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WUERGES, Karla Leticia. Teores de diterpenos em bebidas de café com
diferentes preparos. 2015. 62 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, levando ao aumento de
estudos relacionados a sua composicao e efeito do consumo sobre a saude
humana. As bebidas de café sao preparadas de forma diferenciadas nas diversas
regides do mundo. A forma de preparo influencia a composi¢céo quimica da bebida e,
consequentemente, o impacto de seu consumo a saude. Caveol e cafestol,
diterpenos presentes no café, sdo associados tanto a efeitos desejaveis, como
protecdo contra doengas cronico degenerativas e acgao anticarcinogénica,
antioxidante, antiinflamatéria e de protecdo contra toxinas, como ao aumento do
colesterol sérico, atribuido notadamente a ingestdo de cafestol. A literatura
apresenta uma grande variagdo nos teores de diterpenos em bebidas de café e a
comparagao de resultados é dificultada pois usualmente ndo se menciona a
concentracdo de solidos das bebidas e/ou outros dados importantes da matéria
prima como a espécie, grau de torra e de moagem do café. O estudo teve por
objetivo determinar o teor de caveol e cafestol em bebidas de café preparadas de
diferentes formas abordando tanto preparos tipicamente empregados pelo
consumidor brasileiro (bebidas filtradas em coador de pano e papel) como também
bebidas de café soluvel, espressos tradicionais, e espressos preparados a partir de
capsulas comerciais, que tem se mostrado uma forte e recente tendéncia mundial de
consumo. Para cada bebida foram feitas 5 repeticdes de preparo. Os diterpenos
foram quantificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia. As bebidas filtradas
e espresso tradicional foram produzidas com café arabica com grau de torra médio e
granulometria fina, e a bebida de soluvel, a partir de um café soluvel produzido com
o0 mesmo material. As capsulas apresentavam diferencas na quantidade e tipo de
café torrado e moido empregado e nas condi¢gdes de tempo e volume de extragéo
(dose) preconizadas pelo fabricante. Para as bebidas filtradas e espresso observou-
se baixas concentragbes dos compostos: teores na faixa de 0,12 a 0,16 mg de
caveol e 0,11 a 0,14 mg de cafestol por dose de 50 mL, e variagdo nos teores no
preparo inferiores a 20%. A bebida de café soluvel mostrou os menores teores de
caveol e auséncia de cafestol, sendo atribuida essa reducdo ao processo de
fabricagdo do café soluvel. O uso de coador de pano gerou uma bebida com menor
teor de sdlidos, mas maior teor de diterpenos (mg/g de sélidos). Para as bebidas de
espresso preparadas a partir de capsulas comerciais, observou-se de 0,47 a 1,04
mg de caveol e 0,38 a 0,92 mg de cafestol por dose (de 35 a 120 mL),
correspondentes a faixa de 0,40 a 2,96 mg de caveol por 100 mL e 0,32 a 2,62 mg
de cafestol por 100 mL. A variagao nos teores de diterpenos entre preparos para as
capsulas foi inferior a 30%. Considerando-se os teores de cafestol, ha indicacdo que
o consumo moderado de café com os preparos abordados neste estudo, nao
resultaria em efeito hipercolesterolémico.

Palavras-chave: Caveol. Cafestol. Café filtrado. Café soluvel. Café espresso.
Capsulas de café. CLUE.



WUERGES, Karla Leticia. Levels of diterpenes in coffee brews with different
types of preparations. 2015. 62 p. Dissertation (Master’'s Degree in Food Science) —
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ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed beverages in the world, leading to an increase in
studies related to its composition and the effect of consumption on human health.
The coffee brews are prepared in different ways in several regions of the world. The
type of preparation influences the chemical composition of the brew and,
consequently, the impact of its consumption to the health. Kahweol and cafestol,
diterpenes present in coffee, are associated with both desirable effects (as protection
against chronic degenerative diseases and anticarcinogenic, antioxidant, anti-
inflammatory actions and protection against toxins) such as the increase in serum
cholesterol, notably associated with the consume of the cafestol. The literature
presents a wide variation in the levels of diterpenes in coffee brews and the
comparison of results is difficult because it is not usually mentioned the concentration
of solids in brews and/or other important data from raw materials such as species,
and degree of coffee roasting and grinding. The objective of the study was to
determine the level of kahweol and cafestol in coffee brews prepared in different
types addressing both typically used by the Brazilian consumer preparations
(beverages filtered in cloth strainer and paper) as well as beverages of instant coffee,
traditional espressos and espressos prepared with commercial capsules, which has
been shown to be a strong and recent trend of world consumption. Five preparation
repetitions were made for each brew. Diterpenes were quantified by ultra
performance liquid chromatography. Filtered and traditional espresso brews were
produced with Arabica coffee with medium roasting degree and fine granulometry;
soluble brew was prepared using a soluble coffee produced with the same material.
The capsules showed differences in the amount and type of the roasted and grinded
coffee used. The conditions of time and volume of extraction recommended by the
manufacturer for each brew was also diferent. Filtered and espresso brews that
presented low concentrations of the compounds: levels in the range of 0.12 to 0.16
mg of kahweol and 0.11 to 0.14 mg of cafestol by dose of 50 mL; variation between
preparation was less than 20%. The soluble coffee brew showed the lowest levels of
kahweol and absence of cafestol, this reduction was attributed to the manufacturing
process of soluble coffee. The use of cloth strainer produced a brew with less solids
content, but with highest content of diterpenes (mg/g of solids). Espresso brews
prepared with commercial capsules presented 0.47 to 1.04 mg of kahweol and 0.38
to 0.92 mg of cafestol per dose (varying from 35 to 120 mL). It was correspondent to
the range of 0.40 to 2.96 mg kahweol by 100 mL and 0.32 to 2.62 mg of cafestol by
100 mL. The variation in levels of diterpenes among preparations using capsules was
less than 30%. There is some indication that no hypercholesterolemic effect will be
observed by a moderate consumption of coffee by the preparations covered in this
study considering the levels of cafestol observed.

Keywords:Kahweol. Cafestol. Filtered coffee. Soluble coffee. Espresso coffee. Coffee
capsules. UPLC.
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CAPITULO |

INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 INTRODUGAO

A planta do café pertence ao género Coffea da familia Rubiaceae
das quais as espécies mais cultivadas sao Coffea arabica (café arabica) e Coffea
canephora (café canéfora ou robusta). O café arabica originou-se na Etiépia (Africa),
€ uma planta mais delicada, que se desenvolve em elevadas altitudes e exige clima
entre 15°C e 22 °C. O café canéfora é originario da regidao do Kouillou, no Gabéao
(Africa), sua espécie é mais resistente a pragas e a adversidades climaticas
podendo ser cultivado ao nivel do mar. O arabica é um café mais fino, que apresenta
uma bebida de qualidade superior, com maior aroma e sabor. O café canéfora é
utilizado nos blends, com o arabica, com a finalidade de conferir mais corpo a bebida
e diminuir a acidez do arabica, sendo empregado também na fabricagcdo de cafés
soluveis por apresentar maior quantidade de sélidos soluveis (ABIC, 2015).

O café é um produto amplamente consumido no mundo e ocupa
lugar de destaque na economia do Brasil, que € o maior produtor e maior exportador
do grdo (BRASIL, 2012). A area plantada com a cultura de café (espécies arabica e
canéfora) no pais totaliza 2.256,5 mil hectares, sendo que no estado de Minas
Gerais esta concentrada a maior area com 1.194,1 mil hectares, correspondendo a
67,7% da area ocupada com café arabica em nivel nacional. No Espirito Santo esta
a segunda maior area plantada com a cultura cafeeira, totalizando 475.330 hectares,
sendo 65,2% da espécie canéfora (CONAB, 2015).

Tendo em vista o grande consumo mundial e a importancia do
volume de producédo, grande numero de estudos tem sido focados na influéncia dos
compostos quimicos do café sobre a saude humana. Entre os compostos bioativos
mais abordados estdo a cafeina, acidos clorogénicos, melanoidinas e os diterpenos,
sendo atribuido a esses componentes a atividade antioxidante e o efeito na
prevencdo de algumas doengas crbnicas degenerativas observado com consumo
regular de café (GEORGE; RAMALAKSHMI; RAO, 2008; CHU et al., 2011; BUTT;
SULTAN, 2011). Em estudo realizado durante 14 anos nos Estados Unidos com

mais de 400 mil pessoas, Freedman et al. (2012) observaram que o consumo de
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duas a trés xicaras de café por dia, reduziu em 12% o risco de morte por doencas
cronicas.

Os diterpenos caveol e cafestol estdo presentes na fracao lipidica e
sdo exclusivos de plantas do género Coffea (KURZROCK; SPEER, 2001). Estudos
demonstram o efeito hipercolesterolémico observado com a ingestdo de bebidas de
café (CAl et al., 2012; CORREA et al., 2013). Apesar deste efeito indesejavel, estes
compostos tém sido mais investigados por apresentarem efeitos positivos sobre a
saude, como atividade antioxidante e prevencao para diferentes tipos de canceres
(TAO et al., 2008; MURIEL; ARAUZ, 2010; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; FROST-
MEYER; LOGOMARSINO, 2012).

No geral, os dados de teores de diterpenos no café referem-se ao
café torrado, em alguns trabalhos sdo analisados café cru e outros tecidos (folhas,
fruto e polpa), mas o teor de caveol e cafestol em bebidas de café é menos
abordado (BENASSI; DIAS, 2015). Além disso, alguns trabalhos que relatam
diterpenos em bebidas ndo informam a concentragao de sélidos presente na bebida
e a espécie de café empregada, o que dificulta a comparacédo de resultados
(NAIDOO et al., 2011; SILVA et al., 2012). Usualmente os estudos descrevem 0s
niveis desses compostos em bebidas como estilo escandinavo ou café fervido, café
mocha, café turco e café french press (URGERT et al., 1995; GROSS; JACCAUD;
HUGGETT, 1997; DEL CASTILLO; HERRAIZ; BLANCH, 1999; SILVA et al., 2012;
ZHANG; LINFORTH; FISK, 2012) formas de preparo diferenciadas do café filtrado
(filtro de papel ou pano), forma mais usual de preparo da bebida no Brasil, conforme
descrito no abrangente estudo de Tendéncias de consumo de café da ABIC (2010).

Uma das grandes mudangas com relagdo ao preparo de cafés foi a
chegada no mercado de maquinas de café espresso que utilizam capsulas e sachés
de dose unica para o preparo da bebida, apresentando uma forte tendéncia a se
difundir cada vez mais entre os consumidores. Conforme a ABIC (2015), o
consumidor brasileiro esta incluindo no seu habito de tomar café, novos produtos
como as capsulas e sachés de café espresso, que estdo alcangando bons indices
de vendas no mercado.

Considerando-se que o teor de caveol e cafestol é influenciado pela
matéria-prima empregada, pela forma de preparo da bebida, e que o consumo de
café é elevado, ressalta-se a necessidade de um estudo que determine os niveis de

diterpenos em bebidas conforme o preparo tipico brasileiro, incluindo-se formas mais
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modernas de preparo, como capsulas. Assim, o objetivo do presente estudo foi
determinar o teor de caveol e cafestol em bebidas de café preparadas de diferentes
formas.

Dentro do contexto do trabalho, o capitulo 1 apresenta os objetivos e
uma revisao bibliografica abrangendo dados sobre o consumo de café, descricao
dos diferentes tipos de preparo da bebida, e os compostos bioativos de interesse.

O capitulo 2 refere-se a avaliagao dos teores de caveol e cafestol
em bebidas de café preparadas a partir de capsulas comerciais para espresso.

O capitulo 3 faz a comparacao dos teores de caveol e cafestol em
bebidas de cafés filtradas (filtro de pano e filtro de papel), espressos e soluvel

originadas a partir de um mesmo café torrado e moido.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o teor de caveol e cafestol em bebidas de café

preparadas de diferentes formas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o teor de diterpenos no material (café torrado e moido ou
soluvel) empregado no preparo das bebidas.

o Avaliar o teor de diterpenos em bebidas de café preparadas
conforme o padrao do consumidor brasileiro, usando café torrado e
moido e café soluvel.

o Avaliar o teor de diterpenos em bebidas de café preparadas a partir
de capsulas comerciais para espresso.

e Verificar a variagdo no teor de diterpenos conforme os diferentes

preparos das bebidas de café.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O CoNsumMo DE CAFE

O consumo de café no mundo tem aumentado nos ultimos 50 anos.
Em 1964 foi registrado o consumo de 57,9 milhdes de sacas, que passou a 142
milhdes em 2012. Entre os paises importadores de café, os Estados Unidos
registraram o consumo de 22,2 milhdes de sacas em 2012, ou 15,7% do consumo
mundial. Outros importantes paises consumidores s&o a Alemanha (9,5 milhdes de
sacas por ano em meédia), o Japao (6,5 milhdes), a Franga (5,4 milhdes) e a Italia
(5,2 milhdes). Entre os paises exportadores com consumo interno grande,
destacam-se o Brasil (46,4% do consumo interno de todos os paises exportadores
em 2012), a Indonésia (8,2%), a Etiopia (7,8%), o México (5,4%), as Filipinas (5%), a
india (4,4%), a Venezuela (3,8%) e o Vietna (3,6%). A China registrou o consumo de
1,1 milhdes de sacas em 2012. Apesar de esse dado ser relativamente baixo, vale
destacar que o consumo de café pelos chineses tem crescido rapidamente a uma
taxa anual de quase 13%, mostrando forte potencial de crescimento para os
préximos anos (ICO, 2014).

O Brasil € o maior consumidor entre os paises exportadores, e o
segundo consumidor mundial apos os Estados Unidos e, para 2020, estima-se que o
consumo atinja 27,5 milhdes de sacas, passando a ser o maior consumidor mundial
(BRASIL, 2012; ICO, 2012). Em 2014 a Associacédo Brasileira da Industria de Ca
café (ABIC) registrou o consumo de 20,33 milhées de sacas e 4,89 kg de café
torrado per capita, em média 81 litros para cada brasileiro (ABIC, 2015). O consumo
da bebida esta sendo diversificado, incluindo ao lado do café filtrado de consumo
doméstico, outros produtos como cafés espressos, cappuccinos e outras
combinagdes com leite (ABIC, 2015).

Desde 2003, a ABIC pesquisa habitos do consumo de café entre os
brasileiros. Desde o primeiro relatério apresentado até o mais recente em 2010, o
café é citado como a segunda bebida mais consumida, atras apenas da agua
(Figura 1) (ABIC, 2010).
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Figura 1 - Evolugdo de consumo de bebidas no Brasil, em porcentagem, nos anos
de 2003 e 2010.

BEBIDAS CONSUMIDAS REGULARMENTE
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Fonte: ABIC, 2010, baseada em 1460 (2003) e 1680 (2010) entrevistas.

2003 ®W2010

Na pesquisa de 2010 (ABIC, 2010), também foi apontado o preparo
de café filtrado como a forma mais utilizada, seja empregando filtro de pano (60%)

ou de papel (34%) (Figura 2).

Figura 2 - Formas de preparo da bebida café por consumidores no Brasil, em
porcentagem, informada nos anos de 2003 e 2010.

58 60

12 14

Coadorde Filtrode Cafeteria Outras
pano papel eletrica formas

= 2003 m= 2010

Fonte: ABIC, 2010, baseada em 1328 (2003) e 1593 (2010) entrevistas.

Em enquete mais recente da associacdo, que permaneceu no portal
da ABIC e contou com a participagdo espontdnea de mais de 7 mil pessoas,



16

observou-se uma alteragdo nesse quadro. O café filtrado continuou sendo citado
como a forma mais usual de consumo, mas o uso de filtro de papel (45%) foi a forma
de preparo mais frequente, e na sequéncia o filtro de pano (25%). Interessante
observar que apareceram citados, ja com valores expressivos, 0s cafés espressos
de dose individual, preparados a partir de café torrado e moido (13%) ou por sachés
e capsulas (11%), indicando uma modificagdo na tendéncia de forma de consumo
(ABIC, 2015). Estima-se que a venda de maquinas para cafés em capsulas no Brasil
avancou de 100 mil em 2011 para 146 mil em 2012 (REVISTA CAFEICULTURA,
2014). Hoje sao aproximadamente 700 mil maquinas ativas e para 2017 é estimado
um crescimento de 17% (FIGUEIRO, 2014). O café em dose Unica é uma das
grandes tendéncias para o consumo da bebida (SANTOS; SILVA; CASTRO
JUNIOR, 2012; FIGUEIRO, 2014).

O consumo de café soluvel, apesar do apelo da facilidade de
preparo, ainda é baixo, sendo citados valores de 8% (ABIC, 2010) (Figura 3).

Figura 3 - Formas e locais de consumo da bebida café no Brasil.

S FORA DE
: CASA
o 2010
' %
Moido/coadoffiltrado 94
Instantaneo/ sollvel
Capuccino instantaneo
Capuccino ndo instantaneo
Expresso
Especiais

Fonte: ABIC, 2010, baseada em 1593 entrevistas.

3.2 DIFERENTES PREPAROS DE BEBIDAS DE CAFE

O consumo de café &€ muito popular na Europa, bem como nos
Estados Unidos e no Brasil, mas os tipos de preparo das bebidas estdo associados
a habitos e culturas dos paises de forma individual. As formas de preparacdo de
café, vao desde métodos tradicionais domésticos simples para métodos de extragao

sofisticados realizados com equipamentos modernos. A adigdo de agua ao café,
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produzindo a bebida café, pode ocorrer por filtragem, percolagdo, prensagem,
fervura e pressao (PETRACCO, 2001; HATZOLD, 2012; ABIC, 2015).

Na filtragem, o café torrado e moido é acondicionado em um filtro,
de papel ou de pano, que esta acoplado a um suporte no formato de cone, e a agua
quente (temperatura inferior a de ebulicdo) é adicionada por cima do pé. Este
método também €& conhecido por gotejamento e € muito utilizado na cultura
brasileira, por meio de coadores caseiros e cafeteiras elétricas (PETRACCO, 2001;
SEBRAE, 2013; ABIC, 2015).

Na percolagdo coloca-se agua na parte inferior de um recipiente
chamado de cafeteira italiana ou mocha, e adiciona-se o café torrado e moido em
um filtro metalico que é acoplado ao compartimento inferior da cafeteira. A agua ao
entrar em ebulicdo, pressiona a bebida para o suporte superior da cafeteira (Figura
4, item a) (PETRACCO, 2001; NAKID; BOTELHO, 2013; ABIC, 2015).

Na prensagem, usa-se a cafeteira french press, onde é colocado o
café torrado e moido e, na sequéncia, a agua quente (temperatura inferior a de
ebulicdo). Apdés um tempo determinado, introduz-se um filtro que é pressionado por
um émbolo que separa o poé da bebida de café (Figura 4, item b) (NAKID;
BOTELHO, 2013; SEBRAE, 2013; ABIC, 2015).

O café fervido pode ser preparado na forma de café escandinavo,
pela adicdo do café torrado e moido em um recipiente com agua em ebulicdo e
decantacao da bebida antes do consumo. Outro tipo de café fervido € o café turco,
onde o café torrado e moido € adicionado em um tipo de cafeteira chamado cezve
ou ibrik, com agua ja adogada. O café é fervido por 2 ou 3 vezes seguidas, retirando
o cezve do fogo entre uma ebulicdo e outra, e antes do consumo, decanta-se a
bebida (Figura 4, item c) (PETRACCO, 2001; LIMA et al., 2010; HATZOLD, 2012).

Figura 4 — Cafeteiras utilizadas no preparo dos cafés mochas, french press e turco.
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&
a) Cafeteira italiana ou mocha | b) Cafeteira french press c) Cafeteira cezve
Fonte: Adaptado de SEBRAE, 2013.
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O café espresso é obtido por pressdo. Neste preparo, o café torrado
e moido € acondicionado em um suporte de uma maquina especializada, que sofre
uma pressao de agua (geralmente de 9 a 15 bar em maquinas domeésticas), por um
curto periodo de tempo, gerando uma bebida de corpo intenso com uma camada de
espuma em cima (PETRACCO, 2001; HATZOLD, 2012).

O café instantadneo ou soluvel é fabricado pela extragcdo dos sélidos
soluveis do café torrado. Apds quebra dos graos torrados, os granulos do produto
sdo submetidos a processos de extragdo com agua quente por percolagcdo em
colunas, concentragdo e secagem. Para o preparo da bebida, os granulos do
produto sdo misturados com agua quente (temperatura inferior a de ebulicdo)
(CLARKE, 2001; HATZOLD, 2012).

Cada forma de preparo difere quanto as caracteristicas sensoriais,
assim como quanto ao conteudo de alguns dos constituintes quimicos da bebida de
café (PETRACCO, 2001; MARTINS et al., 2005; NISETEO et al., 2012; HATZOLD,
2012; RODRIGUES; BRAGNOLO, 2013; CAPORASO et al., 2014).

3.3 CoMPOSICAO QuiMICA DO CAFE E SAUDE

O café apresenta uma mistura complexa de muitos compostos
quimicos diferentes. Sua composigdo é influenciada pela genética, sistema de
cultivo, forma de colheita, processo de secagem, manipulagdo e conservagao do
grao, armazenamento e processo de torra (MONTEIRO; TRUGO, 2005;
KITZBERGER et al., 2013; KITZBERGER; SCHOLZ; BENASSI, 2014). Alteracdes
na composigao influenciam diretamente na qualidade sensorial da bebida (SILVA et
al., 2005) e no potencial de efeitos benéficos a saude decorrente de sua agéo
antioxidante, assim como a prevencao de diversas doengas crénico degenerativas
(HIGDON; FREI, 2006; NKONDJOCK, 2009; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

De forma geral, considerando-se as diferentes espécies e
variedades de café, estima-se que o grdo verde apresente em média 55 % de
carboidratos, com redugéao de cerca de 15 % durante o processo de torra (WANG;
LIM, 2015) e teor de proteinas de 11 a 13 % no grédo verde e 13 a 15 % no torrado
(WEI; TANOKURA, 2015). O teor de lipidios no café verde varia de 9% a 18%, com
um aumento relativo apds a torra (de 11 a 20%) (LAGO, 2001; WEI; TANOKURA,
2015).
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A cafeina é um alcaloide associado a qualidade de bebidas de café,
contribuindo para a seu gosto amargo. O café é a principal fonte de cafeina na
alimentacdao humana. A literatura mostra controvérsias sobre a acdo da cafeina e
seus efeitos na saude humana, mas recentemente varios efeitos positivos tém sido
destacados. A cafeina atua estimulando o sistema nervoso central levando a
melhorias do estado de alerta, energia, capacidade de concentragdo e diminuigdo da
sonoléncia e do cansacgo (GLADE, 2010). Sua ingestao tem sido ainda inversamente
associada ao risco do desenvolvimento da doenga de Parkinson, Alzheimer e
diabetes tipo 2 (ROSS et al.,, 2000; LINDSAY et al.,, 2002; TUOMILEHTO et al.,
2004; SALAZAR-MARTINEZ et al., 2004; MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014).

Os acidos clorogénicos sao compostos fendlicos formados pela
esterificacdo do acido quinico com um ou mais &acidos hidroxicinamicos (acido
cafeico, ferulico e p-cumarico) (FARAH; DONANGELO, 2006). No café, participam
da formagdo de aroma e sabor durante o processo de torra contribuindo para a
qualidade do produto final (FARAH et al., 2006). O café verde € uma das principais
fontes de acidos clorogénicos. Esses compostos sdo instaveis a altas temperaturas,
sendo parcialmente degradados durante o processo de torra (FARAH et al., 2005;
PERRONE; FARAH; DONANGELO, 2012; MILLS et al., 2013). Os acidos
clorogénicos possuem alta atividade antioxidante (MOREIRA et al., 2005; GOMEZ-
RUIZ; LEAKE; AMES, 2007) e tem efeitos benéficos a saude, como a reducéo do
risco do desenvolvimento de diabetes tipo 2 (VAN DIJK et al., 2009), redugdo da
pressao arterial beneficiando a saude cardiovascular (MUBARAK et al., 2012), bem
como efeitos positivos sobre o humor e fungao cognitiva (CROPLEY et al., 2012).

As melanoidinas sé&o produzidas pela reacdo de Maillard durante o
processo de torra. Constituem cerca de 23 % do café torrado (ESQUIVEL; JIMENEZ,
2012) contribuindo para a forte capacidade antioxidante observada em bebidas de
café (BORRELI et al., 2002; ALMEIDA; BENASSI, 2011; CORSO, 2013; VIGNOLI et
al., 2014). Os acidos clorogénicos degradados durante o processo de torra s&o
incorporados na estrutura das melanoidinas do café (BEKEDAM et al., 2008;
PERRONE; FARAH; DONANGELO, 2012).

A trigonelina € um alcaloide que contribui para a qualidade sensorial
e nutricional do café por meio da formagédo de produtos de degradacédo durante a
torra. Entre esses produtos, estdo os derivados do pirol e piridina (DE MARIA;
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MOREIRA; TRUGO, 1999; ABRAHAO et al., 2008) e o &cido nicotinico (HIGDON;
FREI, 2006; ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009; DE MARIA; MOREIRA, 2011).
Além do acido nicotinico, a vitamina E também esta presente em
bebidas de café e bem como diversos minerais, incluindo o magnésio, sédio e
potassio (HIGDON; FREI, 2006; ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2010; FARAH, 2012;
OLIVEIRA et al., 2012).
A fracao lipidica do café € composta principalmente por triacilglicerois
(75%) e diterpenos (20%), compostos que destacam-se pela influéncia na qualidade
da bebida e funcionalidade (SPEER; KOLLING-SPEER, 2001), e serdo discutidos

com detalhes no item a seguir.

3.4 DITERPENOS NO CAFE

Caveol e cafestol, principais diterpenos do café, sido alcoois
pentaciclicos da familia dos caurenos encontrados na matéria insaponificavel nas
formas livres e esterificadas com &acidos graxos. Os compostos diterpénicos
possuem estrutura similar, diferindo apenas por uma dupla ligagao apresentada pelo
caveol entre os carbonos 1 e 2 (LAGO, 2001; KURZROCK; SPEER, 2001; SPEER;
KOLLING-SPEER, 2001; BENASSI; DIAS, 2015) (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura quimica dos diterpenos cafestol e caveol.

Kahweol

Cafestol

Fonte: Kurzrock e Speer (2001).

O cafestol esta presente no café arabica e no café canéfora. O
caveol esta presente no café arabica, mas existe divergéncia nas informag¢des da

literatura quanto ao café canéfora: alguns autores reportam que esta presente em
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pequenas quantidades e outros mencionam auséncia do componente (KURZROCK;
SPEER, 2001; SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; DIAS et al., 2010). Além destes
compostos, o composto 16-O-metilcafestol também foi identificado, sendo descrito
como presente apenas em café canéfora (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

Durante o processo de torra, os diterpenos podem sofrer
degradagdo e gerar novos compostos tais como dehidrocafestol, dehidrocaveol,
caveal, cafestal, isocaveol, e dehidroisocaveol (KURZROCK; SPEER, 2001; SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006) sendo a concentragdo dos derivados formados
dependentes da intensidade da torra (DIAS et al., 2014). Apesar da formacéo de
dehidroderivados, foi reportado por Dias et al. (2014), que os teores de cafestol e
caveol (em mg/100g base seca) mantiveram-se inalterados com o processo de torra,
provavelmente devido ao aumento proporcional na concentracéo de lipidios durante
0 processo de torra.

Quanto aos efeitos na saude, a acao hipercolesterolémica dos
diterpenos tem sido reportada (HIGDON; FREI, 2006; BONITA et al., 2007; ALVES;
CASAL; OLIVEIRA, 2009; CANO-MARQUINA; TARIN; CANO, 2013). Weusten-Van
Der Wouw et al. (1994) investigaram o efeito das fracdes lipidicas do café sobre os
lipidios séricos em humanos. No estudo, individuos que consumiram 2 g de dleo
contendo caveol e cafestol durante seis semanas tiveram um aumento do colesterol
sérico. Os autores concluiram que os diterpenos eram 0s responsaveis por este
efeito, que foi principalmente atribuido ao cafestol. A literatura reporta que a cada 2
mg de cafestol consumido ocorre um aumento de 1 mg/dL no nivel de colesterol
sérico (WEUSTEN-VAN DER WOUW et al., 1994; URGERT et al., 1995).

Recentemente, os compostos diterpénicos tém sido mais
destacados pelos efeitos benéficos a saude dos consumidores. Kim, Jung e Jeong
(2004) sugeriram que os diterpenos possuem propriedades antiinflamatérias e
anticancerigenas. Foi reportado que o caveol possui agao antiinflamatéria e preveniu
in vitro a aterosclerose, pela inibicdo da adesao de mondcitos as células endoteliais,
considerada como a base para a resposta inflamatoria observada em varias doencas
(KIM et al., 2006).

Cavin et al. (2002) observaram em tecidos de animais e culturas de
células humanas que os diterpenos possuem atuacdo na prevencgao de varios tipos
de cancer, como no figado, rim, pulmao e tecidos intestinais. Este efeito preventivo

foi relacionado a estimulagdo da atividade da glutationa-S-transferase, que € uma
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enzima de desintoxicagdo no processo de carcinogénese. Também foi relatado que
os compostos conferem protecdo contra a aflatoxina B1, associada ao
desenvolvimento de cancer (CAVIN et al., 2001).

Lee e Jeong (2007) relataram a atividade antioxidante do caveol e
cafestol em células induzidas a oxidagdo por peroxido de hidrogénio. O efeito
hepatoprotetor do caveol e cafestol foi observado por Lee, Choi e Jeong (2007), que
constataram que os compostos reduziram a incidéncia de lesdes hepaticas
induzidas pelo tetracloreto de carbono.

Higgins et al. (2008) reportaram que caveol e cafestol conferem
protecdo contra o composto carcinogénico acroleina. Choi et al. (2011) verificaram
que cafestol induziu a apoptose em células renais e células de canceres, podendo
ser indicado como um agente preventivo e potencialmente eficaz contra o cancer,
inclusive o cancer renal. Oh et al. (2009) relataram, a capacidade de caveol para
induzir a apoptose em células cancerigenas, concluindo que o composto era
potencialmente eficaz na prevencdo da leucemia. Cardenas, Quesada e Medina
(2014) relataram que o caveol inibiu o crescimento de células cancerigenas,
destacando as células do cancer de mama.

Em estudo realizado por Wang et al. (2012), o cafestol mostrou-se
um potente inibidor da angiogénese (fundamental para desenvolvimento de céancer)
exercendo efeitos em varios processos importantes durante a angiogénese,
incluindo a regulacédo da atividade das proteinas quinase de adesao focal e Akt e,
consequentemente, inibindo a proliferagdo de células endoteliais (essenciais no
inicio da angiogénese) e produgao de 6xido nitrico.

Com relacdo a concentracéo de caveol e cafestol em produtos de
café, poucos dados dos compostos diterpénicos estdo disponiveis na literatura para
cafés brasileiros. De Souza et al. (2010) analisaram 38 amostras comerciais de café
torrado e moido, provavelmente blends de café arabica e canéfora, e relataram
concentragbes de 410 a 460 mg/100g de cafestol e de 400 a 720 mg/100g de
caveol. Campanha, Dias e Benassi (2010) estudaram cafés arabica e canéfora com
diferentes graus de torra. Os autores relataram que o cafestol variou de 360 a 478
mg/100g no café arabica e de 163 a 275 mg/100g no canéfora, e o teor de caveol
variou de 661 a 866 mg/100g nos cafés arabica, ndo sendo observado sua presenca
nos cafés canéfora. Estudando cafés arabica torrados de 4 cultivares diferentes,
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Kitzberger et al. (2013) observaram niveis de 246 a 668 mg/100g de cafestol e 439 a
1096 mg/100g de caveol.

Para bebidas de café, Urgert et al. (1995) foram os primeiros autores
a discutir como a forma de preparo da bebida afeta a concentracdo dos compostos
cafestol e caveol, propondo que bebidas que ndo sio filtradas apresentam um teor
de diterpenos maior do que as que sao filtradas, devido a retencdo desses
compostos no filtro. O café turco apresentou o teor de caveol de 0,1 a 10,7 mg/60
mL e, o de cafestol de 0,5 a 10,0 mg/60 mL. No café french press, o caveol variou de
2,6 a 8,0 mg/150 mL e cafestol de 2,3 a 5,5 mg/150 mL, e no café escandinavo, o
teor de caveol variou de 1,1 a 14,6 mg/dose e o de cafestol de 0,8 a 12,1 mg/dose
(volume da dose nao informado). Para cafés espressos coletados em bares e
restaurantes na lItalia, observou-se teores de caveol de 0,2 a 3,9 mg/150 mL e de
cafestol de 0,2 a 2,9 mg/150 mL, e outros paises europeus, relatou-se teores de
caveol de zero até 3,9 mg/150 mL e de cafestol de zero até 3,1 mg/150 mL.

Gross, Jaccaud e Huggett (1997) realizaram analises em bebidas de
café comerciais da Suica e relataram teores de diterpenos no café fervido (7,2 mg
de cafestol e caveol/150 mL), turco (5,3 mg de cafestol/60 mL e 5,4 mg de caveol/60
mL) e mocha (2,3 mg de cafestol e caveol/300 mL). Os menores teores foram
observados no café filtrado em filtro de papel (0,02 mg de cafestol e caveol/200 mL),
espresso (teores de cafestol de 0,06 a 1,0 mg/60 mL e, caveol, de 0,09 a 1,0 mg/60
mL) e no café instantaneo (0,1 a 0,3 mg de cafestol e caveol/170 mL).

Del Castillo, Herraiz e Blanch (1999) relataram maiores niveis de
cafestol e caveol em amostras de bebida de cafés comerciais na Espanha, onde
constataram no café french press teores de caveol de 26,6 mg/100 mL e, cafestol,
27,9 mg/100 mL; no café escandinavo, 66,6 mg de caveol/100 mL e 61,5 mg de
cafestol/100 mL, no café filtrado, 2,5 mg de caveol/100 mL e 1,1 mg de cafestol/100
mL e em cafeteira elétrica, 10,0 mg de caveol/100 mL e 13,9 mg de cafestol/100 mL.

Sridevi, Giridhar e Ravishankar (2011) analisaram diferentes
métodos de preparo da bebida café da india e outros paises vizinhos. Os autores
constataram a presenca de diterpenos em maiores niveis no french press (19,7 mg
de cafestol/150 mL e 17,2 mg de caveol/150 mL), café turco (7,3 mg de cafestol/60
mL e 8,3 mg de caveol/60 mL), espresso (6,0 mg de cafestol/60 mL e 5,1 mg de
caveol/60 mL) e mocha (6,86 mg de cafestol/60 mL e 4,6 mg de caveol/60 mL). Os
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menores niveis foram encontrados em cafés filtrados (de 1,18 a 1,76 mg de
cafestol/150 mL e de 0,37 a 0,86 mg de caveol/150 mL).

Silva et al. (2012) relataram niveis de cafestol e caveol em amostras
de bebidas de café preparadas por diferentes formas em Portugal. Os autores
constataram teores mais baixos do que os geralmente descritos por outros autores
para café french press (0,01 mg de caveol/dose e 0,6 mg de cafestol/dose), café
espresso (caveol variou de 0,06 a 0,4 mg/dose e cafestol de 0,2 a 0,8 mg/dose),
café soluvel (caveol variou de 0,01 a 0,06 mg/dose e cafestol de 0,04 a 0,2 mg/dose)
e café filtrado (caveol ndo foi detectado e o teor de cafestol foi de 0,06 mg/dose)
(volume das doses néo foi informado para nenhum dos preparos).

Zhang, Linforth e Fisk (2012) avaliaram cafestol em bebidas de café,
relatando maiores teores em café french press (4,1 a 8,5 mg/160 mL) e escandinavo
(4,1 a 7,7 mg/160 mL) e menores em café tipo mocha (cafestol variou de 1,1 a 2,0
mg/60 mL) e no café turco (cafestol variou de 1,4 a 2,5 mg/60 mL).

Os resultados mostram a variabilidade nos teores de diterpenos em
bebidas de café, atribuidas principalmente a forma do preparo, que varia de acordo
com os costumes de cada pais e dependente do mercado consumidor, mas também
a dependéncia com a matéria-prima e o processo de torra. Outro problema
observado € a dificuldade de comparacao entre os dados, que no geral, ndo existe
padronizagcao ou informacdo da concentracdo de sélidos das bebidas estudadas.
Com excecédo do trabalho de Gross, Jaccaud e Huggett (1997), ndo s&o reportados
teores desses compostos para bebidas de espresso preparados a partir de capsulas
comerciais e poucos dados com 0s preparos mais usuais entre os brasileiros,
demonstrando a importancia de um estudo envolvendo amostras de bebidas de café

na forma que s&o consumidas no pais e conforme a tendéncia de consumo.

3.5 QUANTIFICACAO DE DITERPENOS EM BEBIDAS DE CAFE

As técnicas de Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) foram as mais citadas na quantificagdo de caveol e
cafestol em bebidas de café.

Urgert et al. (1995) quantificaram caveol e cafestol em bebidas de
café, realizando saponificagdo a 80 °C utilizando hidroxido de potassio adicionado

em etanol e com extragao dos insaponificaveis empregando éter di-isopropilico. Para
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a quantificacdo, empregaram CG com uma coluna de silica fundida (25 m x 0,22
mm); forno com temperatura inicial de 70 °C por 2,5 min, sendo aumentada até 285
°C, a uma taxa de 30 °C por min, mantida durante 6,75 min; gas de transporte:
hidrogénio; pressdo 100 kPa; gas de compensacéo: nitrogénio; injecao splitless apos
2,5 min com vazio de purga do injetor de 100 mL/min a 300 °C; temperatura do
detector de ionizagdo de chama: 305 °C. A confirmagdo da identidade dos
compostos foi realizada empregando espectrometria de massas.

Silva et al. (2012) propuseram extracdo empregando saponificagao
direta das amostras com hidréxido de potassio a 80 °C e a fragdo insaponificavel foi
extraida com éter dietilico anidrido e éter metil terc-butilico. Utilizaram CLAE com
coluna Lichrocart RP 18 (250 x 4 mm, 5 um) e coluna de guarda (4 x 4 mm, 5 um);
gradiente linear de 60 % acetonitrila e 40 % de agua (35 min) e detecgdo a 220 nm.

Outros autores também determinaram os teores de diterpenos em
bebidas de café por CLAE empregando diferentes condi¢des cromatograficas
(NAIDOO et al.,, 2011; SRIDEVI; GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011; ZHANG;
LINFORTH; FISK, 2012).

Nao ha trabalhos na literatura em que os diterpenos tenham sido

quantificados empregando-se Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE).
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CAPITULOII

TEORES DE DITERPENOS EM BEBIDAS DE CAFE ESPRESSO DE CAPSULAS
COMERCIAIS

RESUMO

O objetivo do trabalho foi quantificar os diterpenos caveol e cafestol em bebidas de
café preparadas a partir de capsulas comerciais para espresso. Foram avaliadas
bebidas de quatro tipos de capsulas do mercado brasileiro, com 5 repeticdes de
preparo. As capsulas apresentavam diferencas na quantidade e tipo de café torrado
e moido empregado (blends de café arabica e robusta ou cafés 100% arabica), e
nas condigdes de tempo e volume de extragcéo (doses de 35 a 120 mL) preconizadas
pelo fabricante. As bebidas apresentaram de 1,42 a 4,88 g de sélidos por 100 mL, e
observou-se reducdo na concentracdo de sélidos extraidos com o aumento no
tempo/volume de extragdo. A variagao nos teores de diterpenos entre preparos foi
inferior a 30%. Observou-se teores de 0,47 a 1,04 mg de caveol e 0,38 a 0,92 mg de
cafestol por dose, correspondentes a faixa de 0,40 a 2,96 mg de caveol por 100 mL
e 0,32 a 2,62 mg de cafestol por 100 mL. A porcentagem de diterpenos extraidos
variou de 1,85 a 4,27 % para caveol e 1,87 a 4,16 % para cafestol. Considerando-se
os teores de cafestol, ha indicacdo que o consumo moderado de café preparado a
partir de capsulas comerciais ndao implicaria em efeito hipercolesterolémico.

Palavras chave: caveol, cafestol, café arabica, café robusta, blends, extracao,
CLUE.

1 INTRODUGCAO

O café € uma das bebidas mais populares do mundo. O Brasil ocupa
a posicao de segundo maior consumidor de café, além de ser o maior produtor e
exportador mundial (BRASIL, 2012; ICO, 2014). Apesar do produto ja possuir seu
espacgo consolidado no mercado, novas formas de comercializagdo para o preparo
da bebida sdo estratégias importantes para o aumento de consumo. Ainda, é
observada uma mudanga no perfil dos consumidores de café que estao
intensificando o consumo da bebida com produtos diferenciados e de alto padréo de
qualidade (ABIC, 2015; FIGUEIRO, 2014a).

Bebidas de café podem ser preparadas de diferentes maneiras,
dependendo da cultura e habitos do consumidor. Um dos preparos mais conhecidos

€ 0 espresso, preparado sob pressdao em doses individuais, e que deve ser
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consumido no momento da extracdo. No Brasil, tende a ser mais consumido fora de
casa e € mais apreciado apés o almogo e lanche da tarde (ABIC, 2010).

Capsulas para o preparo de café espresso sao uma das principais
tendéncias mundiais da industria de café. Proporcionam ao consumidor a praticidade
e qualidade de uma cafeteria numa forma de consumo doméstico. Entre os
brasileiros, o consumo desse produto ainda € recente e baixo (cerca de 1%),
comparativamente a outras formas de preparo mais tradicionais como o café filtrado.
No entanto, tem sido observada uma evolugdo em mercados da Europa e Estados
Unidos; em paises como Franga e Suica o consumo de café em capsulas chega
atualmente a 30%. No Brasil, a comercializacdo de café em capsulas aumentou
52,4% entre 2013 e 2014. Em dezembro de 2014, iniciou-se a construgdo da
primeira grande planta de capsulas de café no Brasil, com uma expectativa de
producdo de 360 milhdes de capsulas por ano a partir do segundo semestre de 2015
(SANTOS; SILVA; CASTRO JUNIOR, 2012; O GIGANTE, 2013; FIGUEIRO, 2014b;
INOVACOES, 2014; LISBOA, 2014; NESTLE, 2014; BUREAU DE INTELIGENCIA
COMPETITIVA DO CAFE, 2015).

Efeitos benéficos a saude tem sido observados com o consumo
moderado de café, devido a presenca de muitos componentes bioativos (HIGDON;
FREI, 2006; MURIEL; ARAUZ, 2010; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; FREEDMAN et
al., 2012). Os diterpenos caveol e cafestol, presentes na frag&o lipidica do café, tém
sido estudados tanto pelos seus efeitos indesejaveis na elevagdo do colesterol
sérico como pelas suas propriedades antioxidantes, antiinflamatérias e
anticarcinogénicas (URGERT et al., 1995; CAVIN et al., 2002; KIM et al., 2006; LEE;
JEONG, 2007; TAO et al., 2008; CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2015).

A literatura reporta teores de caveol e cafestol para diferentes
preparos de café, incluindo bebidas de café espresso, mas observa-se uma grande
variagao nos valores. Para caveol foram relatados teores de zero até 13,2 mg/100
mL e para cafestol de zero até 10 mg/100 mL (URGERT et al., 1995; GROSS,
JACCAUD; HUGGETT, 1997; SRIDEVI; GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011).

E importante destacar que a comparacao de resultados da literatura
tem sido dificultada pela auséncia de informagdes importantes nas pesquisas, como
as concentragdes de sélidos das bebidas e as espécies de café que foram
empregadas nos preparos. Com exce¢ao do trabalho de Gross, Jaccaud e Huggett
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(1997), ndo sédo reportados teores desses compostos para bebidas de espresso
preparados a partir de capsulas comerciais.

Tendo em vista, os efeitos da ingestao de diterpenos a saude dos
consumidores e o crescimento no consumo e disponibilidade de capsulas de café
torrado e moido, o objetivo deste trabalho foi determinar o teor de caveol e cafestol
em quatro bebidas de café preparadas a partir de capsulas comerciais para

espresso disponiveis no mercado brasileiro.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CAPSULAS DE CAFE TORRADO E MoiDO

Foram avaliados capsulas de café torrado e moido (4 amostras: A,
B, C e D) de um mesmo fabricante, obtidas em mercado brasileiro, no periodo de
janeiro a julho de 2014. As capsulas foram comercializadas em embalagem de
papel, com conteudo de 16 capsulas. As capsulas apresentavam diferengas quanto
a massa de café torrado e moido (de 6 a 8 g), e com relagdo a matéria prima
empregada, variando entre blends de café arabica e robusta e cafés 100% arabica
(Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizagao das capsulas.

) Informagao da
Capsulas Massa (g) embalaggem*
A 7,5 Arabica e Robusta
B 8 Arabica e Robusta
C 6 100 % Arabica
D 7 100 % Arabica

* Espécies de café que compunham os produtos

As capsulas denominadas A, B, C e D originaram as bebidas com as
mesmas denominagdes. Para o preparo das bebidas foi empregada uma maquina
de espresso compativel com as capsulas, que operava com pressao de 15 bar. As
bebidas foram preparadas respeitando-se a instrucdo do fabricante quanto ao
volume (de 35 a 120 mL). O preparo das bebidas foi realizado em quintuplicata.
Apés o preparo, as bebidas foram congeladas durante 24 horas a -18 °C para

posterior liofilizagcdo. As bebidas foram caracterizadas quanto ao teor de solidos
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extraidos (determinado pela diferenga de peso da bebida pronta para o consumo e
da bebida liofilizada) para o calculo das concentragdes.

Foram quantificados os teores de caveol e cafestol no material
empregado para o preparo das bebidas (café torrado e moido presente nas
capsulas) e nas bebidas originadas.

A porcentagem de diterpenos extraidos foi calculada utilizando a
férmula: [concentracdo do diterpeno na bebida (mg/dose) / concentragdo do

diterpeno na capsula (mg/capsula)] x100.

2.2 REAGENTES, PADROES E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados para a extracao e preparo da fase moével: hidroxido
de potassio P.A. (Synth, BRASIL), etanol 96% (Impex, BRASIL), terc-butil metil éter
P.A. (Vetec, BRASIL) e acetonitrila grau HPLC (Fisher Scientific, EUA). A agua
empregada para preparo de padrdes e solugdes foi obtida por sistema de purificagédo
e filtragao (Elga, Purelab option-Q, EUA). As fases moveis e amostras foram filtradas
em membranas de 0,22 uym (Millipore, EUA). Empregou-se padrbes de caveol e
cafestol (Axxora, San Diego, EUA) certificados por Alexis Biochemicals com pureza
de 98 % (Lausen, Suica).

Para analise de cor, foi empregado um colorimetro (Konica Minolta
CR400, Osaka, JAPAO), com geometria 45/0 e iluminante D65. Para secagem das
bebidas, empregou-se um liofilizador (Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterode am Harz,
ALEMANHA) operando a temperatura de -32 °C por aproximadamente 72 horas até
peso atingir um peso constante. Para analise cromatografica foi utilizado um
cromatégrafo a liquido de ultra eficiéncia (Acquity UPLC®System, Waters, EUA),
equipado com um injetor automatico de amostras, bomba quaternaria, forno e

detector com arranjo de diodos, controlado pelo software Empower 3.
2.3 EXTRACAO E QUANTIFICAGAO DE CAVEOL E CAFESTOL
A extragdo de caveol e cafestol foi feita segundo Dias et al. (2010)

(Figura 1). A analise cromatografica foi baseada no método de Dias et al (2010),
originalmente desenvolvido para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), mas
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adaptando-se as condigbes cromatograficas para cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE) (Tabela 2).

Figura 1 - Fluxograma para a extracéo de caveol e cafestol.

Pesar 0,2 g de amosira Adicionar 2 ml de Aquecer em banho a Adicionar 2 mL de
em um frasco para »| KOH 2,5M (em etanol —* 80 °C 1 > T ———
centrifuga 96%) por 1 hora gua p
\d
Adicionar 2 mL de dgua | Adicionar2mL de |
ao exfrato Tercbutil metil éter
A4 : l
Homogeneizar e Centrifugar por 2 Repetir
descartar a fase aquosa minutos a 3000 RPM Qies/
] .
Evaporar em banho a Recolher a fase

70 °C organica em um fubo

!

Extrato etéreo »| Ressuspensdo em 4 mL o TN i
A > Fittracdo 0,22 ym > CLUE
Fonte: Adaptado de Dias et al. (2010).
Tabela 2 - Condi¢gbes cromatograficas para analise de caveol e cafestol.
Condig¢des cromatograficas
Fase estacionaria Kinetex 2.6 ym C18 Phenomenex, 150 x 4,6 mm
Composigao Acetonitrila: Agua (55:45)
Fase movel Vazéo 1,2 mL / minuto
Eluicéo Isocratica
Detecgéo uv 230 nm (cafestol) e 290 nm (caveol)
Tempo 4 min
Temperatura 25 °C

A identificagdo dos compostos foi feita no préprio cromatdgrafo,
comparando-se os tempos de retencdo e o espectro no UV dos solutos eluidos com
padrées. A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa, construindo curvas de
calibragao, para ambos os compostos, na faixa de 2 a 160 pg/mL, com 6 pontos em

duplicata (r220,999, p<0,001).
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2.4 ANALISE DE DADOS

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
considerando a bebida (proveniente de diferentes capsulas e com diferengcas no
volume e tempo de preparo) como causa de variagdo, e teste de Tukey (p<0,05)
empregando o programa STATISTICA 7.0 (Statsoft, Tulsa, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cafés torrados e moidos, correspondentes a cada tipo de
capsula, foram caracterizados quanto a luminosidade e teores de caveol e cafestol
(Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas do café torrado e moido empregado nas capsulas.

Capsulas Luminosidade* Caveol (mg/g)** Cafestol (mg/g)**
A 25,1°+0,5 3,25° + 0,06 2,95 + 0,03
B 25,9°+0,3 3,63°+ 0,05 3,22° + 0,06
C 27,3°+0,1 4,14° + 0,05 3,66 + 0,06
D 24,9°+0,2 3,49 +0,12 2,81°+ 0,09

* Média e DP de 3 repeticoes ** Média e DP de 2 repeti¢des
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Observou-se diferenga estatistica na luminosidade (de 24,64 a
27,37) (Tabela 3). Os valores estavam na faixa dos descritos por Campanha, Dias e
Benassi (2010) para cafés arabica e robusta de torra média (de 20,1 a 28,9) e
superiores aos reportados por De Souza et al. (2010) (entre 19,3 e 21,3) para cafés
torrados e moidos comerciais brasileiros, de torra média/escura ou escura.

Os cafés diferiram estatisticamente quanto aos teores de diterpenos,
observando valores de caveol de 3,25 a 4,14 mg/g e de cafestol, de 2,81 a 3,66
mg/g (Tabela 3). Em cafés comerciais brasileiros, De Souza et al. (2010) relataram
teores de caveol entre 1,3 e 8,0 mg/g e cafestol entre 2,5 e 5,5 mg/g.

Os teores de solidos variaram de 1,42 a 4,88 g/100 mL (Tabela 4)
notando-se uma reducdo na concentracdo de solidos conforme o aumento no
tempo/volume de extracdo das bebidas, o que também foi observado por Caprioli et

al. (2012) para bebidas de cafés espressos tradicionais. Considerando-se as doses
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de consumo de cada bebida (de 35 a 120 mL) preconizadas pelo fabricante, os

teores de sdlidos (g/dose) mantiveram-se numa faixa de 1,43 a 1,74 (Tabela 4).

Tabela 4 - Condigbes de extracdo (tempo e volume) e teor de solidos das bebidas
de capsulas de café expresso.

Bebidas ;‘;’r’;‘gg’o‘ﬁ) Z‘)’(f;/ d\é"('m)e Solidos (g/dose)* | Solidos (g/100 mL)*
A 8 35 1,717 + 0,06 4,88° + 0,0
B 11 50 174 +0,03 3,48° + 0,04
C 16 60 1,43° + 0,01 2,42° + 0,03
D 22 120 1,69° + 0,03 1,42° + 0,04

*média e DP de 5 repeti¢coes
Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si (p < 0,05).

No geral, poucos dados da literatura informam os teores de sélidos
em bebidas de café. Para bebidas de espresso de capsulas, Parenti et al. (2014)
relataram de 6,61 e 6,97 g de s6lidos/100 mL, superiores ao obtidos com 0 mesmo
café extraido por um sistema espresso convencional (5,94 g/100 mL). Para bebidas
preparadas em maquinas de espresso tradicionais, sao relatados teores de 1,4 a
32,6 g/100 mL (PETRACCO, 2001; MARTINS et al.,, 2005; VIGNOLI, 2009;
CAPRIOLI et al., 2012; CAPORASO et al., 2014; VITTORI et al., 2015).

Com a liofilizacdo das bebidas foi possivel calcular a concentragao
de diterpenos expressas em mg/g de solidos. Os teores caveol variaram de 0,20 a
0,76 mg/g de solidos e, os de cafestol, de 0,17 a 0,68 mg/g de sdlidos (Tabelas 5 e
6).

Tabela 5 - Teores de caveol em bebidas obtidas de capsulas de cafés espressos.

Caveol
Bebidas
mg/g de sélidos* mg/100 mL* mg/dose* CV (%)™
A 0,61%(0,38-0,76) 2,96° (1,95-3,70) 1,04 (0,65-1,29) 26,17
B 0,54° (0,44-0,60) 1,89° (1,52-2,10) 0,95° (0,76-1,05) 14,18
C 0,32° (0,28-0,37) 0,77°(0,69-0,89) 0,46° (0,41-0,53) 9,52
D 0,28°(0,20-0,34) 0,40°(0,28-0,48) 0,47°(0,34-0,57) 20,97

* Média de 5 repeti¢des e faixa de variagcdo. **CV: variagdo entre cinco extracoes.

Descrigao das bebidas na Tabela 4; Doses: A (35 mL), B (50 mL), C (60 mL) e D (120 mL).

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).
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Tabela 6 - Teores de cafestol em bebidas obtidas de capsulas de cafés espressos.

Cafestol
Bebidas
(mg/g de solidos)* (mg/100 mL)* (mg/dose)* CV (%)™
A 0,54° (0,34-0,68) 2,62° (1,64-3,30) 0,92° (0,57-1,15) 27,02
B 0,47%(0,37-0,53) 1,64°(1,29-1,83) 0,82% (0,65-0,91) 15,12
C 0,28 (0,26-0,32) 0,69° (0,63-0,78) 0,41° (0,38-0,47) 7,93
D 0,22°(0,17-0,27) 0,32° (0,24-0,38) 0,38°(0,33-0,46) 19,38

* Média de 5 repeti¢des e faixa de variagcdo. **CV: variagdo entre cinco extragoes.
Descrigao das bebidas na Tabela 4; Doses: A (35 mL), B (50 mL), C (60 mL) e D (120 mL).
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Nas condicbes de preparo preconizadas pelos fabricantes, foram
observados teores de 0,47 a 1,04 mg de caveol e 0,38 a 0,92 mg de cafestol por
dose, correspondentes a faixa de 0,40 a 2,96 mg de caveol por 100 mL e 0,32 a 2,62
mg de cafestol por 100 mL (Tabelas 5 e 6).

Para melhor comparacdo dos resultados obtidos, os dados
disponiveis na literatura foram informados, quando possivel, ja convertidos em uma
base comum (mg/100 mL). Para cafés espressos comercializados em paises da
Europa, Urgert et al. (1995) relataram concentragdes de diterpenos proximas aos
valores relatados nesse estudo: os teores de caveol variaram de zero a 2,6 mg/100
mL e cafestol de zero a 2,1 mg/100 mL. Para cafés espressos preparados com café
arabica, os autores relataram teores mais elevados: caveol de 6,4 a 13,2 mg/100 mL
e cafestol de 5,2 a 9,6 mg mg/100 mL. Sridevi, Giridhar e Ravishankar (2011)
também reportaram niveis mais elevados dos diterpenos em bebidas de espresso:
8,5 mg de caveol e 10 mg de cafestol por 100 mL. Buchmann et al. (2010) relataram
em cafés espressos concentragdes de cafestol de 1 a 3,3 mg/100 mL. Gross,
Jaccaud e Hugget (1997) relataram em cafés espressos teor de 1,7 mg/100 mL tanto
para caveol como para cafestol e para cafés espressos preparados com capsulas
comerciais, 0os autores observaram valores de diterpenos um pouco inferiores aos
observados neste estudo, variando de 0,18 a 0,36 mg de caveol e 0,12 a 0,34 mg de
cafestol/100 mL. Silva et al. (2012) observaram em cafés espressos teores de caveol
de 0,06 a 0,4 mg/dose e cafestol de 0,2 a 0,8 mg/dose (volume da dose né&o
informado).

Nas bebidas de espresso deste estudo, considerando-se os valores
da faixa de variagdo, verificam-se variagdes em torno de 14 vezes nos teores de

caveol e cafestol/100 mL (Tabelas 5 e 6). Para comparagdo com outros tipos de
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preparo, foram observadas variacbes em até duas vezes das concentracbes de
caveol e cafestol em bebidas filtradas (WUERGES et al., 2015) e de cafestol em
bebidas french press e mocha (ZHANG; LINFORTH; FISK, 2012). Urgert et al.
(1995) reportaram para café escandinavo variagdes em torno de 13 vezes no teores
de caveol e 15 vezes nos teores de cafestol, e ainda maiores variagdes para café
turco (cerca de 100 vezes para caveol e 20 vezes para cafestol).

De forma geral, pode-se observar para ambos o0s compostos nas
Tabelas 5 e 6, que ha uma menor concentragédo de diterpenos (de até duas vezes),
quando se compara bebidas com maior tempo de extracdo e volume da dose
(bebidas C e D), com aquelas para as quais foi sugerida menor tempo e volume de
dose de extragao (bebidas A e B), e que também apresentavam uma maior massa
de café na capsula (Tabela 1).

A extragdo de compostos pode ser melhor visualizada na Figura 2,
onde se observa a porcentagem de diterpenos extraidos que apresentou uma
variagdo de 1,85 a 4,27 % para caveol e 1,87 a 4,16 % para cafestol. E interessante
observar que independentemente das diferencas no preparo e material, a extracao
no preparo das capsulas nao foi superior a 5% para os dois compostos (Figura 2).
Destacam-se as bebidas A e B, que foram preparadas em doses com volume menor
e menor tempo de extracado, pelas maiores extracdes de diterpenos. Para bebidas
preparadas nos estilos turco, escandinavo, french press e mocha, foram relatadas
extracdes de cafestol de 2,5 a 9,0% (ZHANG; LINFORTH; FISK, 2012).

Figura 2 - Porcentagem de diterpenos extraidos.
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Porcentagem de diterpenos extraidos = [concentracdo de caveol/cafestol na bebida (mg/dose) /
concentragao de caveol/cafestol nas capsulas (mg/capsula) ] x100.
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Wuerges et al. (2015) relataram concentragdes muito inferiores de
caveol e cafestol (0,28 mg/100 mL para ambos os compostos) para bebida espresso
tradicional originada de um café arabica com teor de diterpenos (4,04 mg de caveol
e 3,18 mg de cafestol por g de café) e concentragdo de sélidos (2,46 g/100 mL)
dentro da mesma faixa das bebidas de capsulas do estudo (Tabelas 4, 5 e 6). Uma
das causas dessa diferenca, bem como das diferengas observadas na extracéo para
bebidas a partir de diferentes capsulas, poderia ser a variabilidade da moagem do
café. Sehat, Montag e Speer (1993) observaram em bebidas de espresso que a
moagem mais fina, apresentou menor extracdo de compostos lipidicos.

Os valores do coeficiente de variagado (CV), comparando 5 preparos
independentes, permitem observar que a variacdo dos teores de diterpenos nas
bebidas para cada tipo de capsula foi inferior a 30%. A bebida A mostrou maior
variabilidade (CV 26,17% e 27,02% para caveol e cafestol) e CVs de 7,93% a
20,97% foram observados na demais amostras (Tabelas 5 e 6).

Mesmo considerando os efeitos desejaveis da ingestdo de
diterpenos ja amplamente descritos na literatura, para cafés espresso uma maior
extracido pode ser preocupante pelo efeito hipercolesterolémico dos compostos,
notadamente cafestol (WEUSTEN-VAN DER WOUW et al., 1994; URGERT et al.,
1995; HIGDON; FREI, 2006).

A bebida A, que se destacou pela alta concentracédo de diterpenos e
maior extragao (Tabelas 5 e 6, Figura 2), possui um teor médio de cafestol de 0,92
mg por dose de café expresso. Mesmo considerando que houvesse uma variagao de
aumento de 30% nesse valor, para aumentar o colesterol em aproximadamente 5
mg/dL, conforme estimativa relatada por Urgert et al. (1995), seria entdo necessario
o consumo em torno de 9 doses diarias da bebida A. Para a bebida D, com baixa
extragao e concentragao média de 0,38 mg de cafestol por dose (Tabela 6 e Figura
2), o aumento so ocorreria com o0 consumo de aproximadamente 20 doses diarias.

Em pesquisa realizada pela ABIC (2010) observa-se um consumo
meédio de 5,5 xicaras de café espresso diariamente. Assim poucas doses diarias de
café possivelmente ndo terdo efeito indesejavel sobre os niveis de colesterol. No
caso de bebidas com maior extracdo, como a amostra A, cabe ressaltar que em
paralelo a maior extragdo de diterpenos (Tabelas 5 e 6), ocorre maior extracdo de
sélidos (Figura 2), assim ingestdo moderada de café diariamente fornece uma

quantidade de diterpenos que podem contribuir com os diversos efeitos benéficos ja
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relatados e provavelmente de outros bioativos de impacto positivo na saude
(MURIEL; ARAUZ, 2010; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

4 CONCLUSAO

Observou-se variagao no teor de diterpenos em capsulas comerciais
de café torrado e moido para espresso assim como nas bebidas originadas a partir
deste produto. As bebidas de café feitas a partir de capsulas para as quais os
fabricantes preconizaram um menor volume de preparo apresentaram os teores
mais elevados de caveol e cafestol.

Considerando-se a extragcao observada para os diterpenos, nesse
tipo de preparo, ha indicacdo que o consumo moderado de café preparado a partir
de capsulas comerciais implicaria na ingestdo de cafestol em niveis inferiores ao

necessario para efeito hipercolesterolémico.
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CAPITULO llI

CAVEOL E CAFESTOL EM BEBIDAS DE CAFES: COMPARAGAO ENTRE
DIFERENTES PREPAROS

RESUMO

As bebidas de café sédo preparadas de forma diferenciadas nas diversas regides
consumidoras do mundo. A forma de preparo influencia a composi¢cdo quimica da
bebida e, consequentemente, o impacto de seu consumo a saude. Caveol e cafestol,
diterpenos presentes no café, sdo associados tanto a efeitos desejaveis como
protecdo contra doengas crénico degenerativas e atividades antioxidante e
antiinflamatoria, bem como ao aumento do colesterol. O objetivo do trabalho foi
comparar o teor de caveol e cafestol em bebidas de café com diferentes preparos
(filtro de pano, filtro de papel, espresso e soluvel). As bebidas filtradas e espresso
foram produzidas com café arabica com grau de torra médio e granulometria fina, e
a bebida de soluvel, a partir de um café soluvel produzido com o mesmo material.
Para todos os preparos estudados observou-se baixas concentracbes dos
compostos: teores na faixa de 0,05 a 0,16 mg de caveol e 0,11 a 0,14 mg de cafestol
por dose de 50 mL. A bebida de café soluvel mostrou os menores teores de caveol e
auséncia de cafestol, sendo atribuida essa redu¢cado ao processo de fabricagcdo do
café soluvel. Os teores de diterpenos foram similares para a bebida espresso e a
filtrada em papel. O uso de coador de pano gerou uma bebida com menor teor de
sélidos, mas maior teor de diterpenos (mg/g de sélidos). As concentragbes de
cafestol observadas indicam que o consumo moderado das bebidas de café nas
condicdes descritas no estudo nao implicaria em efeito hipercolesterolémico.

Palavras chave: Diterpenos, bebidas filtradas, café espresso, café soluvel, café
arabica, CLUE.

1 INTRODUGAO

Caveol e cafestol, alcoois pentaciclicos da familia dos caurenos, sao
os principais diterpenos do café, constituindo cerca de 20% da fragao lipidica. Séao
encontrados na matéria insaponificavel nas formas livres e esterificadas com acidos
graxos (KURZROCK; SPEER, 2001; BENASSI; DIAS, 2015).

Atualmente, a pesquisa na area de café tem destacado os efeitos do
seu consumo na saude humana. Entre os compostos presentes na bebida de café,
os diterpenos possuem efeitos desejaveis como protecdo contra o céncer e
substéancias toxicas, atividade antioxidante e atividade antiinflamatoéria (CAVIN et al.,
2001; CAVIN et al., 2002; KIM et al., 2006; LEE; JEONG, 2007; HIGGINS et al.,
2008; OH et al., 2009; CHU et al., 2011; NKONDJOCK, 2012; MURIEL; ARRAUZ,
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2012; CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2015). No entanto, ha também uma
comprovada associagado entre a ingestdo desses compostos, notadamente cafestol,
e 0 aumento do colesterol sérico em humanos (URGERT et al., 1995; HIGDON;
FREI, 2006; ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009; LIMA et al., 2010).

As concentracdes de diterpenos em café variam em funcdo da
origem geografica, genética (espécie e variedades) e processamento do produto
(SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; De SOUZA et al., 2010; CAMPANHA et al., 2010;
KITZBERGER et al., 2013; ZANIN, 2014). Mas é importante destacar que o método
de preparo influencia de forma significativa no teor de diterpenos da bebida e,
consequentemente, o impacto a saude do consumo depende da forma de preparo
do café. Os preparos das bebidas sdo diferentes em diversas regides do mundo e
estdo associados a habitos culturais. Assim, conforme os métodos de preparagao
das bebidas existem diferencas na concentragdo de sélidos extraidos, e
consequentemente, no teor e balango dos compostos extraidos na bebida
(PETRACCO, 2001; HATZOLD, 2012; VITTORI et al., 2015). A literatura destaca
que bebidas nao filtradas apresentam elevados teores de diterpenos, enquanto que
nas bebidas filtradas os valores sao reduzidos (URGERT et al., 1995; GROSS,
JACCAUD; HUGGETT, 1997; DEL CASTILLO, HERRAIZ; BLANCH, 1999; SRIDEVI,
GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011; NAIDOO et al., 2011; ZHANG; LINFORTH; FISK
2012; SILVA et al., 2012; NILSSON 2015). No Brasil, segundo dados da pesquisa da
ABIC (2015), a forma de preparo mais usual € a de bebidas filtradas, com destaque
ao uso de filtro de papel (45%), mas também inclui nessa categoria o café preparado
com filtro de pano (25%), uma forma de preparo bastante tradicional e muito
especifica do consumidor brasileiro. A unica referéncia ao preparo de café com filtro
de pano, foi feita por Naidoo et al. (2011) que destacou o preparo Sock, tipico em
paises asiaticos, num estudo clinico sobre o efeito do café tradicionalmente
consumido na Indonésia com o aumento de lipidios séricos, no qual os autores
estudaram cafés preparados comercialmente.

Na literatura s&o descritos teores de diterpenos em bebidas de café
com diferentes preparos, mas a comparacdo de resultados € dificultada, pois
usualmente ndo se menciona a concentracdo de sélidos das bebidas e/ou outros
dados importantes da matéria prima como a espécie do café, o grau de torra e
padrdao de moagem empregado (NAIDOO et al., 2011; SRIDEVI; GIRIDHAR,;
RAVISHANKAR, 2011; SILVA et al.,, 2012). Ainda, a comparacédo entre bebidas
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preparadas com café soluvel e café torrado e moido & particularmente complicada,
pelo fato de ndo se tratar da mesma matéria prima. Diante do exposto, o trabalho
teve como objetivo comparar o teor de caveol e cafestol em bebidas de café filtradas
em coador de pano e papel, espresso e soluvel. Destaca-se a falta de informacdes
na literatura sobre o teor de diterpenos em bebidas de café preparadas em filtro de
pano, e que nesse trabalho padronizou-se o material de base empregado para
producdao do café torrado e moido e soluvel, permitindo assim uma comparacao

efetiva entre preparos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Para obtencéo dos cafés torrado e moido e soluvel empregados no
preparo das bebidas foi utilizado café Coffea arabica. A matéria prima foi fornecida
pela empresa Companhia Iguagu de Café Soluvel (Cornélio Procdpio, Parana,
Brasil) e os produtos foram elaborados em planta piloto da empresa. O café foi
torrado em torrador piloto Lilla (Brasil), com tempo de processo em torno de 12
minutos, e temperatura de 218 a 223 °C.

Para o preparo das bebidas filtradas e espresso, o café torrado foi
moido em moinho (Krups GVX 2, China), caracterizado por moagem fina conforme
padrdao de 70% de retencéo para peneiras 20 e 30 e 30% de retengdo para fundo,
(ABIC, 2013). O café torrado e moido foi avaliado usando um colorimetro Konica
Minolta CR400 (Osaka, Japado) com geometria 45/0 e iluminante D65, e apresentou
luminosidade média de 29,07 + 0,56, sendo caracterizado como produto com grau
de torra médio.

Para o preparo do café soluvel, o café torrado foi granulado e
processado em planta piloto da Companhia Iguacgu, seguindo o procedimento padrao
da empresa com extragdo por percolagdo em colunas. Agua a 180 °C foi alimentada
no primeiro estagio (coluna com o café mais antigo) seguindo na sequéncia e
percolando os estagios seguintes, até atingir o café mais novo. No ultimo estagio, o
extrato encontra o café recém carregado, do qual extrai parte dos solidos soluveis
em condicbes que favorecem a preservacdo do aroma e do sabor. Durante o

processo, os solidos soluveis do extrato aumentam, mas a temperatura diminui,
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entdo a ultima coluna contendo café fresco foi extraida a uma temperatura proxima a
100°C estando o produto sujeito a danos térmicos minimos. O extrato originado
deste processo foi submetido ao processo de liofilizagao.

Para o preparo das bebidas filtradas, 50 g de café torrado e moido
foram transferidas para um coador (filtro) de papel, acoplado em funil, e para um
coador de pano. Aos poés, foram adicionados 500 mL de agua aquecida a 90 °C
(ABIC, 2015).

Para o preparo da bebida de espresso, 7 g de café torrado e moido
foram carregados em uma maquina de espresso (Krups XP 5240, CHINA) extraindo
50 mL da bebida a uma presséo de 15 bars por 32 segundos.

Para o preparo do café soluvel, 1,2 g do produto soluvel liofilizado
foram dissolvidos em 50 mL de agua aquecida a 90 °C (VIGNOLI, 2009).

Foram feitas cinco repeticdes de preparo para cada tipo de bebida.
As bebidas originadas foram congeladas a -18 °C durante 24 horas e na sequéncia
foram liofilizadas, empregado um liofilizador Christ Alpha 2-4 LD plus (Osterode am
Harz, Alemanha) operando a temperatura de -32 °C por aproximadamente 72 h até
atingir um peso constante. As bebidas foram caracterizadas quanto ao teor de
sélidos extraidos (determinado pela diferenga de peso da bebida pronta para o
consumo e da bebida liofilizada) para posterior uso no calculo das concentragdes

dos compostos.
2.2 DETERMINACAO DE CAVEOL E CAFESTOL

Foram quantificados os teores de caveol e cafestol no material
empregado para o preparo das bebidas (café torrado e moido e café soluvel) e nas
bebidas originadas.

Para a extragcdo de caveol e cafestol foi utilizada a metodologia de
Dias et al. (2010). Foi empregado um procedimento de saponificagdo direta a quente
(80 °C, 1 h) do café ou bebida liofilizada (0,2g) utilizando solucdo 2,5 mol.L™" de
hidréxido de potassio P.A. (Synth, BRASIL) em etanol 96 % (Impex, BRASIL). Em
seguida, foram adicionados 2 mL de agua purificada. Os insaponificaveis foram
extraidos pela adicdo 2 mL de terc-butil metil éter P.A. (Vetec, BRASIL) seguido de
centrifugagédo por 2 minutos a 3000 RPM, sendo esta etapa repetida 3 vezes. Na

sequéncia, foi adicionada agua purificada para limpeza da amostra, seguida de
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homogeneizagdo, descarte da fase aquosa, e evaporagdo em banho a 70 °C. O
extrato etéreo foi diluido em 4 mL de fase movel e filtrado.

A andlise cromatografica foi realizada em um cromatografo a liquido
de ultra eficiéncia (Acquity UPLC®System, Waters, EUA), equipado com um injetor
automatico de amostras, bomba quaternaria, forno e detector com arranjo de diodos,
controlado pelo software Empower 3. A analise foi baseada no método de Dias et al.
(2010), originalmente desenvolvido para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), adaptando-se as condi¢cbes cromatograficas para CLUE. Empregou-se
coluna Kinetex 2.6 ym C18 (Phenomenex, Torrance, EUA) (150 x 4,6 mm), eluicdo
isocratica com fase moével na proporgcédo de 45:55 de agua e acetonitrila grau HPLC
(Fisher Scientific, EUA), vazao de 1,2 mL / minuto, e detecgédo a 230 nm (cafestol) e
290 nm (caveol).

A agua empregada para preparo de padrdes e solugdes foi obtida
por sistema de purificagao e filtracdo (Elga, Purelab option-Q, EUA). As fases moveis
e amostras foram filtradas em membranas de 0,22 ym (Millipore, EUA).

A identificagdo dos compostos foi feita no préprio cromatégrafo,
comparando-se os tempos de retengao e o espectro no UV dos solutos eluidos com
padrées. Empregou-se padroes de caveol e cafestol (Axxora, San Diego, EUA)
certificados por Alexis Biochemicals com pureza de 98 % (Lausen, Suiga). A
quantificacao foi feita por padronizacédo externa, construindo-se curvas de calibragao
na faixa de 2 a 160 pg/mL, para ambos os compostos, com 6 pontos em duplicata
(r*>0,999, p<0,001).

2.3 ANALISE DE DADOS
Os resultados foram submetidos a analise de variédncia (ANOVA)

considerando o tipo de preparo da bebida como causa de variagao e teste de Tukey
(p<0,05) no programa STATISTICA 7,0 (Statsoft, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de solidos das bebidas mantiveram-se na faixa de 2,06 a
2,46 g/100 mL e observou-se pouca variacdo na extragao de sélidos comparando-se
5 repeticdes de preparo de cada bebida (CV de 0,47 a 1,15 %) (Tabela 1). A bebida
preparada com o uso de filtro de pano apresentou o menor teor de solidos, ja a
bebida de espresso apresentou mais soélidos que as filtradas, obtidas sem presséao
(Tabela 1).

Tabela 1 - Teores de sélidos das bebidas.

Material Tipo de preparo Sdlidos (g/100 mL) *
Filtrado em coador de pano 2,06°(1,07 %)
Café torrado e moido Filtrado em coador de papel 2,39° (1,13 %)
Espresso 2,46° (0,47 %)
Café soluvel Solavel 2,42% (1,15 %)

* Média de 5 repetigdes, valor do Coeficiente de Variagédo entre paréntesis.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Ha poucos dados na literatura sobre os teores de sodlidos das
bebidas de café, e a comparacao é dificultada por ndo haver uma forma padrao para
cada tipo de preparo. A concentracdo de solidos na bebida varia com a temperatura
e, no caso de espresso, pressao empregada, bem como com a relagdo entre a
massa de café e o volume de agua, granulometria e espécie dos cafés empregados
(VITTORI et al.,, 2015). Para a comparagao, observou-se somente produtos
preparados com café da espécie arabica, uma vez que existe grande variagdo no
teor de solidos soluveis para café da espécie robusta (maior teor). Para bebidas
filtradas, ndo existem dados quanto ao uso do filtro de pano, e teores de 2,04 g/100
mL a 2,9 g/100 mL foram citados para bebidas de café arabica preparadas em filtro
de papel (MARTINS et al.,, 2005; VIGNOLI, 2009). Para bebidas de espresso
preparadas com café arabica, sdo relatados teores de 3,41 a 5,2 g/100 mL
(MARTINS et al., 2005, VIGNOLI, 2009), mas Caprioli et al. (2012) descreveram que
variacdes ainda mais amplas podem ser observadas uma vez que a extracao de
sélidos diminui quando se acompanham fragdes de café espresso retiradas ao longo
do tempo de preparo (24,1 a 1,4 a g/100 mL). Em bebidas de espressos preparados
com capsulas de café arabica, Wuerges et al. (2015) observaram teores de sélidos
de 1,42 e 2,42 g/100 mL.
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O material empregado para o preparo das bebidas, café torrado e
moido e café soluvel (obtido a partir do mesmo café torrado) foi caracterizado
quando ao teor de diterpenos. No café torrado e moido, empregado para o preparo
das bebidas filtradas e espresso, observou-se 4,04 mg de caveol e 3,18 mg de
cafestol por g de café. Para cafés arabica torrados brasileiros, foram relatados
teores de caveol entre 1,75 e 10,96 mg/g e cafestol entre 1,76 e 9,66 mg/g
(KITZBERGER et al., 2013; KITZBERGER; SCHOLZ; BENASSI, 2014; ZANIN,
2014). O café soluvel apresentou um teor em torno de 100 vezes menor de caveol
(0,04 mg/g) e auséncia de cafestol, mostrando que no processo de produgdo os
teores de diterpenos séo reduzidos drasticamente.

As concentragdes de diterpenos nas bebidas, expressas em mg/g de
solidos, apresentaram variagdes de 0,04 a 0,15 para caveol e de 0 a 0,11 para
cafestol entre os diferentes preparos. Assim, considerando-se doses de bebida de
50 mL, foram observados valores inferiores a 0,20 mg para ambos os compostos
diterpénicos em todos os preparos (Tabelas 2 e 3).

Observou-se maior variabilidade nos teores do diterpenos em
bebidas filtradas (CV de 15,50 a 20,27 %) do que para a bebida de espresso (CV
inferior a 10 %), e baixa variabilidade para o soluvel (Tabelas 2 e 3). Tendo em vista
a pequena variagado (~ 1 %) no teor de sdlidos (Tabela 1), verifica-se que essa
diferenca nao foi devido ao processo de extracdo como um todo, e sim a maior
variabilidade na extracdo especifica dos diterpenos observada para as bebidas

filtradas.

Tabela 2 - Teores de caveol em bebidas de café com diferentes preparos.

Material Tipo de preparo - Caveol”
(mg/g de sdlidos) (mg/dose)** CV (%)
Filtrada em coador de pano 0,15% (0,10-0,17) 0,16° (0,11-0,18) 19,03
Ca;énfgl,r;i“ Filtrada em coador de papel | 0,10° (0,09-0,14) | 0,12%(0,10-0,17) | 20,27
Espresso 0,12° (0,10-0,13) 0,14% (0,12-0,16) 9,15
Café soluvel Soluvel 0,04° (0,04-0,04) 0,05" (0,05-0,05) 2,70

* Média de 5 repeti¢des e faixa de variagdo. CV: variagao entre cinco extragdes.
** Doses de 50 mL para todos os tipos de preparo.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).
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Tabela 3 - Teores de cafestol em bebidas de café com diferentes preparos.

Cafestol*
(mg/g de sdlidos) (mg/dose)** CV (%)

Material Tipo de preparo

Filtrada em coador de pano 0,13% (0,09-0,14) 0,13 (0,09-0,14) 17,21
Filtrada em coador de papel 0,09° (0,08-0,12) 0,11%(0,10-0,14) 15,50
Espresso 0,11% (0,10-0,13) 0,14% (0,12-0,15) 9,82

Café torrado
e moido

Café soluvel Soluvel N.D. N.D. -

* Média de 5 repeti¢des e faixa de variagdo. CV: variagao entre cinco extragdes.

** Doses de 50 mL para todos os tipos de preparo.

N.D. — Nao detectado.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Entre os métodos de preparo estudados, apenas a bebida do soluvel
mostrou diferengca no teor de diterpenos por dose para os demais preparos. As
bebidas preparadas a partir de café torrado e moido apresentavam em torno de 0,14
mg de caveol e de 0,13 mg de cafestol por dose de 50 mL (Tabelas 2 e 3).

A bebida de soluvel apresentou o menor teor de caveol (0,05
mg/dose) e auséncia de cafestol (Tabelas 2 e 3), uma vez que no processo de
producdo do material de preparo da bebida (café soluvel), os diterpenos,
notadamente cafestol, ja sdo extraidos de forma pouco significativa. Em bebidas de
café soluvel, a literatura relata teores de caveol na faixa de 0 a 0,6 mg e cafestol de
0,01 a 0,7 mg por dose (URGERT et al.,, 1995; GROSS; JACCAUD; HUGGETT,
1997, SILVA et al., 2012), valores mais altos do que os observados neste trabalho,
mas os autores citados preparam café soluvel (2 g de café soluvel/50 mL) em
concentragao superior a estudada (Tabela 1).

O resultado é bastante interessante porque o baixo teor de
diterpenos citado na literatura para bebidas de soluvel poderia ser também
relacionado ao uso da matéria prima café robusta, que tem um teor mais baixo de
diterpenos, notadamente de caveol (BENASSI; DIAS, 2015). Nesse trabalho
verificou-se que utilizando a mesma matéria prima (café arabica) e preparando a
bebida com um teor de sdlidos similar, o teor de caveol ficou 3 vezes inferior ao
observado para os preparos filtrado e espresso, e ndo se constatou presenca de
cafestol. Pelo controle da matéria prima e preparo, pode-se claramente atribuir essa
reducao ao processo de fabricagao do soluvel.

Para permitir a comparagcdo dos resultados das bebidas de café
torrado com os dados da literatura, quando informados, os dados dos autores foram

convertidos em uma base comum (dose de 50 mL).
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Para bebidas filtradas em filtro de papel, sem informac¢ao da espécie
de café empregada no preparo, Sridevi, Giridhar e Ravishankar (2011) reportaram
teores de caveol de 0,12 mg/50 mL e, de cafestol, 0,44 mg/50 mL e Silva et al.
(2012), relataram para cafestol 0,06 mg/dose e nédo detectaram caveol (volume da
dose nao informado). Mesmo para bebidas preparadas a partir de café arabica,
verifica-se grande divergéncia nos valores observados: de 0,007 mg a 1,25 mg de
caveol e de 0,007 a 0,55 mg de cafestol por dose de 50 mL (GROSS; JACCAUD;
HUGGETT, 1997; DEL CASTILLO; HERRAIZ; BLANCH, 1999). Neste tipo de
preparo, verificam-se variagdes em torno de 25 vezes no teor de caveol e mais de
55 vezes no teor de cafestol.

No unico trabalho que menciona o uso de filtro de pano, Naidoo et
al. (2011) destacaram o preparo sock tipico em paises asiaticos. Os autores
encontraram teores de caveol na faixa de 0 a 0,08 mg e cafestol de 0 a 0,48 mg por
dose de 50 mL. No entanto, deve ser ressaltado que, apesar de todos os preparos
serem do tipo sock, as bebidas de cafés foram obtidas em estabelecimentos
comerciais e nao havia controle do material, inclusive porque, em alguns casos,
envolviam procedimentos diferentes, como repetir a etapa de filtragem e adicéo de
outros compostos junto ao café torrado e moido.

Interessante ressaltar que, fazendo-se a comparacdo entre os
filtrados, o café preparado em coador de pano apresentou um maior teor de caveol e
cafestol em mg/g de solidos que o preparado em filtro de papel (Tabelas 2 e 3). O
uso de coador de pano gerou um café com menor teor de soélidos (Tabela 1), mas
com uma maior propor¢cdo de diterpenos (Tabelas 2 e 3). Foi relatado que, para
cafés filtrados, caveol e cafestol sdo retidos na borra e ndo passam pelos filtros
(URGERT et al., 1995), mas aparentemente existe menor eficiéncia de retengao
quando se emprega o filtro de pano.

Para bebidas de espresso, sao relatados valores em uma faixa bem
ampla: caveol de 0,06 a 6,6 mg e cafestol de 0,2 a 5,0 mg por dose de 50 mL
(URGERT et al., 1995; GROSS; JACCAUD; HUGGETT, 1997; SILVA et al., 2012;
BUCHMANN et al.,, 2010; SRIDEVI; GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011). Para
bebidas de estabelecimentos comercias, Urgert et al. (1995) relataram
concentragdes de zero a 1,3 mg de caveol/50 mL e de zero a 1,0 mg de cafestol/
50mL. Para espressos preparados a partir de capsulas comerciais de café arabica,

Wuerges et al. (2015) relataram teores de 0,20 a 0,38 mg de caveol e, de 0,16 a
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0,34 mg de cafestol por dose de 50mL. Além da variabilidade na matéria prima, a
ampla variabilidade encontrada nos dados de diterpenos em espresso da literatura
(maior que 50 vezes) poderia ser devida a maior variagdo na granulometria do
material, processos (tempo/temperatura) e nos teores de sdlidos extraidos. Sehat,
Montag e Speer (1993) observaram em bebidas de cafés espressos, que o conteudo
total de lipidios foi inferior em bebidas originadas com café com moagem fina.
Buchmann et al. (2010) relataram ainda que a temperatura da agua tem grande
impacto na extragdo de cafestol no preparo de café espresso; o aumento da
temperatura de 80 °C a 110 °C proporcionou uma extracdo de cafestol 3 vezes
maior.

Mesmo empregando café arabica, que apresenta um maior teor de
diterpenos (BENASSI; DIAS, 2015), e moagem fina, que pode permitir maior
extragdo de cafestol (BUCHMANN et al.,, 2010), todos os preparos estudados
apresentaram baixas concentracdes de caveol e cafestol.

No presente estudo, padronizando-se a matéria prima (espécie de
café, grau de torra e moagem) e expressando-se o teor de diterpenos em mg/g de
solidos, observou-se que o teor de caveol e cafestol foi similar no preparo de
espresso e no café filtrado em papel (Tabelas 2 e 3). Nado se observou assim um
efeito do emprego de pressao na extragao desses compostos. Tendo em vista que
nesse caso a matéria prima (grédo de café e granulometria) foi padronizada, pode-se
inferir que nas condigdes estudadas o emprego de pressdo n&o contribui para um
aumento na extragao dos diterpenos.

Conforme estimativa relatada por Urgert et al. (1995) para que
ocorresse um aumento do colesterol sérico em aproximadamente 2,5 mg/dL, seria
necessario, por exemplo, o consumo em torno de 30 xicaras de café filtrado ou
espresso diariamente (mesmo considerando a variabilidade de cafestol nos
preparos). Ja para o consumo de bebida de café soluvel, ndo haveria impactos

sobre o colesterol.

4 CONCLUSAO

Padronizando-se a matéria prima empregada (espécie, grau de torra

e moagem do café), ndo se observou variabilidade nos teores de caveol e cafestol

(em mg por dose de 50 mL) comparando-se bebidas de café filtradas (filtro de pano
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ou papel) e espresso. A bebida de café soluvel mostrou teores de caveol reduzidos,
em relacado aos outros preparos, e auséncia de cafestol. Comparando-se as bebidas
filtradas, o café preparado em coador de pano apresentou um menor teor de sélidos,
mas um maior teor de cafestol e caveol em mg/g de sdlidos que o preparado em

filtro de papel.
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CONCLUSAO GERAL

Todas as bebidas de café apresentaram concentracbes dos
diterpenos inferiores a 1 mg/g de solidos. Para as bebidas preparadas com a
matéria-prima padronizada (espécie, grau de torra e moagem do café), observou-se
menor variabilidade entre preparos do que para os espressos obtidos de capsulas
comerciais. Para as bebidas preparadas a partir de capsulas comerciais observou-se
maiores teores de diterpenos, notadamente nas capsulas para as quais 0s
fabricantes preconizaram um menor volume da dose e tempo de extragdo. A bebida
de café soluvel apresentou os menores teores de caveol e auséncia de cafestol. O
uso de filtro de pano gerou um café com menor teor de sélidos, mas com uma maior
proporcao de diterpenos comparativamente as filtradas em papel e espresso.

Considerando-se a extracdo observada para os diterpenos nos
preparos abordados neste estudo, ha indicacdo que o consumo moderado de café
implicaria na ingestdo de cafestol em niveis inferiores ao necessario para efeito

hipercolesterolémico.



