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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia das etapas do processamento no perfil e teores de
aminas bioativas livres e conjugadas no café solivel. Amostras foram coletadas durante o processamento do café solivel em
trés dias diferentes, em quatro pontos da linha de producio, incluindo grios de café cru, grdos de café torrado, extrato de
café e café solivel. As aminas foram determinadas por CLAE — par i6nico, derivacdo pés-coluna com o-ftalaldeido e
deteccdo fluorimétrica a 340 nm de excitag@o e 445 nm de emissdo. O processamento afetou o perfil e os teores das aminas
bioativas livres e conjugadas no café solivel. As aminas livres espermidina (EPD), espermina (EPM), putrescina (PUT),
tiramina (TIM), serotonina (SRT) e triptamina (TRM) foram detectadas nos graos de café cru, porém somente baixos teores
de serotonina e agmatina (AGM) foram encontrados no café torrado. Apds a extragdo, os niveis destas aminas aumentaram.
No café solivel foram encontradas as aminas livres EPD, EPM, TIM, SRT e TRM. As aminas conjugadas ndo foram
detectadas no café solivel. As poliaminas conjugadas putrescina, espermidina e espermina foram encontradas nos graos de
café cru e em baixos teores no café torrado.
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PROFILE AND LEVELS OF FREE and CONJUGATED BIOACTIVE AMINES DURING
INSTANT COFFEE PROCESSING

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate the influence of the processing steps on the profile and levels
of free bioactive amines in instant coffee. Samples were collected at an instant coffee processing plant in three different
days, at different stages of processing, including green coffee beans, roasted coffee, concentrated coffee and instant coffee.
Amines were determined by ion pair-HPLC post column derivatization with o-phthalaldehyde and fluorimetric detection at
340 nm of excitation and 445 nm of emission. Processing significantly affected the profile and levels of amines in instant
coffee. Spermidine (SPD), spermine (SPM), putrescine (PUT), tyramine (TYM), serotonin (SRT) and tryptamine (TRM)
were detected in the green coffee beans, however only low levels of SRT and agmatina (AGM) were detected in the roasted
beans. After extraction, the levels of these amines increased. Instant coffee had only TYM, SPD, SPM, SRT and AGM. The
conjugated amines were not detected in the instant coffee. The conjugated polyamines PUT, SPD and SPM were detected
only in green coffee beans and low levels in the roasted beans.

Key-words: instant coffee, bioactive amines, conjugated amines, processing.
INTRODUCAO

O processo de produgdo do café solivel envolve as etapas de sele¢do dos graos, torragdo, extracio e concentracio
do extrato, finalizando com a desidratacdo para obtencdo do produto solivel. Durante o processamento, 0os graos siao
torrados, moidos e submetidos a extracdo sob pressdo em altas temperaturas (180 °C). O extrato é entdo desidratado em
vaporizadores ou liofilizadores originando o café solivel em p6 ou granulado. A composi¢do do café solivel dependerad,
além das condigdes do processamento, das espécies e variedades de café utilizadas nos blends (NOGUEIRA & TRUGO,
2003).

Dentre os muitos compostos biologicamente ativos presentes no café estdo as aminas bioativas. As aminas sdo
compostos organicos que podem estar naturalmente presentes nos alimentos ou serem formadas pela atividade enzimatica
da microbiota acompanhante, sendo classificadas como poliaminas e aminas biogénicas. As poliaminas espermidina e
espermina estdo amplamente distribuidas na natureza, estdo presentes em elevadas concentracdes nas células e tém seu
conteddo aumentado em tecidos com altas taxas de crescimento. Desempenham importantes funcdes nos processos de
crescimento, renovacdo e metabolismo das células vivas (GLC)RIA, 2005, KALAC & KRAUSOVA, 2005). Nos vegetais,
além das fungdes acima citadas, as poliaminas participam da floracio e desenvolvimento do fruto, da resposta ao estresse e
inibem a producdo de etileno e a senescéncia (FLORES et al., 1989; GLORIA, 2003).
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As aminas biogé€nicas cadaverina, tiramina, histamina, serotonina, agmatina, feniletilamina e triptamina também
podem estar naturalmente presentes nos alimentos ou serem formadas pela descarboxilacdo de aminodcidos por enzimas
microbianas ou por decomposi¢do térmica (GLC)RIA, 2005; ONAL, 2007). A presenca de histamina e serotonina em
vegetais confere protecio ao tecido vegetal contra insetos e predadores (GLORIA, 2003).

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

Diante da importincia que o café solivel vem assumindo na economia brasileira, e dos poucos relatos na literatura
sobre a composicdo quimica do mesmo, o presente trabalho teve como objetivo investigar os tipos e teores de aminas
bioativas livres e conjugadas no café solivel e avaliar a influéncia das etapas do processamento no perfil e teores destas
aminas.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de grdos de café cru, café torrado, extrato de café e café
solivel. As amostras foram coletadas durante o processamento do café solivel em trés dias diferentes. Todas as anélises
foram feitas em triplicata.

Para a determinagdo das aminas livres, as amostras de café (5 g) foram adicionadas de 7 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 5%. Apds agitagdo por 5 minutos em vortex mixer, e centrifugaciio a 11.180 g a 4°C, o sobrenadante
foi filtrado e coletado. O residuo sélido restante foi extraido novamente com volumes de 7 e 6 mL de TCA 5%. O conjunto
de sobrenadantes coletados foi filtrado em membrana HAWP de 0,45 pym. As aminas conjugadas foram analisadas em sua
forma livre, apds hidrélise conforme metodologia descrita por SILVEIRA (2008).

As aminas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia por par idnico, derivacdo pds-coluna
com o-ftalaldeido (OPA), conforme metodologia descrita por CIRILO et al. (2003) e validada por SILVEIRA (2008). O
sistema de cromatografia liquida utilizado consistiu de um cromatégrafo Shimadzu modelo LC-10 AD com camara de
mistura a baixa pressdo; conjunto de lavagem automadtica de pistdo; injetor automdtico modelo LC-10 AD (Shimadzu);
detector espectrofluorimétrico modelo RF-551 (Shimadzu) a 340 de excita¢do e 445 nm de emissdo, controlados por uma
unidade CBM-10 AD conectado a um PC (Pentium).

Utilizou-se uma coluna uBondapak Cis em fase reversa de 3,9 x 300 mm, 10 pm (Waters, Milford, MA, EUA) e pré-
coluna puBondapak Cis (Waters). A fase modvel consistiu de dois solventes: A -tampdo acetato 0,2 M contendo
octanosulfonato de sédio 15 mM, pH ajustado para 4,9 com &cido acético e B — acetonitrila, em sistema gradiente de
eluicdo.

As aminas bioativas foram identificadas pelo tempo de retengdo comparado com os padrdes e confirmado pela
adi¢do da amina suspeita a amostra. A concentracdo das aminas foi calculada por meio da interpolacdo direta na curva
padrao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo Teste de
Duncan a 5% de significancia utilizando-se o programa estatistico SIGMA STAT versao 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Os teores médios encontrados nos trés lotes avaliados de cada amostra de café coletada em diferentes etapas do
processamento do café soldvel estdo indicados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Teores médios de aminas livres em amostras coletadas em diferentes pontos do processamento do café solivel

Café Teores de aminas bioativas livres em mg/100 g * (% CV)
PUT TIM SRT AGM SPD SPM TRM TOTAIS
Cri 1.,00(31) 034(18a 049(17)a nd 0.37(18)a  0,15(17)b 0,07 (18) 2,42(16)a
Torrado nd nd 0,11(8)b 0,13(26) nd nd nd 0,23(15 ¢
Extrato nd 0,30(28)a 0.11(16)b 0,17(10) 0,12(35)b  0,19(16)b nd 0.88(21) b
Soltivel nd 0,19 (200 b nd 0,18(25) 0,17(18) b  031(27)a nd 0,85(23) b

nd = nio detectado (limite de deteccdo 0,04 mg/100 g). PUT = putrescina; TIM = tiramina; SRT = serotonina;: AGM = agmatina; SPD = espermidina; SPM
= espermina; TRM = triptamina. * Valores expressos em base seca. Valores médios com letras diferentes (a-b) na mesma coluna para cada tipo de café sido
estatisticamente diferentes. Teste de Duncan (p<0.,05).

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

No café cru a putrescina foi predominante contribuindo com 41%, seguida da serotonina (20%), espermidina
(15%), tiramina (14%), espermina (6%) e triptamina (3%). Uma maior contribui¢io da putrescina ao teor total de aminas foi
relatada na maioria dos estudos sobre café cru (AMORIM et al., 1977; CIRILO et al., 2003; CASAL et al., 2004; CASAL et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007; SILVEIRA et al. (2007). Nas amostras de café torrado
foram encontradas apenas a agmatina e a serotonina com contribui¢des de 54 e 46%, respectivamente. No extrato de café e
no café solivel a maior contribui¢do foi da tiramina (34 — 22%), seguida da espermina (13 — 20%), agmatina (19 — 21%), e
espermina (21 — 37%). A serotonina contribuiu com 13% no extrato de café e ndo foi detectada nas amostras de café
soluvel.

A influéncia do processamento no perfil e teores das aminas bioativas nas amostras de café cru, café torrado,
extrato concentrado do café e no café soliivel estd demonstrado na Figura 1. Observou-se que a etapa de torragdo alterou
significativamente os teores de algumas aminas. As aminas putrescina, tiramina, espermidina, espermina e triptamina
tiveram seus teores reduzidos ao ponto de ndo serem detectadas apds a torracdo. Diminui¢des nos teores de aminas durante
a torrag@o do café também foram relatados por AMORIM et al. (1977), CIRILO et al. (2003), OLIVEIRA et al. (2005),
CASAL et al. (2005), VASCONCELOS et al. (2007) e SILVEIRA et al. (2007). De acordo com estes autores, a taxa de
reducdo nos teores das aminas estd diretamente relacionada com o bindmio tempo e temperatura de torragdo. CASAL et al.
(2005) relataram 100% de reducdo nos teores de putrescina, espermidina e espermina em café submetido a torragio a 240 °C
por 15 minutos.
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Figura 1 — Aminas bioativas livres detectadas nas amostras de café coletadas em diferentes pontos do processamento
do café soluvel. PUT = putrescina; TIM = tiramina; SRT = serotonina; AGM = agmatina; SPD = espermidina; SPM = espermina; TRM =

triptamina

O teor de serotonina foi reduzido em 80% apds a torracdo. Dados similares foram encontrados por
VASCONCELOS et al. (2007) que evidenciaram uma diminui¢do de 100% em amostras de graos café defeituosos quando
estes foram submetidos a torracdo a 200 °C por 30 minutos. Por outro lado, CIRILO et al. (2003) observaram uma
diminui¢do nos teores de serotonina apds 6 minutos de torracdo a 300 °C e subseqiiente aumento apdés 12 minutos. Alguns
autores reportaram que pode haver um aumento dos teores de serotonina durante processos térmicos devido a
descarboxilagdo do 5-hidroxitriptofano (NAGATSU, 1991).

A agmatina foi detectada nas amostras de café somente apds a torracdo, sugerindo que esta amina tenha sido
formada durante esta etapa do processamento. Estes resultados estdo de acordo com CIRILO et al. (2003) que evidenciaram
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a formacdo da agmatina durante a torragio do café a 300 °C por 12 minutos. Segundo GLORIA (2005), a agmatina pode ser
formada pela descarboxilacdo do aminoécido arginina ou ainda por decomposi¢do térmica deste aminodcido. FELDMAN et
al. (1969), ao avaliarem a influéncia de compostos néo volateis no flavor do café evidenciaram a presenca de arginina em
café verde (2,28 a 4,72 g/100 g) e que seus teores diminuiram durante a torracdo. Este fato reforca a hipétese da formacio
da agmatina durante a torragdo do café.

Apds a torragdo, o café é moido e submetido 4 extracdio e concentracdo consecutiva. O teor total de aminas no
extrato de café foi significativamente maior (p < 0,05) em relacdo ao café torrado. No extrato concentrado do café foi
encontrado um maior nimero de aminas em relacdo ao café torrado. Este fato pode ser explicado pela concentra¢do do
extrato, o que fez com que algumas aminas que estavam presentes no café torrado em niveis nao detectdveis pelo método de
analise empregado, puderam ser detectadas no extrato apds a sua concentracao. Para as aminas serotonina e agmatina, que ja
haviam sido detectadas no café torrado, ndo foi observado um aumento significativo em seus teores apds a concentragdo do
extrato.

No café solivel foram detectadas as aminas tiramina, agmatina, espermidina e espermina (Tabela 1). Os teores
encontrados foram de 0,19 mg/100 g para tiramina, 0,18 mg/100 g para agmatina, 0,17 mg/100 g para espermidina e 0,31
mg/100 g para espermina. Embora o teor total de aminas no café solivel ndo tenha sido significativamente diferente,
observou-se uma redug@o nos teores da tiramina e serotonina em relagdo aos teores encontrados no extrato concentrado,
sendo que a serotonina ndo foi detectada. Este fato pode estar relacionado a uma perda destas aminas durante o processo de
secagem do extrato concentrado que pode ser conduzido a elevadas temperaturas (+ 100 °C) na secagem por aspersao.

O perfil e teores das aminas conjugadas 4cido soldveis detectadas nos cafés (cru, torrado, extrato e solivel) (n = 3)
coletados em diferentes etapas do processamento do café solivel estdo indicados na Tabela 2. Foram encontradas nas
amostras de café cru as aminas conjugadas acido soldveis putrescina, espermidina e espermina. Os teores totais variaram de
0,10 a 1,00 mg/100 g. A presenca destas aminas em amostras de café ji havia sido reportada por CASAL et al. (2004).
Além destas aminas estes autores encontraram a cadaverina, serotonina e tiramina dcido soldveis em concentragdes que
variaram de 0,02 a 0,37 mg/100 g de café.

Tabela 2 — Perfil e teores de aminas conjugadas dcido soliveis em amostras coletados durante o processamento do café
soluvel

Tipos de cafe Teores de aminas conjugadas acido soliveis mg/100 g * (% CV)
PUT SPD SPM TOTAIS
Cri 0,56 (43) a 0,19 (38) a 0.25(18) a 1,00 (30) a
Torrado 0,10 (10) b nd b nd b 0,10 (10) b

* Valores expressos em base seca. nd= nio detectado. CV = coeficiente de variacdo; PUT = putrescina; SPD = espermidina; SPM = espermina.

No café torrado, apenas a putrescina dcido soliivel foi detectada em teor médio de 0,10 mg/100 g de café. A amina
dcido soliivel predominante no café cru foi a putrescina, contribuindo com 56% em relac¢do ao teor total de aminas 4cido
soldveis. A espermina, segunda amina que mais contribuiu (25%), foi seguida da espermidina (19%).

Estes resultados sdo semelhantes aos reportados por CASAL et al. (2005) que evidenciaram uma predominancia da
putrescina 4cido solivel em amostras de café cru. Porém discordam de CASAL et al. (2004) que observaram uma maior
predominancia da espermina dcido solivel em café cru. Relatos sobre a presenca de aminas conjugadas dcido soliveis em
amostras de origem vegetal t€ém sido encontrados na literatura, com predominéncia das poliaminas putrescina, espermidina e
espermina (TASSOMI et al., 2004).

O processamento influenciou de forma significativa os teores de aminas conjugadas 4cido soluveis presentes nas
amostras de café cru coletadas no inicio do processamento. Na Figura 2, observa-se que no café cru foram encontradas as
aminas 4cido soliveis putrescina, espermidina e espermina. Porém, ap6s a torragdo, a espermidina e a espermina nao foram
detectadas, indicando uma degradac¢@o das mesmas. Nas amostras de café apés a torragdo apenas a putrescina foi encontrada
mas em teores menores aos quantificados no café antes da torragdo. Foi observada uma redugdo de 82% nos teores da
putrescina dcido solivel apds a torragao.

Resultados semelhantes foram relatados por CASAL et al. (2005) que, ao estudarem o efeito da torragdo no perfil e
teores de aminas conjugadas no café, evidenciaram uma diminuicdo significativa nos teores das aminas putrescina,
espermidina e espermina no café torrado. Estes autores ainda concluiram que a degradacdo era maior quanto maior o tempo
e a temperatura de torracao.
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Figura 2 — Comportamento das aminas 4cido soliveis frente as diferentes etapas do processamento do café soliivel. PUT
= putrescina; SPD = espermidina; SPM = espermina.

Na Tabela3 estdo demonstrados os teores médios das aminas conjugadas 4cido insoliveis encontrados nas amostras
de café analisadas. Semelhante as aminas acido soliveis, apenas as poliaminas putrescina, espermidina e espermina dcido
insoldveis foram detectadas e somente nas amostras de café cru. O teor total foi de 1,20 mg/100 g.

Diferente ao observado para as aminas 4cido soldveis, a amina predominante entre as 4cido insoliveis detectadas
foi a espermina. Como dito anteriormente, a espermina foi a amina predominante com 65%, seguida da putrescina com
19%, e da espermidina 16%. Estes resultados estdo de acordo com CASAL et al. (2004) e (2005) que reportaram a
predominancia da espermina dcido insolivel em amostras de café cru.

Tabela 3 - Teores de aminas acido insoldveis em amostras coletadas durante o processamento do café solavel

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

PUT 0,23 (16)

SPD 0,19(12)

SPM 0,78 (T)

TOTAIS 1,20 (11)

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

Da mesma forma que o processamento alterou os teores de aminas dcido soliiveis presentes no café, este alterou
também as aminas 4cido insoliveis. As aminas dcido insoliveis s6 foram detectadas nas amostras de café cru coletadas na
etapa de mistura. Apds a torracdo, as aminas dcido insoldveis ndo foram detectadas, reforcando desta forma, as evidéncias
da instabilidade destas aminas frente ao processamento térmico.

Considerando os dados acima relatados sobre o perfil e teores das aminas bioativas livres e conjugadas no café cru,
observa-se que as aminas putrescina, espermidina e espermina estavam presentes tanto na forma livre quanto na conjugada.
A espermidina estava presente em maior concentracdo na sua forma livre, enquanto que a espermina foi predominante na
forma conjugada. Alguns estudos sobre o perfil de aminas livres no café demonstraram a predominancia da espermidina em
relagdo a espermina (CIRILO et al. 2003; VASCONCELOS et al., 2007). Desta forma os resultados acima reforcam a

hipétese levantada por CASAL et al. (2005) que sugeriram que a forma predominante da espermina no café seja a
conjugada.
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Figura 3 -Comportamento das aminas acido insoliveis frente as diferentes etapas do processamento do café solivel. PUT =
putrescina; SPD = espermidina; SPM = espermina.

CONCLUSOES

O processamento do café soliivel influenciou significativamente o perfil e teores de aminas livres e conjugadas. As
aminas bioativas livres presentes no café solivel foram a tiramina, agmatina, espermidina e espermina. A torracdo reduziu
os teores de algumas aminas, mas também propiciou a formacdo da agmatina. A etapa de concentrag¢do do extrato de café

contribuiu para um aumento nos teores das aminas. J4 na etapa final do processamento do café solivel, algumas
aminas tiveram seus teores reduzidos novamente. As aminas conjugadas predominantes no café foram as poliaminas
espermidina, espermina e putrescina. Durante o processamento do café solivel, houve alteragdo nos teores destas aminas,
que foram detectadas apenas no café cru coletado no inicio do processamento e em teores bem reduzidos no café torrado.
No café solivel ndo foram encontradas aminas conjugadas.
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