo dispde de antioxidantes endégenos que produzem
substancias capazes de regenerar ou prevenir danos oxidativos. Além destes, substancias com
habilidade de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas, como alimentos
e bebidas (XU et al., 2017).

Pesquisas sobre radicais livres e o desenvolvimento de metodologias inovadoras para
a avaliacdo da atividade antioxidante tém experimentado um aumento significativo (XU et al.,
2017). As metodologias iniciais foram projetadas para avaliar a eficacia dos antioxidantes na
prevencdo da formacéo de produtos de oxidagdo, baseando-se assim na medicdo da oxidagéo
lipidica (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Até o momento, uma multiplicidade de
ensaios quimicos, integrados com tecnologias de deteccdo automatizadas e altamente
sensiveis, tém sido empregados para avaliar a atividade antioxidante. Estes incluem a

avaliacdo da atividade de eliminagdo contra varios tipos de radicais livres ou Especies
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Reativas de Oxigénio (ROS), poder de reducdo, capacidade de quelar metais, entre outros
(SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Diversos testes estdo disponiveis para medicdo direta da transferéncia de &tomos de
hidrogénio ou de elétrons dos antioxidantes para os radicais livres. Dos testes baseados na
transferéncia de um atomo de hidrogénio, sdo descritos: teste da capacidade de absorcéo do
radical oxigénio (ORAC), teste da capacidade antioxidante do radical hidroxila (HORAC),
teste de parametro antioxidante de captura do radical peroxila total (TRAP), e teste da
capacidade total de eliminacao de oxirradical (TOSC).

No entanto, os testes baseados na transferéncia de um elétron incluem: teste do poder
antioxidante redutor ctprico (CUPRAC), teste do poder antioxidante redutor férrico (FRAP) e
o0 teste de Folin-Ciocalteu. Os testes mistos baseados na transferéncia de um atomo de
hidrogénio e de um elétron, incluem o teste do acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina6-
sulfénico) (ABTS) e o teste 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (MUNTEANU; APETREI,
2021).

Os antioxidantes naturais incluem compostos como vitaminas, carotenoides e
compostos fendlicos. Os tipos mais abundantes de antioxidantes contidos em frutas e vegetais
incluem vitamina C, carotenoides e compostos fenolicos, enquanto tocoferdis e tocotrienois
estdo presentes em concentragdes relativamente baixas em frutas e vegetais em comparagéo
com nozes e grdos (BAIANO; DEL NOBILE, 2016; KALT, 2005). As plantas medicinais sao

outra fonte significativa de uma variedade de antioxidantes naturais (LI et al., 2013).

2.12.1 Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical Livre DPPH

Um dos métodos mais utilizados para verificar atividade antioxidante consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH, de
coloracdo pdrpura que absorve luz a 515nm (ROGINSKY:; LISSI, 2005). O método baseia-se
na transferéncia de elétrons, por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (Re),
0 DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo ser monitorada pelo decréscimo da absorbéncia (abs).

A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente no meio
reacional (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; SANCHEZ-MORENO;
LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998).
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2.12.2 Autoxidacdo do Sistema Beta-caroteno/Acido Linoleico

O sistema beta-caroteno/acido linoleico foi desenvolvido por Marco (1968),
modificado por Miller (1971), o qual consiste na utilizacdo do 4&cido linoleico, o
monopalmitato de polioxietileno sorbitan (Tween 40) e o beta-caroteno. O acido linoleico em
presenca de oxigénio forma o radical peroxil (LOQOe¢), este radical reage com o beta-caroteno,
resultando na perda da coloracdo da solugdo, com isso, a cor varia de amarelo intenso para
amarelo claro. A adicdo de uma amostra que contenha antioxidantes pode reagir
competitivamente com o radical peroxil, contribuindo para retardar a queda de absorbancia do
beta-caroteno. Portanto, os antioxidantes presentes nas amostras podem ser facilmente
monitorados pelo branqueamento da cor da solucdo (JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007).

Este método é amplamente empregado, principalmente por ndo necessitar de altas
temperaturas, o0 que permite a determinacdo do poder antioxidante de compostos
termossensiveis e a avaliacdo qualitativa de extratos vegetais. No entanto, este ensaio
apresenta algumas desvantagens, como dificuldade de interpretacdo dos dados devido a
interacdo do beta-caroteno com oxigénio e a reprodutibilidade dos valores de absorbancia
(AMIN; NORAZAIDAH; HAINIDA, 2006). Este método tem sido frequentemente utilizado
com intuito de investigar a atividade antioxidante de extratos vegetais em modelos de
atividade antioxidante, com o objetivo de avaliar o grau de inibi¢cdo da oxidacdo (ALVES et
al., 2010).

2.13 Fatores Antinutricionais

Espécies vegetais possuem diferentes composi¢fes quimicas, que produzem uma
variedade de compostos organicos classificados como metabdlitos primarios e secundarios.
Os metabdlitos priméarios sdo encontrados em todas as espécies de plantas, embora em
concentracdes variadas, e desempenham papéis cruciais nas suas fungdes vitais. Por outro
lado, os metabdlitos secundarios estdo presentes apenas em certas espécies, normalmente em
concentragdes mais baixas, e desempenham funcBes secundarias, como protecéo,
pigmentacéo e regulagéo do crescimento (FILHO et al., 2023).

Os metabdlitos secundarios podem reduzir o valor nutricional das espécies vegetais,
pois muitas vezes derivam de nutrientes essenciais as plantas, levando a reducdo da
disponibilidade, ingestdo e/ou absor¢do de nutrientes (SOUZA et al., 2019). Alguns exemplos
de compostos organicos antinutricionais incluem taninos, &cido oxalico, saponinas, inibidores
de protease, acido fitico (HIGASHIJIMA et al.,, 2019). Além disso, 0os metabolitos
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secundarios exercem efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos dependentes da dose, que podem
ser benéficos (em doses eficazes), prejudiciais (em doses toxicas) ou mesmo letais para 0s
seres humanos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

2.13.1 Acido Oxalico

O acido oxalico é sintetizado naturalmente por bactérias, fungos e espécies de plantas
(PALMIERI et al., 2019). As espécies vegetais convertem o acido oxalico em oxalato de
calcio (CaOx) através de um processo denominado biomineralizacdo (HE et al., 2014). Esta
conversdo ocorre pela incorporacdo de célcio do substrato vegetal contendo acido oxalico, e
pode acontecer através de oxidacdo de glicolato e glioxilato pela glicolato oxidase,
fotorrespiracdo tecidual e oxidacdo de oxaloacetato e isocitrato pela isocitratoliase
(DEWHIRST et al., 2017).

Esta conversdo ocorre em numerosas espécies de plantas, com a capacidade de formar
quelatos com calcio oriundo da dieta alimentar, formando assim um complexo n&o disponivel
para a absorcdo e assimilagdo. Esse complexo é precipitado como sal insolGvel, podendo ser
acumulado nos glomérulos renais, contribuindo para o desenvolvimento de céalculos renais
(JUDPRASONG et al., 2006).

Na pesquisa conduzida por Naik e colaboradores (2014), foram explorados diversos
métodos comparativos para a quantificacdo do &cido oxalico. Contudo, os métodos que se
destacaram pela eficacia foram a espectrofotometria e a oxidacdo do &cido oxalico pelo
permanganato de potassio (KMnQO4), pois estes métodos apresentaram resultados superiores
(NAIK et al., 2014), com base nesses achados, por serem métodos amplamente utilizados,
optou-se por este método para a realizacdo das analises.

2.13.2 Taninos

Os taninos sdo uma classe de compostos polifendlicos de alto peso molecular (500-
3000 Daltons) onipresentes em alimentos vegetais comumente consumidos, sendo
responsaveis pelo sabor adstringente de muitas frutas e bebidas (DE JESUS et al., 2012). Eles
podem ser classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados (também
conhecidos como catequinas, flavanois ou proantocianidinas). Taninos hidrolisaveis,
incluindo galotaninos e elagitaninos, sdo encontrados seletivamente na dieta. Os taninos
condensados, ou proantocianidinas, por outro lado, sdo os polifenois, derivados de plantas,

mais abundantes na dieta e incluem catequina, epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC),
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epicatequina-3-galato e (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) (KIM; PAI; HAN, 2011).

Os taninos, principalmente proantocianidinas ou catequinas, sdo um dos metabdlitos
secundarios das plantas mais abundantes, encontrados em gréos de cacau, chas, vinhos, frutas,
sucos, nozes, sementes, legumes e grédos de cereais (SMERIGLIO et al., 2017).

Os taninos possuem efeitos antioxidantes, embora tenha sido relatado sua capacidade
de atuar como quelantes, o qual inibe a absor¢do de minerais dietéticos, como ferro, cobre e
zinco (KARAMAC, 2009). Seus efeitos “antinutricionais” podem contribuir para a anemia
por deficiéncia de ferro, principalmente em paises em desenvolvimento e de baixa renda que
dependem de alimentos ricos em taninos (PETRY et al., 2010).

A partir dos dados apresentados acima, com intuito de se obter uma infusdo de café é
necessario que este seja torrado e moido, além disso, existem alternativas para complementa-
la, como fonte de compostos farmacologicamente ativos, com objetivo de produzir efeitos
benéficos a salude, sendo uma delas, a utilizacdo de infusdes de folhas de café que possuem
elevado teor de compostos fendlicos. Outra alternativa, seria a infusdo de folhas de amoreira
que sdo ricas em compostos fendlicos, antioxidantes e consideravel concentracdo de
fitoestrogenos. No entanto, poucos estudos tem evidenciado a bioacessibilidade, apds digestao
in vitro, de compostos da infusdo de café, frente a diferentes tipos de torra, e de infusdes de
folhas de café ou de infusdes de folhas de amoreira.

Assim, a hipdtese do trabalho é de que a infusdo de café, com torra média, apresenta
melhor perfil de compostos fendlicos e atividade antioxidante, e menor concentracdo de
fatores antinutricionais, enquanto a infusdo de folhas de amoreira apresenta melhor perfil de
compostos fendlicos e atividade antioxidante, e menor concentragdo de fatores

antinutricionais em relacdo as folhas de café.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar o comportamento de consumidores de café, e comparar a bioacessibilidade
de compostos fenolicos utilizando um modelo de digestdo in vitro em infusdes de café, frente
a diferentes tipos de torras, e em infuses de folhas de café e de folhas de amoreira. Além
disso, visou-se analisar a atividade antioxidante e a concentragéo de fatores antinutricionais

nessas mesmas infusoes.
3.2 Objetivos Especificos

- Identificar os métodos de preparo e consumo de café mais comuns entre os consumidores
por meio da aplicacdo de um questionéario on-line.

- Analisar o perfil de compostos fendlicos em infusdes de café com torra clara, média e
escura, antes e apos a digestéo in vitro pelo método de HPLC-DAD-ESI/MS.

- Estudar o perfil de compostos fendlicos em infus6es de folhas de café e de amoreira, antes e
apos a digestdo in vitro pelo método de HPLC-DAD-ESI/MS.

- Avaliar a bioacessibilidade de compostos fendlicos em infusGes de café com diferentes tipos
de torras, e em infusdes de folhas de café e de amoreira, apos a digestdo in vitro.

- Quantificar o contetdo total de fendlicos nas infuses usando o teste de Folin-Ciocalteau.

- Examinar a capacidade das infusdes de sequestrar radicais livres através do ensaio de DPPH
e Beta-caroteno/4cido linoleico.

- Determinar o contetido de &cido oxalico e taninos nas infusdes de café com diferentes tipos

de torras, e nas infusdes de folhas de café e de amoreira.



33

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Apreciagio Etica

Este projeto foi aprovado (08/11/2021) pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Lavras (UFLA), CAAE:
52354021.0.0000.5148 (Anexo 1).

4.2 Questionario Sobre o Consumo e Preparo do Café

O questionario on-line foi confeccionado por meio da plataforma Google Forms
(Alphabet, Mountain View, CA, EUA) e aplicado no intervalo dos meses de Fevereiro a
Dezembro de 2023, com intuito de coletar informacdes sobre o consumo e preparo do café
dos participantes, para auxiliar na introducdo de uma bebida & base de café, com alegacédo de
propriedade funcional (Anexo 2).

4.2.1 Desenvolvimento do Questionario

O questionario contemplou questdes como: Idade; Sexo (“Feminino”, “Masculino” ou
“Prefiro ndo informar”); Faixa etaria (“18 a 28 anos”, “29 a 39 anos”, “40 a 50 anos”, “51 a
61 anos”, “62 a 72 anos”, “73 anos ou mais”); Regionalizacdo (“Cidade/Estado”); Consumo
de café em cafeterias, lanchonetes, padarias etc. (“Sim”, “Nao” ou “Outros”); Preparo do
proprio café (“Sim” ou “Nao”); Filtro Utilizado (“Papel”, “Lavavel e reutilizavel
(polipropileno)”, “Pano”, “Ac¢o Inox”, “Organza” ou “Outros”); Cor do pd de café
(relacionado ao tipo de torra) (“P6 de café com torra clara”, “P6 de café com torra média” ou
“Po de café¢ com torra escura”); Quantidade de p6 de café/xicara de agua (“1 medida (“1
colher de sopa rasa)/xicara de &gua”, “1 medida (1 colher de sopa cheia)/xicara de agua”, “2
medidas (2 colheres de sopa rasa)/xicara de agua”, “2 medidas (2 colheres de sopa
cheia)/xicara de agua”, “3 medidas (3 colheres de sopa rasa) ou mais/xicara de agua”, “3
medidas (3 colheres de sopa cheia) ou mais/xicara de agua” ou “Outro”); Temperatura da
Agua (“Ebuligdo (formacio de bolhas na superficie)” ou “Sem ebuli¢io (sem formagio de
bolhas)”; Adicao de (“Acgtcar”, “Adocante”, “Sem adi¢ao” ou “Outro”); Ingestdo do café
(“Puro”, “Leite”, “Cha” e “Outros”); Quantidade consumida de xicara(s) de café por dia;
Frequéncia de consumo de café (“Todos os dias”, “l vez/semana”, “2 a 3 vezes/semana”, “4 a

6 vezes/semana”) (Anexo 2).
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4.2.2 Participantes do Questionario

Na pesquisa foram incluidos homens e mulheres maiores de 18 anos, que consomem
regularmente e preparam o préprio café, e excluidos aqueles que ndo responderam o
questionario em sua totalidade.

Foram utilizadas técnicas de amostragem de bola de neve, com foco no recrutamento
geral dos participantes (WANG et al., 2020). O convite para participacdo na referida pesquisa
foi realizado por redes sociais como WhatsApp®, Facebook® e Instagram®, e também via e-
mail. Todos os participantes tiveram acesso ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo 3), informado on-line, via PDF. Os individuos que discordaram em

participar, ndo tiveram acesso as perguntas da pesquisa.
4.3 Obtencéo e Preparo das Amostras

4.3.1 Amostras de Graos de Café

Foram utilizados grédos de café da espécie Coffea arabica, cultivar MGS Paraiso 2,
lancada pela Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG). Essa cultivar é
resultante da hibridacdo artificial de um cafeeiro da cultivar Catuai Amarelo IAC 30 com
acesso de Hibrido de Timor UFV 445 — 46. O cruzamento foi realizado na Universidade
Federal de Vicosa (UFV) em 1980 com processo final de selecdo nos municipios de Monte
Carmelo e Patrocinio, estado de Minas Gerais. Apresenta porte baixo, com frutos maduros de
coloracdo amarela, sementes gratdas, maturacao intermediaria, elevada qualidade produtiva e
espacamento de 0,5 m a 1,0 m entre plantas. Além disso, apresenta resisténcia a ferrugem do

cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix (BOTELHO et al., 2016).
4.3.1.1 Processamento dos Gréos de Café

A colheita dos gréos de café foi realizada em lavoura localizada na Fazenda S&o Joédo
Batista, municipio de Lavras, estado de Minas Gerais, no més de Agosto de 2022. Os frutos
selecionados apresentavam no momento da colheita maturagdo ideal para o processo
fermentativo, com média de 25° BRIX (teor de sélidos soluveis). No total, foi utilizado
volume de 450 L de café em maturagéo otima.

Posteriormente a colheita, os frutos foram levados ao lavador para retirada dos que
apresentaram menor densidade, visto que no processamento sdo utilizados apenas os de
densidades superiores. A etapa seguinte consistiu no repasse e sele¢éo de frutos, ocorrendo

retirada de frutos verdes remanescentes e selecionando apenas aqueles com maturacao ideal.



35

O processo de secagem foi realizado em peneiras, seguindo a técnica da dobra de
camadas: os frutos do cafeeiro sdo espalhados “fruto a fruto” nos 3 primeiros dias, e
posteriormente, foram realizadas as dobras sucessivas de camadas até o ponto de conduzi-los
em camadas de 25% da area de cada peneira. Os revolvimentos ocorreram a partir da segunda
dobra, momento no qual os frutos ocupavam 50% da area das peneiras. Quando os cafés
atingiram a meia seca, foram cobertos com pano e lona as 15 h e retirados as 9 h do dia
seguinte.

Quando os gréos de café atingiram 16% de umidade, durante a secagem, foi realizado
0 primeiro periodo de descanso. Os frutos de café foram retirados das peneiras de secagem,
embalados em sacos de papel kraft e colocados em sacos plasticos. O descanso ocorreu por
um periodo de 27 dias, com os frutos armazenados em um ambiente fechado. Ja os grdos que

continham 11% de umidade, foi necessario o segundo descanso por um periodo de 30 dias.
4.3.1.2 Torracdo e Moagem dos Gréaos de Café

Para a etapa de torracdo dos grdos de café, as amostras foram preparadas de acordo
com as diretrizes fornecidas pela Associacdo de Cafés Especiais onde 100 g de gréos de café
de cada amostra foram torrados em uma torrefadora de laboratério (LINGLE, 2011). A torra
foi encerrada quando as amostras de café atingiram o nivel de torra desejado, determinado
visualmente usando um sistema de classificacdo de cores empregando discos padronizados.

O sistema de classificacdo de cores SCA/Agtron Roast Color Classification System
atribui valores numeéricos a diferentes tonalidades de torra do café, com base na medicao da
cor dos grdos de café moido (SCA, 2020). Para os grdos moidos, a cor de referéncia numero
65 é considerada uma torra média clara, enquanto a cor de referéncia nimero 55 é
considerada uma torra média e a cor de referéncia numero 45 é considerada uma torra média
escura.

A temperatura e o tempo de torra foram monitorados por termdmetro e crondémetro,
respectivamente, com tempo de torra variando para torra clara (182°C por 10 minutos e 12
segundos) (Figura 5a), torra média (197°C por 11 minutos e 20 segundos) (Figura 5b) e torra
escura (206°C por 12 minutos e 17 segundos) (Figura 5c¢). As amostras foram pesadas até
obtencéo de uma relagdo pré-determinada de 8,25 £ 0,25 g por 150ml de agua.

Apbs os graos de café serem torrados, eles foram moidos em moinho elétrico, BUNN
Coffee Mill, Estados Unidos, até atingir a configuragdo 5 (“percolador"”), produzindo um
tamanho de particula de 1200 + 44um (FROST; RISTENPART; GUINARD, 2019).
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Posteriormente, foram peneirados com peneira de granulometria fina (20 mesh), empacotados
em embalagens de polietileno, selados e armazenados em freezer, até a realizagdo das analises
(ABRAHAO et al., 2008).

Figura 5 - Graos de café com diferentes torras

Legenda: a) grédos de café com torra clara, b) grdos de café com torra média, c) graos de café com torra
escura. Fonte: Da autora (2024).

4.3.2 Amostras de Folhas de Café

4.3.2.1 Colheita das Folhas de Café
As folhas de café foram coletadas em plantas da cultivar MGS Paraiso 2, em lavoura
localizada na Fazenda Sao Jodo Batista, municipio de Lavras, estado de Minas Gerais, no més
de Agosto de 2022. Seguindo o protocolo de Trani e colaboradores (1983) para a coleta das
folhas, foi coletado o terceiro par de folhas a partir do apice do ramo frutifero, localizado na
altura média da planta, no periodo da manhd, antes da floragdo, com peciolos e caules livres
de pragas (DIAS et al., 2011; TRANI; HIROCE; BATAGLIA, 1983).

4.3.3 Amostras de Folhas de Amoreira

4.3.3.1 Colheita das Folhas de Amoreira

As folhas de amoreira preta, espécie Morus nigra L., jovens, totalmente expandidas,
com peciolo e caules, livres de pragas e doencas, ao qual foi coletado o terceiro par de folhas
a partir do apice do ramo frutifero, localizado na altura média da planta de uma mesma arvore
(TRANI; HIROCE; BATAGLIA, 1983), foram coletadas no periodo da manhd, em area
residencial, no municipio de Lavras, estado de Minas Gerais, no més de Agosto de 2022.

As amostras de folhas, tanto de café quanto de amoreira, foram coletadas e
armazenadas em recipientes plasticos opacos para minimizar a exposicdo a luz.
Posteriormente, foram transportadas para o laboratério para analise subsequente. Importante
ressaltar que as folhas ndo foram submetidas a nenhum processo de lavagem, no entanto, foi

realizada uma triagem cuidadosa para remover quaisquer impurezas presentes. Este
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procedimento assegura a integridade das amostras para a analise subsequente.
4.3.4 Secagem das Folhas de Café e das Folhas de Amoreira

As folhas de café e de amoreira passaram por um processo de triagem para eliminacao
de impurezas e ndo foram lavadas. Em seguida foram submetidas ao método de secagem, e
pesadas até atingir massa constante.

O procedimento adotado para a secagem das folhas envolveu o uso de um forno
micro-ondas (FMO), conforme estabelecido pelo protocolo de Lacerda et al. (2009). As folhas
foram pesadas e aproximadamente 200g foram submetidas a um processo de secagem em trés
etapas distintas, totalizando 6 minutos: o primeiro ciclo durou 3 minutos, o segundo 2 minutos
e o Ultimo 1 minuto, até que a massa das folhas se estabilizasse. Entre cada ciclo, a amostra
foi cuidadosamente removida do recipiente com o auxilio de uma espétula para prevenir a
aderéncia a superficie do recipiente e evitar a combustdo (LACERDA; FREITAS; SILVA,
2009).

Ao final do processo de secagem, as amostras foram trituradas por 3 segundos, em
liquidificador, marca Walita, visando obter pequenas frac6es, logo apds, as amostras foram
peneiradas com peneira de granulometria fina (20 mesh), empacotadas em embalagens de
polietileno, seladas e armazenadas em freezer, até a realizacdo das anélises (ABRAHAO et
al., 2008) (Figura 6).

Figura 6 - Folhas de café e folhas de amoreira

b)

Legenda: a) folhas de café secas e trituradas, b) folhas de amoreira secas e trituradas. Fonte: Da autora
(2024).

4.4 Delineamento Experimental

O delineamento utilizado foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com
trés repeticdes, sendo a parcela experimental composta por 10g de cada componente diluida
em 150ml de &gua, essas quantidades foram adequadas para os objetivos da pesquisa, sendo
controlada a preciséo das medi¢6es (PIMENTEL-GOMES, 2022).
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4.5 Preparo das Infusdes Experimentais

4.5.1 Infusdes Experimentais
As infusdes experimentais realizadas foram:
e Infusdo 1: café torrado moido (torra clara);
e Infusdo 2: café torrado moido (torra média);
e Infusdo 3: café torrado moido (torra escura);
e Infusdo 4: folha de café seca e triturada em FMO;

e [Infusdo 5: folha de amoreira seca e triturada em FMO.

4.5.2 Infusdo das Amostras de Café em Diferentes Torras

Para o preparo das infusbes de café, estas foram realizadas de acordo com as maiores
porcentagens de respostas obtidas no questionario on-line aplicado “Consumo e Preparo do
Café”. O modo de preparo da solugdo consistiu em pesar 10 gramas da amostra de café
torrado e moido, referente a uma colher de sopa cheia, depois aquecer 150ml de agua potavel
por 1 minuto e 30 segundos até atingir 100°C (ebulicdo com bolhas na superficie), assim o p6
de café foi colocado no interior do papel filtro (tamanho 102) e posteriormente adicionou-se
agua aquecida para filtracdo (4 minutos). Apos a filtracdo, a solucdo foi colocada em frasco
ambar e acondicionada sob refrigeracéo (Figura 7).

Figura 7 - InfusGes contendo diferentes torras

5 ! B ]

Legenda: a) infusdo contendo torra clara, b) infusdo contendo torra média, c) infusdo contendo torra
escura. Fonte: Da autora (2024).

4.5.3 Infusao das Folhas de Café e de Amoreira

Para o preparo das infusdes das folhas de café e de amoreira, foram pesadas 10 gramas
das folhas secas e trituradas (DEPAULA et al., 2023) para 150ml de agua potavel quente. O
método consistiu em aquecer a 4gua por 1 minuto e 30 segundos, até atingir a ebuli¢do

(100°C), logo ap0s verteu-se a agua aquecida sobre as folhas secas num recipiente de vidro,
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deixando em repouso, durante 10 minutos, agitando no inicio, meio (6 minutos) e fim (10
minutos) (CARVALHO, 2019; DE BARROS et al., 2022). Posteriormente, a solucdo foi
filtrada em papel filtro (tamanho 102) durante 4 minutos, depois colocada em frasco &mbar e
acondicionada sob refrigeracdo (Figura 8).

Figura 8 - InfusBes contendo folhas de café e folhas de amoreira

jDWW N = W}

Legenda: a) infuséo contendo folhas de café, b) infusdo contendo folhas de amoreira. Fonte: Da autora
(2024).

4.6 Bioacessibilidade das Infustes

4.6.1 Teste de Bioacessibilidade em Digestéo in vitro

Para o processo de digestdo in vitro das infusdes e para a anélise de bioacessibilidade
foi utilizado o protocolo estabelecido por Minekus et al. (2014) (MINEKUS et al., 2014).

Foram preparadas solucdes de simulagédo de fluido salivar (FSS), fluido gastrico (FSG)
e intestinal (FSI) de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo e quantidade das solugcbes presentes na simulacdo de fluido salivar
(FSS), fluido gastrico (FSG) e de fluido intestinal (FSI)
Solucbes FSS FSG FSI
KCI 1.1260g 0.514g 0.507g
KH2PO4 0.7560g 0.122g 0.109g
NaHCO3 1.1420g 2.1g 7.149
NaCl - 2.761g 2.246¢
MgCl2(H20)s 0.0300g 0.020g 0.067g
CHsNOs 0.0190g 0.075g -
CaClz(H20)2 0.2200g 0.022g 0.088g

1M HCI 15.6ml -
Volume Final 1000ml 1000mlI 21000ml
pH 6.5+0.1 3+0.1 7.0+0.1

Fonte: Minekus et al. (2014).

Os experimentos foram conduzidos utilizando tubos Falcon novos de 50ml. Cada
infusdo foi submetida, individualmente, ao processo completo de digestdo in vitro em tubos

Falcon distintos. Para o calculo da bioacessibilidade, um tubo Falcon adicional foi incluido no
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experimento. Este tubo continha todos os reagentes necessarios para a digestdo in vitro, mas
ndo incluia nenhuma amostra. Este tubo adicional, referido como ‘branco”, serve como
controle para garantir a precisao dos resultados.

Inicialmente, uma solucdo foi preparada com 1,118g de alfa-amilase (11U/mg, a-
Amylase Porcine Pancreas, Sigma-Aldrich, Mildo, Itdlia), dissolvida em 50ml de FSS.
Posteriormente, uma segunda solucéo foi preparada com 0,38g de pepsina (602 U/mg, Pepsin
Porcine Gastric Mucosa, Sigma-Aldrich, Mildo, Italia), dissolvida em 50ml de FSG. Ambas
as solugdes foram armazenadas em gelo até o momento de uso. Os tubos Falcon, envoltos em
papel aluminio, foram pesados vazios utilizando uma balanca analitica (Balanca Analitica
M214AIH).

As infusGes foram distribuidas nos tubos Falcon, que foram numerados de acordo com
o0 protocolo experimental previamente estabelecido. Os tubos foram entdo pesados novamente
utilizando uma balanca analitica.

Na fase oral do processo, adicionou-se 5ml da solucéo de alfa-amilase a cada tubo. Os
tubos foram agitados por 30 segundos e, em seguida, colocados em um agitador (Maxq 400,
Thermo Scientific, EUA) a 37°C, com uma velocidade de agitacdo de 250 rpm, durante 2
minutos. Na fase de digestdo gastrica, adicionou-se 5ml da solucéo de pepsina a cada tubo. Os
tubos foram agitados por 30 segundos e o pH foi ajustado para 3,0 = 0,1 utilizando HCI (1 M).
Em seguida, os tubos foram incubados no agitador a 37°C, com uma velocidade de agitacéo
de 250 rpm, durante 2 horas. Apo6s 1 hora de incubacdo, o pH foi verificado e ajustado para
3,0 £ 0,1, se necessario.

Durante o periodo de incubacdo, foram preparadas solucdes de bile e pancreatina. A
solucdo biliar foi preparada dissolvendo 1,61 g de extrato de bile (1,4 umol/mg; Bile Extract
Porcine from Sigma) em 50 ml de FSI e agitando-a até 0 momento do uso. A solucdo de
pancreatina foi preparada dissolvendo 6,25 g de pancreatina (3,6 U/mg; Pancreatin Porcine
from Sigma) em 55 ml de FSI. Esta solucéo foi entdo agitada por 10 minutos, centrifugada a
3500 rpm por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo.
Apdbs um periodo de incubacdo de 2 horas, iniciou-se a fase de digestdo intestinal.

A fase de digestdo intestinal, foram adicionados 5ml da solugdo biliar (45 pmol/ml) e
5ml da solucdo de pancreatina (450 U/ml) aos tubos. O pH foi entdo medido e ajustado para
7,0 £ 0,1 utilizando NaOH (1 M). Os tubos foram incubados em um agitador a 37°C, com
uma velocidade de agitacdo de 250 rpm, durante 2 horas. Apos a incubacdo, os tubos foram

pesados novamente utilizando uma balanca analitica. Finalmente, a solucédo foi centrifugada a
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3500 rpm por 45 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
tubo Falcon de 15ml.

O célculo da bioacessibilidade das infus6es foi realizado utilizando dosagens obtidas a
partir da digesta. Além disso, 0s pesos iniciais e finais dos tubos de teste foram obtidos
conforme a equacéo a seguir:

Bioacessibilidade = CBPT/MDPQ x 100

CBPT = CPTFDA/PFT

CPTFDA =MD X VF

VF=PFT -PIT

Onde:

CBPT: Contetdo Bioacessivel de Polifenois Totais

MDPQ: Dosagem dos compostos fenélicos (mg/ml)

CPTFDA: Conteudo de Polifenois Totais na Fracdo Digerida Acessivel

MD: Média da dosagem (mg/ml)

VF: Volume final (ml)

PFT peso final do tubo (mg)

PIT: Peso inicial do tubo (mg)

4.7 Caracterizacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massas (HPLC-DAD-ESI/MS)

O método de Cromatografia consistiu em filtrar as amostras em membrana filtrante de
0,45um, e posteriormente uma aliquota foi colocada em frascos de 1,5ml (vial) para injeg&o.
As analises foram realizadas no laboratorio Central de Analises e Prospec¢do Quimica da
Universidade Federal de Lavras, e método foi por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-DAD-ESI/MS), antes e depois do processo de
digestdo in vitro.

O equipamento utilizado, marca Shimadzu, composto por bomba quaternaria LC-
20AT, desgaseificador DGU-20A5, injetor SIL-20A, controlador CBM-20A, forno CTO-
20AC, detector SPDM-20A, detector RID-10A e coletor de fracbes FRC-10A. A injegédo
seguiu 0s seguintes parametros: programa de tempo Lc: 0,01 min - 0% B, 5 min - 20% B; 25
min - 40% B; 43 min - 45% B; 50 min - 80% B; 55 min - 0% B; 65 min - PARAR; Fluxo: 1
ml/min; Temperatura do forno (°C): 35; Volume injetado: 0,02ml; PAI: 280nm; Coluna Shim-
pack VP-ODS 250 x 4,6 x 0,0005 mm e pré-coluna Shim-pack GVP-ODS 10 x 4,6 x 0,0005
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mm; Fase mdvel A constituida de: solugdo de acido acético glacial a 2% em agua tipo 1.
5.10.2; Fase mdvel B constituida de: solugdo de metanol (dgua: acido acético (70:28:2 %v/V)).

Foram utilizados 15 padrbes (de grau analitico) com intuito de determinar as
concentracdes de compostos fendlicos das infusdes, antes e depois do processo de digestdo in
vitro, sendo eles: trigonelina, teobromina, catequina, resveratrol, vanilina e acidos galico,
clorogénico, ferulico, cafeico, o-cumarico, m-cumarico, p-cumarico, siringico, rosmarinico e

transcindmico. Os resultados obtidos foram expressos em mg/100g.
4.8 Quantificacdo do Teor de Fendlicos Totais

As infusdes foram submetidas ao procedimento de quantificacdo do conteldo total de
fendlicos. Inicialmente, 2,59 da amostra foram pesados em recipientes revestidos com papel
aluminio, aos quais foram adicionados 20ml de metanol a 50%. A amostra foi entdo
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora em condi¢6es de escuriddo, seguida de uma
centrifugacdo por 15 minutos a 15000rpm. O sobrenadante foi coletado e transferido para um
baldo volumétrico ambar de 50ml. Em seguida, 20ml de acetona a 70% foram adicionados
ao residuo resultante da primeira extracdo. A amostra foi novamente homogeneizada e
deixada em repouso por 1 hora em condicBes de escuriddo, seguida de uma segunda
centrifugacdo por 15 minutos a 15000rpm. O sobrenadante resultante foi coletado e
transferido para o mesmo baldo volumétrico, que foi entdo preenchido até 50ml com agua
destilada.

Para a determinacdo do conteudo total de fendlicos, 0,5ml de cada solugdo
intermediaria foi adicionado aos tubos de ensaio (dmbar), protegidos da luz. Os tubos foram
identificados com base na concentracdo de &cido galico. Em seguida, 2,5ml da solucéo de
Folin Ciocalteau a 10% (v/v) foi pipetado em todos os tubos. Logo apés, 2ml da solugdo de
Carbonato de sddio a 4% (p/v) foi adicionado. Os tubos foram agitados e mantidos em
repouso por 2 horas, no escuro. A leitura foi realizada a 720nm. O etanol absoluto foi
utilizado como branco no experimento (WATERHOUSE, 2001).

4.9 Ensaio Antioxidante in vitro

4.9.1 Determinacdo da Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical
Livre DPPH

As infusbes foram submetidas ao ensaio de determinagdo da atividade antioxidante

total, utilizando o método de captura do radical livre DPPH, conforme o protocolo
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estabelecido por Rufino et al. (2007).

Em condices de escuriddo, foi construida a curva de calibragdo do DPPH, utilizando
uma solucdo inicial de DPPH a 60 uM. Aliquotas de aproximadamente 4ml de cada solugédo
de DPPH (10 puM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 50 uM e 60 uM) foram transferidas para cubetas
de vidro para a realizacdo das leituras espectrofotométricas a 515nm. O alcool metilico foi
utilizado como branco para a calibragédo do espectrofotometro. As concentragcbes de DPPH
(em uM) foram plotadas no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y, com o objetivo de
calcular a equacéo da reta.

Para o0 ensaio, uma aliquota de 0,1ml de cada infusdo foi adicionada a tubos de ensaio
contendo 3,9ml do radical DPPH e homogeneizada em um agitador de tubos. Uma solucao
controle, contendo 0,1ml de alcool metilico, acetona e agua, foi misturada com 3,9ml do
radical DPPH e homogeneizada. O alcool metilico foi novamente utilizado como branco para
a calibracdo do espectrofotdmetro. As leituras (a 515nm) foram monitoradas a cada minuto
até a estabilizacéo.

Apo6s a leitura das absorbancias, o valor de y foi substituido pela metade da
absorbancia inicial do controle (Abs inicial do controle / 2) na equacdo da curva do DPPH.
Isso permitiu encontrar o consumo correspondente em uM de DPPH (valor de x), que foi
entdo convertido para gramas de DPPH. Com base nas absorbancias obtidas das diferentes
diluicGes dos extratos, foi construida uma curva de calibracéo, plotando a absorbéancia no eixo
Y e adiluicdo (mg/L) no eixo X. Isso permitiu a determinacdo da equacéo da reta.

O célculo da atividade antioxidante total (AAT) envolveu a substituicdo da
absorbancia equivalente a 50% da concentracao inicial do DPPH pelo y na equagéo da reta (y
= -ax + b). Isso permitiu encontrar o valor correspondente a quantidade de amostra necessaria
para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH, que é conhecido como EC50
(mg/L). O valor obtido (mg/L) foi entdo dividido por 1.000 para converter para gramas.
Finalmente, esse valor foi dividido pelo valor encontrado em gramas de DPPH para obter o
resultado final da atividade antioxidante total (RUFINO et al., 2007).

4.9.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante Total pelo Sistema Beta-

caroteno/Acido Linoleico.

As infusdes foram submetidas ao ensaio de determinagdo de atividade antioxidante
total pelo sistema P-caroteno/Acido Linoleico, seguindo o protocolo de Rufino e
colaboradores (2006).
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Para a solu¢do Sistema (B-caroteno/Acido Linoleico), aproximadamente 500ml de
agua destilada foi submetida ao borbulhamento com oxigénio (oxigenador) por 30 minutos.
Pesou-se 20mg de B-caroteno em um tubo de 2ml, protegido da luz com papel aluminio, onde
foi adicionado 1ml de cloroférmio e agitado. Em um erlenmeyer foram adicionados: 40ul de
acido linoleico, 530ul de Tween 40, 50ul da solugdo B-caroteno e 1ml de cloroférmio,
homogeneizou-se e o cloroférmio foi colocado para evaporar, com o auxilio do oxigenador.
Apoés esse procedimento, foi adicionada dgua tratada com oxigénio para se obter uma
absorbancia entre 0,6nm e 0,7nm a 470nm no espectrofotdmetro, a solucdo sistema
apresentou uma coloracdo amarelo-alaranjada.

As infusdes (0,4ml) foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5ml da solucéo
Sistema (B-caroteno/Acido Linoleico), homogeneizadas e mantidas em banho-maria & 40°C.
A primeira leitura (470nm) foi realizada com 2 minutos apds a homogeneizacdo e depois em
intervalos de quinze minutos até completar 120 minutos.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do da oxidacdo. A reducdo da
absorbancia (Abs) do sistema sem antioxidante é considerada como 100% de oxidacédo
(Reducdo Abs = Abs inicial — Abs final). O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras
foi correlacionado com o sistema e estabelece a porcentagem de oxidacdo (% Oxidacdo =
[(Reducdo Abs) amostra x 100]/ (Redugdo Abs), subtraindo-se a percentagem de oxidacdo de
cada amostra de 100 (% Protegdo = 100 — (% Oxidagdo)) (RUFINO et al., 2006).

4.10 Avaliacdo de Fatores Antinutricionais

4.10.1 Quantificaco Espectrofotométrica de Acido Oxalico

A quantificacdo do acido oxalico foi realizada conforme o protocolo estabelecido por
Naik et al. (2014). Inicialmente, um extrato foi preparado combinando 1ml da amostra com
20ml de HCI 0,025M. Esta mistura foi submetida a um banho de fervura por 15 minutos e, em
seguida, resfriada em um banho de gelo até atingir a temperatura ambiente. Este extrato foi
utilizado para a quantificacdo do acido oxalico.

Uma solucdo padrdo de &cido oxalico (2000ug/ml) foi preparada utilizando &gua
deionizada e armazenada a temperatura ambiente. Além disso, foram preparadas solugdes de
100ml de KMnO4 0.003M, através de uma diluicdo adequada de 0.01M KMnO4 em &gua
destilada, e de 500ml de H2SO4 2N em agua destilada.

Para a quantificagdo do &cido oxalico, uma mistura contendo 1ml do extrato, 5ml de
H2S04 1M e 2ml de KMnO4 0,003M foi preparada e deixada em repouso por 10 minutos a
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temperatura ambiente. A absorbancia foi registrada a 528nm utilizando um espectrofotémetro
Shimadzu, UV 1900. O reagente branco foi preparado com agua deionizada (NAIK et al.,
2014).

4.10.2 Avaliacao do Teor de Taninos

As infusbes foram analisadas para determinar o teor de taninos, seguindo o método
proposto por Mahajan et al. (2023). Inicialmente, 0,59 da amostra e 20ml de uma solugéo
50% etanol (proporcdo 50/50 de etanol e &gua, v/v) foram pesados e homogeneizados. Em
seguida, a mistura foi submetida a um banho de ultrassom aquecido por 1 hora. Apos esse
periodo, a solucdo foi filtrada usando papel filtro e o filtrado foi coletado para uso posterior.
A solucdo de Folin-Ciocalteau e a solugdo de carbonato de s6dio (4%) foram preparadas
dissolvendo-as em &gua deionizada. Para a preparacdo da solucdo padrdo de acido tanico
(Img/ml), 0,025¢g de acido tanico foram pesados e dissolvidos em metanol puro.

Para a quantificacdo do teor de tanino, o extrato (1mg/ml) foi misturado com 0,5ml da
solucdo de Folin Ciocalteau e 1,5ml da solugdo de carbonato de sodio a 4%, e o volume total
foi ajustado para 10ml com metanol. O &cido tanico foi usado como padréo de referéncia para
a quantificacdo de taninos, e a absorbancia foi medida a 775nm em um espectrofotémetro UV
visivel. O teor total de tanino foi expresso em mg/g de equivalente de acido tanico
(MAHAJAN et al., 2023).

4.11 Andlise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade dos dados (Qui-
guadrado) e homogeneidade de variancia (Bartllet). Apds esta verificagdo os procedimentos
para a analise de varidncia foram realizados. E posteriormente as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no software R (R
Core Team, 2020). Para comparar as médias antes e depois do processo de digestdo in vitro
foi realizado o teste t, utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). As hipdteses testadas foram: Ho: 1 - 2 = 0; Hiipa - 2 #0. Em que p 1 €
a média antes da digestdo; e u_2 é a média.

Referente aos resultados do teste de Bartlett e Qui-quadrado, os dados de trigonelina e
acido gélico obtidos antes do processo de digestdo in vitro ndo atenderam as pressuposicoes
da ANOVA, e por isso foram transformados pela férmula: [1/(x)] x 1000. Sendo que o0 X

refere-se ao dado original.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve como intuito verificar o comportamento de consumidores de
café e comparar a bioacessibilidade de compostos fendlicos utilizando um modelo de digestao
in vitro em infusdes de cafeé, frente a diferentes tipos de torras, e em infusées de folhas de café
e de folhas de amoreira. Além disso, foi possivel analisar a atividade antioxidante e a

concentracéo de fatores antinutricionais nessas mesmas infusoes.
5.1 Questionario Consumo e Preparo do Café

Trabalhos indicam que diferentes métodos de preparo do café afetam sua composi¢éo
qguimica e aroma (CAPRIOLI et al., 2015; CHANG; HO, 2014). As variacdes de metabolitos
também sdo influenciadas pela temperatura, como infusdes quentes ou frias (RAO; FULLER;
GRIM, 2020), pelo tempo de infusdo ou tamanho dos s6lidos moidos (CORDOBA et al.,
2019; FARAG et al., 2022).

Quinhentos e dois participantes concordaram em participar do questionario sobre o
consumo e preparo do café.

De acordo com a figura 9a, 70,3% dos participantes eram do sexo feminino, enquanto
29,7% eram do sexo masculino. A faixa etaria com maior representacdo foi de 29 a 39 anos,
totalizando 36,1%. Além disso, observou-se que a participacdo diminuiu a medida que a faixa
etaria aumentava, sendo a menor participacdo registrada em pessoas acima de 62 anos (6,2%)
(Figura 9b).

Figura 9 - Sexo e faixa etaria dos participantes do questionario
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Legenda: a) % de individuos do sexo feminino e masculino. b) % de individuos na faixa etaria de 18 a
28a (anos); 29 a 39%a (anos); 40 a 50a (anos); 51 a 61a (anos) e > (maiores) de 62a (anos).

O cafe é uma bebida popular e versatil, apreciada por pessoas de diferentes idades e

géneros. A preferéncia por consumir cafe em estabelecimentos pode estar relacionada a
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experiéncia social e a conveniéncia, mais da metade dos participantes do questionario
aplicado no presente estudo consomem café em estabelecimentos como cafeterias,
lanchonetes, padarias, entre outros (Figura 10).

Figura 10 - Consumo de café em cafeterias, lanchonetes, padarias etc.
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Legenda: % de individuos que consomem café em cafeterias, lanchonetes, padarias etc.

Segundo a figura 7a, 96,6% das pessoas que aceitaram participar do questionario
preparam o proprio café (Figura 11a). O filtro com maior porcentagem de utilizacdo pelos
participantes foi o de papel (55,2%), seguido pelo filtro de pano (23,3%), o lavavel e
reutilizavel (13,5%), depois 3% o de aco inox e os participantes que utilizavam de outros tipos
de filtros abrangeu 5% (Figura 11b).

Figura 11 - Preparo do proprio café e o tipo de filtro utilizado no seu preparo
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Legenda: a) % de individuos que preparam o proprio café. b) % do tipo de filtro utilizado: papel,
pano, reutilizavel, inox e outros.

Os participantes foram questionados sobre a cor do pé de café utilizado em suas
preparacoes, sendo relacionado ao tipo de torra que o café foi submetido, assim, 64,1% dos

participantes responderam que utilizam o p6 de café com torra média, possivelmente devido
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ao perfil dos participantes, faixa etaria de maior participacdo do questionario e mudanca de
comportamento do consumidor em busca de cafés especiais (SCA, 2023), no entanto, 29,9%
disseram utilizar o p6 de café com torra escura e somente 6% fazem o uso do café de torra
clara, corroborando com os bons resultados conseguidos nos testes realizados nesse estudo
(Figura 12a).

Kim e colaboradores (2022) demonstraram que a composi¢do dos compostos bioativos
do café depende dos métodos de torragdo, podendo ser verificada concentracfes diferentes de
eugenol, acido ferulico e vanilina entre infusbes quentes e frias, no entanto, podendo ser
observada apenas no café de torra escura (KIM et al., 2022).

A quantidade de p6 café por xicara de agua também foi perguntada no questionario,
sendo a medida de maior porcentagem foi a de 1 medida (1 colher de sopa cheia/xicara de
agua) prevalecendo 36,7%; depois a de 1 medida (1 colher de sopa rasa/xicara de agua) com
21,5% das respostas; 2 medidas (2 colheres de sopa rasa/xicara de agua) com 13,7% das
respostas; 2 medidas (2 colheres de sopa cheia/xicara de dgua) com 10,6% das respostas; 3
medidas (3 colheres de sopa cheia ou mais/xicara de agua) abrangendo 6,6% das respostas; 3
medidas (3 colheres de sopa rasa ou mais/xicara de dgua) abrangendo 6,0% das respostas e
outras medidas foram 4,9% (Figura 12b).

Figura 12 - Cor do p6 de café e quantidade de pé de café/xicara de dgua
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Legenda: a) % de individuos que utilizam o p6 de café de torra clara (TC), torra média (TM) e torra
escura (TE). b) % de individuos que utilizam: 1 cs cheia/xic de agua (1 colher de sopa cheia/xicara de
agua); 1 cs rasa/xic de &gua (1 colher de sopa rasa/xicara de agua); 2 cs rasa/xic de agua (2 colheres de
sopa rasa/xicara de agua); 2 cs cheia/xic de agua (2 colheres de sopa cheia/xicara de agua); 3 cs cheia
ou +/xic de agua (3 colheres de sopa cheia ou mais/xicara de agua); 3 cs rasa ou +/xic de agua (3
colheres de sopa rasa ou mais/xicara de &gua); outras medidas.

A temperatura da agua utilizada no preparo de infusdes (método quente) € outro

pardmetro a ser levado em consideracdo, logo, a atividade antioxidante das infusdes
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preparadas com agua em temperatura superior a 90°C foi maior (MUZYKIEWICZ-
SZYMANSKA et al., 2021). No presente estudo, a temperatura da agua utilizada no preparo
do café foi questionada aos participantes se eles deixavam a agua atingir o ponto de ebuli¢éo
(com formacdo de bolhas na superficie) ou ndo, como resultado, 66,9% das pessoas
responderam que deixavam a agua atingir o ponto de ebuli¢do, 30,9% nédo deixavam a agua
atingir o ponto de ebuligdo e 2,2% utilizavam outras temperaturas, assim, a partir das
respostas do questionario foi padronizada a temperatura de 100°C no preparo das infusdes
estudadas (Figura 13a).

Os participantes foram questionados se adicionavam algum ingrediente na bebida de
café, com intuito de adocar, no entanto, 53,4% consumiam a bebida sem adicéo, ja 35,3%
adicionavam acucar, 10,4% relataram adicionar adocante e 0,9% com outras adi¢des (Figura
13b). Foram também perguntados se ingeriam o café com alguma bebida, 81,9% alegaram
consumir o café puro, 16,7% com leite e 1,4% com outras bebidas (Figura 13c).

Figura 13 - Temperatura da dgua, adicéo de e ingestdo do café
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Legenda: a) % de individuos que utilizam a temperatura da 4gua em ebulicdo; sem ebulicdo ou outras
temperaturas para preparar o café. b) % de individuos que ndo adicionam (sem adi¢do); que adicionam
acucar; adogante; ou outros no preparo do café. ¢) % de individuos que ingerem o café puro; com leite;
ou com outros ingredientes.



50

5.2 Perfil de Compostos Fendlicos
Foram utilizados 15 padrfes de grau analitico: trigonelina, teobromina, catequina,
resveratrol, vanilina, e acidos: galico, clorogénico, ferulico, cafeico, o-cuméarico, m-cumarico,
p-cumarico, siringico, rosmarinico e transcindmico. ldentificados e quantificados somente
seis, sendo eles: trigonelina, teobromina, e os acidos: galico, clorogénico, cafeico e siringico.
Na figura 14, observa-se os cromatogramas das infusdes com folhas de café.
Figura 14 - Cromatogramas das infusdes com folhas de café

a) Infusdo com folhas de café antes da digestio
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Legenda: Cromatogramas dos compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-ESI-MS das
infusdes contendo folhas de café. a) infusdo contendo folhas de café antes do processo de digestdo in
vitro. b) infusdo contendo folhas de café depois do processo de digestao in vitro. Picos dos compostos:
1 (trigonelina); 2 (&cido galico); 3 (teobromina); 4 (acido clorogénico); 5 (acido cafeico); 6 (acido
siringico).
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Segundo a figura 15, verifica-se os cromatogramas das infusdes contendo folhas de
amoreira.

Figura 15 - Cromatogramas das infusdes com folhas de amoreira

a) Infusio com folhas de amoreira antes da digestio
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b) Infusio com folhas de amoreira depois da digestio
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Legenda: Cromatogramas dos compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-ESI-MS das
infusbes contendo folhas de amoreira. a) infusdo contendo folhas de amoreira antes do processo de
digestdo in vitro. b) infusdo contendo folhas de amoreira depois do processo de digestdo in vitro. Picos
dos compostos: 1 (trigonelina); 2 (acido galico); 3 (teobromina); 4 (acido clorogénico); 5 (acido
cafeico); 6 (&cido siringico).
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De acordo com a figura 16, observa-se os cromatogramas das infusdes com torra clara.

Figura 16 - Cromatogramas das infusGes com torra clara

a) Infusdo com torra clara antes da digestao
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b) Infusio com torra clara depois da digestao
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Legenda: Cromatogramas dos compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-ESI-MS das
infusdes contendo torra clara. a) infusdo contendo torra clara antes do processo de digestéo in vitro. b)
infusdo contendo torra clara depois do processo de digestdo in vitro. Picos dos compostos: 1
(trigonelina); 2 (&cido galico); 3 (teobromina); 4 (&cido clorogénico); 5 (&cido cafeico); 6 (acido
siringico).
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De acordo com a figura 17, observa-se os cromatogramas das infusfes contendo torra

media.
Figura 17 - Cromatogramas das infusdes com torra media

a) Infusio com torra média antes da digestio
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Legenda: Cromatogramas dos compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-ESI-MS das
infusBes contendo torra média. a) infusdo contendo torra média antes do processo de digestéo in vitro.
b) infusdo contendo torra média depois do processo de digestdo in vitro. Picos dos compostos: 1
(trigonelina); 2 (&cido galico); 3 (teobromina); 4 (acido clorogénico); 5 (acido cafeico); 6 (acido

siringico).
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Segundo a figura 18, verifica-se os cromatogramas das infusGes contendo torra escura.

Figura 18 - Cromatogramas das infusGes com torra escura

a) Infusio com torra escura antes da digestao
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Legenda: Cromatogramas dos compostos fendlicos identificados por HPLC-DAD-ESI-MS das
infusbes contendo torra escura. a) infusdo contendo torra escura antes do processo de digestao in vitro.
b) infuséo contendo torra escura depois do processo de digestdo in vitro. Picos dos compostos: 1
(trigonelina); 2 (&cido galico); 3 (teobromina); 4 (&cido clorogénico); 5 (&cido cafeico); 6 (acido
siringico).
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A trigonelina, recentemente investigada como possivel novo fitoestrogeno, foi
encontrada em folhas de quatro espécies de café e demonstrou maior concentracdo em relaco
as infusbes com diferentes torras, pois a trigonelina sofre degradacéo parcial durante a torra
dos gréos. Folhas de café jovens contém uma concentracdo de trigonelina comparavel a
encontrada nos graos de café verde, o que pode significar que a infusdo de folhas de café
conteria pelo menos o dobro da quantidade de trigonelina comparado a infusdo de café
(MONTEIRO et al., 2020), o que ndo foi verificado no atual estudo, onde a infusdo
constituida de folhas de café demonstrou menor teor de trigonelina, antes do processo de
digestdo in vitro (Tabela 3).

Segundo a tabela 3, a infusdo constituida de folha de amoreira e torra média
demonstraram maior teor de trigonelina antes do processo de digestéo in vitro, enquanto as
infusBes com folha de café e com torra escura evidenciaram menor teor dentre as solucgdes
analisadas. No entanto, apds o processo de digestdo os maiores teores foram das infusdes com
folha de café, folha de amoreira e torra média.

Comparando as infusdes, antes e depois do processo de digestdo in vitro, todas as
infusBes apresentaram aumento na concentracdo de trigonelina, entretanto, somente as
infusdes contendo folha de amoreira, torra clara e torra média tiveram aumento significativo
de trigonelina, apds o processo de digestdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Teor de trigonelina das infusdes antes e depois da digestao in vitro

Trigonelina (mg/L)
InfusGes Antes  Depois P valor
Folhade café  6.48¢ 271.70% 0.0692"
Folha de amoreira 21.892 247.192%¢ 0.0173"
Torraclara  15.56° 93.88° 0.0269"
Torra média 17.74% 333422 (.0243"
Torraescura  11.91% 62.63°¢ 0.1037"™

Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. ns: ndo ha diferenca
significativa; * ha diferenca significativa entre as médias antes e depois da digestdo, *p<0.05.

A infusdo de folhas de café sdo usadas na etnomedicina devido aos seus beneficios a
salde (CHEN, 2019). Sendo uma bebida rica em diversos compostos bioativos, por exemplo,
acido clorogénico, xantonas (MONTEIRO et al., 2020), trigonelina, adenina-7-glicosil,
quercetina e mangiferina (CHEN; MU; KITTS, 2019), catequinas e cafeina (TRITSCH et al.,
2022), e possui sabor menos amargo em comparagdo ao cha verde (Camellia sinensis)
(CHEN, 2019).
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Dados confirmam que a infusdo de folhas de café tem o perfil fitoquimico para ser
utilizado na industria de alimentos como alternativa ao ché convencional, e que a escolha das
espécies botanicas e 0 seu grau de maturidade necessitam ser cuidadosamente avaliados, dado
0 Seu impacto na concentracdo de compostos bioativos (MONTEIRO et al., 2020).

De acordo com a tabela 4, a infusdo com folha de café demonstrou maior concentracao
de &cido galico na coluna antes do processo de digestdo in vitro, enquanto as infusdes com as
trés torras demonstraram menor concentracdo dentre as solugdes analisadas. No entanto, apds
0 processo de digestdo os maiores teores foram das infusbes com folha de amoreira e com
torra média.

Comparando as infusdes, antes e depois do processo de digestdo in vitro, quase todas
as infusdes apresentaram aumento na concentracdo de &cido galico, exceto a infusdo com
folha de café que apresentou reducdo na concentracdo. Entretanto, somente as infusdes com
folha de amoreira, torra clara e torra média tiveram aumento significativo de acido gélico,
apos o processo de digestdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Teor de acido galico das infusdes antes e depois da digestdo in vitro

Acido galico (mg/L)

Infusbes Antes Depois P valor

Folha de café 6.72% 11.62° 0.3714™

Folha de amoreira 1.58° 22.442 0.0299"

Torraclara  1.11° 9.93® 0.0208"

Torramédia  0.97° 15.17% 0.0118"

Torraescura  0.22° 3.81° 0.2437™
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. ns: ndo ha diferenca

significativa; * ha diferenca significativa entre as médias antes e depois da digestdo, *p<0.05.

A partir da tabela 5, a infusdo com torra média demonstrou maior teor de teobromina
na coluna antes do processo de digestdo in vitro, enquanto a infusdo com folha de amoreira
demonstrou a menor concentracdo dentre as solucdes analisadas. No entanto, ap0s 0 processo
de digestdo os maiores teores foram das infusfes com torra clara e torra média.

No estudo de Yildirim e colaboradores (2023) observou-se que a quantidade de rutina
e acido cafeico diminuiu com o aumento da temperatura de torra (YILDIRIM et al., 2023),
pois tanto a rutina quanto o acido cafeico possuem sensibilidade a elevadas temperaturas. A
temperatura também promoveu diminuicdo dos valores de fenolicos totais, teobromina,
cafeina, epicatequina e taninos condensados apds a torra de améndoas (ONELLI, 2021).

Semelhante observado no presente estudo, onde as infusfes contendo torra clara e torra média



57

tiveram maiores valores de acido cafeico e teobromina comparada a infusdo com torra escura,
pois a quantidade de metabdlitos sofre diminuicdo devido a reacdo que ocorre durante o
processo de torra e aumento de temperatura (Tabelas 5 e 6).

Comparando as solucgdes, antes e depois do processo de digestdo in vitro, todas as
infusbes apresentaram reducdo significativa de teobromina apds o processo de digestdo
(Tabela 5).

Tabela 5 - Teor de teobromina das infusdes antes e depois da digestdo in vitro

Teobromina (mg/L)
Infusbes Antes  Depois P valor
Folhadecafé  92.85% 3563 0.0059™
Folha de amoreira  34.759  0.54¢ <0.0001™"
Torra clara 392.38° 84.85% 0.0167"
Torra média 1,166.05% 64.26% 0.0041™
Torra escura 234.85% 19.77¢ 0.0410"
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. * ha diferenca
significativa entre as médias antes e depois da digestdo, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

De acordo com a tabela 6, a infusdo contendo torra média, evidenciou maior
concentracdo de &cido cafeico na coluna antes do processo de digestdo in vitro, enquanto a
infusdo com folha de amoreira demonstrou menor teor dentre as solugdes analisadas. Apds o
processo de digestdo, a infusdo que continha a torra média continuou com maior
concentracao.

Comparando as solucgdes, antes e depois do processo de digestdo in vitro, todas as
infusdes apresentaram reducdo significativa no teor de acido cafeico apds o processo de
digestdo (Tabela 6).

Tabela 6 - Teor de &cido cafeico das infusdes antes e depois da digestéo in vitro

Acido cafeico (mg/L)

InfusGes Antes  Depois P valor

Folhade café ~ 611.07% 158.22% 0.0136"

Folha de amoreira  1.64°¢ ND  0.0030™

Torraclara  658.34% 116.16° 0.0119"

Torramédia  684.692 185.162 0.0007

Torraescura  541.22° 90.37¢ 0.0016™
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. * h& diferenca
significativa entre as médias antes e depois da digestdo, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. ND: ndo

detectado.

Segundo a tabela 7, a infusdo constituida de folha de café, demonstrou maior teor de

acido clorogénico na coluna antes do processo de digestdo in vitro, enquanto a infusdo com
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folha de amoreira e infusdo de torra escura demonstraram menor concentracdo dentre as
solugdes analisadas. Comparando as infusdes, antes e depois do processo de digestao in vitro,
todas as infusdes apresentaram reducdo significativa na concentragdo de acido clorogénico
apos o processo de digestdo (Tabela 7).

O maior nivel de torracdo reduziu significativamente o acido clorogénico e aumentou
a cafeina em ambas as variedades de café (Coffea arabica), “Kona Typica” e “Catuai
Amarelo” (NERURKAR et al., 2023). Segundo Campos-Vega (2015), o teor de compostos
fenolicos diminuiu significativamente, a medida que aumentou o nivel de torra de media para
escura (CAMPOS-VEGA et al., 2015). Isso corresponde ao maior teor de acido clorogénico
nas amostras de torra clara e média comparado aos extratos solUveis de café torrado escuro
(VIGNOLI et al., 2014) (Tabela 7).

A degradacdo de compostos fenolicos foi observada quando as amostras foram
expostas a altas temperaturas (ROSS; HOYE; FERNANDEZ-PLOTKA, 2011). O mesmo foi
verificado no presente estudo, no qual a infusdo contendo torra escura apresentou menor
concentracdo de &cido clorogénico frente as outras infusdes estudadas, sugerindo que quanto
maior a temperatura empregada no processo de torra, menor a quantidade de compostos
bioativos (Tabela 7).

Tabela 7 - Teor de acido clorogénico das infusdes antes e depois da digestdo in vitro

Acido clorogénico (mg/L)
Infusdes Antes  Depois p
Folhadecafé  1646.692 ND 0.0072™
Folha de amoreira 296.23¢ 14.50° 0.0010™
Torraclara 593.46% 75.182% 0.0144"
Torra média 891.72° 56.392 0.0292"
Torraescura  277.78¢ 16.45° 0.0033™
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. * ha diferenca
significativa entre as médias antes e depois da digestdo, *p<0.05; **p<0.01. ND: ndo detectado.

As atividades biologicas do &cido siringico podem ser atribuidas a sua potente
capacidade antioxidante, por seu nucleo fendlico com diferentes grupos funcionais (VO et al.,
2020).

No estudo de Kamiloglu e colaboradores (2022), formulacgdes de café Terebinto foram
preparadas, a fim de estudar a bioacessibilidade dos polifendis do terebinto, sendo o0s
glicosideos de quercetina e catequina, os principais flavonoides identificados nas formulacGes

de terebinto, enquanto que os &cidos galico, siringico, protocatecuico e eldgico foram
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determinados como compostos ndo flavonoides (KAMILOGLU et al., 2022).

No presente estudo foi possivel identificar nas infusbes com diferentes torras, 0s
acidos galico e siringico (Tabelas 7 e 8), antes do processo de digestdo in vitro. Apos a
digestdo, houve aumento na concentracdo de acido siringico das infusdes com torra clara e
média, possivelmente devido a hidrolise da lignina por acido sob aquecimento, gerando o acido
siringico, no entanto, nao foi detectado o acido siringico na infusdo de torra escura (Tabela 8).

Comparando as infusdes, antes e depois do processo de digestdo in vitro, as infusdes
com torra clara e torra média apresentaram aumento significativo na concentracdo de acido
siringico ap0s o processo de digestdo (Tabela 8).

Tabela 8 - Teor de acido siringico das infusdes antes e depois da digestdo in vitro

Acido siringico (mg/L)
InfusGes Antes Depois P valor
Folha de café ND ND -
Folha de amoreira ND ND -
Torraclara ~ 22.01% 39.392 0.0039™
Torramédia  23.822 42.082 0.0020™
Torraescura 15592 ND -
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferengas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05). A ultima coluna representa o valor de p obtido no teste t. * ha diferenca
significativa entre as médias antes e depois da digestdo, **p<0.01. ND: ndo detectado.

5.3 Bioacessibilidade Apos Digestéo in vitro

Dentre os compostos fendlicos avaliados frente a bioacessibilidade, segundo a tabela
9, a trigonelina foi 0 composto que apresentou maior bioacessibilidade, sendo que 0s maiores
percentuais de trigonelina foram das infusdes contendo torra média (33,34%), folha de café
(27,17%) e folha de amoreira (24,72%). Isso pode ser devido aos compostos fendlicos serem
resistentes a alteracdo de pH e hidrolise enzimatica (PINACHO et al., 2015). Além disso, 0s
compostos fenolicos possuem baixo peso molecular o que favorece a sua estabilidade apos a
digestdo intestinal (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014).

O é&cido cafeico foi 0 segundo composto mais bioacessivel, sendo os maiores valores
observados nas infusdes contendo torra média (18,52%) e folha de café (15,82%) (Tabela 9).
No estudo de Wu e colaboradores (2022), o acido cafeico foi mais bioacessivel nos gréos de
café com torra clara (WU et al., 2022).

Referente aos compostos teobromina e &cido clorogénico, 0s maiores percentuais
foram provenientes das infusbes contendo torra clara (8,49%; 7,52%) e torra média (6,43%;
5,64%), respectivamente (Tabela 9), no entanto, Wu e colaboradores (2022) verificaram que o

acido clorogénico foi mais bioacessivel nos gréos de café com torras clara e escura (WU et
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al., 2022). Em torno de 60% do &cido clorogénico em grdos de café ndo pode ser absorvido,
pois necessita ser decomposto e liberado pelo &cido cafeico, por meio da microbiota intestinal,
durante a fermentacdo do cdlon devido a falta de esterase (CROZIER; DEL RIO;
CLIFFORD, 2010).

Nardini e colaboradores (2002) observaram que o &cido clorogénico estava presente no
café puro em concentracfes elevadas, apo6s hidrdlise alcalina, enquanto os &cidos fendlicos
livres ndo foram detectados. Além disso, detectaram acido cafeico, em alta concentragéo,
acido ferdlico e acido p-cumarico (NARDINI et al., 2002). J& no estudo de Soares (2018) foi
observado que o &cido cafeico foi mais bioacessivel nas bebidas de café com leite (169%),
leite e acUcar (93%), somente agucar (44%), comparadas a bebida de café pura (SOARES,
2018).

O acido siringico apresentou maior bioacessibilidade nos grdos de café com torra
média e escura durante a digestdo completa (WU et al., 2022), enquanto os presentes dados
demonstraram que apenas a infusdo com torra média apresentou maior bioacessibilidade
(Tabela 9).

Alves e colaboradores (2021) ao avaliarem os fendlicos do café, verificaram que a
bioacessibilidade dos fendlicos livres totais do café diminuiu ligeiramente durante a digestao
simulada (87, 86 e 82% apds as etapas oral, gastrica e intestinal, respectivamente).
Predominantemente, os &cidos cafeico e ferdlico foram os metabdlitos encontrados durante a
fermentacao intestinal do café (ALVES et al., 2021). Ja os fenolicos ligados a melanoidina do
café foram progressivamente liberados apds as etapas gastrica e intestinal, provavelmente
devido a hidrolise causada pelas condicOes acidas do estbmago e pela acdo da pancreatina do
fluido intestinal. As bioacessibilidades de todos os fendlicos das melanoidinas do café apds as
etapas gastrica e intestinal foram, em média, 11% (ALVES et al., 2021).

Em um estudo de Campos-Vega e colaboradores (2015), pode-se observar que a
atividade antioxidante da bebida de café (Coffea arabica L.) aumentou durante a fase gastrica
da digestéo in vitro, apesar da reducéo significativa nos taninos condensados e flavonoides, no
entanto, houve aumento de fendlicos totais. Além disso, 0s compostos antioxidantes do café
de torra média e de escura foram afetados pela mudanca de pH durante o processo de digestéo
in vitro gastrintestinal e da fermentagdo colénica (CAMPOS-VEGA et al., 2015).

Em relacdo as folhas de amoreira, até o presente momento, estudos avaliando a
bioacessibilidade de compostos fenolicos contidos nelas séo escassos. Com isso, as analises

dos dados aqui apresentados foram comparados a dados de trabalhos que estudaram a fruta
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amora.

A bioacessibilidade foi avaliada, ap6s digestdo in vitro, em suco de amora, 0 acido
clorogénico ndo foi detectado nos sucos, antes da digestdo, porém verificou-se a presenca
deste, ap0s o procedimento de digestdo, além disso, a bioacessibilidade do acido cafeico foi
de 19,78%, ja o acido galico ndo foi detectado apos o processo de digestdo (MIHAYLOVA et
al., 2021). Os achados do presente estudo reforcam que a avaliacdo da bioacessibilidade de
compostos fendlicos de infusdes provindas de folhas possa auxiliar na previsdo dos possiveis
efeitos nutracéuticos relacionados ao seu consumo.

Tabela 9 - Bioacessibilidade das infusGes apos digestao in vitro

Bioacessibilidade (%)

Infusdes Trigonelina A,C'.do Teobromina Acm}o_ Amgio .A,C'd.o
galico clorogénico cafeico siringico
Folha de café 27.17% 1.16° 3.560¢ - 15.82 @ -
Folha de 24.72%¢ 2468 0.05¢ 1.45" ] ]
amaorelra
Torra clara 9.39b¢ 0.99° 8.492 7.522 11.62b¢ 3.932
Torra média 33.342 1.523 6.43a 5.642 18.524 428
Torra escura 6.26¢ 0.38° 1.98¢ 1.65° 9.04¢ -

Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05).

5.4 Teor de Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante das Infusdes

Ao analisar os fendlicos totais das infusGes com diferentes torras pelo método de
Folin-Ciocalteau observou-se que houve aumento do teor de fendlicos totais, conforme o
maior grau de torracdo (Tabela 10), no entanto, estudos de Kurniawan e colaboradores (2017)
e Sacchetti e colaboradores (2009), verificaram que as concentracdes de compostos fendlicos
dos extratos de café diminuiram em resposta a temperatura de torra mais elevada
(KURNIAWAN et al., 2017; SACCHETTI et al., 2009). A elevada temperatura no processo
de torra pode degradar os compostos fenolicos.

Em um estudo utilizando extratos aquosos de Coffea arabica verificou-se elevada
atividade antioxidante por meio do teste de DPPH com valor de IC50 igual a 32,28 *
0,09ug/mL, além disso, os extratos de folhas de café apresentaram valores de fendlicos totais
iguais a 608,70 = 0,02mg EAG/g (DO NASCIMENTO, 2022). No presente estudo, a infuséo
contendo folhas de café apresentou teores elevados de fenolicos totais (Tabela 10).

O teor de fenolicos totais foi analisado em infusdes de folhas de amoreira (Morus alba
L.) e verificou-se uma variacdo entre 129,93 e 390,89mg GAE/g de extrato, 0 processamento

térmico da infusdo reduziu o contedo de fendlicos totais quando comparado aos extratos de



62

folhas frescas em ambas as cultivares estudadas (PANYATIP et al., 2022). Diferente do
observado no atual estudo, em que a infuséo contendo folhas de amoreira apresentou maior
teor de fendlicos totais (Tabela 10).

Tabela 10 - Teor de fendlicos totais das infusdes

TFT (mg EAG/100mL)
Infusdes
Folha de café  1.10%°
Folha de amoreira 2.36?
Torra clara 0.94°¢
Torra média 0.84°¢
Torraescura  1.23°
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferengas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05).

Existem diversos relatos sobre o efeito do grau de torra ou do método de preparo do
café frente a atividade antioxidante de infusdes. Elevadas temperaturas utilizadas no processo
de torracdo do café podem degradar polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos,
principalmente o &cido clorogénico (KURNIAWAN et al., 2017).

De acordo com resultados obtidos no presente trabalho, a atividade antioxidante das
infusbes de café com diferentes torras diminuiu com o aumento do grau de torra,
provavelmente devido a degradacdo de compostos fenolicos, como resultado do processo de
torra (Tabelas 11 e 12). Ruiz e colaboradores (2007) demonstraram que compostos do café,
como os acidos cafeico e clorogénico, sdo responsaveis pela atividade antioxidante associada
ao seu consumo (GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2007). Assim, sugere-se que 0 aumento
do grau de torra resultou em maior degradacdo dos compostos fenodlicos, levando a
diminuig&o da atividade antioxidante.

Demir e colaboradores (2018) determinaram a capacidade antioxidante de grdos de
café Arabica com torra clara (180°C), média (205°C) e escura (210°C), produzidas pelo
método de café Turco, no qual demonstrou-se que a bebida de café com torra clara teve maior
capacidade antioxidante (DEMIR et al., 2018). Um maior tempo de torra e consequente
coloracéo da torra, no caso, escura, reduziram a capacidade antioxidante, sendo indicativo de
degradacédo térmica dos compostos bioativos, enquanto o café levemente torrado apresentou
maior atividade antioxidante (JUNG et al., 2017; OPITZ et al., 2017). Como visto no presente
estudo, a infusdo com torra escura apresentou reducdo significativa da capacidade
antioxidante pelo teste de DPPH (Tabela 11).

Esses resultados apontam que o processo de torra dos graos de café para a obtengdo das
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infusGes, exerceu influéncia sobre as caracteristicas finais da bebida, como por exemplo, nos
compostos bioativos. Assim, Dybkowska e colaboradores (2017) sugerem que, por questdes
nutricionais, o consumo de café com grau de torra clara ou média, € mais benéfico para a
salde humana (DYBKOWSKA et al., 2017).

Folhas de Morus nigra apresentaram maior teor de fenolicos totais e atividade
antioxidante no teste de DPPH, gquando comparadas aos seus frutos, além de um perfil
cromatografico distinto entre o extrato das folhas e o da polpa de amoreira preta (DE PADUA
LUCIO et al., 2018). Petrine e colaboradores (2022) demonstraram que a porcentagem de
inibicdo do extrato de folhas de amoreira em sequestrar o radical DPPH foi de 73,44%, e
apresentou atividade antioxidante pelo sistema beta-caroteno/acido linoleico no valor de
44,77% (PETRINE et al.,, 2022). No atual estudo, a infusdo contendo folhas de amoreira
também apresentou maior capacidade antioxidante pelo teste de DPPH em relacdo as infusdes
analisadas (Tabela 11).

Shivangi e colaboradores (2021) observaram que os compostos fenolicos presentes em
folhas da amoreira foram responsaveis pela maior atividade antioxidante de filme comestivel
constituido de extrato bruto de folha de amoreira em relacdo aos outros filmes estudados
(SHIVANGI et al., 2021). Estas propriedades antioxidantes podem otimizar o prazo de
validade de preparacGes alimenticias nas quais 0s processos de oxidacdo limitam o prazo de
validade (ROHELA et al., 2020).

Portanto, a elevada capacidade antioxidante das folhas de amoreira é atribuida a
abundancia de fitoconstituintes como polifenois, flavonoides, antocianinas, alcaloides, e
apresentam ampla gama de atividades bioldgicas, como propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e imunorreguladoras, devido ao fato de conterem elevada concentracdo de
compostos fenolicos (SHIN et al., 2021).

Tabela 11 - Capacidade antioxidante pelo teste de DPPH das infusdes

DPPH (I1C50 (mg/mL))
Infusdes

Folha de café ~ 52.21%

Folha de amoreira 57.52%2
Torraclara 39.69°¢

Torramédia  47.05°

Torraescura  30.09¢

Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusoes

(teste Tukey, p<0.05). IC50: quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracao
inicial do radical DPPH.
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A infusdo com folha de café demonstrou maior atividade antioxidante pelo teste de
beta-caroteno/acido linoleico em relacdo as outras solugfes analisadas (Tabela 12).
Tabela 12 - Capacidade antioxidante pelo teste de beta-caroteno/acido linoleico das infusGes

Beta-caroteno (mg/mL)
Infusdes
Folha de café  91.91%
Folha de amoreira 74.59°
Torra clara 73.93°
Torramédia  78.22°
Torraescura  68.32°

Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05).

5.5 Contetido de Acido Oxalico e Taninos das Infusdes

Apesar da positiva influéncia do consumo de infusdes a salde humana, esta contém,
além de compostos de grande valor nutricional, substancias que consumidas em grandes
guantidades possam atuar como antinutrientes, como por exemplo, o &cido oxalico, que
favorece a reducdo da utilizacdo de alguns minerais da dieta, transformando-os em oxalatos
insollveis de baixissima biodisponibilidade (HOLMES; ASSIMOS, 2004; JAEGER;
ROBERTSON, 2004; TSAI et al., 2005). Outro exemplo, seriam o0s taninos que formam
complexos com proteinas, tornando-as insolUveis e inativando enzimas. Além disso, se ligam
a outras macromoléculas como o amido, causando reduc¢do no valor nutricional dos alimentos
(CHUNG et al., 1998; GUZMAN-MALDONADO et al., 2000).

No estudo de Rusinek (2012), os cafés instantaneos continham um teor de oxalatos
maior do que infusdes de cafés moidos naturais (RUSINEK, 2012). Estudos evidenciaram que
infusdes de cafés apresentaram menor concentracao de &cido oxalico litogénico, em relacdo as
infusdes, porém ndo devem ser consumidos em quantidades ilimitadas (HONOW; HESSE,
2002; MARCASON, 2006). O processo de torra causou diminui¢do significativa na atividade
do acido fitico e do inibidor de tripsina dos grdos azuki, uma variedade do feijao (BOLEK,
2022).

Uma reducdo na atividade de inibidores de tripsina foi verificada apos tratamentos
térmicos em diversas sementes, incluindo sementes de Sacha Inchi (BUENO-BORGES et al.,
2018) e de Tamarindus indica (OLUSEYI; TEMITAYO, 2015). Estes resultados corroboram
com os dados do presente trabalho, mostrando reducdo significativa nas concentragdes de
acido oxalico e taninos a medida que aumentou o grau de torra, principalmente na torra

escura, isso pode ser atribuido a desnaturacdo de compostos devido a elevacdo de tempertura
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de torra (Tabelas 13 e 14).

Gasinska e Gajewska (2007) confirmaram que mais de 80% das infusdes quando
consumidas em excesso, contribuiram para formacéao de célculos renais em adultos na Pol6nia
(GASINSKA; GAJEWSKA, 2007). Maior concentragdo de oxalato foi encontrada em cha
preto (115.68 mg/100mL), enquanto que oS menores teores foram observados nos chas
vermelho (101.91 mg/100mL) e verde (87.64 mg/100mL) (RUSINEK, 2012). No presente
estudo, a infusdo contendo folhas de café apresentou maior concentracdo tanto de &cido
oxalico (8,62 g/100mL) quanto de taninos (790,80 mg/100mL) comparado as outras infusdes
analisadas (Tabelas 13 e 14).

Com intuito de produzir uma bebida enriquecida com acido y-aminobutirico (GABA),
cepas de Saccharomyces cerevisiae SC125 e de Lactobacillus plantarum BC114,
sintetizadoras de GABA, foram utilizadas como espécies cooperativas para fermentar
amoreira (Morus alba L.). Os dados demonstraram que, antes da cocultura, o substrato de
amoreira apresentou 8,7 g/100mL de &cido oxalico, e ao final da fermentag&o, o teor de acido
oxalico aumentou para 9,2 g/100mL (ZHANG et al., 2020). No presente estudo, a infusdo
contendo folhas de amoreira apresentou menor concentragdo de acido oxalico (2,09 g/100mL)
comparado com as solucdes estudadas (Tabela 13).

Tabela 13 - Contetdo de acido oxalico das infusdes

Acido Oxalico (g/100mL)
Infusdes
Folha de café 8.62°
Folha de amoreira 2.09°¢
Torra clara 4.70°
Torramédia  4.96°
Torra escura 1.81°
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05).

Tabela 14 - Conteudo de taninos das infusdes

Taninos (mg/100mL)
InfusGes
Folha de café ~ 790.802
Folha de amoreira 135.35¢
Torraclara  267.24°
Torramédia  261.70°
Torraescura  226.93°¢
Legenda: Letras diferentes (a,b,c,d), na coluna, representam diferencas estatisticas entre as infusdes
(teste Tukey, p<0.05).
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados demonstrados, sugere-se que 0 processamento térmico do café
influencie tanto na quantidade de compostos fenolicos quanto na atividade antioxidade
presentes nas infusGes de café, sendo a infusdo de café constituida de torra escura, a que
apresentou menor teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante. Foi observado
também que apos as agdes das enzimas digestivas houve maiores valores de bioacessibilidade
nas infusdes contendo torras clara e média.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser usados como referéncia para
compreender as composi¢des quimicas das infusdes com diferentes graus de torras e fornecer
dados relevantes que apoiam o desenvolvimento e utilizacdo de subprodutos do café como
bebidas funcionais ou matéria-prima para extracdo de substancias. A torracdo adequada pode
melhorar a bioacessibilidade e manter uma concentracdo adequada de compostos fendlicos,
que sao benéficos a satde humana.

As infusdes de folhas de café e de folhas de amoreira possuem teores elevados de
fendlicos totais e alta atividade antioxidante frente ao teste de DPPH e ao teste de beta-
caroteno/acido linoleico. Entretanto, a infusdo contendo folhas de café contém altas
concentracdes de compostos antinutricionais, podendo influenciar na absor¢do de varios
compostos importantes para 0 organismo.

Desse modo, sugere-se que as folhas de amoreira possuam um grande potencial na
elaboracdo de produtos funcionais pois apresentam elevado teor de compostos fendlicos, alta
atividade antioxidante, e baixa concentracdo de fatores antinutricionais. Com isso, abre-se
caminhos para estudos com amoreira e valorizacdo deste material vegetal na industria de

alimentos funcionais e nutracéuticos.
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ANEXO 2

Consumo & do Cafe -iidocs | le com ‘formsw/'d THThBm=rPQL, SuwlA
Z00E

Consumo e Preparo do Cafe

0 café esta entre as bebidas guentes mais consumidas em todo o mundo, & sua
popularidade deve-se, principalmente, ac seu sabor caracteristico e efeito estimulante. A
bebida de café, elaborada a partir de gréos torrados, criginam uma infusdo final agradavel
ao olfato e paladar, sendo o perfil de torra dos grdos diretamente influente no sabor, aroma
e beneficios para a salde humana. Assim, & importante conhecer o tipo de preparo e
consumo de café mais frequente entre os consumidores, visando auxiliar na introducdo de
uma nova bebida 3 base de café, com alegacdo de propriedade funcional.

Desse modo, vocé que € maior de 18 anos, gue consome regularmente & prepara o proprio
café, estd sendo convidado a participar de uma pesquisa gue ird abordar questdes
relacionadas ao consumo e preparo do café, de forma totalmente voluntaria e on-line,
promovida por pesquisadores do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). A aplicagdo desse questiondrio esta aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos (COEP/UFLA).

*0Obrigatario

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Link para acesso ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLER
https:tidrive.google.comfile/dZ0Hx-%sSAUBfHIGYbmPapiBdXagrdVafviewfusp=sharing

1. Emrelagio ao TCLE: *

Marcar apenas uma oval.

Concordo e quero participar Pular para a pergunta 2

Méo concordo e ndo quero participar

Consumo e Preparo do Café

2. Sexo
Marcar apenas uma oval.

Feminino
Masculino

Prefiro ndo informar
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Consumo e Preparo do Café https://docs.google com/forms/u/0/d/ 1f0ThBmsrPQLeMptcXLcSuwZA.

3. Faixaetaria*

Marcar apenas uma oval.

18 a 28 anos
/29 a39 anos
' 40 a 50 anos

51a61anos

62 a 72 anos

73 anos ou mais

4. Cidade/Estado *

5. Consumo de café em cafeterias, lanchonetes, padarias etc. *
Marcar apenas uma oval.
' Sim
Né&o

Outro:

6. Preparo do proprio café *
Marcar apenas uma oval.
Sim

' Néo
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7.

Filtro Utilizado *

Marcar apenas uma oval.

Papel

Lavave| e reutilizavel {polipropileno)
Pano

Aco Inox

Organza

Outra:

Cor do pd de café (relacionado ao tipo de torra) *

Marcar apenas uma oval.

Pd de café com torra clara
Pa de café com torra média

P de café com torra escura

Quantidade de pd de cafélxicara de dgua *
Marcar apenas uma oval.

1 medida (1 colher de sopa rasa)/xicara de agua

1 medida (1 colher de sopa cheia)/xicara de dgua

2 medidas (2 colheres de sopa rasa)/xicara de dgua

2 medidas (2 colheres de sopa cheia)/xicara de dgua

3 medidas (3 colheres de sopa rasa) ou mais/xicara de dgua
3 medidas (3 colheres de sopa cheia) ou mais/xicara de agua

Outra:
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10. Temperatura da Agua *

Marcar apenas uma oval.

Ebulicdo (formacdo de bolhas na superficie)
) Sem ebuligdo (sem formacé&o de bolhas na superficie)

_ Outro:

11. Adigadode*

Marcar apenas uma oval.

7; Aclcar
Adocante
) Sem adicdo
) Outro:

12. Ingestdo do café*

Marcar apenas uma oval.

_ Puro
Com leite
' Com cha

) Outro:

13. Quantidade consumida de xicara(s) de café por dia *



ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

l'luul PRO-REITORIA DE PESQUISA

T COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS-COEP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Prezado(a) Senhor(a). vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa de forma
totalmente voluntaria da Universidade Federal de Lavras. Antes de concordar, € importante que
vocé compreenda as informacoes e instrucdes contidas neste documento. Sera garantida, durante
todas as fases da pesquisa: sigilo; privacidade; e acesso aos resultados
I - Titulo do trabalho experimental:

PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS, CAPACIDADE ANTIOXIDANTE,
BIOACESSIBILIDADE E ACEITACAO SENSORIAL DE INFUSAO DE CAFE
ADICIONADA DE FOLHAS DE CAFE (Coffea arabica ..) OU DE AMOREIRA (Morus
nigra).

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Carlos José Pimenta

Cargo/Funcio: Professor

Pesquisador(es) participante(s): Jéssica Petrine Castro Pereira
Instituicio/Departamento: Universidade Federal de Lavras/Departamento de Ciéncia dos
Alimentos

Telefone para contato: (35) 991398207

Local da coleta de dados: plataforma Google Forms (Alphabet. Mountain View. CA, EUA)
II - OBJETIVOS

Realizar wma coleta de dados através de um método simples e rapido, via Google Forms,
com a finalidade de obter informagcdes relacionadas ao consumo e preparo do café.
III - JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ o segundo maior consumidor de café do mundo. sendo o preferido dos
brasileiros, o café coado. Porém, para se obter a infusdo de café & necessdrio que este seja torrado
e moido. Para isso. conhecer o habito de consumo e preparo do café ird auxiliar no
desenvolvimento de uma nova bebida a base de café, com alegacdo de propriedade funcional.

IV - PROCEDIMENTOS DO EXPERIMENTO
AMOSTRA - Participardo desta pesquisa homens e mulheres com idade acima de 18 anos. que
consomem regularmente e preparam o proprio café

A pesquisa sera conduzida via Google Forms e sera compartilhada via redes sociais, com
intuito de coletar as respostas do questionario. Esses dados serdo ufilizados para analisar o
consumo e preparo do café.

V - RISCOS ESPERADOS

Para confec¢do do questiondrio on-line a ser aplicado, este serd elaborado de forma clara.
objetiva, com intuito de minimizar possiveis desconfortos psicolégicos ao participante, durante o
seu preenchimento.

VI - BENEFICIOS

Os dados coletados, por meio do questiondrio on-line, poderdo gerar informacoes
pertinentes relacionadas ao consumo e preparo do café, com intuito de buscar a melhor forma de
preparo e consumo para o desenvolvimento de uma nova bebida a base de café. com alegagdo de
propriedade funcional.

VII - CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA

Como nio ha previsio de riscos significativos. a pesquisa possivelmente serd encerrada

ao final da aplicagdo do questionario.

Campus Universitario da UFLA, Caixa Postal 3037 Fone 35 3829 5182
37200-000 Lavras-MG — Brasil CNPJ: 22.078.679/0001-74
E-mail coep@nintec.ufla.br Sitio: http//www.prp ufla.br/site/?page id=440

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS-COEP

VIII - CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
Apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

Lavras. 13 de Janeiro de 2022.

ATENCAO! Por sua participagio, voed: nio terd nenhum custo. nem recebera qualquer vantagem
financeira: sera ressarcido de despesas que eventualmente ocorrerem; sera indenizado em caso de
evenfuais danos decorrentes da pesquisa; e tera o direito de desistir a qualquer momento. retirando
o consentimento sem nenhwna penalidade e sem perder quaisquer beneficios. Em caso de duvida
quanto aos seus direitos, escreva para o Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da UFLA,
Endereco — Campus Universitario da UFLA, Pro-reitoria de pesquisa. COEP. caixa postal 3037.
Telefone: 3829-5182.

Este termo de consentimento enconfra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia seri

arquivada com o pesquisador responsivel e a outra sera fornecida a vocé,

No caso de qualquer emergéncia entrar em contato com o pesquisador responsavel no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos. Telefones de contate: 035 999740320.
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