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Resumo

O café é uma das bebidas de maior consumo, caracterizada pelo seu aroma e
“flavour”. De facto, o café é uma mistura complexa de mais de um milhar de
compostos, alguns dos quais de conhecida actividade bioldgica. As preocupagdes
acerca dos seus potenciais riscos para a saude tém contribuido para inumeras
publicagdes cientificas, maioritariamente baseadas em estudos epidemioldgicos.
Contudo, na maioria dos casos, os resultados sao contraditoérios e pouco conclusivos.
Mais recentemente, o consumo de café foi associado com a redugéo de risco de varias
patologias crénicas, nomeadamente a doenga de Parkinson. A cafeina, o composto
mais estudado no café, ndo parece ser o principal interveniente. Por outro lado, o
possivel envolvimento das B-carbolinas, uma classe de compostos neuroactivos, €
cada vez mais colocado em questéao.

Com base nesta premissa, e enquanto se espera pela confimagdo da
implicagdo das B-carbolinas na doenga de Parkinson e noutras doengas, o objectivo
principal deste trabalho foi determinar a quantidade de B-carbolinas, norarmana e
harmana, em 17 amostras de graos de café arabica (10) e robusta (7), de varias
origens geograficas. Uma vez que se sabe que estes compostos aumentam com a
temperatura foram nao s6 analisados os cafés verdes, como também trés intensidades
diferentes de torra em todas as amostras, perfazendo um total de 68 amostras. Os
compostos (norarmana e harmana) foram extraidos por extracgdo em fase sélida
(SPE), separados por RP-HPLC-FD e quantificados pelo método do padrao interno.

Resultado das caracteristicas individuais, nem todos os cafés atingiram o
mesmo grau de torra quando submetidos a mesma temperatura. Por isso, realizou-se
uma avaliagdo complementar do grau de torra de cada da amostra, quer por calculo da
“organic roast loss” (ORL) quer por analise fotométrica por IV, para melhor
correlacionar com os teores de B-carbolinas obtidos.

Os resultados demonstraram claramente que as p-carbolinas se formam
essencialmente durante a torra, aumentando com a temperatura, ja que se encontram
num teor muito reduzido nos graos verdes. Os graos robusta apresentam teores de
ambas as B-carbolinas superiores aos arabica, quer nos gréos verdes quer nos

torrados. Geralmente obtém também um grau de torra superior para a mesma

temperatura, o que parece estar relacionado com as caracteristicas da espécie




enquanto verde (menor dimensao e menor teor de gordura). No entanto, com o nimero
de amostras analisado, ndo parece possivel uma previsdo do grau de torra com base
na relagao entre os valores de ORL e das duas B-carbolinas, nem o oposto. A
formacdo destes compostos com a torra parece depender ndo s6 da razédo
tempo:temperatura atingida durante o processamento e do grau de torra consequente,
mas principalmente das caracteristicas intrinsecas do préprio grao, que variam com a
espécie, a origem geografica e provavelmente o lote, e que poderdo determinar
diferentes teores iniciais de percursores e diferentes velocidades de formagdo e
conversao das B-carbolinas.

Os teores médios de norarmana encontrados no café verde foram de 0,03 ug/g
para o café ardbica e de 0,06 ug/g para o café robusta. A harmana esta presente em
teores de 0,03 ug/g para o café arabica e de 0,07 ug/g para o café robusta. Nos cafés
torrados, verificou-se uma variagao do teor de norarmana entre 2,43 e 3,26 ug/g para o
café arabica e entre 5,31 e 10,72 ug/g para o café robusta. Relativamente ao teor de
harmana, verificou-se uma variagéo entre 0,83 e 0,44 ug/g para o café arabica e entre
1,57 e 2,34 uyg/g para o café robusta. Estes valores colocam o café como
provavelmente uma das mais importantes fontes alimentares de ingestdo destes

compostos.
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Abstract

Coffee is one of the most widely consumed beverages, lauded for its aroma and
flavour. In fact, coffee is a complex mixture of more than a thousand compounds, some
of which with known biological activity. The concerns about its potential health risks
have contributed to immeasurable scientific publications, mostly based on
epidemiological studies. However, in most cases, the results are contradictory and little
conclusive. More recently, the coffee consumption has been associated with the risk
reduction of several chronic pathologies, namely Parkinson’'s disease. Caffeine, the
single most studied compound in coffee, does not seem to be the main contributor. On
the other hand, the possible involvement of B-carbolines, a class of neuroactive
compounds recently reported in coffee, is being increasingly questioned.

Based on this premise, and while waiting for the assurance of B-carbolines
implication in the Parkinson’s disease and in other diseases, our main objective was to
determine the norharman and harman B-carbolines amounts in 17 samples of arabica
(10) and robusta (7) coffee beans from several geographical origins. Knowing that
these compounds increase with the roasting temperature, besides the unroasted beans
three different roasting intensities were also analysed in all samples, performing a total
of 68 samples. The compounds (norharman and harman) were extracted by solid phase
extraction (SPE), separated by RP-HPLC-FD and quantified by the internal standard
method.

As a result of individual characteristics, the coffees roast degree varied when
submitted to the same roasting temperature. Therefore, a complementary roast degree
evaluation was performed, in all samples, by both “organic roast loss” (ORL) calculation
and photometric analysis by IR in order to allow a better correlation with the B-
carbolines levels achieved.

The results clearly demonstrate that the B-carbolines are essentially formed
during the roasting procedure, increasing with the roasting temperature, since their
content in the unroasted beans is reduced. The robusta beans present higher amounts
of both B-carbolines than arabica ones, either in unroasted beans or in roasted beans.
They usually get also a higher roast degree at the same temperature, what seems to be
associated with specie characteristics (smaller size and less fat amount). Nevertheless,

based on the number of samples analysed, the relation between the two compounds
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and the ORL values doesn’t seem to allow a prevision of roast degree, nor the opposite.
The formation of these compounds with roast seems to depend not only on the
time:temperature ratio achieved during processing and consequent roast degree, but
mainly on the bean intrinsic characteristics, that vary with the specie, geographic origin
and probably lot that ultimately will determinate different initial precursors amounts and
different formation and conversion velocities of 3-carbolines.

The mean levels for norharman found in unroasted coffee were 0,03 pg/g for
arabica coffee and 0,06 ug/g for robusta coffee. Harman is present in amounts of 0,03
Mg/g for arabica coffee and 0,07 pg/g for robusta coffee. In roasted coffee, a variation of
norharman between 2,43 and 3,26 pg/g was verified in arabica coffee and between
5,31 and 10,72 ug/g in robusta. Concerning the harman amount, it was verified a
variation between 0,83 and 0,44 ug/g for arabica coffee and between 1,57 and 2,34
ug/g for robusta coffee. These levels place coffee as probably one of the most

important dietary sources to the ingestion of these compounds.
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Objectivos

Estudos recentes parecem indicar que as B-carbolinas, norarmana e harmana
estdo implicadas na prevengdo de algumas doencas humanas, inclusivamente na
doenga de Parkinson, uma doenga neurodegenerativa que tem vindo a aumentar a sua
incidéncia na sociedade actual.

Visto que a exposicdo do Homem as B-carbolinas resulta de diversas fontes,
entre elas algumas de origem alimentar e que, de acordo com os ultimos estudos, o
café parece ser de todas as fontes alimentares, aquela que contribui para uma maior
ingestdo, um dos objectivos deste trabalho foi quantificar as referidas B-carbolinas,
norarmana e harmana, em cafés de diferentes espécies (robusta e arabica) e origens
geogréaficas. Sabendo-se que se formam nos alimentos em consequéncia do
processamento térmico, foi também objectivo deste trabalho verificar a influéncia da
temperatura de torra no teor final de norarmana e harmana dos diferentes cafés
estudados.

Mais concretamente, pretendeu-se:

» Proceder a torra das diferentes amostras usando trés temperaturas de torra (240,
260 e 280°C), durante cerca de 4 min, de forma a avaliar diferentes intensidades de
torra (ligeira, média e intensa);

» Adaptar e aplicar a metodologia descrita por Herraiz (2002) para café bebida na
determinagcdo do teor de norarmana e harmana nas amostras de café verde e
torrado em gréo, com a respectiva revalidagao do protocolo extractivo;

» Determinar o grau de torra das amostras com base na ORL, ap6s avaliagado do teor
de humidade, e por fotometria de IV,

» Tratar estatisticamente os dados, relacionando o teor das B-carbolinas com a

espécie, origem geografica, temperatura de torra e grau de torra.
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“Mezinhas do café”

Voz do povo ndo se deve calar

Diz a sabedoria secular:

O café, “in natura” ou infuséo,

Serve para curar dores, leséo.

Muita vez, ndo precisa de farmécia
O bom apreciador da rubiacea.

Em verdade, café e preconceito
Estédo longe de ser um par perfeito.
Café faz conviver na mesma tenda

A ciéncia oficial unida a lenda.

A pesquisa cientifica comprova

O que ja foi contado em prosa e trova.
Para minorar mau gosto da azia
Vamos lembrar o que vové fazia:
Mascava dois graozinhos de café

E 0 mesmo também faz vové Mané.
E o0 menino, com corte que sangrava.
Sabia que a vové do Pedro Nava

la café em pé por na ferida?
Sangramento estancava em seguida.
Dor de ouvido? Bastava uma gotinha

La dentro e acabava a dorzinha.

Dor de cabega que néo péara nunca?
Folhinhas de café postas na nuca.
Café com mel, na tosse renitente,
Minora o mal, mesmo o mais
resistente.

Quase queriamos passar adiante,
Mas café também vale por purgante,
Usado, a vezes, como laxativo
Unido a éleo de ricino activo.

Néo falemos do café acachagado:
Ha coisa melhor para resfriado.

E outro valor mais alto se alevanta:
Café é bom parceiro da garganta.
Consta que alguns tenores e sopranos
Mantiveram a voz em altos planos
Com esta receita singular:

Café com manteiga faz solfejar.
Tomar café sem agticar aplaca

O mal-estar causado por ressaca.
Curandeiro? Ninguém lhe faz favor

Ao chamar o café de Senhor Doutor!

Edison Nequete e Mané do Café
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C.
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HPLC

5-HTP
iBeSa
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v
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acido desoxirribonucleico

aflatoxina B4

aminas heterociclicas

aminofenilnorarmana

benzo[a]pireno
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Introdugao

O café é uma das bebidas mais populares do mundo, o que se deve
essencialmente aos prazeres sensoriais experimentados durante o seu consumo.
Estes estao intimamente ligados com a sua composigdo complexa, dependente ndo
s6 da espécie e origem geografica do café, mas também de toda a sua cadeia
produtiva (desde a colheita da baga a extrac¢éo do café bebida) (Gray, 1998).

O consumo de café tem, contudo, suscitado um constante debate acerca dos
possiveis riscos e/ou efeitos benéficos para a satde dos consumidores, tendo sido
alvo de numerosos estudos. A maior parte dos efeitos adversos descritos
permanece por esclarecer. Em oposi¢do, parecem surgir cada vez mais evidéncias
de efeitos protectores do café bebida relativamente a varias doengas da actualidade,
caso das doengas cardiovasculares, diabetes, cancro, doenc¢as neurodegenerativas,
entre outras. No entanto, pouco se conhece dos constituintes do café e dos
mecanismos de acgdo que poderdo estar implicados nestes efeitos (Gray, 1998;
Corrao et al., 2001; Ranheim & Halvorsen, 2005).

A associagao entre consumo de café e certas doengas neurodegenerativas,
nomeadamente a doenca de Parkinson, estd a ser actualmente alvo de diversos
estudos. Estes apontam para um possivel efeito neuroprotector de alguns dos
compostos presentes no café, nomeadamente de duas B-carbolinas - norarmana e
harmana. Estas foram detectadas, muito recentemente, em quantidades elevadas no
café torrado, mas sdo também frequentemente descritas noutras espécies vegetais
em quantidades mais reduzidas, associadas a efeitos neuroprotectores, inclusivé a
prevencgido de doenga de Parkinson. Estes compostos poderéo vir a ser parcialmente
responsabilizados por tal efeito (Gray, 1998; Herraiz, 2002; Martyn & Gale, 2003). O
teor de norarmana e harmana parece aumentar nas matrizes sujeitas a
processamento térmico, sendo, por isso, de esperar teores mais elevados nos cafés
torrados comparativamente com os verdes. Estes aumentos parecem também ser

condicionados pela temperatura de torra (Herraiz, 2002; Pfau & Skog, 2004).
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A. O Café
1. Classificagao e Origem

O café € a semente do fruto do cafeeiro, uma arvore ou arbusto que pode
atingir uma altura de 2,5-4,5 m (arabica) ou de 4,5-6,5 m (robusta), dependendo da
espécie e das condigbes de cultivo. Taxonomicamente, o café pertence ao género
Coffea, que, por sua vez, pertence a familia Rubiaceae. De 70 espécies descritas,
somente 3 sao cultivadas para fins comerciais, em varios paises tropicais e
subtropicais: C. arabica Lineu, C. liberica e C. canephora Pierre (llly & Viani, 1995a;
Vincze & Vatai, 2004). Destas 3 espécies apenas 2, C. arabica L. var. typica e C.
canephora Pierre var. robusta, sdo economicamente importantes, sendo, por isso, as
mais cultivadas e comercializadas internacionalmente (Charrier & Berthaud, 1985;
llly & Viani, 1995a). Comercialmente estas duas espécies sdo conhecidas
simplesmente por café arabica e robusta. Os paises da América Central e do Sul
produzem principalmente café arabica, enquanto que os paises africanos e do
sudoeste asiatico sdo os maiores produtores de café robusta. O Brasil, o maior
produtor de arabica, tornou-se na década de 90 também o segundo maior produtor
de robusta, a seguir a Indonésia (llly & Viani, 1995a).

A espécie arabica resulta do cruzamento entre duas espécies selvagens de
café, seguido de uma duplicagdo cromossémica espontanea. E uma espécie com
caracteristicas Unicas dentro do género Coffea, ja que € a Unica alotetrapldide e
autogamica, enquanto que as outras sédo dipldides e heterogdmicas. A autogamia
permite a esta espécie manter mutagdes recessivas no interior da populagéo. Esta
caracteristica tornou possivel seleccionar as linhas genéticas mais interessantes, em
termos agronoémicos, bioquimicos e organolépticos, o que explica a sua posigao
como a mais valiosa das espécies cultivadas (llly & Viani, 1995a).

O café bebida é obtido de graos de C. arabica typica ou C. canephora robusta
torrados ou mais frequentemente de misturas das duas espécies em proporgdes
variadas. Dado o maior valor comercial do café arabica, as misturas mais ricas nesta

espécie sao consequentemente mais caras (Zambonin et al., 2005).




Parte Tedrica-Introdugao

2. Tecnologia do café

“Tecnologia do café” é a designagao vulgarmente utilizada para um conjunto
de operagdes, mais ou menos complexas, levadas a cabo nos paises produtores e
qgue, no essencial, visam a obtencao do café verde comercial (Correia, 1995a; Casal,
2004). O café verde é, tal como definido na ISO 3509 (1989): “o termo comercial
para a semente seca do cafeeiro”.

Embora, ao longo dos anos, cada pais ou regido tenha desenvolvido e
aperfeicoado o seu processo, a verdade é que todos os parametros em jogo se
podem resumir a duas vias alternativas: a seca e a humida (Correia, 1995a). O
processamento pela via seca € usado geralmente no café robusta e o
processamento pela via humida nos arabica, havendo algumas excep¢des (Vincent,
1987; Correia, 1995a). Em qualquer dos casos a colheita é a primeira operacgao a
executar, sendo necessario que, para isso, as bagas amaduregam na planta, ou
seja, adquiram uma cor vermelha lustrosa. A colheita podera ocorrer de duas
formas. Uma delas é a colheita manual ou mecéanica de todas as bagas, sendo
efectuada numa s6 passagem pela plantagdo. Obtém-se assim bagas em diversos
estados de maturagcdo que serdo posteriormente processadas a seco. O outro
método, sé praticado quando se utiliza o processamento a humido, € a colheita
manual selectiva, em que apenas sédo colhidas as bagas maduras, obrigando a
diversas passagens intervaladas pela plantagdo (Correia, 1995a). As fases do
processamento do café que se seguem a colheita sdo efectuadas ainda nos locais
de producgado do café e visam o transporte e a conservagéo do café verde.

Os factores que determinam o tipo de processamento a utilizar sao,
essencialmente, de ordem cultural (do pais) ou econémica (llly & Viani, 1995b;
Correia, 1995a).
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Na figura 1 apresentam-se, de forma esquematica, os dois tipos de
processamento referidos anteriormente, especificando-se as diferentes etapas que

0s compdem.
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Café verde comercial

Figura 1: Vias de processamento do café verde
(Casal, 2004)

Quando chega aos paises importadores, o café verde comercial ainda n&o
esta pronto a consumir. Tem de sofrer ainda outros tipos de processamentos — a

descafeinagao (etapa facultativa), a torra e a moagem.
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3. Torra

A torra nao é realizada nos paises produtores, pelo facto do café depois de
torrado perder rapidamente a qualidade, perda essa que ainda é mais acentuada se
for moido. E, por isso, aconselhavel que a importagao se faga na forma de café
verde e dai a justificagao para que a industria de torra de café se tenha instalado e
desenvolvido fundamentalmente nos paises importadores, que sdo os grandes
consumidores.

A torra do café consiste em submeter as sementes do café a altas
temperaturas (pirélise), durante um certo intervalo de tempo (Correia, 1995b). As
condigbes em que ocorre (periodo de tempo, temperatura, pressao, injecgdo de
agua, etc.) devem ser controladas de forma rigorosa, pois influenciam fortemente as
caracteristicas do produto torrado (Clarke, 1987).

O tipo de torra de um café pode variar muito de pais para pais, de acordo com
as preferéncias regionais, e dentro do proprio pais, com o tipo de café a torrar, com
o tipo de torrador e por vezes num mesmo torrador. Para caracterizar o tipo de torra
de cada café, quanto a intensidade, sdo usualmente utilizados os termos “torra
ligeira” (leve ou suave), “torra média” (moderada) e “torra intensa” (alta ou forte).
Podem ainda ser consideradas as “torra muito ligeira” e “torra muito intensa”.

A torra de um café pode também ser caracterizada quanto ao grau, estando
este directamente associado com a cor do grdo torrado, em condigdes de torra
normais. Na maioria das vezes, na industria, o grau de torra € monitorizado de uma
forma empirica, seguindo a experiéncia do operador de torra, atraveés de colheita por
sonda de amostras de café da cadmara de torra e sua analise visual (Correia, 1995b;
De Barros Melo, 2004). O exame visual durante a torra é realmente uma das formas
de determinar em que ponto do processo a torra do café se encontra, mas que por si
s6 apresenta algumas limitagdes. Quando complementado por alguns sinais
audiveis (primeiro e segundo estalidos) e pelo desenvolvimento dos caracteristicos
aromas da torra, & bastante mais informativo.

No entanto, ha que ter alguma cautela na determinagao do grau de torra, pois
alguns cafés sdo excepgdes a regra. Os cafés de Sumatra muitas vezes parecem
que ter atingido o grau de torra cidade, correspondente a uma torra ligeira, quando
de facto estdo no segundo estalido da torra, fase que ocorre um pouco antes. Por

outro lado, ha ocasionalmente cafés que ultrapassam o grau de torra previsto, ou
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seja, que parecem mais escuros do que realmente sdo, como € o caso de alguns
cafés do Quénia e de Santa Helena (e alguns autores referem também os cafés do
Brasil processados a seco). Os cafés processados a seco nao torram com uma cor
constante, sendo dificil estipular a cor média a obter para se determinar o grau de
torra (Sweet Maria's Coffee, Inc., 2006).

O controlo da torra é determinante para a manuten¢do da qualidade e
homogeneidade dos diferentes lotes de café ao longo do tempo, de forma a
satisfazer o consumidor. Torna-se, entdo, necessario um grande rigor neste
processo. Infelizmente ndo ha uma maneira directa de monitorizar a torra, a nao ser
pelo termdémetro do torrador que indica a temperatura da massa de grao durante o
processo. Por isso, a Specialty Coffee Association of America (SCAA) e a empresa
norte-americana Agtron criaram padrdes, aceites internacionalmente, para a
monitorizagao indirecta, fora do torrador, do grau de torra. O método baseia-se na
quantificagdo da absorgdo de luz infravermelha pelo grdo de café ou pelo café
moido, utilizando uma escala de 0 a 100, dividida em intervalos de 10 valores,
chamados numero Agtron. Cada numero Agtron corresponde a um intervalo de
temperatura do grdo; quanto mais alto for o grau de torra menor sera esse namero.
Existem ainda outras escalas/padrées e equipamentos, mas esta é actualmente a
mais popular. A Agtron também desenvolveu um fotémetro de infravermelhos (1V)
especifico para a determinagdo do grau de torra e criou 8 discos cobertos por tintas
coloridas conforme os padrées definidos na escala. A SCAA, por sua vez,
universalizou o controlo da torra através de comparagées visuais usando quer esses
discos coloridos quer a espectroscopia no infravermelho proximo. Actualmente
existem ja dispositivos electronicos equivalentes (Correia, 1995b; De Barros Melo,
2004).

Outra forma de caracterizar o grau de torra consiste na avaliagdo da perda de
massa organica durante a torra (ORL) (Clifford, 1985; Clarke, 1987; Correia, 1995b).
Este método, sendo mais moroso, pois implica o conhecimento da humidade dos
graos verdes e torrados, fornece valores mais proximos da realidade, porque nao
esta dependente das condi¢des do equipamento de torra, nem do tempo de torra,
parametro também utilizado por alguns autores. Embora seja inviavel a utilizagao da
ORL na industria, este € o Gnico método que permite comparar efectivamente duas
torras em situacbes distintas, sendo o mais referenciado na literatura cientifica
(Stennert & Maier, 1994).
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Com base na percentagem de ORL sdo mais ou menos considerados os
seguintes graus ou estilos de torra, com ligeiras variagdes entre autores: canela
(13%), cidade ligeira (14%), cidade (15%), cidade total (15,5%), brasileira (16%),
vienense (17%), francesa (18%), gelo (19%) e italiana (20%) (Spiller, 1998; Thorn,
1998). A torras sado consideradas ligeiras quando apresentam ORL's iguais ou
inferiores a 16%, médias quando os valores variam entre 16 e 17% e intensas para
valores superiores a 17%, sendo que para valores de ORL superiores a 20% os
graos se encontram praticamente carbonizados (Spiller, 1998; Thorn, 1998). Nos
EUA, por exemplo, os consumidores preferem café de torra ligeira, sendo consumido
maioritariamente como café de filtro. Ja nos paises mediterranicos, caracterizados
pelo consumo predominantemente de café expresso, € imprescindivel a utilizagao de
um café com uma torra intensa ou muito intensa. Esta torra é caracterizada por uma
exsudacdo de gordura para a camada exterior do grdo, que confere a bebida
caracteristicas organolépticas (aroma, flavour) e fisico-quimicas (corpo, espuma)
tipicas num expresso. As torras ligeiras sao consideradas mais apropriadas para os
cafés de sabor delicado (Gongalves, 2002).

Independentemente do ja referido, os cafés arabica sdo normalmente torrados
de uma forma mais ligeira, para se obter o maximo de desenvolvimento do seu
aroma. Alguns arabicas tornam-se mesmo mais amargos quando sdo torrados a
uma temperatura considerada demasiado elevada. Os robustas, especialmente os
processados por via seca, séo torrados de forma mais intensa, com o intuito de
disfargar o seu gosto terroso (Spiller, 1998). Convém referir, no entanto, que para as
mesmas condigbes de torra, o café robusta fica mais torrado que o arabica devido as
caracteristicas do gréo.

No que diz respeito a escolha da intensidade de torra mais adequada para o
café de cada origem geografica, sabe-se, por exemplo, que seria um desperdicio
torrar graos etiopes, Yauco, Selecto ou Kona de forma intensa, pois perderiam as
suas caracteristicas individuais e sabor classico, que os torna tdo apreciados.
Existem, no entanto, grdos de café que ganhardo algo novo e interessante, em
termos sensoriais, se forem submetidos a uma torra intensa; é o caso dos cafés
mexicanos, que se tornam agradavelmente doces; os graos Antigua guatemaltecos,
que retém a sua acidez e sabor frutado; os grdos Sumatra que perdem a sua acidez,
mas que aumentam a tendéncia do café bebida para adquirir um “encorpamento”
melado (Thorn, 1998).
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Praticam-se, actualmente, de acordo com o processo de transferéncia de
calor, trés processos de torra: torra por condugao/condutiva, torra por
irradiacdo/radiante e torra por convecgao/convectiva. Apesar de geralmente
predominar apenas um dos tipos de torra em cada torrador, todos os restantes tipos
podem coexistir em menor extensao (llly & Viani, 1995b). Na torra por condugéo, os
graos de café contactam directamente com as superficies metalicas aquecidas do
torrador, sendo torrados da superficie para o interior (llly & Viani, 1995b; Nebesny &
Budryn, 2006). Na torra por irradiagao, € utilizada uma fonte de radiagao
(infravermelhos, microondas, etc) para aquecimento das superficies do torrador (llly
& Viani, 1995b). A torra por infravermelhos permite um aquecimento mais uniforme
de todo o grao, levando a uma maior retengédo de compostos aromaticos, embora
ndo tenha ainda aplicagdo industrial (Casal, 2004). Na torra com microondas, o
aquecimento efectua-se do interior para a superficie do grdo (Nebesny & Budryn,
2006). Na torra por convecgao, os graos de café sédo torrados pelo contacto com gas
de combustio/ar quente que circula em fluxo laminar ou turbulento (leito fluido),
usualmente numa atmosfera com ar em excesso. A torra da-se no sentido da
superficie externa para o centro do grédo. Neste tipo de processo, a temperatura
externa atingida pelo grdo é superior a obtida por radiagdo, sendo também mais
elevada a degradacédo de alguns compostos, como os acidos carboxilicos de 5-
hidroxitriptamidas (llly & Viani, 1995b; Nebesny & Budryn, 2002).

No inicio do século XX utilizava-se essencialmente a torra por condugdo. Com
o decorrer dos anos, a torra por convecgdo aumentou progressivamente, com o
consequente declinio da condugdo como processo de torra (Schwartzberg, 2002).

Nos sistemas tradicionais de torra por convecgao, usualmente sistemas de
rotagdo horizontal, as temperaturas da torra situam-se entre os 180°C e os 230°C,
para tempos de torra de 12 a 15 minutos. Com os novos modelos de torradores de
leito fluido, as temperaturas utilizadas aumentaram e o tempo de torra foi reduzido
até cerca de 90 segundos. No entanto, tendo em conta o volume de café laborado e
o grande investimento que este tipo de equipamentos implica, ainda se recorre aos

sistemas classicos na maioria dos paises importadores.
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Independentemente do processo escolhido, a torra pode ser dividida em trés
fases fundamentais:
= Na primeira fase, procede-se ao aquecimento dos grdos. Iniciam-se a perda de

agua livre, com uma consequente perda ligeira de massa, e as reacg¢des de
acastanhamento;

= Na segunda fase, acentua-se a desidratagdo, com a inerente perda de massa; da-
se 0 aumento de volume e iniciam-se as reac¢des piroliticas exotérmicas, caso do
escurecimento dos graos e da formagao de compostos aromaticos;

* Na terceira fase, acentuam-se as transformacgées fisicas e quimicas, a excepgéo
da perda de agua que, nesta fase, ja deve ter atingido o teor minimo; finaliza-se a
torra com o arrefecimento dos graos com ar ou agua (Correia, 1995b; Dorfner et
al., 2004, Casal, 2004).

Comparativamente com o café torrado, o café verde ndo tem um sabor ou
aroma agradavel. O seu odor pode ser descrito como herbaceo (a feno) e terroso e o
extracto obtido depois da sua moagem ndo tem o aroma caracteristico do cafeé.
Contudo, possui a textura adequada e contém os ingredientes necessarios para
mais tarde, com o processo de torra, desenvolver as caracteristicas ideais. Durante
este processo térmico drastico, os grdos de café sofrem varias reacgoes fisicas e
quimicas, que se reflectem, ndo sé no aroma, mas também noutras alteragtes
facilmente visualizaveis como a cor, a textura, a densidade e o tamanho (Dorfner et
al., 2004; Casal et al., 2005).

A formacao das B-carbolinas, norarmana e harmana, entre centenas ou
mesmo milhares de compostos, &, na sua maior parte, o resultado de reacgées
quimicas que ocorrem na torra do café e o seu teor vai estar muito provavelmente
dependente de todos os factores intrinsecos a torra, como tempo, temperatura e
processo de torra utilizados. Contudo, o teor daqueles compostos e seus
precursores na matéria-prima também devera ter alguma influéncia no teor final.
Com este trabalho, conforme referido nos objectivos, pretende-se clarificar algumas
das influéncias citadas, usando para isso amostras de diferentes origens geograficas

e submetidas a diferentes temperaturas de torra.
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B. As B-carbolinas, norarmana e harmana

1. Fontes

As B-carbolinas, norarmana e harmana, sdo simultaneamente alcaldides
naturais (amplamente difundidos na natureza, especialmente no reino vegetal) e
aminas aromaticas heterociclicas (AAH’s) (resultantes da pirdlise de produtos
vegetais ou animais).

As B-carbolinas sao também conhecidas como alcaldides da harmala, visto
terem sido isoladas e identificadas pela primeira vez na Peganum harmala L.
(Zygophillaceae). Trata-se de uma planta medicinal, utilizada desde ha muito pelas
tribos amazodnicas, na forma de bebida, inaldvel ou outra, pelas suas propriedades
alucinogénicas. Esta familia de alcaldides foi, assim, inicialmente muito estudada na
area da psicofarmacologia, tendo o efeito psicotrépico sido atribuido a um dos seus
derivados substituidos, a harmina (Picada et al., 1997; Shi et al, 2000; Farzin &
Mansouri, 2005). Outras espécies de plantas medicinais em que se pode encontrar
este grupo de alcaldides indélicos e alguns outros, em teores bastante elevados,
sdo0: Passiflora incarnata L. (Passifloraceae) vulgo flor de maracuja, Banisteriopsis
spp. e Tetrapteris spp. (Malpighiaceae), Virola spp. (Myristicaceae) e Anadenanthera
spp. (Leguminosae) (Picada et al., 1997; Soulimani et al., 1997).

A norarmana e a harmana sdo também encontradas em plantas ediveis e
seus produtos (trigo, arroz, milho, cevada, aveia, soja, cogumelos, uvas, ananas,
banana, caju, améndoa, noz, ...) e em bebidas derivadas, inclusivé alcodlicas (vinho,
cerveja, whisky, brandy, ...), embora sempre em quantidades reduzidas, geralmente
inferiores a 10 ng por grama de peso seco de planta ou por mililitro de bebida
(Tsuchiya et al., 1999; Zheng et al., 2000; Khan et al., 2004).

Desde a década de 70 que se fala na sua presenga também em alimentos
proteicos confeccionados, como peixe (0-200 ng/g de norarmana e 0-130 ng/g de
harmana) e came (0-30 ng/g de norarmana e 0-20 ng/g de harmana),
concomitantemente com outras AAH’s. Mais recentemente foram ainda detectadas
em lengdis de agua freaticos, em residuos industriais, no fumo de cigarro, no café
torrado, bem como no café bebida dele extraido (Gearhart et al., 1997; Stawowy et
al., 1999; Zheng et al., 2000; Collins & Neafsey, 2002; Herraiz, 2000 e 2002,

11
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Spijkerman et al., 2002; Ostergren ef al., 2004; Bonnet et al., 2004; Farzin &
Mansouri, 2005).

O Homem esta, assim, continuamente exposto a estas B-carbolinas através

das diversas fontes, com diferentes contribuicbes de cada uma delas para o total

dessa exposi¢cédo. Na generalidade, as fontes referidas contribuem com quantidades
na ordem dos 4 pg de norarmana/kg/dia e 1 ug de harmana/kg/dia. O fumo do
tabaco foi identificado como a maior fonte para o organismo humano, com valores
de norarmana até 9 pg/cigarro e de harmana até 3 ug/cigarro. No café bebida foram
detectados teores, até cerca de 165 ng/ml e 40 ng/ml para a norarmana e harmana,
respectivamente, dependendo do tipo de extracgdo (Stawowy et al., 1999; Herraiz,
2002; Pfau & Skog, 2004). Este facto coloca esta bebida como uma importante fonte
de ingestao adicional destes compostos.

A norarmana e a harmana existem também como constituintes normais do
organismo humano e dos outros mamiferos, resultado de sintese enddgena, e
acumulam-se em tecidos e fluidos corporais como o cérebro, o liquido
cefalorraquidiano, o plasma, as plaquetas, o leite, a urina, o figado, os rins e o globo
ocular (Baum et al.,, 1996; Lichtenberg-Kraag et al.,, 1997; Gearhart et al., 1997;
Boeira et al., 2002; Collins, 2002). Esta sintese endoégena parece contribuir com
cerca de 50-100 ng/kg de peso/dia de norarmana e 20 ng/kg de peso/dia de
harmana (Stawowy ef al., 1999; Herraiz, 2002; Pfau & Skog, 2004).
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2. Estrutura Quimica e Formagao

As B-carbolinas sao aminas azo-heterociclicas que fazem parte do grupo das
AAH's. Sao aminas secundarias, ao contrario das restantes AAH’s, que sao
primarias, o que lhes confere diferentes propriedades fisico-quimicas e fisioldgicas.

As AAH's sao geralmente divididas em dois grupos: aminas piroliticas ou
amino-imidazo-azoarenos (imidazo-quinolinas, imidazo-quinoxalinas e imidazo-
piridinas) com caracteristicas polares e aminocarbolinas (pirido-ind6is e pirido-
imidazo6is) com caracteristicas apolares (Fay et al,, 1997; Skog & Solyakov, 2002;
Cardenes et al., 2004; Casal, 2004). As aminocarbolinas, grupo ao qual pertencem
as B-carbolinas e onde se inserem por isso os compostos em estudo - norarmana e
harmana (figura 2) -, para além da sua existéncia natural como alcaléides indélicos,
podem ser produzidas pela pirélise de aminoacidos e proteinas. As aminocarbolinas
piridoinddlicas (piridoindéis), como a norarmana e a harmana, sao formadas por
aquecimento do triptofano, enquanto que as piridoimidazélicas (piridoimidazoéis)
resultam do aquecimento do acido glutdmico (Chen & Chiu, 1998; Skog & Solyakov,
2002).

H H
N N CH,
\
74 Y /4 \N
Norarmana Harmana

Figura 2: Estrutura quimica das B-carbolinas em estudo
(Di Giorgio et al., 2004)

As B-carbolinas que estdo presentes no tabaco e em alimentos proteicos
confeccionados parecem muito provavelmente ser formadas por pirdlise do
triptofano ou suas indolalquilaminas, como a triptamina e a 5-hidroxitriptamina (5-
HTP), também designada serotonina (Rommelspacher et al., 1991; Gearhart et al.,
1997; Picada et al., 1997; Stawowy et al., 1999; Uezono et al., 2001; Herraiz, 2002;
Spijkerman et al., 2002; Bonnet ef al., 2004; Cardenes et al., 2004; Ostergren et al.,
2004; Farzin & Mansouri, 2005). A formagao destes compostos durante o

aquecimento de alimentos tem sido estudada simultaneamente com outras AAH's e
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ao que tudo indica é, tal como este grupo, condicionada pela temperatura e tempo |
utilizados no processo (Fay et al., 1997; Totsuka et al., 1999, Cardenes et al., 2004).
Nos mamiferos, a sintese endégena das B-carbolinas, norarmana e harmana,
resulta de reac¢des de condensacgado, tal como nas plantas. Esta condensacao,
designada por reacc¢ao de Pictet-Splengler/Schopf-Bayerle (figura 3), da-se entre o
triptofano, indolalquilaminas derivadas ou neurotransmissores (catecolaminas) e
compostos carbonilicos como aldeidos (ex: acetaldeido, formaldeido, ...) ou a-
cetoacidos (ex: acido pirtvico). Nas plantas nao intervém neurotransmissores (Baum
et al., 1996; Lichtenberg-Kraag et al., 1997; Gearhart et al., 1997; Boeira ef al., 2002;
Collins, 2002; Dardonville & Rozas, 2004; Herraiz & Chaparro, 2005).

Composto

Triptofano ou carbonilloo

2 indolalquilamina THRCou THRCA R,

i~ s,
NH %H: OH

C:cllzagéo intramolecular
nao enzimatica

(condensagéo) Aromatizagdo
(oxidagao)
— ——
N N
| H H CH
Norarmana Harmana

Figura 3: Reacgao de Pictet-Splengler (Herraiz & Chaparro, 2005)

Os processamentos térmicos nos produtos vegetais, como & caso da torra do
café, sdo os mais determinantes no aumento do teor de B-carbolinas. No entanto,
existem outros processos que contribuem para esse aumento como o crescimento e
modo de cultivo, a secagem, a fermentacdo e o armazenamento. O teor final de B-
carbolinas obtido em cada um destes processos vai ser condicionado por factores ja
referidos, como o teor de precursores e a temperatura, mas também pelo pH e
tempo (Tsuchiya et al., 1999; Herraiz, 2002).
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3. Efeitos Fisioldgicos

As B-carbolinas sdo substancias biologicamente activas, apresentando um
largo espectro de efeitos farmacolégicos e actividades bioldgicas, que incluem
ac¢bes ao nivel do sistema cardiovascular, sistema nervoso central, sistema
imunoldgico, entre outros. Alguns desses efeitos, bem como mecanismos de acgao

especificos, descrevem-se em seguida, a luz dos conhecimentos actuais.
3.1. Hipertensao arterial

A harmana, assim como outras B-carbolinas, demonstraram possuir uma
accao hipotensora em ratazanas. Esta ac¢do parece resultar da ligagdo aos
receptores da imidazolina |4 (I1-IBS), produzindo efeitos centrais ao nivel da pressao
arterial. Ocorrem também acg¢des locais ao nivel das células endoteliais dos vasos
sanguineos, que provocam a libertagcao de 6xido nitrico (NO), e ao nivel do musculo
vascular liso, que provocam a inibicdo das contrac¢des induzidas pela activagédo de
receptores ligados aos canais de Ca ?* dependentes da voltagem, conduzindo assim
a um efeito vasorrelaxante local, com consequente reflexo na pressao arterial
(Musgrave & Badoer, 2000; Shi et al., 2000 e 2001; Dardonville & Rozas, 2004).

3.2. Diabetes

Algumas B-carbolinas, como é o caso da harmana, provocam um aumento da
secre¢do normal de insulina pelas células B-pancreéticas das ilhotas de Langerhans
(Cooper et al., 2003; Squires et al., 2004). Pensa-se que estardo envolvidos pelo
menos dois mecanismos distintos de libertagdo da insulina. Um deles envolvera a
ligacdo aos receptores da imidazolina I3 (l3-IBS), enquanto que o segundo
corresponde a interacgdo com o receptor-1 da rianodina, provocando oscilagdes
constantes do Ca ?* citosélico, as quais persistem mesmo depois da remogéo da
harmana, sendo a sua frequéncia dependente da concentragdo (Dardonville &
Rozas, 2004; Squires et al., 2004).

15



Parte Tedrica-Introducao

O potencial da harmana e de outras B-carbolinas no controlo da taxa de
secre¢do da insulina pode ser um passo Ut no desenvolvimento de novos
secretagogos de insulina que funcionem como agentes terapéuticos na diabetes tipo
2 (Cooper et al., 2003).

3.3. Cancro e SIDA

As B-carbolinas, norarmana e harmana, nao possuem propriedades
mutagénicas, ao contrario das y-carbolinas e restantes aminas heterociclicas. Sao
comutageneos, pois aumentam a formagao de derivados mutagénicos na presencga
de certos compostos potencialmente mutagénicos (Funayama et al., 1996; Fay et al.,
1997; Picada et al., 1997; Boeira et al., 2002; Cardenes et al., 2004). E o caso de
aminas aromaticas, como a anilina, a difenilamina ou a m- e o-toluidina, ou seus
derivados endoégenos, como a kinurenina (metabolito do triptofano considerado
derivado da anilina in vivo), que por reacgdo com a norarmana ou a harmana,
produzem derivados aminofenil-B-carbolinicos (figura 4), os quais apresentam maior
genotoxicidade do que as proprias aminas aromaticas. A anilina e a toluidina séo
essencialmente matérias industriais. No entanto, existem outras fontes de anilina
como o cigarro, que € simultaneamente fonte de norarmana e harmana, como ja
referido, e alguns vegetais (Ohnishi ef al., 2001; Totsuka et al., 1999, 2001 e 2004).

A norarmana pode reagir, por exemplo, com a anilina e originar compostos
genotdxicos, como a aminofenilnorarmana (APNH), que no organismo humano é
metabolicamente activada em N-OH-APNH e esta em N-acetoxi-APNH. Esses
compostos conduzem a formagdo de aductos e espécies reactivas de oxigénio
(ROS), que estao na origem dos danos oxidativos no ADN (figura 5) (Ohnishi et al.,
2001; Totsuka et al., 2001).
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Estas constatagdes tém encaminhado a investigagdo destas B-carbolinas
também para o campo da genotoxicidade (Totsuka ef al., 1999).

Num estudo com ratos, verificou-se que a norarmana presente na fracgdo S9
do figado reduziu a mutagenicidade de alguns compostos como a Glu-P-1 (2-amino-
6-metildipirido[1,2-a:3',2'-d]imidazol) e outras AH’s, a AFB; (aflatoxina B4), o BP
(benzo[a]pireno) e algumas nitrosaminas. Mais especificamente, a norarmana
parece ser responsavel pela inibicdo da actividade das seguintes enzimas:

* Enzimas microssomais com actividade citocromo P450, especialmente P450
1A por ligagao ao local de ligagdo do CO ou O, ao grupo heme do P450
(inibicdo competitiva);

= Topoisomerase de ADN | (topo I), que € marcador de intercalacdo do ADN.

A inibicdo do P450 ocorre para valores de [Csp 5-440 vezes menor que a inibigao da
topo |, indicando que das duas acg¢des genotdxicas da norarmana, a principal sera a
inibicdo do P450 (Nii, 2003).

A comutagenecidade da norarmana e harmana parece ser resultado de dois
mecanismos de ac¢ao:

» |ntercalagdo do ADN, impedindo a sua correcta replicagéao;

» |nibicdo da actividade enzimatica nos processos de reparagdo do ADN e
controlo do metabolismo de xenobiéticos (Picada et al., 1997; Boeira et al.,
2002; Nii, 2003).

Recentemente foi demonstrado que algumas B-carbolinas, como a harmana e
seus derivados, e 1-aril-B-carbolinas, obtidos por sintese laboratorial, apresentavam
uma actividade anti-tumoral e anti-VIH significativa. A estrutura p-carbolina pode, por
isso, vir a ser uma importante base no desenho e sintese de novos farmacos anti-
tumorais e anti-VIH com actividade significativa e baixa toxicidade (Kusurkar et al.,
2003; Kusurkar & Goswami, 2004; Cao et al., 2005).
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3.4. Parasitoses

A harmana e outros derivados de B-carbolinas apresentam interessantes
propriedades anti-parasitarias, de acordo com alguns estudos descritos na literatura.
Num estudo laboratorial recente, em que foi testada a acgdo de culturas continuas
de duas estirpes do agente responsavel pela malaria (Plasmodium falciparum), em
monécitos humanos da linha celular THP1, verificou-se que a harmana, assim como
0 seu derivado tetraidroarmana, possuiam actividade anti-malarica (Ancolio et al.,
2002). Num outro estudo, com macréfagos humanos constatou-se que a harmana e
seus derivados harmina e harmalina apresentaram actividade anti-proliferativa
contra parasitas do género Leishmania e, em particular, da espécie Leishmania
infantum. Outros autores haviam também identificado anteriormente um efeito anti-
proliferativo da harmana contra parasitas do género Trypanosoma (Di Giorgio et al.,
2004).

Estas descobertas revestem-se de especial importancia, pois nem sempre o
acesso a terapia medicamentosa é facil, especialmente em paises africanos, onde a
malaria € endémica. Assim, as fontes naturais podem constituir uma nova
possibilidade no tratamento destas patologias (Ancolio et al., 2002; Di Giorgio et al.,
2004).

3.5. Doengas do sistema nervoso central (SNC)

Algumas B-carbolinas como a harmana estimulam a actividade neuronal do
locus coeruleus por ligagdo aos receptores da imidazolina 14 (11-IBS) e |2 (I-IBS). A
alteragdo dos receptores da imidazolina |, tem vindo a ser associada a varias
patologias mentais como depressao, doengas neurodegenerativas e dependéncia de
opidides (Dardonville & Rozas, 2004).

3.5.1. Accao tranquilizante e anti-depressiva

Sao varias as B-carbolinas que apresentam elevada afinidade para o local de
ligagdo da benzodiazepina (BZ) dos receptores GABA4, actuando como agonistas,
antagonistas, agonistas inversos (totais ou parciais) ou como uma mistura. De

acordo com o modo especifico de accado sobre os receptores, podem apresentar
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acgoes psicotropicas diferentes (Leppa ef al.,, 2005). Num estudo com ratos, foi
demonstrado, por exemplo, que as B-carbolinas harmana e norarmana, ao ligarem-
se aqueles receptores, funcionam como agonistas inversos, produzindo um efeito
anti-depressivo (Farzin & Mansouri, 2005).

A harmana, assim como outras B-carbolinas (harmina, harmalina, harmol e
harmalol) presentes na Passiflora incarnata L. (Passifloraceae) vulgo flor de
maracuja, demonstraram também propriedades tranquilizantes em estudos com
ratos (Picada et al., 1997; Soulimani et al., 1997). Num estudo epidemiolégico com
mulheres, realizado em 1996, verificou-se que o café prevenia o suicidio, o que
podera estar também relacionado com esta acgédo tranquilizante das B-carbolinas
nele presentes (Kawachi et al.,,1996). Apesar de s6 recentemente se comegarem a
conhecer os compostos envolvidos, estas propriedades ja tinham sido descobertas,
facto pelo qual esta planta foi usada tradicionalmente nos E.U.A. € no Brasil no
tratamento da ansiedade, nervosismo e nevralgias. No inicio do século XX, a flor do
maracuja foi inclusivamente recomendada por fisiologistas americanos no
tratamento da insdnia e dos sintomas da menopausa (Picada et al., 1997, Soulimani
etal., 1997).

3.5.2. Doengas de adigao

Tém sido realizados diversos estudos epidemiolégicos no sentido de verificar
as implicagbes da norarmana e harmana em diversas doengas de adigao
(alcoolismo e toxicodependéncia), visto terem sido encontradas em elevados teores
no organismo de individuos dependentes.

Stohler et al. (1995) e Spies et al. (1996) foram dois grupos que se dedicaram
a este tema e demonstraram que as B-carbolinas referidas estavam elevadas em
alcodlicos. O primeiro grupo suspeitou inclusivamente que os potenciais mediadores
do processo patolégico que conduz a dependéncia poderiam ser substancias
endogenas resultantes da interacgdo entre o alcool e possivelmente metabolitos
opidides e neurotransmissores. No entanto, no estudo apresentado néo ficou claro
se a elevagao das B-carbolinas era a causa ou a consequéncia do uso continuo de
opidides. Igualmente nao clarificaram se elas eram responsaveis por disturbios de
estados afectivos que conduzem ao uso de diferentes substancias aditivas. Mais

tarde, foi constatado que alguns dos individuos que apresentam habitos tabagicos
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sdo simultaneamente alcodlicos. Tal facto pode ter constituido um factor
confundidor, em estudos anteriores. No entanto, o teor mais elevado destes
compostos nos fluidos bioldgicos dos individuos afectados parece, claramente, estar
mais associado ao habito tabagico, do que ao alcoolismo, dado ser o tabaco a maior
fonte de exposi¢cao conhecida de B-carbolinas (Spijkerman et al., 2002).

Posteriormente, verificou-se que as B-carbolinas, norarmana e harmana,
presentes no tabaco sado responsaveis pela inibicdo das duas isoenzimas da MAO
(A e B). Esta inibicdo é responsavel por efeitos comportamentais atribuidos ao
tabagismo, além de ter um efeito protector dos neurénios dopaminérgicos, como
veremos em seguida (Rommelspacher et al,, 2002; Herraiz & Chaparro, 2005 e
2006).

3.5.3. Doengas neurodegenerativas:

Doenga de Parkinson (prevengao e promogao)

Estudos epidemioldgicos recentes apresentam o habito tabagico como
implicado numa forte redugdo do risco de desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson. O habito de consumir café
também parece estar implicado, embora com menor efectividade (redugao de risco
de Parkinson de 60% pelo tabaco versus 30% pelo café) (Hernan ef al, 2002;
Martyn & Gale, 2003). Este efeito neuroprotector parece inclusivamente ser dose-
dependente (Tan ef al., 2003).

Embora varios artigos cientificos apontem para que a cafeina no café e a
nicotina no tabaco sejam os compostos envolvidos na preveng¢édo da doenga de
Parkinson, estes ndo parecem ser os Unicos, nem os mais importantes. Actualmente
suspeita-se que os principais compostos responsaveis por esse efeito sejam as (3-
carbolinas, norarmana e harmana, quer no tabaco quer no café (Martyn & Gale,
2003; Pfau & Skog, 2004; Herraiz & Chaparro, 2006). Estes dois grupos de
compostos apresentam mecanismos de acgdo diferentes na protecgdo contra a
doenca de Parkinson. A cafeina e a nicotina actuam como antagonistas dos
receptores da adenosina Aza, impedindo a acgdo da adenosina de supresséo da
transmissdo dopaminérgica e reduzindo a neurotoxicidade dopaminérgica. As (-

carbolinas identificadas no fumo do cigarro e em café bebida sdo potentes inibidores
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reversiveis da MAO, quer do ratinho quer do Homem (Chen et al., 2001; Brown,
2002; Ascherio et al., 2004; Herraiz & Chaparro, 2005 e 2006).

A inibicao da MAO é o principal mecanismo implicado na redugido da
progressao desta doenga. A MAO é responsavel, ao nivel do cérebro, pela
bioactivagdo de téxicos e pela desaminagao oxidativa de aminas biogénicas ou
neuroaminas, como € o caso da dopamina - o neurotransmissor mais afectado nos
doentes de Parkinson. Esta enzima provoca, por ambos os mecanismos de acg¢ao,
danos celulares oxidativos da via neuronal dopaminérgica nigrostriatal (Herraiz &
Chaparro, 2006). Sabe-se que a norarmana atravessa a barreira cerebral e acumula-
se no cérebro, apresentando propriedades inibidoras das isoformas A e B da MAO.
Ja a harmana, assim como outras B-carbolinas com um substituto metilo na posi¢ao
1, parecem inibir somente a isoforma A (Lichtenberg-Kraag et al.,, 1997; Herraiz &
Chaparro, 2005 e 2006).

Os teores elevados destas duas B-carbolinas no fumo do tabaco e, em menor
nivel, no café bebida, bem como a sua diferente afinidade para ambas as isoformas
da MAO, torna-as sérias candidatas na prevenc¢ao da doenga de Parkinson.

Esta também descrito que a norarmana e a harmana podem promover a
doenga de Parkinson. Por vezes, estas B-carbolinas sofrem metilagdo dos azotos
piridilo (2N-) e/ou indol (9N-), pela enzima cerebral B-carbolina-N-metil-transferase
dependente da S-adenosil-L-metionina (SAM), formando catites N-metil-B-
carbolinios (figura 8) (Collins & Neafsey, 2002; Gearhart et al., 1997, 2000 e 2002,
Nagatsu, 2002; Ostergren, 2005).

Estes compostos parecem ter uma acgdo semelhante a outros todxicos
também promotores da doenca de Parkinson, como o MPP”. Esta situagao podera
dever-se a semelhanca estrutural verificada, pois os dois compostos apenas diferem
na ponte inddlica central (figura 6) (Collins, 2002; Gearhart et al., 1997, 2000 e 2002;
Nagatsu, 2002). Tal como o MPTP tem de sofrer duas oxidag6es sequencias para
ser bioactivado em MPP*, também as B-carbolinas tém de sofrer duas metilagdes
(Collins, 2002). Em estudos in vitro comprovou-se que os catides dimetilados das (-
carbolinas sdo inclusivamente mais efectivos na inibicdo respiratéria das
mitocondrias que o MPP® e sao neurotoxinas dopaminérgicas relativamente
potentes, ainda que menos selectivas do que aquele téxico (Collins, 2002; Collins &
Neafsey, 2002; Ostergren et al., 2004 e 2005).
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Na substancia nigra do coértex cerebral, em especial em doentes com
Parkinson, o teor e a actividade da N-metiltransferase sdo normalmente mais
elevados. As concentragbes dos catides 2N- e 2,9-N-metil-B-carbolinios e dos seus
precursores, horarmana e harmana, encontram-se igualmente elevadas neste local e
no liquido cefalorraquidiano. A presenga destes compostos na substancia nigra do
cortex cerebral deve-se ao facto da norarmana e harmana se ligarem ao
componente lipidico da neuromelanina dos neurdnios pigmentados. A melanina
contém um numero elevado de residuos livres de acido carboxilico, que séo
responsaveis pelas propriedades de troca de catides observadas, constituindo local
de ligacao idnica.

A afinidade de varios compostos para a neuromelanina é usualmente
considerada uma forma de protecgdo. No entanto, a libertagdo progressiva de
toxicos acumulados, como as B-carbolinas, leva ao seu aumento no citosol. As
metilagcdes convertem as B-carbolinas em téxicos mitocondriais potentes, capazes
de inibir a NADH-coenzima Q redutase do complexo | da cadeia respiratéria. A
formacgao continua destes metabolitos nos neurénios pigmentados pode afectar o
funcionamento mitocondrial de forma irreversivel e a sobrevivéncia da célula,
promovendo a neurodegeneragdo do sistema nigrostriatal, especialmente nos
individuos mais susceptiveis, e conduzindo a doenca de Parkinson (Gearhart et al.,
1997, 2000 e 2002; Nagatsu, 2002; Ostergren et al., 2004 e 2005).
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4. Metodologias analiticas descritas na avaliagao das B-carbolinas, norarmana

e harmana, em produtos vegetais

As B-carbolinas, norarmana e harmana, tém sido determinadas em diferentes
matrizes, incluindo alimentos confeccionados, extractos de plantas e frutos, bebidas
e matrizes biolégicas como a urina, plasma e tecidos (Pfau & Skog, 2004).

A determinagdo dos teores de B-carbolinas em alimentos é extremamente
importante sob o ponto de vista de salide, mas também o podera vir a ser em termos
de controlo de qualidade e autenticidade de produtos.

Frequentemente as B-carbolinas sdo analisadas juntamente com AAH's, ja
que pertencem ao mesmo grupo quimico, ndo sendo, no entanto, as metodologias
utilizadas especificas para elas. Desde que se detectou a presenga de f3-carbolinas
em alimentos, tém sido desenvolvidas técnicas de purificagao do tipo liquido-liquido
e/ou soélido-liquido (colunas de SPE tipo C18, PRS ou benzenossulfonicas),
seguidas de técnicas de separagédo e identificagdo como CE e/ou HPLC, com
recurso a detectores FD, UV-DAD e MS (Knize et al., 1992). A tabela 1 resume
algumas técnicas para a determinagao das B-carbolinas, norarmana e harmana, em

produtos vegetais e misturas padrao.
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Parte Experimental-Material e métodos

A parte experimental desta dissertagao consistiu na determinagao do teor das
B-carbolinas, norarmana e harmana, presente em cafés verdes e torrados, e na
avaliagcao do grau de torra das amostras, quer por fotometria de IV quer por calculo
da ORL. Descrevem-se em seguida os passos dados para a executar e para atingir
0s objectivos do trabalho.

Material e métodos

1. Reagentes e padroes

Na execugéo deste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes:

» acido cloridrico fumante (37%), acido ascérbico, formato de sédio, metanol
p.a. e hidrogenofosfato de potassio anidro p.a., da Merck (Alemanha);

» hidrocloreto de semicarbazida (99%), acido trifluoroacético e acetonitrilo para
HPLC (Chromasolv), da Sigma-Aldrich (Espanha);

*» harmalina da Fluka (padrdo interno), norarmana da Sigma e harmana da

Aldrich (padrdes externos).

Utilizaram-se dois eluentes: eluente A - solugdo aquosa de 4&cido
trifluoroacético 0,025 M e formato de sédio 0,028 M (preparada por diluigao de uma
solugdo-mae 6 M), a pH 2,7 - e eluente B - acetonitrilo. Ambos os eluentes foram
filtrados, com filtro 0,45 ym e desgaseificados (sistema de ultra-sons e vacuo), apos
preparagao.

O padrao interno (harmalina) (figura 7) foi escolhido com base no trabalho de
Tsuchiya et al. (1999). A harmalina pareceu possuir todas as caracteristicas
necessarias a um padréo interno, neste contexto. E um composto da classe das B-
carbolinas, portanto similar aos compostos em estudo; tem tempo de retengédo
proximo da norarmana e harmana nas condigbes cromatograficas ensaiadas,
separa-se devidamente dos demais compostos da matriz, ndo reage com os
compostos em estudo nem outros da matriz e ndo foi detectada em nenhum dos
frutos avaliados naquele trabalho, pelo que provavelmente nao existiria no café. Esta

situagédo foi confirmada no ensaio comparativo de extracgdo com e sem padréo

interno adicionado.
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0 N, CH,
/4 \N
Harmalina

Figura 7: Estrutura quimica do padrao interno
(Di Giorgio et al., 2004)

As solugbes-mae de padrbes eram solugdes aquosas e foram preparadas
com uma concentragcao aproximada de 200 mg/L, no caso das solugbes de
norarmana e de harmana, e de cerca de 100 mg/L, no caso da solugédo de
harmalina. O padrao norarmana necessitou de ser adicionado de cerca de 5 ml de
acetonitrilo, para melhorar a sua solubilidade, e s6 depois se perfez o volume total
do balao com agua.

A partir destas solugdes-mae prepararam-se 6 solugdes padrdo, através de
diluicbes sucessivas, de forma a obter as concentragées necessarias a construgéo
da curva de calibragao e picos cromatograficos homogéneos e de altura adequada.
Antes de se perfazer o volume total do balao com agua foi adicionado o padrao
interno (equivalente a 8,6 pg, a partir de uma diluicdo da solugdo-mae, ja
preparada). De referir que a curva de calibragéo foi sujeita a totalidade do protocolo
extractivo, conforme sera detalhado nos resultados.

A solugéo aquosa de acido ascérbico foi preparada diariamente para evitar a
sua degradagado. Esta verifica-se mesmo na auséncia de luz e a temperaturas de
refrigeracao.

A agua utilizada na preparacgao das solugbes de trabalho e do eluente aquoso

foi ultrapura (desionizada no equipamento Seraldest LFM 20 da Seral).

30



Parte Experimental-Material e métodos

2. Materiais e Equipamentos

Para as torras de café foi utilizado um torrador marca Probat Duett e modelo
M, colocado a disposi¢do pelo Bogani Café. Trata-se de um torrador de convecgao
de leito fluido e de baixa capacidade (700 a 1200 g). Para a moagem fina dos cafés
usaram-se dois moinhos: um moinho marca Probat e modelo 55 LAM 00, para café
verde, gentilmente cedido pela industria de torrefagdo Sanzala, e um moinho marca
Krups e modelo GVX2, para café torrado, adquirido pelo servigo de Bromatologia.

Para a determinagéo da cor dos graos torrados utilizou-se um fotémetro de 1V,
marca Probat Electronic e modelo Colorette 3, cedido pela industria de torrefacgao
Bicafé.

Na determinagdo da humidade, por secagem, das amostras de café moido
recorreu-se a uma estufa de circulagdo forgada de ar marca WTC Binder € modelo
FD 240.

As determinagbes de massa foram realizadas numa balanga analitica marca
Mettler ® e modelo Toledo AG204.

Usaram-se micropipetas automaticas, da marca Jencons, modelo Sealpette,
de 1000 e 200 pl de capacidade, com pontas descartaveis.

Para o aquecimento da solugdo de HCI 0,05 M foi utilizado um disco de
agitagdo magnética, apenas na fungéo de aquecimento.

Aquando da primeira fase da extracgdo, as amostras foram agitadas e
homogeneizadas num voértex da Heidolph ®, modelo Reax 2000 e centrifugadas
numa centrifuga Heraeus Sepatech, modelo Labofuge Ae e numa centrifuga
refrigerada marca Eppendorf, modelo S810 R.

Na extracgdo em fase soélida usaram-se colunas de troca cationica forte
(SCX), com 500 mg de silica derivatizada com acido propilsulfonico (PRS), Bond-
Elut da Varian. Estas colunas foram acopladas a um extractor em fase solida
Visiprep ™ da Supelco ®, com sistema de vacuo.

Na separagdo cromatografica dos compostos extraidos foi usado um
cromatografo, equipado com uma bomba perfusora modelo PU-1580, uma unidade
quaternaria de gradiente modelo LG-1580-04, um desgaseificador modelo LG-1580-
54 e um injector automatico modelo AS-950, com loop de 20 pi, todos marca Jasco.
O sistema de deteccdo utilizado foi um detector de fluorescéncia marca Jasco,
modelo FP-920.
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A coluna cromatografica que se demonstrou mais adequada para este
trabalho foi uma coluna Teknokroma ® Tracel Excel 120 ODSA (5 ym, 250 x 4 mm).
Anteriormente foram utilizadas duas outras colunas - a coluna Phenomenex ® C18,
110 A (5 um, 150 x 4,6 mm) e a coluna TosoHaas TSK-gel ® ODS-80 TM (5 pym, 250
x 4,6 mm), mas sem sucesso, conforme sera discutido em Resultados e Discusséao.

A recolha e tratamento de dados cromatograficos foi efectuada pelo programa
informatico Borwin ™ PDA Controller Software (JMBS, France), versdao 1.50 e o
tratamento estatistico dos resultados das diferentes determinag¢des foi efectuado
pelos programas informaticos Microsoft ® Excel 2002 (Microsoft Corporation, USA) e
Statistica for Windows (Statsoft, Tulsa, OK).

3. Amostras
Amostras de café verde

Foram gentilmente fornecidas pelo iBeSa 17 amostras de café verde em gréo,
embaladas em sacos plasticos (3 kg) e devidamente identificadas. As amostras
pertenciam as espécies arabica e robusta e provinham de diferentes origens
geograficas. Na espécie arabica foram analisados cafés das Honduras (4),
Guatemala (2), Quénia (2) e Cerrado do Brasil (2); na espécie robusta cafés dos

Camardes (1), Amboim de Angola (1), Vietname (1), india (1) e Uganda (3).
Amostras de café torrado

Visto que era objectivo deste trabalho avaliar a evolugdo do teor de B-
carbolinas com a temperatura da torra, todas as amostras de café verde foram
sujeitas a 3 temperaturas de torra diferentes (240°C, 260°C e 280°C), durante cerca
de 4 min, de forma a obter diferentes graus de torra. Para o efeito, efectuaram-se
torras por convecgao, utilizando-se o torrador descrito anteriormente. As amostras,
quer verdes quer torradas, foram entdo submetidas a moagem, em moinhos
especificos e os cafés moidos foram utilizados na determinagéo dos diferentes

parametros avaliados.
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4. Metodologias analiticas

4.1. Analise das B-carbolinas

A metodologia escolhida para a extracgdo, separagdo e detecgdo das B-
carbolinas, norarmana e harmana, das amostras de cafés moidos (verdes e torrados
a diferentes temperaturas), foi uma técnica acoplada de SPE-RP-HPLC-FD,
adaptada de Herraiz (2002). O autor utilizou esta técnica no doseamento das
mesmas B-carbolinas, em cafés bebida obtidos por diferentes processos de
extracgdo. Esta técnica tinha ja sido adaptada por Herraiz (2000) com base no
método desenvolvido por Adachi et al. (1991). No presente trabalho, sofreu
novamente algumas adaptagées com o objectivo de melhorar a sua eficiéncia e
adaptacao a extracgao total do café em grao e que obrigaram a sua revalidagéo.

Em resumo, a metodologia extractiva utilizada, com o objectivo de isolar os
compostos de interesse, consistiu numa extracgdo acida a quente do p6 de cafe
(verde ou torrado), seguida de um pré-tratamento da amostra com antioxidante e
semicarbazida e de extraccdo da mesma em fase soélida (SPE). O resumo do
processo podera ser facilmente acompanhado na figura 8. Apos recolha do extracto,
contendo as duas B-carbolinas, procedeu-se a sua separagdo por RP-HPLC, com
um detector de fluorescéncia (FD), visto estes compostos apresentarem
caracteristicas fluorescentes, e a sua identificagdo e quantificagdo com base em

padrdes.
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Figura 8: Esquema resumo da metodologia analitica extractiva
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4.1.1. Extracgao

Apés preparacdo das amostras de cafés efectuou-se a extraccdo em
duplicado de todas elas, recorrendo numa primeira fase a extrac¢ao sélido-liquido,
para extraccdo dos compostos a estudar da matriz café, e posteriormente a
extraccdo em fase sdlida para purificagédo do extracto anterior e isolamento das B-
carbolinas. Para facilidade de explicagdo da técnica usam-se os numeros

correspondentes as etapas esquematizadas na figura 8.

I - Extracgao solido/liquido

1° Pesar o café moido (toma de 400 mg para os torrados e de 750 mg para os
verdes) para um tubo de plastico de 30 ml;

2° Adicionar 120 pl de padrao interno (solugao aquosa de harmalina 100 mg/L);

3° Adicionar 20 ml de solugao aquosa de HCI 0,05 M aquecida a fervura;

4° Vortexar 30 s;

5° Deixar repousar 5 min;

6° Centrifugar 5 min, a velocidade de 5000 rpm;

7° Recolher o sobrenadante para um tubo de centrifuga de 45 mi;

8° Repetir os passos 3 a 7, recolhendo o sobrenadante para o mesmo tubo;

9° Centrifugar 15 min, a velocidade 15000 g e & temperatura de 0°C;

Il - Pré-tratamento do extracto

10° Retirar 10 ml do sobrenadante da solug¢éo anterior;
11° Adicionar 0,5 ml de solugdo aquosa de semicarbazida a 10 mg/ml;

Esta solugao foi adicionada com o objectivo de suprimir um problema que se
verifica frequentemente na andlise das B-carbolinas, a formagdo de artefactos
resultantes da condensacéao entre as indolalquilaminas precursoras das B-carbolinas
e os aldeidos. A semicarbazida vai ligar-se aos aldeidos existentes nas amostras e,
possivelmente, nos reagentes.
12° Adicionar 0,5 ml de solugédo aquosa de acido ascérbico 50 mg/ml;

A solugdo de acido ascorbico teve como finalidade a protecgdo dos

compostos em estudo contra a oxidagéo.
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lll - Extracgao em fase soélida (SPE)

Nas etapas de extrac¢do que se seguem (lll a e Ill b) usou-se uma coluna
SPE (descrigao em Materiais e equipamentos), previamente condicionada com 6 ml

de metanol e 6 ml de solugao aquosa de HCI 0,1 M.

lll a - Adsorgao das B-carbolinas a coluna

13° Transferir o extracto para a coluna;

14° Lavar com 6 ml de agua ultrapura com 0,5 ml de solugdo agquosa de acido
ascoérbico a 50 mg/mi;

15° Lavar com 3 ml de solugado aquosa de K;HPO4 0,4 M, pH 9,1 com 0,5 ml de

solugao aquosa de acido ascérbico 50 mg/ml;
Il b - Desorg¢ao das B-carbolinas da coluna
16° Eluicdo com 3 ml de solugdo aquosa de metanol e K,;HPO4 0,4 M, pH 9,1 (1:1)
com 0,5 ml de solugédo aquosa de acido ascorbico 50 mg/mil;
17° Recolha da solugéao para injecgdo em “vials” de 4 ml.
4.1.2. Separagao cromatografica
Apés varias tentativas, foi estabelecido o gradiente esquematizado na tabela

2, que permitiu uma separag¢ao efectiva dos compostos em estudo, num tempo total
de 25 min:

Tabela 2: Gradiente de separagdo cromatografica

Tempo (min)  Eluente A (%) Eluente B (%)

0 95 5
15 70 30
17 70 30
20 30 70
23 95 5
25 95 5
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O fluxo escolhido foi de 1ml/min, a temperatura ambiente (cerca de 22°C) e o
volume de injecgdo de 20 pl de extracto para cada uma das amostras, tal como
recomendado por Herraiz (2002).

Para a detecgéo das B-carbolinas utilizou-se um detector de fluorescéncia,
visto que a presenca de anéis aromaticos nos compostos em questao confere-lhes
fluorescéncia, como anteriormente foi referido. A tabela 3 apresenta o programa de

comprimentos de onda usados.

Tabela 3: Comprimentos de onda de excitagdo e de emissao

Tempo (min) A excitagdo (hnm) A emissdo (nm)

0 300 433
17,5 267 477
25 300 433

Este programa de comprimentos de onda permite a detecgdo simultdnea das
B-carbolinas em estudo, na primeira parte do programa, e a detec¢do do padrao
interno (harmalina), apdés 17,5 min, ou seja, apos a troca dos comprimentos de onda,

visto apresentar também fluorescéncia mas para outros valores.

4.2. Determinagao do grau de torra das amostras

Para determinacéo do grau de torra das amostras recorreu-se inicialmente a
avaliagédo da cor por fotometria de IV. Esta técnica permite prever o grau de torra em
fungao de valores de reflectancia da amostra. Para isso, coloca-se café moido numa
placa de Petri, enchendo até ao topo e faz-se incidir sobre ele uma fonte
monocromatica de radiacgao infravermelha. Automaticamente é medida a reflectancia
da amostra e obtido um indice de cor numa escala de 0 a 200, apresentado num
visor digital. Quanto maior fér esse valor, menor sera a intensidade de cor e o grau
de torra da amostra. O uso de suportes de vidro, como é o caso da placa de Petri, €
aconselhado para eliminar o problema de absor¢do e transmissdo simultaneas,

verificado em algumas amostras.
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No entanto, como a informacgao obtida por esta técnica se revelou insuficiente
para caracterizar o grau de torra das amostras, provavelmente pela multiplicidade de
factores que incluem nao sé a razdo tempo/temperatura utilizada no processo de
torra, mas também as caracteristicas dos préprios gréos e do instrumento utilizado,
procedeu-se ao calculo da chamada “organic roast loss” (ORL), uma medida de
avaliagao indirecta da cor através da perda de massa durante a torra, que serviu de
complemento da informagao anterior.

Para calcular a perda de massa orgéanica ocorrida nas amostras determinou-
se a variagao do peso médio, em balang¢a analitica, desde os graos verdes até aos
mais intensamente torrados e procedeu-se a determinagédo do teor de humidade de
todos os cafés ap6s moagem e libertagdo do diéxido de carbono, por secagem em

estufa com circulagao forgada de ar, a 10312 °C, até peso constante.

38



Parte Experimental-Resultados e discussao

Resultados e discussao

1. Optimizagdo da metodologia analitica de quantificagdo das B-carbolinas
1.1. Optimizagao das condigdes de extracgao

Dado que a metodologia analitica desenvolvida por Herraiz (2002)
contemplava apenas a extraccdo de café bebida, foi necessario desenvolver um
método extractivo adequado ao café em grao, quer verde quer torrado.

I - Extracgao sélido/liquido:

Na fase de extracg¢ao inicial foram testados como extractores agua (H;0) e

acido cloridrico (HCI), ambos a frio e a quente, segundo o esquema da tabela 4:

Tabela 4: Condig¢des de extracgdo testadas

s 2 extracgdes consecutivas
1 extrac¢ao unica (40 ml) (20 m1+20 ml)
HCI H20 HCI H20

A frio No mon.1ento X X
"Overnight" X X X
No momento X X X

A quente )

“Overnight" X X X

A eficiéncia do processo extractivo foi, nesta fase, comparada em termos de
areas cromatograficas dos picos obtidos. A maior taxa de extrac¢do dos compostos
em estudo foi obtida com HCI a quente, por duas vezes consecutivas, no momento.
Como nao se verificaram alteragdes significativas comparativamente com o processo
de duas extracgbes consecutivas, em que apds segunda adigdo do extractor se
mantinha a mistura em repouso “overnight”, optou-se pela metodologia mais célere.

O passo da agitagdo em vértex seguido de um periodo de maceragao curto

demonstrou contribuir para uma melhor eficiéncia na extracgéao.
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Il - Extracgao em fase solida:
Il a - Testes a capacidade maxima de carregamento da coluna SPE

Foram efectuados testes a capacidade maxima de carregamento da coluna
SPE com extractos de café, verde e torrado, devido as diferentes composi¢des dos
dois tipos de matriz (graficos 1 a 4). Para o efeito utilizaram-se quantidades
crescentes de extracto de uma amostra (robusta de torra a 260°C) e verificou-se a
resposta em termos de area dos compostos e do padrao interno, apés separagao
cromatografica. Os resultados obtidos para o café verde encontram-se nos graficos
1 e 2, para norarmana e harmana respectivamente, onde se testaram até
carregamentos equivalentes ao extracto obtido com 1200 mg de amostra inicial.
Para o café torrado, atendendo a maior riqueza nos compostos em estudo e outros
com possivel afinidade para a coluna, testou-se apenas até um maximo de 500 mg
de amostra. Os resultados sédo apresentados nos graficos 3 e 4, para os mesmos
compostos.

No caso do café verde, a quantidade de amostra a utilizar para a extracgao foi
determinada pela resposta da harmana, pois a perda de linearidade com a utilizagao
de quantidades crescentes de amostra surgiu mais cedo do que para a norarmana,
como se pode verificar no grafico 2. A perda de linearidade ocorreu cerca dos 800
mg de amostra, pelo que se optou por utilizar uma quantidade maxima ligeiramente
inferior (750 mg). Em relagao ao café torrado, os graficos do teste para ambos os
compostos demonstraram uma boa linearidade (r*=0,9991 e r’=0,9848) para todas
as quantidades testadas, pelo que se poderia optar pela quantidade maxima testada
(500 mg). No entanto, sabendo que a quantidade destes compostos pode estar
muito aumentada nas torras mais intensas, optou-se por utilizar uma quantidade

ligeiramente inferior (400 mg).
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Grafico 1: Capacidade de carregamento da coluna SPE com café verde para a norarmana.
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Grafico 2: Capacidade de carregamento da coluna SPE com café verde para a harmana.
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norarmana.
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Grafico 4: Capacidade de carregamento da coluna SPE com café torrado para a harmana.
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1.2. Optimizagao das condigdes cromatograficas

Na primeira tentativa de separagdo cromatografica usou-se uma coluna
cromatografica Phenomenex C18, 110 A (5 um, 150 x 4,6 mm) e dois eluentes,
solugdo aquosa de fosfato de amodnio, ajustada a pH 3 com acido ortofosférico
(eluente A) e 20% do anterior em acetonitrilo (eluente B). O gradiente usado foi; aos
0 min 100% A, aos 8 min 68% A, aos 18 min 10% A e aos 20 min 0% A.

Apesar de ser descrita como a opgao mais indicada (Herraiz, 2000 e 2002)
ndo permitiu uma separagado satisfatéria dos compostos, desde a fase inicial,
situagdo que se agravou com o tempo de utilizagdo da coluna, afectando a precisao
dos resultados. Tal facto parecia dever-se a alguma incompatibilidade do sistema de
eluentes com a coluna, nomeadamente com o tampao fosfato. A funcionar, esta
op¢ao teria a vantagem de permitir uma separagao mais rapida dos compostos (20
min), bem como o consequente menor consumo de eluentes.

Como as B-carbolinas pertencem ao grupo das AAH'’s, tal como foi referido,
tentou-se adaptar um sistema de eluentes descrito para as AAH’s a coluna
Phenomenex C18, de forma a resolver o problema inicial (Gross & Gruter, 1992).
Este sistema de eluentes era composto por uma solugdo de trietilamina 0,01 M,
ajustada a pH 3,6 com acido ortofosférico (eluente A) e por acetonitrilo (eluente B),
com a seguinte sequéncia de eluigado: aos 0 min 95% A, aos 10 min 85% A, aos 20
min 75% A, aos 30 min 45% A, aos 30,1 min 30% A e aos 35 min 95% A. No
entanto, esta tentativa também n&o teve sucesso, tendo ficado a suspeita nao
comprovada de que a coluna ja estaria irremediavelmente irrecuperavel pelo descrito
no paragrafo anterior.

Continuando na mesma linha de raciocinio, optou-se por usar, além do
sistema de eluentes descrito no paragrafo anterior, também um tipo de coluna
frequentemente descrita para aquele grupo de compostos, ou seja, uma coluna TSK-
gel ODS-80 TM (5 um, 250 x 4,6 mm) (TosoHaas, Japao). No entanto, também esta
combinacao foi infrutifera e a coluna mostrou sinais de deterioragdo em poucos dias.

Perante o referido, comegou a pensar-se que a utilizagdo como eluentes de
solugbes tampao com pH muito baixo (solugdo aquosa de fosfato de amoénio e

solugao de trietilamina, no caso), embora descrita por alguns autores, poderia estar

na origem dos problemas detectados nas colunas e que o préprio revestimento em
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silica gel da coluna TosoHaas TSK-gel ODS-80 TM seria muito sensivel, sofrendo
rapida degradacao.

Abandonou-se entdo a coluna anterior e passou a testar-se uma coluna
Tracel Excel 120 ODSA (5 ym, 250 x 4 mm) (Teknokroma, Espanha). Trata-se de
uma coluna de elevada resisténcia, inclusivamente a pH's muito baixos, tendo por
base a experiéncia com este tipo de coluna, adquirida no laboratério onde foi
desenvolvido este trabalho. Manteve-se o acetonitrilo (eluente B) e testou-se uma
nova fase mével aquosa, uma solugdo tampao de formato de sodio adicionada do
modificador orgénico &cido trifluoroacético (eluente A), devidamente tamponada para
o0 pH necessario a separagdo dos compostos, isto &, cerca de 3 (2,7 mais
precisamente). De todas as colunas testadas e dos diferentes tipos de gradientes
experimentados em cada uma delas, a conjugagéo que resultou na melhor resolugao
dos picos cromatograficos foi esta ultima.

De salientar ainda que os extractos injectados eram inicialmente conservados
nos “vials” de recolha a temperatura de refrigeragdo (5°C+2°C). No entanto,
verificou-se, apds algumas injec¢des, que aquela temperatura ocorria degradagao
dos compostos isolados, mesmo na presenga do antioxidante (solugdo de acido
ascorbico 50 mg/ml). Para a evitar, optou-se por injectar as amostras rapidamente,
de preferéncia logo a seguir a extracgao ou conservar a temperatura de congelagao

(-21°C+3°C) por alguns dias, solugdes que se revelaram mais eficazes.

1.3. Identificagao e quantificacao

As [B-carbolinas em estudo foram identificadas por comparagao
cromatografica com padrdes externos e com base nos seus tempos de retengao. A
consulta bibliografica e a injec¢do de uma mistura padrdao, bem como dos padrbes
isolados permitiram conhecer a sequéncia de eluigdo de cada composto e o tempo
de retengdo (TR) caracteristico. A sequéncia obtida foi, do primeiro para o ultimo
padrdo, a seguinte: norarmana (TR: 15,9 min), harmana (TR: 16,8 min) e harmalina
(TR: 18,4 min). De salientar, no entanto, que os tempos encontrados eram
ligeiramente modificados pela temperatura ambiente da sala, embora as oscilagées
ndo fossem significativas a ponto de obrigarem ao controlo da temperatura da

coluna.

44




Parte Experimental-Resultados e discussio

A figura 9 apresenta um cromatograma de uma solugdo padrdo de
norarmana, harmana e harmalina nas condi¢cdes de ensaio anteriormente descritas,

sendo visivel uma boa resolugao dos 2 compostos em estudo e do padrao interno.
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Figura 9: Cromatograma de uma solugao de padrdes
[NH- padrao externo norarmana (100 ug/L)
H- padrao externo harmana (100 pg/L)
HL- padrao interno harmalina (860 pg/L)]

A quantificagdo das duas B-carbolinas foi efectuada pelo método do padréo
interno, ou seja, foram preparadas solugdes padrdo de diferentes concentragées
conhecidas dos compostos em estudo, as quais se adicionou a mesma quantidade
conhecida de padrao interno, como descrito em Materiais e métodos. Apos
extracgdo pela metodologia analitica descrita acima, os padrdes extraidos eram
injectados, construindo-se com os resultados as curvas de calibragdo para a
norarmana e para a harmana. Estas representam a concentragdo do composto em
fungao da razdo das areas (area do composto/area do padréo interno) (graficos 5 e
6).

Os extractos de café, adicionados também de uma mesma quantidade
conhecida de padriao interno, foram entdo analisados no mesmo sistema
cromatografico. Foi calculada do mesmo modo a razdo entre as areas obtidas nos
cromatogramas para cada uma das f-carbolinas e convertida na concentragéo

correspondente em pg/L, através das curvas de calibragéo previamente construidas.
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2. Revalidagao da metodologia analitica das B-carbolinas

Uma vez que foram efectuadas algumas alteragdes a técnica de extraccéo
descrita por Herraiz (2002) e foi utilizado um novo sistema cromatografico,
determinaram-se os varios parametros de desempenho analitico do método para

proceder a sua revalidagao (Ribani et al., 2004).

2.1. Linearidade e faixa linear dindmica ou de aplicagado

Tal como referido anteriormente, foram preparadas 6 solugdes dos padrdes
de norarmana e harmana, de diferentes concentragdes (aproximadamente 200, 100,
20, 10, 5 e 1 pg/L), adicionados de uma quantidade constante de harmalina. Todas
as solugdes foram sujeitas a extracgao em coluna SPE, tal como se de uma amostra
de café se tratasse, efectuou-se a sua injecgdo em duplicado e construiram-se as
curvas de calibragao (graficos 5 e 6).

O estudo de linearidade foi efectuado pela analise do coeficiente de
correlagdo da curva de calibragdo obtida pela injecgdo das solugbes padréo,
anteriormente descritas, que cobriam os valores encontrados em todas as amostras.
O coeficiente de correlagdo apresentou um valor superior a 0,99 para ambas as (-

carbolinas, o que evidencia uma boa correlagao linear.
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Grafico 5: Curva de calibragao da norarmana.
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Grafico 6: Curva de calibragido da harmana.
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2.2. Precisao

O calculo da precisao instrumental foi efectuado com base na area média dos
picos obtidos em trés injec¢gbes consecutivas de uma mistura padrdo, constituida
pelos padrdes externos e interno. Como se pode verificar pelos coeficientes de
variagéo indicados na tabela 5, existe uma boa precisdo instrumental associada ao

método.

Tabela 5: Precisio instrumental

Composto  Area média SD CV (%)

Norarmana 2471174 12457 0,5
Harmana 3609306 11378 0,3
Harmalina 1477717 6450 0,4

A repetibilidade foi calculada com base na area média dos picos
correspondentes a duas extrac¢des simultdneas de uma mesma amostra de café
torrado, injectadas em triplicado. Obtiveram-se desta forma resultados com baixo
coeficiente de variagdo, o que demonstra uma boa repetibilidade do método (tabela
6).

Tabela 6: Repetibilidade

Teor médio
Composto SD CV (%
P (ng/g) (%)
Norarmana 2,84 0,03 1.0
Harmana 0,28 0,00 1.1

A metodologia descrita por Herraiz (2002), desenvolvida para a extracgéo
directa de café bebida, apresentava em termos de coeficiente de variagdo uma
repetibilidade (n=4) de 1,57% para a norarmana e 0,87% para a harmana. Apos ser
modificada no presente trabalho para permitir a extrac¢do de café em gréo, a
repetibilidade manteve-se praticamente inalterada provando que o método extractivo

desenvolvido é igualmente preciso para ambas a B-carbolinas (tabela 6).
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2.3. Exactidao

De forma a verificar a exactiddo do método efectuou-se o estudo de
recuperagdo numa amostra de café torrado. Para isso, foram efectuados dois
ensaios de recuperagao, adicionando uma quantidade conhecida dos padrdes
externos (cerca de 20% da quantidade presente na amostra em teste) e uma
quantidade fixa de padrao interno a amostra. Para efeitos de calculo da taxa de
recuperagao considerou-se a quantidade adicionada dos padrdes externos como
100%, sem somar a quantidade pré-existente na amostra.

Os resultados dos ensaios demonstraram que o método apresentava uma
boa taxa de recuperagado, como se pode verificar na tabela 7, onde se encontram

sintetizados.

Tabela 7: Taxa de recuperagao da norarmana e da harmana

Recuperagdo

o

Composto média (%) SD CV (%)
Norarmana 101.,8 4.8 4,7
Harmana 109.4 0,2 0,2

Herraiz (2002) obteve uma recuperagdo de 97,1% + 1,07 e de 98,7% + 0,88,
para a norarmana e harmana, respectivamente. Logo, a recuperagéo obtida neste
trabalho em comparagdo com a da metodologia descrita por aquele autor mostrou-

se similar (tabela 7).

2.4. Limites de deteccgao e de quantificagao

Os limites de detecgdo e quantificagdo para cada uma das (B-carbolinas
estudadas foram calculados como a concentragdo correspondente a trés e dez
vezes, respectivamente, o desvio padrdo do ruido de fundo do cromatograma de

uma amostra de café verde. Os valores obtidos para cada um dos compostos estao

indicados na tabela 8.
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Tabela 8: Limites de detecgao e quantificagdo para a norarmana e harmana

Limite de detecgdo Limite de quantificagdo

Composto

P (Hg/g) )
Norarmana 0,008 0,013
Harmana 0,004 0,007

Herraiz (2002) obteve valores menores que 0,5 ug/L. de café bebida, para
ambas as B-carbolinas, 0 que corresponde a uma variagdo aproximada entre os
diferentes processos de extracgao de 0,004 (café expresso) a 0,020 ug/g (cafeé filtro)
de café em po, ou seja, uma sensibilidade semelhante a encontrada neste trabalho.

Com base em todos os parametros usados na revalidagao da metodologia
utiizada neste trabalho, pode dizer-se que esta técnica, comparativamente a
descrita por Herraiz (2002) para analise das mesmas f-carbolinas, ndo em graos de
café moidos mas em café bebida, apresentou uma melhor resolugdo dos picos
cromatograficos (separagdo com failing praticamente nulo) e precisdo, e uma
equivaléncia em termos de exactidao, sensibilidade e selectividade. O unico senéo

foi 0 aumento do tempo necessario a separagao cromatografica dos compostos.

3. Caracterizagao do grau de torra das amostras

Conforme referido em Material e métodos, foi avaliada a cor por reflectancia e

calculada a ORL de todas as amostras. Estas determinagdes visaram caracterizar o

seu grau de torra. Os resultados obtidos estdo detalhados na tabela 9.
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Tabela 9: Caracterizagdo do grau de torra pela evolugdo da ORL e da reflectancia com a

temperatura de torra (a cinza ORL em %; a branco reflectancia em unidades cor)

Espécies Origens Amostra Verde Torra 240°C § Torra 260°C | Torra 280°C
A 0,00 10,75 16,84 25,65
152 125 75
B 41::0,00 461" 7,61 13,04 i
187 145 72
10,00 8,18 8,44 21,17
H ¥ 1 1 1
onduras C 170 13 a7
D 0,00 5,82 8,50 18,17 i
200 125 65
média _ﬁ“ﬁz; 10 20;
177 127 68
E 0,00 4,93 10,00 12,78
182 94 74
12,87 16,12 17,26 ™
| F ] ] ' |
Guatemala o4 179 93
Arabica 9 13 15
188 112 84
G ©11,82 12,28 12,57
165 108 107
. 0,00 5,98 7,31 12,45
Quénia H 167 121 65
média 10 13
115 86
I 0,00 9,92 9,98 20,01
200 157 66
Brasil J #0.4:0,00. 10,71 16,80 25,63
120 90
média
média 9 1 18
espécie 179 124 77
Camard K 7.97" 10,91 22,54 4
amaroes 197 133 60
Ancola L 0,00 11,16 13,26 16,87
g 189 138 102
. %:0,00 12,03 13,14 19,36 &
Vietname M 185 71 75
- 10,00 4,60 7,59 13,03
India N 187 143 93
440,00 12,45 14,81 . 19,65
Robusta 0] 500 107 78
P 0,00 12,82 15,50 16,32 i
Uganda 177 131 65
9 Q|00 8,77 10,87 12,48
194 174 88
ia | IS A 16 20
media 190 137 77
média 10 12 17
espécie 190 142 80
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Como seria de esperar a ORL aumenta com a temperatura da torra em todas
as amostras e o valor da reflectancia das amostras varia de forma inversa (é
superior nas amostras menos torradas e inferior nas mais torradas).

Pode-se verificar ainda a pouca homogeneidade do grau de torra entre as
diferentes amostras, inclusivamente nas que pertencem a mesma espécie e origem
geografica, quando sujeitas a torras a mesma temperatura. Este facto, podera dever-
se as caracteristicas intrinsecas de cada grao, correlacionadas com a espécie, que
determinam diferentes composi¢cdées quimicas e caracteristicas fisicas e diferentes
alteracdes quando submetidas a iguais condi¢des de torra. Na verdade, e conforme
foi ja referido na introdugédo, nas mesmas condigées de torra, ou mesmo em torra
simultdnea, os grdos de café robusta apresentam-se sempre mais escuros, com um
grau de torra efectivo superior.

Por outro lado, observou-se que o torrador utilizado nas torras experimentais
ndo se comportava da mesma forma numa sequéncia de torras idénticas,
necessitando de mais tempo para atingir a temperatura definida no inicio dos
trabalhos. Com efeito, em mais do que uma situagdo, algumas torras foram
repetidas, porque embora se pretendesse uma torra ligeira ou média, e a
temperatura estivesse pré-definida para isso, o resultado final era uma torra mais
intensa do que a desejada. Este tipo de situagdo € menos comum nas industrias,
porque utilizam torradores de maiores dimensdes, com melhor calibragao térmica e
porque utilizam repetidamente o mesmo tipo de grdos. No caso descrito, as
amostras tinham origens geograficas diferentes requerendo, idealmente, um ajuste
inicial da maquina para cada amostra, o que seria inviavel dada a baixa quantidade
de café verde disponivel de cada amostra.

Pelo referido, verificou-se ndo ser facil obter homogeneidade entre as
amostras, em termos de formacao de B-carbolinas e intensidade/grau de torra,
mesmo quando de uma mesma origem geografica se tratava, ainda que
pertencessem a lotes diferentes. A determinagdo do grau de torra realmente obtido e
a conversdo dos teores quantificados das B-carbolinas para o grau de torra
pretendido poderia obviar essa diferenga, como sera discutido adiante

Para se confirmar se a intensidade de torra obtida para cada amostra era a

pretendida para a temperatura utilizada verificou-se visualmente a cor por

comparagdo com a de outras amostras torradas a mesma temperatura.
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4. Quantificagao de norarmana e harmana nas amostras

Com o objectivo de conhecer os teores das B-carbolinas, norarmana e
harmana, e a sua variagdo com a espécie, origem geografica e temperatura de torra
utilizada, foram avaliadas 68 amostras (17 amostras de café verde e 17 x 3 amostras

de café torrado), extraidas em duplicado e injectadas em triplicado.

A titulo de exemplo sao apresentados, em seguida, dois cromatogramas, um
de uma amostra de café verde (figura 10) e outro de uma amostra de café torrado
(figura 11), nos quais se identificam claramente os dois compostos em estudo

(norarmana e harmana) e o padréao interno (harmalina).
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Figura 10: Cromatograma de um extracto de uma amostra de café verde

(NH-norarmana; H-harmana; HL-harmalina - PI)
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Figura 11: Cromatograma de um extracto de uma amostra de cafe torrado

(NH-norarmana; H-harmana; HL-harmalina - PI)
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Os resultados obtidos, aplicando a técnica revalidada, descrita anteriormente,
encontram-se compilados nas tabelas 10 a 12, na forma de média, desvio-padrao
(SD) e coeficiente de variagao (CV). Os teores individuais encontram-se detalhados
em anexo.

Como se pode verificar, no café verde os valores das duas B-carbolinas,
norarmana e harmana, sao praticamente residuais e cerca de 2 a 10 vezes
superiores ao limite de quantificagdo. O teor de norarmana e harmana determinado
em todas as amostras torradas € bem mais elevado. Quer nos cafés verdes, quer
nos torrados, os valores de norarmana sao consideravelmente superiores na
espécie robusta (tabela 10).

O teor de norarmana de ambas as espécies, assim como o teor de harmana da
espécie robusta aumentou com a temperatura de torra, sendo a torra a 280°C a que
apresentou o teor maximo. Ja o teor de harmana dos cafés arabica teve um
comportamento inverso, diminuindo a medida que aumentava a temperatura de torra
(tabela 10). A Unica diferenga estrutural entre os dois compostos € um grupo metilo
que existe na harmana, podendo este facto justificar a diferenga encontrada se
durante a torra a norarmana se formar parcialmente por desmetilagao da harmana e
se essa velocidade de converséo for superior a da sintese de harmana a partir dos
precursores. No caso do café robusta, esse efeito ndo é visivel pela analise directa
dos resultados, podendo no entanto ocorrer, mas a uma velocidade
comparativamente inferior em relagdo a formagao de harmana.

Mais especificamente em termos de teores, na torra a 280°C, o café arabica
apresentou um valor de norarmana de 3,26+0,79 pg/g, sendo cerca de 3 vezes
superior na espécie robusta (10,72+3,38 pg/g). Ja a harmana esta presente em
teores bem mais baixos e para a mesma temperatura de torra apresentou valores na
ordem dos 0,44+0,12 ug/g e dos 2,34+0,94 pg/g, respectivamente para as espécies
arabica e robusta. Na espécie arabica o maior teor de harmana encontrado foi
0,83+0,12 pg/g na torra a 240°C (tabela 10).

Considerando ambas as espécies (arabica e robusta) em conjunto, neste
estudo foram encontrados em cafés verdes, valores médios de norarmana na ordem
dos 0,04 + 0,00 ug/g e de harmana na ordem dos 0,05 + 0,01 pg/g. Em cafés
torrados verificou-se uma variagao entre 3,87 + 1,24 e 6,99 + 2,08 pg/g de café para

a norarmana e de 1,20 + 0,36 a 1,39 + 0,53 ug/g de café para a harmana (tabela 10).
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No estudo de Herraiz (2002) foram reportados valores de norarmana no café
verde na ordem dos 0,097 + 0,028 pg/g e na ordem dos 1,11 + 0,43 pg/g no café
torrado. Enquanto que para a harmana foram encontrados valores na ordem dos
0,025 = 0,006 pg/g no café verde e na ordem dos 0,28 + 0,09 pg/g no café torrado.
Verifica-se entdo, que os valores encontrados neste estudo para o café verde foram
em comparagdo com os obtidos por Herraiz (2002) cerca de 2 vezes inferiores para
a norarmana e 2 vezes superiores para a harmana. No caso do café torrado, apo6s
ter sido sujeito a 3 diferentes temperaturas (240, 260 e 280°C), foram encontrados
teores 3,5 a 6 vezes superiores para a norarmana € 4 a 5 vezes superiores para a
harmana (tabela 10), o que se justifica pelo facto de aquele autor ter apenas
analisado o café bebida e aqui se analisar o grdo na sua totalidade.

Verifica-se também que os valores encontrados para o café torrado estao
dentro do intervalo de valores descritos por Tuschiya et al. (1999) em outros frutos
(caju, noz, améndoa, ananas e banana). O autor determinou, no conjunto dos frutos
(secos e frescos desidratados) analisados, um teor médio de norarmana de 0,55 a
6,79 ug/g e de harmana de 0,33 a 11,9 ug/g, expressos em peso seco. Quer 0s
valores encontrados por Herraiz (2002), quer os encontrados neste estudo, para o
café verde, situam-se abaixo dos limites inferiores dos intervalos encontrados por
Tuschiya et al. (1999).
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Parte Experimental-Resultados e discussao

Parece ser de salientar que as torras se encontram agrupadas pela
temperatura de torra utilizada e nao pelo seu efectivo grau de torra. Em alguns
casos, ao cruzar estes dois parametros, verificou-se que o grau de torra calculado
era caracteristico de uma intensidade diferente (inferior ou superior) da que se
esperava obter. Este facto deve-se a diferenga de caracteristicas intrinsecas
(composicao quimica e estrutura) dos graos de diferentes espécies, origens
geograficas ou mesmo de diferentes lotes, tal como referido no capitulo da Torra. No
que respeita a espécie, por exemplo, o grao de café robusta é caracteristicamente
de menores dimensdes e tem um menor teor em gordura que o café arabica, dois
factores que contribuem para que se apresente comparativamente mais torrado para
0s mesmos parametros de torra que o café arabica. De qualquer forma, o café
robusta & usualmente vendido mais torrado que o café arabica j4 que este ultimo
pode perder os aromas caracteristicos, que sdo a sua mais valia. Este motivo
justifica os elevados desvios padrao entre as amostras.

Conforme ja referido anteriormente, a formagao das B-carbolinas, norarmana
e harmana, durante a torra, dado que se utilizam temperaturas muito elevadas,
podera ocorrer por pirdlise do triptofano ou das suas aminas biogénicas derivadas
(triptamina e 5-hidroxitriptamina), presentes no café verde (Cirilo, 2003, Casal et al.,
2004). Apesar das duas espécies se caracterizarem por teores idénticos de
aminodcidos livres no café verde, a realidade é que o café robusta apresenta
praticamente o dobro da quantidade de triptofano (337,7 mg/kg de peso seco no
robusta contra 178,8 mg/kg de peso seco no aradbica) (Casal, 2003). Relativamente
as duas aminas biogénicas também envolvidas na sintese dos compostos em
estudo, embora elas tenham como precursor biossintético comum o triptofano, néo
ha diferengcas nos seus teores no grao de café verde nas duas espécies, sendo o
seu comparativamente ao do precursor muito reduzido. Logo, parece possivel
concluir que sera essencialmente o triptofano a origem da diferenga de teores de -
carbolinas entre as duas espécies.

Verifica-se, portanto, que os teores de norarmana sao sempre superiores aos
de harmana (3 a 7 vezes superiores para os cafés arabica e 3 a 5 vezes superiores
para os robusta). E também visivel que esta diferenga entre os teores das duas B-
carbolinas em cada espécie aumenta progressivamente com a temperatura a que
decorre a torra, sendo as maiores diferengas encontradas na torra a 280°C. E

igualmente notério que a diferenga entre os teores & superior nos cafés arabica, no
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caso das torras a 260°C (na ordem de 5 vezes superior para os cafés arabica e 4
vezes superior para os robusta) e a 280°C (na ordem de 7 vezes superior para 0s
cafés arabica e 5 vezes superior para os robusta). No caso da torra a 240°C, a
diferenca entre os teores € menos significativa, sendo ligeiramente superior nos
cafés robusta (na ordem de 3,4 vezes superior para os cafés robusta e 2,9 vezes
superior para os arabica) (tabela 10).
Relativamente a evolugcdo dos teores de norarmana ao longo da torra (dos
240°C até aos 280°C), verifica-se um aumento crescente e continuo em todas as
origens geograficas de ambas as espécies, com excepg¢ao dos arabicas das
Honduras e Guatemala, nos quais a evolugdo nem sempre se da no mesmo sentido
(tabela 11).
Analisando em pormenor o teor de norarmana determinado nos cafés
torrados das diferentes origens geograficas de ambas as espécies (tabela 11),
verifica-se que:
= Na espécie arabica, o café das Honduras &€ o que apresenta um teor superior de
norarmana, seguido do Brasil, Guatemala, e por fim Quénia, na torra a 280°C. No
caso dos cafés do Quénia e da Guatemala (torra a 280°C) o grau de torra final
determinado, quer pelo calculo da ORL (13% e 15%, respectivamente) quer por
fotometria de IV (86 e 84 unidades cor, respectivamente), foi ligeiramente inferior
aos restantes arabicas (tabela 9), o que podera justificar os teores inferiores de -
carbolinas; o grau de torra, obtido por avaliagdo fotométrica, para o café das
Honduras (68 unidades cor) € superior ao do Brasil (78 unidades cor), enquanto
que por calculo da ORL ha uma troca de posicdo dos graus de torra entre os
mesmos cafés (23 unidades cor para o café do Brasil e 20 unidades cor para o
Honduras). De salientar que estes valores correspondem a médias por origem
geografica, com elevados desvios padrées conforme referido, e que
individualmente se verifica sempre uma melhor correlagéo (anexo);

= Na espécie robusta, apenas o café da india se manteve na mesma posigédo em
termos de teor ao longo da torra, apresentando o teor mais elevado em todas as
temperaturas de torra (tabela 11). De salientar que o café desta origem
geografica, apesar de apresentar os maiores teores de norarmana em todas as
torras, foi o que teve a menor ORL (tabela 9).Verifica-se ainda que o aumento do
teor de norarmana ndo ocorre na mesma proporcdo nos cafés das diferentes

origens geograficas. O maior incremento com a torra, comparando a evolugao
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ocorrida entre as torras a 240°C e a 280°C, verifica-se no café robusta do
Vietname (os teores aumentam 2,8 vezes). Os cafés da India e Uganda tém, entre
si, incrementos da mesma ordem de grandeza (2,3 e 2,2 vezes), bem como o0s
cafés dos Camardes e Angola (1,2 e 1,1 vezes). Considerando-se os incrementos
referidos verifica-se que o café de Angola é o que apresenta valores mais estaveis
de norarmana, ao longo das diferentes temperaturas de torra, sendo portanto
menos susceptivel a temperatura, seguindo-se o café dos Camardes. Os cafés do
Uganda e da india, embora apresentando teores diversos deste composto, tém
mais susceptibilidade a temperatura do que os anteriores. O café do Vietname é
de todos os cafés analisados 0 mais susceptivel a torra.

Comparando os incrementos dos teores de norarmana € a susceptibilidade a
temperatura dos cafés ao longo da torra, até aos 280°C, com os graus de torra
obtidos pela analise fotométrica verifica-se que:

» O café de Angola era o menos torrado (102 unidades cor), o que podera confirmar
o menor incremento dos teores de norarmana,;

» O café da india apresentou um grau de torra (93 unidades cor) proximo do café da
Angola, apesar do incremento de norarmana ter sido metade do primeiro,

= A amostra proveniente dos Camardes é a que apresentou maior grau de torra (60
unidades cor), ainda que tenha demonstrado um incremento de norarmana
equivalente ao café de Angola, o menos torrado;

= Os cafés do Uganda e Vietname apresentam graus de torra bastante similares (77
e 75 unidades cor, respectivamente), ainda que tenham demonstrado incrementos
de norarmana diferentes.

Pelo referido parece possivel inferir que os teores de B-carbolinas nos
diferentes cafés nao estdo apenas dependentes do grau de torra.

Relativamente a evolucdo dos teores de harmana ha um comportamento
diferente entre as duas espécies de café em estudo. Verifica-se que nos cafés
arabica os teores decrescem de forma progressiva e continua com o aumento da
temperatura a que decorre a torra, a excepgdo do café das Honduras que tem um
comportamento completamente diferente das restantes amostras arabica. Neste
caso (Honduras), os teores atingidos sdo semelhantes nas torras a 240°C e a 280°C

e apenas ocorre um decréscimo na torra a 260°C (tabela 12).
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Ao longo das 3 torras, os cafés arabica das Honduras e da Guatemala
apresentam sempre os maiores valores de harmana e os cafés arabica do Quénia e
do Brasil os menores. Na torra a 260°C, o teor dos dois pares aproxima-se e
destacam-se claramente dois grupos: o grupo dos cafés das Honduras e da
Guatemala com 0,63 pg/g e o grupo dos cafés do Quénia e do Brasil com uma
média de 0,45 pg/g. No entanto, os teores médios destes cafés arabica de 4 origens
diferentes eram similares na torra anterior (torra a 240°C), variando entre 0,79 e 0,87
ug/g. Na torra a 280°C, o café das Honduras passa a destacar-se dos das restantes
origens, apresentando teores cerca de 3 vezes superiores aos teores dos restantes
cafés.

Em oposicdo a generalidade dos arabicas, nos cafés robusta da India e do
Uganda verifica-se um aumento crescente e continuo do teor de harmana com a
temperatura de torra, apresentando valores superiores nas torras a temperaturas
mais elevadas, comportamento similar ao anteriormente verificado na evolugao do
teor de norarmana para as mesmas amostras. Sdo estas as amostras mais ricas em
ambos os compostos. Os cafés robusta dos Camardes e Angola tém um
comportamento muito semelhante ao descrito para o café das Honduras, ou seja, na
torra a 280°C os teores de harmana determinados s3o semelhantes aos obtidos a
240°C e na torra a 260°C o teor é mais baixo do que nas restantes torras. Ja o café
robusta do Vietname tem um comportamento atipico, comparativamente com o
descrito em todos os robustas anteriores e arabicas, ou seja, é a Unica amostra em
que ha maior formagédo de harmana a 260°C (um incremento de 2,3 vezes
comparativamente a 240°C), reduzindo os teores de forma acentuada na torra a
280°C.

Mais uma vez se verifica que nao é apenas a temperatura de torra que influi
no teor de B-carbolinas presentes nos gréos de café. Uma possivel explicagéo sera
a diferente velocidade de formagdo da harmana, a partir dos precursores, e da sua
conversdao em norarmana. No caso do robusta do Vietname, até se atingir a torra a
280°C a velocidade de formagédo do harmana devera ser superior a de conversao em
norarmana, situacdo que possivelmente se invertera assim que é atingida aquela
temperatura. No caso dos robusta dos Camardes e Angola e arabica das Honduras,
inicialmente, na torra a 240°C, a formagédo de harmana dar-se-a a uma velocidade
maior do que a sua conversao em norarmana, situacdo que se revertera na torra a

260°C e por fim, na torra a 280°C, sera retomada a relagao inicial. Na origem destas
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diferentes velocidades poderdo estar simplesmente diferentes teores de
precursores, nomeadamente triptofano.

Para verificar as relagdes entre os teores das duas B-carbolinas e entre estas
e a ORL, nas amostras arabica e robusta consideradas quer separadamente (duas
amostras), quer como um conjunto (amostra unica), e como complemento a analise
anterior, foi ainda efectuado:

() O estudo estatistico das correlagées entre os diferentes pares possiveis de
variaveis (tabelas 13, 14 e 15 e figuras correspondeste 12, 13 e 14);

(il) O estudo da regressao da ORL (variavel dependente) em ordem aos teores de -
carbolinas (variaveis independentes), através de testes t de student (tabelas 16,
17 e 18) e de testes F de Snédécor ou analises de varidncia a regressao (tabelas
19, 20 e 21) (Dagnelie,1974; Pike,1986).

O teste t de student consiste em avaliar se o coeficiente de regressao da ORL
em relagdo as B-carbolinas, tal como obtido a partir das observagdes experimentais,
é ou nao significativamente diferente de zero - nulidade do coeficiente de regresséo.
A um coeficiente de regressédo nulo corresponde uma impossibilidade de prever a
ORL a partir dos teores de B-carbolinas. Se se verificar que esse coeficiente de
regressdo nao é nulo, entdo deve concluir-se que existe uma relagdo entre as
variaveis e que existe também a possibilidade de efectuar previsées da ORL, facto
que podera ser interessante numa perspectiva de controlo da qualidade da torra do
café.

No caso de um coeficiente de regressdo nao nulo, entdo recorre-se a andlise
de varidncia e ao coeficiente de determinagao, que comparam os valores previstos
pela recta de regressdo para a variavel dependente com os valores realmente
observados na pratica, e pode-se avaliar a precisdo da previséo efectuada através
da regressdo. De um modo geral, quanto mais significativo for o valor F de Snédécor
e quanto mais perto da unidade for o valor R?, maior é a precisdo da previsao da
ORL com ambas as B-carbolinas.

As analises efectuadas sdo todas lineares (tanto as correlagbes como as
regressbes), embora se possa especular que a relagdo entre estes pardmetros
podera nio ser linear. Contudo, discutir possiveis ndo linearidades em face dos
dados praticos existentes podera conduzir a conclusées erradas, pois necessitar-se-

ia que houvesse bastantes mais observagdes praticas e/ou muitas repeticbes para
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os dados existentes. Assim, neste trabalho optou-se por discutir apenas a
linearidade das relagdes.

De uma forma geral, verificou-se que existe uma correlagéo entre a ORL e os
niveis de B-carbolinas em cada uma das espécies de café consideradas
separadamente. Essa relagdo consiste num aumento de norarmana e harmana com
a ORL, quer na espécie arabica (tabela 13 e figura 12) quer na robusta (tabela 14 e
figura 13). Esse aumento é mais notdério no caso da norarmana (correlagdo
norarmana: ORL de 0,72 para a espécie arabica e de 0,75 para a espécie robusta).
Considerando todas as observagbes existentes (arabicas e robustas) como uma
amostra Unica, verifica-se que a correlagao diminui (tabela 15 e figura 14).

Como ja foi evidenciado, os dados sdo muito variaveis, nao sé entre espécies
(arabica e robusta), como dentro de cada espécie, e inclusivé dentro de diferentes
amostras de uma mesma espécie € com a mesma origem geografica. Tal pode
dever-se ao facto de serem produtos vegetais com caracteristicas intrinsecas
préprias e sujeitos a diferentes modos de cultura, consoante o local onde séo
cultivados, entre outros factores. Para além disso, a torra é também responsavel,
pois podem ocorrer muito facilmente variagbes de temperatura durante este
processo em equipamentos a escala piloto, como o utilizado neste trabalho
experimental, e que nao serao tao frequentes em torradores industriais. Na situagéao
concreta, a principal dificuldade encontrada foi a de efectuar controlo da temperatura
de torra, pois néo existia um termémetro interno (sonda) que registasse a evolugdo
da temperatura ao longo do processo e verificou-se que de torra para torra existiam
aparentemente grandes variagées da temperatura interna do torrador, para a mesma

selecgao de temperatura no termdstato.
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Tabela 13 e figura 12: Coeficientes de correlagdo entre os diferentes pares de variaveis

para os cafés arabica

Norarmana Harmana ORL
Norarmana 1,000000 0,807768 0,715398
Harmana 0,807768 1,000000 0,489978
ORL 0,715398 0,489978 1,000000
Norarmana
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Tabela 14 e figura 13: Coeficientes de correlagdo entre os diferentes pares de variaveis

para os cafés robusta

|
Norarmana Harmana ORL
Norarmana 1,000000 0,936783 0,747770
Harmana 0,936783 1,000000 0,660021
ORL 0,747770 0,660021 1,000000
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Tabela 15 e figura 14: Coeficientes de correlagdo entre os diferentes pares de variaveis

para as 2 espécies de cafés consideradas em conjunto

Norarmana Harmana ORL
Norarmana 1,000000 0,930984 0,597761
Harmana 0,930984 1,000000 0,447804
ORL 0,597761 0,447804 1,000000
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No que diz respeito a correlagédo entre os teores de norarmana e harmana

verifica-se que ela é elevada nos cafés robusta (tabela 14 e figura 13), mas menor

nos arabica (tabela 13 e figura 12). No entanto, quando se analisa o conjunto das

duas espécies, verifica-se que a correlagdo melhora substanciaimente, o que se

deve essencialmente ao aumento do numero de cafés analisados e

consequentemente de graus de liberdade (tabela 15 e figura 14). No entanto,

verifica-se que o aumento da correlagio entre as B-carbolinas ao associar as duas

espécies &€ acompanhado por uma diminuigdo da capacidade de previséo do grau de

torra, ou seja, o nivel de significancia diminui (tabelas 16, 17 e 18), assim como da

diminuigéo da precisdo dessa previsdo, visto o valor de R? também sofrer redugéo
(tabelas 19, 20 e 21).

Tabela 16: Teste t de student a regressdo da ORL em ordem as B-carbolinas

para os cafés arabica

Erro padrao Erro padrio Nivel de
B de B B de B Y38) significancia (p)
Norarmana 0,953060 0,196359 3,77709 0,778194 4,85366 0,000021
Harmana -0,068107 0,196359 -1,33960 3,862197 -0,34685 0,730617
Tabela 17: Teste t de student a regressao da ORL em ordem as B-carbolinas
para os cafés robusta
Erro padrio Erro padrao Nivel de
B dep B de B Y38) significancia (p)
Norarmana 1,066799 0,380228 1,75241 0,624593 2,80568 0,009382
Harmana -0,154421 0,380228 -1,01748 2,505338 -0,40613 0,687973
Tabela 18: Teste t de student a regressao da ORL em ordem as B-carbolinas
para as 2 espécies de cafés
Erro padrio Erro padrao Nivel de
B de B B de B 438) significancia (p)
Norarmana 1,419732 0,258353 3,25557 0,592428 5,49531 0,000001
Harmana -0,610412 0,258353 -5,81653 2,461812 -2,36270 0,021099
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Tabela 19: Analise da variancia da regressao para os cafés arabica

Soma dos Graus de Quadrados F Nivel de
quadrados liberdade médios significancia (p)
Regressao 4506,168 2 2253,084 72,64419 0,000000
Residual 1178,583 38 31,015
Total 5684,750

Resumo de regressao para a variavel dependente (ORL):
R =0,89032378; R? = 0,79267643; R? ajustado = 0,78176466
F(2,38) = 72,644, p < 0,00000; Erro padrao do estimado = 5,5691

Tabela 20: Andlise da variancia da regressao para os cafés robusta

Soma dos Graus de Quadrados F Nivel de
quadrados liberdade médios significancia (p)
Regressao 3346,591 2 1673,296 68,01904 0,000000
Residual 639,610 26 24,600
Total 3986,202

R = 0,91626628; R? = 0,83954390; R? ajustado = 0,82720113
F(2,26) = 68,019; p < 0,00000; Erro padrao do estimado = 4,9599

Tabela 21: Analise da variancia da regressao para as 2 espécies de cafés

Soma dos Graus de Quadrados F Nivel de
quadrados liberdade médios significancia (p)
Regressao 6890,639 2 3445319 81,78615 0,000000
Residual 2780,313 66 42,126
Total 9670,952

Resumo de regressao para a variavel dependente (ORL):

Resumo de regressao para a variavel dependente (ORL):
R = 0,84410240; R2 = 0,71250886; R? ajustado = 0,70379701
F(2,66) = 81,786; p < 0,00000; Erro padréo do estimado = 6,4905
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Estes resultados indicam-nos que se se aumentar o numero de cafés
estudados dentro de cada espécie, sera possivel confirmar melhores correlagdes
entre as B-carbolinas e também entre estas e o grau de torra, sendo eventualmente
possivel construir um bom modelo para a previsdo do grau de torra em fungéo dos
niveis de B-carbolinas detectados, mantendo, obviamente, um modelo para cada
espécie, o que sera extremamente importante numa perspectiva de controlo de
qualidade da torra. O aumento do ndmero de observagbes podera viabilizar o

estabelecimento de modelos nao lineares e com melhor capacidade de previsao.
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Conclusao

A metodologia utilizada neste trabalho, para a analise das B-carbolinas,
norarmana e harmana, em café, foi adaptada de Herraiz (2002), de forma a permitir
a analise de café em grao. Simultaneamente o sistema cromatografico foi também
alterado, o que levou a que toda a metodologia fosse revalidada, tendo-se
demonstrado robusta e adequada a analise pretendida. O baixo limite de
quantificagao atingido permitiu quantificar com rigor as amostras de café verde, onde
os teores sdo muito reduzidos.

Os teores encontrados no café verde sao equivalentes aos descritos para
outros vegetais, da ordem dos 0,04 pg/g para as duas B-carbolinas. Os teores no
café torrado sdo substancialmente superiores aos descritos na literatura, entre 3,87
e 6,99 ug/g para a norarmana e 1,20 e 1,39 ug/g para a harmana, o que se explica
pelo facto de nesses trabalhos apenas terem sido avaliados os teores no café
bebida, enquanto que no presente trabalho se procedeu a uma extracgdo exaustiva
dos graos com o objectivo de conhecer o teor total das PB-carbolinas,
independentemente do processo de extracgdo do café bebida.

Na generalidade, a espécie robusta, quer verde quer torrada a diferentes
temperaturas, comparativamente com a arabica, apresenta sempre um teor muito
superior de ambas as B-carbolinas. A origem desta diferenga podera estar no teor
superior de triptofano na espécie robusta, conforme descrito na literatura.

No que respeita a relagdo dos teores de norarmana e harmana com o grau de
torra, foi possivel confirmar estatisticamente o aumento do teor de B-carbolinas,
especialmente de norarmana, principalmente se consideradas as duas espécies de
café separadas. Quando consideradas as duas espécies em conjunto, a correlagéo
é inferior, assim como a capacidade de prever o grau de torra, mas a correlagéo
entre os teores das duas B-carbolinas apresenta-se superior. Demonstrou-se assim
a necessidade de aumentar o nimero de cafés estudados dentro de cada espécie,
de forma a confirmar as correlagdes entre as B-carbolinas e também entre estas e o
grau de torra.

As conclusées deste trabalho devem ser um ponto de partida para estudos
futuros. Para que os resultados apresentados fossem mais consistentes seria

também importante:
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Analisar amostras de mais origens geogréficas;

Efectuar torras devidamente controladas em todos os parametros (tempo,
temperatura, pressao, ...) bem como uma maior gama de torras, utilizando para
isso um de dois métodos: temperaturas de torra diferentes e um periodo tempo
constante ou uma temperatura constante, variando apenas o tempo.

Determinar a evolugao dos teores de precursores, especialmente de triptofano, e
também das tetraidro-B-carbolinas (THBC’s) e dos acidos carboxilicos das
tetraidro-B-carbolinas (THBCA's), ao longo da torra;

Avaliar as condi¢des a que as amostras foram sujeitas em toda a cadeia desde do
cultivo até a analise, nomeadamente o processamento a seco ou a humido que
pode influenciar os teores dos percursores;

Avaliar as condi¢des a que as amostras foram sujeitas em toda a cadeia desde do
cultivo até ao momento da analise;

De forma a avaliar a ingestdo concreta por parte do consumidor, sera também
interessante determinar o teor de ambas as -carbolinas em café bebida obtido a
partir de grédos de diferentes origens geograficas, misturas, moagens e

processos/condigdes de extracgao (temperatura, tempo, quantidade de agua).
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