
 

Universidade de Aveiro 

2012  

Departamento de Química 

Márcio Manuel Rei 
Cepeda 
 

Caracterização e avaliação da bioatividade do     
café instantâneo 

 

 



 

Universidade de Aveiro 

2012  

Departamento de Química 

Márcio Manuel Rei 
Cepeda 
 
 

Caracterização e avaliação da bioatividade do 
café instantâneo  

 Dissertação apresentada à Universidade de Aveiro para 
cumprimento dos requisitos necessários à obtenção do grau de 
Mestre em Bioquímica, realizada sob a orientação científica do 
Doutor Manuel António Coimbra, Professor associado com 
agregação do Departamento de Química da Universidade de Aveiro 
e da Doutora Cláudia Pereira Passos, Investigadora de pós-
doutoramento do Departamento de Química da Universidade de 
Aveiro. 

 



  
 

 

 
Dedico este trabalho à minha família e amigos. 
 
 

 
 

 

 

 

  



  
 

 
 
 

 
 

o júri   
 

Presidente Prof. Doutora Rita Maria Pinho Ferreira  
Professora auxiliar convidada do Departamento de Química da Universidade de Aveiro 

  

 

 Prof. Doutor Manuel António Coimbra Rodrigues da Silva 
Professor associado com agregação do Departamento de Química da Universidade de Aveiro 

  

 

 Doutora Cláudia Pereira Passos 
Investigadora de pós-doutoramento do Departamento de Química da Universidade de Aveiro 

  

 

 Prof. Doutor Fernando Hermínio Ferreira Milheiro Nunes 
Professor auxiliar do Departamento de Química da Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro 

  
 

  

  
 

  

  

  

 

 

 

  



 

  

  
 

agradecimentos 

 
Agradeço aos meus orientadores Professor Doutor Manuel António Coimbra e 
Doutora Cláudia Passos por todo o acompanhamento, disponibilidade e 
motivação revelados durante todo o trabalho, assim como por todos os 
conhecimentos transmitidos. 
 
Agradeço ao Professor Doutor Manuel Vilanova do Instituto de Ciências 
Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto pela colaboração no 
estudo das atividades imunoestimuladoras, bem como ao Doutor Pedro 
Madureira pela ajuda e conhecimentos transmitidos na elaboração do estudo.  
 
Agradeço à Professora Doutora Maria Teresa Cruz e à Mestre Vera Francisco 
da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra pela colaboração no 
estudo das atividades imunoestimuladoras. 
 
Agradeço ao Professor Doutor Fernando Nunes da Universidade de Trás-os-
Montes e Alto Douro pela colaboração prestada na quantificação dos ácidos 
clorogénicos e cafeína por HPLC. 
 
À Unidade de Química Orgânica, Produtos Naturais e Agro-Alimentares 
(QOPNA) pela disponibilização de todo o equipamento laboratorial usado 
neste trabalho. 
 
A todos os colegas dos laboratórios de Bioquímica Alimentar pela ajuda 
prestada em todos os momentos, pelo companheirismo e apoio. 
 
A todos os meus amigos que sempre estiveram presentes e me deram força e 
motivação. 
 
De uma forma muito especial, aos pais incansáveis e dedicados e à família 
sempre presente, agradeço todo o apoio, compreensão e carinho sempre 
manifestados e toda a confiança que sempre depositaram em mim. 
 
 

 



 

  

palavras-
chave 

 

Café instantâneo, melanoidinas, ácidos clorogénicos, polissacarídeos, atividade 
antioxidante, atividade imunoestimuladora, atividade anti-diabética. 
 

resumo 
 

 

Neste estudo, os compostos do café instantâneo solúveis em água fria foram fracionados 
por ultrafiltração e os extratos obtidos foram caracterizados quanto à composição em 
polissacarídeos, proteínas, ácidos clorogénicos e melanoidinas. Os extratos foram ainda 
avaliados quanto às propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e antidiabéticas. 
Foram utilizadas duas amostras, uma previamente fracionada em 2011, e outra preparada 
em 2012. Na amostra processada em 2011, os extratos tinham sido exaustivamente lavados 
com água para minimizar a presença de compostos de baixo peso molecular em extratos de 
peso molecular mais elevado. Na amostra processada em 2012, os extratos foram somente 
lavados duas vezes. Os seis extratos obtidos em cada ano foram caracterizados em 2012 
quanto à composição química e atividade biológica.  
Os polissacarídeos representavam 20-50%, constituídos maioritariamente por galactose, 
manose e arabinose em ligações 1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal, T-Gal, 1,4-Man, 1,4,6-Man, T-
Man, T-Ara e 1,5-Ara, diagnósticos da presença de arabinogalactanas e galactomananas. 
Quanto à composição em aminoácidos, não existiu muita variação entre os diferentes 
extratos, apresentando todos eles uma maior quantidade de ácido glutâmico/glutamina (7,0-
25,6 μg/mg) e leucina (3,7-9,9 μg/mg). 
Os ácidos cafeoilquínicos (CQA) (187,7-575,0 mg/100g) foram os ácidos clorogénicos mais 
abundantes em todos os extratos, sendo o 5-CQA o CQA maioritário, com 83,1-242,4 
mg/100g de amostra. Na amostra de 2011 os CGA só foram encontrados no extrato inferior 
a 1 kDa, havendo quantidades residuais nos extratos >1 kDa e >5 kDa. Na amostra de 2012 
os CGA foram abundantes em todos os extratos, aumentando a sua quantidade com a 
diminuição do peso molecular.  
A presença de melanoidinas foi avaliada pela quantificação de compostos castanhos pelo 
coeficiente de extinção Kmix. 405 nm e pela determinação do índice de acastanhamento das 
melanoidinas (MBI), cujo valor é diretamente proporcional ao Kmix. 405 nm e inversamente 
proporcional à quantidade de compostos desconhecidos na amostra. Os extratos mais 
castanhos foram os de elevado peso molecular, >100 kDa (1,97 mL.mg

-1
.cm

-1
 e 3,31, 

respetivamente, para a amostra de 2011 e 1,55 mL.mg
-1

.cm
-1

 e 3,37, respetivamente, para a 
amostra de 2012). A cor castanha dos extratos diminuiu com a diminuição do peso 
molecular. O menor valor de MBI (0,81 para o extrato <1 kDa de 2011 e 0,34 para o mesmo 
extrato de 2012) mostra que os compostos castanhos contribuem em todos os extratos com 
a mesma intensidade de cor. Por isso, a quantidade de compostos castanhos na amostra é 
determinante para a cor da amostra.  
A atividade antioxidante dos extratos do ano de 2011 foi maior nos extratos de menor e 
maior peso molecular (0,1 mg/mL em ambos os casos), o que se justifica pela presença de 
CGA no extrato de menor peso molecular e pela presença de uma maior quantidade de 
melanoidinas no extrato de maior peso molecular. No entanto, os extratos da amostra de 
2012 apresentaram uma atividade antioxidante muito idêntica entre si, variando entre 0,12-
0,15 mg/mL. Estes resultados estão de acordo com a quantidade de CGA encontrada em 
todos estes extratos, resultado de um fracionamento menos exaustivo e por isso menos 
eficiente do que o da amostra processada em 2011. 
O extrato >1 kDa da amostra de 2011 apresentou um potencial efeito imunoestimulador pois 
ativou in vitro os linfócitos B de ratinho. Estes resultados foram confirmados por ensaios de 
produção de óxido nítrico por parte de macrófagos de ratinhos. Para o extrato superior a 
100 kDa da amostra de 2012 verificou-se uma diminuição da atividade da α-glucosidase. 
O presente estudo demonstra que os compostos do café instantâneo podem possuir efeitos 
bioativos devido às suas propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e antidiabéticas. 
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abstract 

 
In this study, the instant coffee compounds soluble in cold water were fractionated by 
ultrafiltration and the extracts obtained were characterized according to their composition in 
polysaccharides, proteins, chlorogenic acids, and melanoidins. The extracts were also 
evaluated according to their antioxidant, immunostimulatory, and antidiabetic properties. Two 
samples were used, one previously fractionated in 2001, and another one prepared in 2012.   
In the sample processed in 2011, the extracts were exhaustively washed with water to 
minimize the presence of low molecular weight compounds in extracts of higher molecular 
weight. In the sample processed in 2012, the extracts were washed only twice. The six 
extracts obtained in each year were characterized in 2012 in relation to their chemical 
composition and biological activity. 
Polysaccharides represent 20-50%, consisting mainly of residues of galactose, mannose 
and arabinose in 1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal, T-Gal, 1,4-Man, 1,4,6-Man, T-Man, T-Ara and 
1,5-Ara glycosidic linkages, suggesting the presence of arabinogalactans and 
galactomannans. 
The total amino acids amount of all extracts was similar, showing higher values of glutamic 
acid/glutamine (7.0-25.6 μg/mg) and leucine (3.7-9.9 μg/mg).  
The caffeoylquinic acids (CQA) (187.7 to 575.0 mg/100g) were the most abundant 
chlorogenic acids in all the extracts, where the 5-CQA was the major CQA, with 83.1 to 
242.4 mg/100 g of sample. In the sample of 2011 the CGA were only found in the extract 
lower than 1 kDa, with trace amounts in extracts >1 kDa and >5 kDa. In the sample of 2012 
the CGA were abundant in all extracts, increasing their amount with the decrease of the 
molecular weight. 
The presence of melanoidins was evaluated by quantification of brown compounds through 
extinction coefficient Kmix  405 nm and by determination of the "Melanoidin Browning Index" 
(MBI), which is directly proportional to Kmix 405 nm and inversely proportional to the amount of 
unknown compounds in the sample. The browner extracts were those with the higher 
molecular weight >100 kDa (1.97 mL.mg

-1
.cm

-1
 and 3.31, respectively for the sample of 2011 

and 1.55 mL.mg
-1

.cm
-1

 and 3.37, respectively for the sample of 2012). The brown colour of 
the extracts decreased with the decreasing of the molecular weight. The lowest value of MBI 
(0.81 for the <1 kDa extract of 2011 and 0.34 for the same extract of 2012) showed that the 
brown compounds contributed with the same intensity of color to all extracts. Therefore, the 
amount of brown compounds in the sample is decisive for the colour of the sample. 
The antioxidant activity of the extracts of 2011 was higher in the extracts of lower and higher 
molecular weight (0.1 mg/mL in both cases), which is justified by the presence of CGA in the 
extract of lower molecular weight, and the presence of a higher amount of melanoidins in the 
extract of higher molecular weight. However, the extracts of the sample of 2012 exhibit all  
very similar antioxidant activity, ranging from 0.12 to 0.15 mg/mL. These results are in 
agreement with the amount of CGA found in these extracts, result of a less exhaustive 
fractionation and therefore less efficient than the fractionation of the sample processed in 
2011. 
The extract >1 kDa of the 2011 sample presented a potential immunostimulatory effect since 
it activated in vitro mice B lymphocytes. Assays with nitric oxide production by mice 
macrophages confirm these results. A decreasing activity of the α-glucosidase was observed 
with the extract >100 kDa of sample of 2012. The present study shows that the compounds 
from instant coffee may have bioactive effects due to their antioxidant, immunostimulatory 
and antidiabetic properties. 
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1. Considerações Teóricas 
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1.1. Café – Caracterização Geral 

 

 O café é uma das bebidas mais consumidas a nível mundial, sendo muito apreciada 

pelas suas características organoléticas e poder estimulante. Todos os dias, mais de 50 

milhões de chávenas de café são consumidas em todo mundo. A planta do café pertence ao 

género Coffea da família Rubiaceae e a grande maioria do café que é comercializado 

pertence às espécies Coffea arábica e Coffea canephora (variedade Robusta), sendo 

conhecidas como café Arábica e café Robusta, respetivamente [1, 2]. 

 A bebida é obtida por extração com água quente do grão de café torrado e moído. 

No processo de torra, os grãos são sujeitos a temperaturas elevadas e vão sofrendo 

alterações com o aumento da temperatura, tais como a perda de água, desnaturação das 

proteínas e degradação de compostos orgânicos, o que provoca alteração na cor do grão 

ficando este castanho [3].  

 Os grãos de café torrado são constituídos por carboidratos, incluindo 

polissacarídeos (galactomananas, arabinogalactanas), oligossacarídeos (sacarose) e 

monossacarídeos (glucose, galactose, arabinose, manose, xilose), bem como por lípidos, 

proteínas e aminoácidos, entre outros como podemos observar na Tabela 1. A variação dos 

compostos vai depender do grau de torra a que os grãos são sujeitos [1, 4]. 

 

Tabela 1: Composição química (% de matéria seca) dos grãos de café torrado Arábica [4] 

Componentes Café torrado 

Polissacarídeos 24,0 - 39,0 

Lípidos 14,5 - 20,0 

Proteínas 13,0 - 15,0 

Oligossacarídeos 0,0 - 3,5 

Ácidos clorogénicos 1,2 - 2,3 

Minerais 3,5 - 4,5 

Aminoácidos - 

Ácidos Alifáticos 1,1 - 1,5 

Trigonelina 3,5 - 4,5 

Cafeína ~ 1,0 

Melanoidinas 16,0 - 17,0 
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A produção e venda de café instantâneo têm aumentado significativamente nos 

últimos anos na maioria dos países. Tem-se verificado também um aumento no número de 

diferentes marcas disponíveis, podendo-se encontrar produtos em pó e granulado [5]. 

 Para a produção do café instantâneo, os grãos de café torrados são moídos e 

extraídos com água quente sob pressão. O processo de secagem para obtenção do café 

instantâneo em pó pode ser efetuado por dois métodos distintos: por atomização ou por 

liofilização [6]. Estes processos que ocorrem a elevadas temperaturas, aproximadamente 

270 ºC, (extração, torra e secagem) durante a produção industrial de café instantâneo, 

levam à ocorrência de reações químicas, tais como caramelização, oxidação, 

descarboxilação, isomerização e despolimerização [7-9]. 

 

1.1.1. Polissacarídeos do café 

 

 Os polissacarídeos representam cerca de 29% do material de alto peso molecular 

das infusões de café torrado e a sua quantidade pode variar dependendo da origem do café. 

Por exemplo, o café arábica apresenta maior quantidade de polissacarídeos do que o café 

robusta. Estas infusões são compostas principalmente por galactomananas e 

arabinogalactanas do tipo II [10, 11]. 

 As arabinogalactanas são o principal grupo de polissacarídeos extraídos do café 

verde, mas após a torra dos grãos de café, as galactomananas passam a ser os 

polissacarídeos mais extratáveis [12]. A torra dos grãos de café aumenta a extratabilidade 

dos polissacarídeos dos grãos de café torrado quando comparados com o café verde. Este 

aumento é em parte devido a alterações na microestrutura dos grãos, verificando-se um 

aumento do volume dos grãos com a formação de grandes microporos na parede celular 

[13]. Os polissacarídeos desempenham um papel importante na retenção de substâncias 

voláteis do café e contribuem para o grau de viscosidade, bem como para a sensação 

cremosa da bebida, conhecida como “corpo” da bebida. Estão também relacionadas com a 

estabilidade da espuma do café expresso [3, 12, 14]. 

 A cadeia principal das galactomananas é constituída por resíduos de D-manose 

ligados por ligação β-(1→4), intercalada com alguns resíduos de D-glucose em ligação β-

(1→4). Como cadeias laterais podemos encontrar resíduos singulares de arabinose e 

galactose com ligações α-(1→6) à cadeia de manose (Figura 1a) [15]. O grau de 
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ramificação destes compostos pode variar dependendo do grau de maturação dos grãos de 

café. Estes compostos podem ser acetilados nas posições 2 e/ou 3 dos resíduos de manose 

[15-17]. 

 

Figura 1: Estrutura dos polissacarídeos maioritários dos grãos de café verde: a) Galactomananas; 

b) Arabinogalactanas [18] 

 

 As arabinogalactanas são polissacarídeos constituídos por uma cadeia principal de 

resíduos de galactose com ligações β-(1→3), alguns dos quais são substituídos na posição 

O-6 com várias combinações de resíduos de galactose em ligação β-(1→6). A estes 

resíduos de galactose encontram-se ligados pequenas cadeias de resíduos de α-L-arabinose, 

que podem conter no terminal não redutor α -L-ramnose. As arabinogalactanas possuem 

também resíduos de ácido glucurónico como terminais não redutores, em ligação β-(1→6) 

aos resíduos de galactose (Figura 1b) [19-21]. Redgwell et al. [22] destacam ainda a 

formação de ligações covalentes entre arabinogalactanas e proteínas a que dão o nome de 

AGPs. Esta associação tem uma proporção de 12% de proteína para 85% de 

arabinogalactanas. As AGPs estão presentes na parede celular e na matriz extracelular das 
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células dos grãos de café verde e estão envolvidas nos processos de crescimento, 

desenvolvimento, adaptação e proliferação das células das plantas [23, 24]. 

 Todos estes polissacarídeos têm vindo a demonstrar uma diminuição dos níveis de 

colesterol nos mamíferos, atividade imunológica, antitumoral, anti-inflamatória, 

anticoagulante, imunoestimuladora através da ativação de macrófagos e estimulação de 

células linfocitárias B e T [25-27]. 

 

 

1.1.2. Compostos fenólicos do café 

 

 Os compostos fenólicos são um dos grupos de compostos que podem ser 

encontrados no café. Podem ser classificados pelo número e arranjo de átomos de carbono, 

contendo pelo menos um anel aromático, com um ou mais grupos hidroxilo ligados, sendo 

muitas vezes encontrados de forma conjugada com açúcares e ácidos orgânicos [28-30]. 

Entre os compostos fenólicos que se encontram em maior quantidade no café destacam-se 

os ácidos clorogénicos (CGA). Os CGA subdividem-se em grupos formados pela 

esterificação do ácido quínico com um dos seguintes derivados do ácido cinâmico: o ácido 

cafeico, o ferúlico ou o p-cumárico, compostos que podemos observar na Figura 2 [31, 32]. 

Estes dão origem aos ácidos cafeoilquínicos (CQA), dicafeoilquínicos (diCQA), 

feruloilquínicos (FQA), p-cumaroilquínicos (pCoQA), entre outros. O ácido 5-

cafeoilquínico representado na Figura 3 é o que se encontra em maior quantidade entre 

todos os ácidos clorogénicos do café. 

 

OH

OH

OHOH

HO2C HO2C

OH

R

Ácido quínico Ácido cinâmicoa) b)
 

Figura 2: Estruturas dos: a) ácido quínico, b) formação dos derivados do ácido cinâmico: cafeico 

(R= OH), ferúlico (R= OMe) e p-cumárico (R= H) [32] 
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Figura 3: Estrutura do ácido 5-cafeoilquínico [33] 

 

 As altas temperaturas observadas no processo de torra levam à formação de 

material polimérico, ligando covalentemente os CGA e outros componentes do café, como 

é o caso dos polissacarídeos e proteínas, podendo levar à formação de compostos castanhos 

de alto peso molecular denominados melanoidinas [12]. 

 Os compostos fenólicos apresentam propriedades benéficas à saúde, não só devido 

à sua elevada atividade antioxidante (AAO), mas também como agentes hepatoprotetores 

[34], hipoglicemiantes e antivirais [35]. A AAO destes compostos está fortemente 

associada ao número e posição de grupos hidroxilo que possuem no seu anel aromático 

[36]. 

 A cafeína é outro dos compostos de menor peso molecular que podemos encontrar 

na bebida de café. Este composto representado na Figura 4 é um alcaloide que pertence ao 

grupo das xantinas. Quimicamente designada por 1,3,7-trimetilxantina, este composto de 

cor branca, inodoro, que apresenta um sabor ligeiramente amargo, é adicionada em 

refrigerantes e diversos medicamentos. Atua também como um pesticida natural, 

protegendo as plantas de insetos que se alimentam delas [37]. Um copo de cerca de 225 

mL de café solúvel contém aproximadamente 60-85 mg de cafeína e uma chávena de café 

expresso (cerca de 28 mL) contém 30-50 mg [38].  

O

N

CH3

N

H3C

N
NH3C

O

 

Figura 4: Estrutura química da cafeína 
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 A capacidade da cafeína para potenciar o estado de alerta e a atenção prolongada 

está muito bem documentada, devendo-se a sua função primária de estimulante do sistema 

nervoso central, à sua ação como antagonista da adenosina. A adenosina é uma substância 

química, produzida de modo natural pelo organismo, que atua como mensageiro, regulando 

a atividade cerebral e modulando o estado de vigília e sono. A cafeína bloqueia os 

recetores de adenosina presentes no tecido nervoso, particularmente no cérebro, mantendo 

o estado de excitação. Através deste mecanismo, a cafeína melhora a capacidade de se 

fazer esforço físico e mental, antes do aparecimento da fadiga. O bloqueio dos recetores de 

adenosina contribui para a constrição dos vasos sanguíneos, aliviando a pressão das 

enxaquecas e dores de cabeça, o que explica o facto de muitos analgésicos conterem 

cafeína [39, 40]. 

 

1.1.3. Melanoidinas do café 

 

 As melanoidinas são geralmente definidas como macromoléculas nitrogenadas de 

elevado peso molecular, de cor castanha, resultantes de reações de Maillard. São formadas 

durante o processamento térmico de alimentos, estando amplamente distribuídas na nossa 

alimentação, em produtos como o pão, café, cacau, malte e mel. Podem ser formadas por 

ciclização, desidratação, retroaldolização, rearranjos, isomerização, e condensação de 

produtos iniciais da reação de Maillard [41, 42]. 

Vários autores sugerem que as melanoidinas do café são estruturalmente 

constituídas por aminoácidos, polissacarídeos (entre os quais galactomananas e 

arabinogalactanas), compostos fenólicos e material desconhecido levando assim à 

formação de estruturas “quiméricas”. No que diz respeito aos polissacarídeos, sabe-se que 

estes se podem encontrar ligados às melanoidinas por ligações covalentes. Quanto às 

ligações dos compostos fenólicos às melanoidinas estas podem ser covalentes ou não 

covalentes [43]. 

 Devido à heterogeneidade estrutural das melanoidinas, não existe ainda uma 

estrutura bem definida para estes compostos. Contudo, a partir de sistemas modelo foi 

possível criar diferentes propostas para a estrutura destas moléculas: 1) polímeros com 

unidades repetitivas de furanos e/ou pirróis unidos por reações de condensação; 2) 

proteínas modificadas, associadas a compostos de baixo peso molecular através do grupo 
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ε-amino da lisina ou através do grupo guanidina da arginina; 3) polímeros resultantes da 

degradação de açúcares, por condensação aldólica, durantes as fases iniciais das reações de 

Maillard [44-46]. A Figura 5 representa uma ilustração simplista da formação das 

melanoidinas do café uma vez que como referido anteriormente estes mecanismos de 

formação são ainda desconhecidos. 

 

Figura 5: Ilustração da formação das melanoidinas do café [18] 

 

 Têm sido utilizados dois procedimentos para descrever ou medir o grau de 

formação de melanoidinas. Em primeiro lugar, a quantidade de melanoidinas é 

determinada por diferença, o que significa que essa quantidade é medida pela percentagem 



10 

de compostos que não podem ser contabilizados para a diferença(100% - % de compostos 

conhecidos), ou seja, subtraindo o material conhecido, tais como os polissacarídeos e as 

proteínas, ao total de material [47]. A cor castanha das melanoidinas pode também ser 

quantificada pela medição da cor dos produtos da reação de Maillard, através de medições 

espectrofotométricas. O Kmix é um parâmetro determinado tendo em conta a Lei de Beer-

Lambert, Abs= Kmixbc, onde Kmix corresponde ao coeficiente de extinção (L.g
-1

.cm
-1

), b à 

dimensão da célula (cm) e c a concentração (g.L
-1

). Como os extratos são compostos por 

uma mistura de componentes, adotou-se a designação Kmix, em vez do coeficiente de 

extinção molar (propriedade característica de uma dada molécula). Desta forma, os Kmix 

são determinados tendo em conta os máximos de absorvância dos compostos presentes no 

café. O Kmix, é determinado a 280, 325 e 405 nm, sendo estes valores de comprimento de 

onda específicos para detetar a presença de diferentes compostos presentes na bebida de 

café. Assim, o Kmix 280nm permite detetar a presença de cafeína e de CGA, o Kmix 325nm 

permite detetar a presença de CGA, permitindo assim eliminar a interferência por parte da 

cafeína e o Kmix 405nm permite detetar a presença de melanoidinas [48-50]. O quociente 

entre o valor do Kmix 405nm e o total de material desconhecido é designado por “Melanoidin 

Browning Index” (MBI) [47].  

 As melanoidinas do café não são apenas de interesse devido à sua capacidade de 

formação de cor, mas também às suas propriedades funcionais tais como a sua contribuição 

para o sabor da bebida, a capacidade antioxidante a elas atribuída, a capacidade quelante, 

entre outras [51]. Estes compostos apresentam efeitos benéficos para a saúde humana, 

destacando-se o seu efeito preventivo de certas formas de cancro, as suas propriedades 

antioxidantes e devido à sua estrutura complexa é provável que sejam também excelentes 

pré-bióticos in vivo. Para além disso descobriu-se que as melanoidinas, por serem fibra 

dietética, são capazes de prevenir doenças cardiovasculares e cancro do colo rectal [43, 

52]. 

 

1.1.4. Proteínas e aminoácidos do café 

 

 As proteínas existentes nos grãos de café têm sido ainda pouco investigadas, apesar 

do seu aparente envolvimento na formação do sabor e da cor durante o processo de torra 

[5]. A percentagem de proteína em várias espécies de café verde pode variar entre 8-13% e 



11 

estas proteínas podem ser divididas em solúveis em água (50%) e insolúveis (50%). [53]. 

O processo de torra leva à desnaturação e degradação das proteínas, diminuindo a 

quantidade total de aminoácidos após a torra. As proteínas solúveis são constituídas por 

aproximadamente 85% de globulinas e algumas funcionam como proteínas de reserva 11S 

[54].  

 Os aminoácidos, compostos essenciais na biossíntese das proteínas são muito 

importantes na nutrição humana. Como alguns deles não são sintetizados pelo organismo 

(aminoácidos essenciais) é necessário ingeri-los através dos alimentos. Trabalhos sobre 

este tipo de compostos demonstram a sua contribuição para o aroma amargo da bebida de 

café e na formação das melanoidinas devido à reatividade do grupo ε-amino ou tiol [55].  

 

1.2. Atividades biológicas do café 

 

1.2.1. Atividade antioxidante  

 

 A atividade antioxidante (AAO) é uma das propriedades associadas ao café. Esta 

atividade está relacionada com a presença de CGA e melanoidinas. Desta forma, mesmo 

quando presentes em baixas concentrações, possuem a capacidade de retardar ou inibir a 

oxidação de um dado substrato [56]. 

 O oxigénio é essencial para a vida, sem ele a maioria dos organismos vivos não 

poderia sobreviver. No entanto, o oxigénio também é responsável por efeitos 

potencialmente nocivos relacionados com a formação de espécies reativas de oxigénio, que 

agem como oxidantes. Muitas das espécies reativas de oxigénio são radicais livres, que 

juntamente com outras espécies aparecem no corpo por processos metabólicos normais ou 

introduzidas por fontes externas. A reatividade química destes compostos é muito grande 

podendo danificar vários tipos de macromoléculas celulares, tais como proteínas, hidratos 

de carbono, lípidos e ácidos nucleicos [57]. 

 O corpo humano apresenta vários mecanismos de defesa contra esses radicais, que 

incluem sistemas de enzimas como a glutationa peroxidase, superóxido dismutase e 

catálase, que agem como antioxidantes, tais como a glutationa, ubiquinol e ácido úrico. No 

entanto, existem outros componentes que podem ser adquiridos através da alimentação, e 

que também funcionam como antioxidantes tais como o tocoferol (vitamina E) e o ácido L-

ascórbico (vitamina C), carotenoides e compostos fenólicos [58, 59]. 
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 Atualmente existe uma grande variedade de métodos que permitem a medição da 

AAO de diferentes amostras. Estes métodos podem ser divididos em duas categorias: 1) 

métodos que se baseiam na transferência de um hidrogénio (HAT); 2) métodos que se 

baseiam na transferência de um eletrão (ET). Como método HAT temos por exemplo o 

ORAC e como métodos ET temos por exemplo o DPPH e o ABTS [36, 60]. 

 O método de transferência de eletrões como é o caso do 2,2-difenil-1-picril-

hidrazilo (DDPH) baseia-se na diminuição da absorvância do radical a 515 nm. Esta 

diminuição resulta da redução do radical DPPH por ação de um antioxidante AH ou uma 

espécie radicalar R
•
 de acordo com as seguintes equações: 

                         

                     

 Como consequência da inibição do radical a solução muda da cor purpura (515 nm) 

para cor amarela. Este método requer a utilização de um solvente orgânico, como por 

exemplo o etanol, o metanol ou o acetato de etilo [56, 61]. 

 A AAO pode ser expressa em EC50. O EC50 consiste na quantidade de antioxidante 

necessário para reduzir a absorvância inicial da solução que contém o radical a metade, isto 

é, uma percentagem de inibição de 50%. Uma unidade alternativa, e que complementa a 

informação fornecida pelo EC50 é o TEAC. O TEAC consiste na utilização de um 

antioxidante padrão, como por exemplo o trolox (análogo hidrossolúvel da vitamina E). 

Desta forma, a AAO pode ser expressa em equivalentes de trolox, permitindo caracterizar 

e comparar o potencial antioxidante de uma amostra com outra amostra quando sujeita às 

mesmas condições [61]. 

 

1.2.2. Atividade Imunoestimuladora  

 

 Verificou-se recentemente que outra das propriedades bioativas do café é o seu 

potencial imunoestimulador. Este efeito está associado à presença dos polissacarídeos 

existentes na bebida, bem como nos resíduos da mesma [10, 25].  

 O sistema imunitário é um sistema de defesa evoluído para proteger os animais dos 

microrganismos patogénicos invasores. É capaz de gerar uma enorme variedade de células 

e moléculas específicas capazes de reconhecer e eliminar uma variedade ilimitada de 
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invasores estranhos. O sistema imunitário pode ser divido em imunidade inata e imunidade 

adquirida. 

 A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra a infeção e envolve células 

fagocitárias, como os macrófagos e os neutrófilos, barreiras como a pele e uma variedade 

de compostos antimicrobianos sintetizados pelo hospedeiro. Em contraste com a 

reatividade ampla do sistema imunológico inato, que é uniforme em todos os membros da 

espécie, a imunidade adquirida só é ativada quando existir um estímulo antigénico para o 

organismo [62]. 

 

1.2.2.1. Imunidade Inata 
 

A imunidade inata é da responsabilidade das células fagocíticas (macrófagos e 

neutrófilos), da pele e dos compostos antimicrobianos sintetizados pelas células 

hospedeiras dos agentes patogénicos [62]. Quando um tecido é lesado, é induzida uma 

resposta inflamatória que resulta numa sequência de eventos coletivos e complexos. Esta 

resposta inflamatória assemelha-se a uma resposta imunológica inata, cujos passos 

principais se encontram descritos na Figura 6. Os macrófagos, quando estimulados, 

produzem uma variedade de mediadores pro-inflamatórios, como as prostaglandinas E2 

(PGE2) e as espécies reativas de oxigénio tais como o óxido nítrico (NO) e o peróxido de 

hidrogénio (H2O2) [63]. As PGE2 são sintetizadas a partir do ácido araquidónico (C20:4) 

pela ciclooxigenase (COX) e o NO através da enzima óxido nítrico sintase. O NO é 

produzido através dos macrófagos que quando estimulados por um agente patogénico, 

induzem a transcrição da enzima óxido nítrico sintase (iNOS) [64, 65]. 

 

Figura 6: Resposta inflamatória de uma lesão tecidular [66] 
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1.2.2.2. Imunidade Adquirida 

 

A imunidade adaptativa é um tipo de resposta imunológica mais específica do que a 

inata, onde ocorre uma resposta a um antigénio cerca de cinco ou seis dias após a 

exposição do organismo, ou seja, esta resposta é mais lenta do que na imunidade inata. No 

entanto, quando o indivíduo se expõe pela primeira vez a um dado antigénio e se 

desenvolve uma resposta imunitária adquirida, ocorre formação de células de memória que 

no futuro, quando o organismo estiver na presença do mesmo antigénio dão origem a uma 

resposta adaptativa mais rapidamente e por vezes de forma mais eficaz. Apesar das 

diferenças entre os dois tipos de imunidade, estes não são independentes um do outro [66]. 

Os linfócitos são produzidos e sofrem maturação em órgãos específicos, 

denominados de órgãos linfoides primários que em ratinhos e humanos são a medula óssea 

e o timo. A maioria dos linfócitos divide-se em três categorias principais: linfócitos B, 

linfócitos T e células NK (“natural killer”). Os linfócitos B derivam de uma célula da 

medula óssea (célula mãe ou precursora) e amadurecem até se converterem em células 

plasmáticas, que segregam anticorpos [62]. Os anticorpos são glicoproteínas excretadas 

pelos linfócitos B que têm a capacidade de reconhecer especificamente qualquer tipo de 

molécula. A imunidade mediada por este tipo de células B é importante no combate a 

infeções por patogénios extracelulares. 

Os linfócitos T formam-se quando as células mãe ou precursoras migram da medula 

óssea para o timo, uma glândula onde se dividem e amadurecem. No timo, os linfócitos T 

conseguem distinguir o próprio corpo do corpo estranho. Os linfócitos T maduros 

abandonam o timo e entram no sistema linfático, onde funcionam como parte do sistema 

imunitário de vigilância [67]. Os linfócitos T dividem-se em dois subgrupos os linfócitos 

T-citotóxicos (TC) e os linfócitos T-reguladores (TH). Os linfócitos TC são células que 

possuem atividade citolítica e são importantes na eliminação de células infetadas por vírus. 

Os linfócitos TH são células importantes na regulação da ação de outros linfócitos, sendo 

capazes de inibir ou ativar quer os linfócitos B, quer os linfócitos T-citotóxicos [62]. 

Quando uma célula linfocitária é ativada, esta poderá proliferar e diferenciar-se 

numa célula efetora, no caso de linfócitos B, capazes de secretar anticorpos, e no caso de 

linfócitos TC, adquirindo atividade citolítica capaz de promover apoptose da célula alvo. 

As células T-reguladoras, após ativação, vão proliferar e tornar-se efetoras. Neste caso das 
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T-reguladoras, a função efetora é a produção de moléculas, entre as citocinas [62]. As 

citocinas são segregadas por células do sistema imunitário em resposta a uma estimulação 

e comportam-se como os mensageiros do sistema imunitário. Estas não intervêm 

diretamente na lise ou na eliminação do patogénio, a sua função é “ajudar” as outras 

células a fazê-lo [66].  

 

1.2.3. Atividade Antidiabética 

 

A diabetes é uma doença que resulta de uma deficiente capacidade de utilização 

pelo organismo da nossa principal fonte de energia – a glucose. Ela é absorvida pelas 

nossas células para ser utilizada como fonte de energia. 

 A glucose resulta da digestão e metabolização de alimentos ricos em amido, 

açúcares e compostos glucogénicos, , sendo depois absorvida da corrente sanguínea para 

estar disponível nas células [68]. Para que a glucose chegue às células onde é armazenada é 

necessário que o pâncreas produza eficazmente insulina, a hormona que regula os níveis de 

glucose no sangue. Esta hormona é sintetizada nas células β dos ilhéus de Langerhans e 

circula na corrente sanguínea.  

 A hiperglicemia (taxa elevada de açúcar no sangue) que existe na diabetes deve-se, 

em alguns casos à insuficiente produção de insulina ou pela incapacidade corporal para 

utilizar a insulina produzida. Existem dois tipos de diabetes, diabetes do tipo I e tipo II, 

mas de longe a mais frequente (90% dos casos) é a chamada diabetes tipo II. Também 

conhecida como diabetes não-insulino-dependente, a diabetes tipo II, ocorre em indivíduos 

que herdaram uma tendência para a diabetes (frequentemente, um familiar próximo com a 

doença: pais, tios avós). Neste tipo de diabetes o pâncreas é capaz de produzir insulina, ao 

contrário da diabetes tipo 1, na qual não há produção de insulina. Mas esta produção ou é 

insuficiente, ou há uma resistência do organismo à ação da insulina.  

Em ambos os casos, uma resposta insuficiente de insulina resulta num aumento de 

glucose no sangue, que a longo prazo pode levar a complicações de saúde tais como 

doenças cardiovasculares, doenças renais, cegueira e danos nervosos. A doença está 

associada a uma menor qualidade de vida, quer pelos efeitos de saúde significativos quer 

pelos elevados encargos económicos, relacionados com a compra de medicamentos, 

material de autovigilância, consultas, entre outros [68-70]. 
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Embora esteja provado que mudanças no estilo de vida são eficazes na prevenção 

da diabetes tipo II, também a intervenção farmacológica pode ajudar a retardar a 

progressão da tolerância à insulina [71, 72]. Como alguns medicamentos prescritos para a 

doença podem ter efeitos colaterais e alguns têm contraindicações graves, tem-se 

procurado encontrar métodos eficazes, baratos e prontamente disponíveis para o controlo 

da glucose. 

Uma abordagem terapêutica para tratar a diabetes é retardar a absorção de glucose 

através da inibição de enzimas, como a α-Glucosidase nos órgãos do aparelho digestivo. A 

α-Glucosidase (α- D-glucosido gluco-hidrolase) é uma glicosidase amplamente distribuída 

em microrganismos, plantas e tecidos animais, que catalisa a libertação de α-glucose. A 

inibição desta enzima retarda o aumento de açúcar no sangue após uma refeição de 

hidratos de carbono. Está presente no epitélio do intestino delgado e facilita a absorção de 

glucose pelo intestino, catalisando a clivagem hidrolítica de oligossacarídeos a 

monossacarídeos absorbíveis. Com esta inibição o processo de digestão de hidratos de 

carbono propaga-se para a parte inferior do intestino, atrasando assim a taxa de absorção 

de glucose no sangue. Este método tem provado ser uma das melhores estratégias para a 

diminuição de glucose no sangue, e assim ajudar a evitar complicações no futuro em 

relação à doença [72]. 

Existem 3 oligossacarídeos sintetizados muito usados no tratamento de doentes com 

este tipo de diabetes, os chamados inibidores de α-Glucosidase (AGIs), que são a acarbose 

(Figura 7.a), o miglitol (Figura 7.b) e o voglibose (Figura 7.c). Estes AGIs ligam-se às 

enzimas diminuindo a disponibilidade de centros ativos das mesmas. A disponibilidade de 

ocorrência da reação entre as enzimas e  maltodextrinas é menor, retardando assim a 

absorção de hidratos de carbono no intestino, diminuindo assim a glucose pós-prandial no 

sangue e o nível de insulina [73]. Em Portugal, apenas a acarbose é comercializada e tem o 

nome comercial de Glucobay [68].  
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Figura 7: Oligossacarídeos sintetizados: a) acarbose, b) miglitol, c) voglibose, utilizados como 

inibidores da α-glucosidase [74] 

 

Estudos epidemiológicos recentes têm demonstrado que o consumo de café está 

relacionado com uma redução do risco de diabetes tipo II [70]. Um elevado consumo da 

bebida está associado a uma melhor tolerância à glucose e a um risco menor de diabetes 

em diversas populações como Europa, EUA e Japão [75].  

 Os mecanismos pelos quais o café atua no metabolismo da glucose não são ainda 

muito conclusivos, uma vez que não basta saber se há ou não associação, é necessário 

verificar quais os constituintes do café que assumem um papel mais predominante no 

controlo da diabetes. Alguns estudos demonstram que a presença de melanoidinas pode 

estar ligada a este tipo de atividade devido à sua capacidade quelante. Compostos como o 

ferro, quando em excesso no organismo, são armazenados no fígado, músculos e pâncreas, 

podendo causar lesões oxidativas, que levam à insulinorresistência e à disfunção das 

células beta do pâncreas [76, 77]. Esta atividade parece estar também ligada à cafeina, uma 

vez que este composto tem demonstrado diversos efeitos biológicos, ajudando no aumento 

da oxidação de gordura e mobilização do glicogénio muscular, diminuindo ainda a gordura 

corporal [78]. 

 

1.3. Âmbito do trabalho  

 

 Pretende-se com este trabalho estudar a composição do café instantâneo 

quantificando a presença de polissacarídeos, proteína, ácidos clorogénicos, cafeína e 
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melanoidinas. Através de um sistema de ultrafiltração pretende-se relacionar a composição 

com os diferentes pesos moleculares dos extratos. Pretende-se também avaliar atividades 

biológicas, nomeadamente, a atividade antioxidante, imunoestimuladora e antidiabética, 

relacionando estas atividades com a composição e o peso molecular dos extratos obtidos. 
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2.1.  Preparação dos extratos  

 

 Dissolveram-se 400 g de café instantâneo (“Nescafé Clássico – Nestlé”) em 1 L de 

água destilada a 80 ºC, com agitação durante 1 h, para dissolução completa do café solúvel. 

Posteriormente arrefeceu-se esta solução até atingir a temperatura ambiente. Deixou-se a 

solução numa câmara fria a 4 ºC durante 48 h, ao cabo do qual se verificou existência de 

partículas em suspensão, ou seja a formação de um precipitado. A solução foi centrifugada 

a 4 ºC, 15000 rpm, durante 15 min. Recolheu-se o precipitado e o sobrenadante assim 

obtido (Sn).  

 Sendo o objetivo prioritário a total solubilização dos extratos para algumas análises 

a serem efetuadas, como é o caso por exemplo da atividade imunológica, descartou-se a 

fração insolúvel em água fria, continuando o trabalho com o fracionamento e 

caracterização apenas da fração solúvel em água fria (Sn). 

  O mesmo procedimento foi efetuado para uma amostra de café instantâneo (50 g) 

da marca Auchan, dissolvendo-a em 125 mL de água destilada no ano de 2011.  

 

2.1.1. Fracionamento do café instantâneo por Ultrafiltração 

 

 Após centrifugação, a fração Sn foi fracionada por um sistema de ultrafiltração, 

utilizando membranas porosas com diâmetro de poro de 100, 30, 10, 5 e 1 kDa de acordo 

com o esquema da Figura 8. 

 Durante o fracionamento da amostra de 2011, cada extrato foi filtrado e 

concentrado de um volume inicial de 200 mL até ser reduzido a 40 mL. Seguidamente, o 

retentato era diluído novamente até ao volume de 200 mL e filtrado. O processo era 

repetido até uma condutividade inferior a 20 µS.cm
-1

, correspondendo a cerca de 10 

lavagens do retentato. Este procedimento demonstrou ser muito moroso e como tal para 

acelerar o processo e permitir um processamento de maior quantidade de material, optou-

se na amostra de 2012 por concentrar e fazer apenas duas lavagens do retentato. Este 

método foi realizado para permitir que durante o processo de fracionamento por 

ultrafiltração todos os sais passem através das várias membranas, encontrando-se sempre 

no filtrado de menor peso molecular. Assim, a condutividade das várias soluções pode ser 

usada como medida para avaliar a eficiência do processo. 
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 No final do processo de ultrafiltração, foram obtidas seis extratos para cada uma 

das amostras, correspondentes ao retentato de cada membrana utilizada, nomeadamente, 

100, 30, 10, 5, 1 e o filtrado da membrana de 1 kDa. Todo o material foi liofilizado e 

armazenado num exsicador. 

 

Figura 8: a) Sistema de ultrafiltração b) Esquema de ultrafiltração utilizado para obtenção dos 

extratos de material solúvel em estudo. 

 

2.2. Caracterização dos extratos – Açúcares 

 

2.2.1.  Análise de Açúcares Neutros  
 

 A análise de açúcares neutros efetuada neste trabalho é uma adaptação do método 

de Selvendran et al., tal como descrito por Coimbra et al. [79, 80]. 
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  Hidrólise 

 Pesaram-se 1-2 mg de amostra para um tubo de cultura e adicionaram-se 200 μL de 

H2SO4 72% (m/m), tendo-se deixado reagir à temperatura ambiente, durante 10 min com 

agitação ocasional. No fim deste período de reação a amostra foi diluída com 1 mL de água 

destilada, perfazendo a concentração de 2 M, agitada e hidrolisada a 120 °C num bloco de 

aquecimento durante 1 h. Após este período, arrefeceu-se a amostra num banho de água 

fria. A adição de ácido sulfúrico à amostra e a incubação a 120 ºC permitiu hidrolisar os 

polissacarídeos transformando-os nos seus monómeros correspondentes. 

 

  Redução e acetilação 

 Foram adicionados 200 μL de padrão interno (2-desoxiglucose 1 mg/mL) à amostra 

hidrolisada. 

 Transferiram-se 0,5 mL do hidrolisado para novos tubos de cultura e promoveu-se a 

neutralização do ácido com 200 μL de NH3 a 25%. Verificou-se o pH das soluções para 

garantir que esta solução se encontrava mesmo básica (passo necessário para que não haja 

destruição do borohidreto de sódio (NaBH4)). De seguida, foram adicionados 100 μL de 

solução de 15% (m/v) NaBH4 em NH3 3 M (esta última solução preparada na hora) para a 

redução dos açúcares a alditóis. Esta solução foi agitada e incubada a 30 °C durante 1 h. 

 O tubo foi arrefecido em banho de gelo e adicionaram-se duas vezes 50 μL de ácido 

acético glacial (AcOH) para eliminar o excesso de NaBH4. 

 Transferiram-se 300 μL da solução para tubos SOVIREL e, num banho de gelo, 

foram adicionados 450 μL de 1-metilimidazol (catalisador) e 3 mL de anidrido acético 

(agente acetilante), agitou-se bem e deixou-se a reagir a 30 °C durante 30 min. 

 Num banho de gelo, foram adicionados 3,0 mL de água destilada, para decompor o 

excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano para promover a extração dos 

acetatos de alditol. 

 Após agitação e centrifugação a 3000 rpm durante 30 s para a separação das duas 

fases, a camada aquosa foi aspirada por sucção. À camada orgânica foram adicionados, 

novamente, 3,0 mL de água destilada e 2,5 mL de diclorometano, centrifugada e a fase 

aquosa aspirada. A fase orgânica foi lavada 2 vezes com 3 mL de água, de forma a 

remover completamente o 1-metilimidazol. A fase orgânica final, onde estão presentes os 

acetatos de alditol, foi evaporada num evaporador centrífugo. Adicionou-se 1 mL de 
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acetona anidra e evaporou-se também no evaporador centrífugo, repetindo-se este passo, 

para garantir a eliminação de qualquer resíduo de água. 

 

  Análise por GC-FID 

 Os acetatos de alditol foram dissolvidos em 50 μL de acetona anidra e analisados 

por cromatografia em fase gasosa, num cromatógrafo de gás Perkin Elmer – Clarus 400 

(PerkinElmer, Massachusetts, USA), equipado com um detetor de ionização de chama 

(FID) usando uma coluna capilar DB-225 de 30 m comprimento, 0,25 mm de diâmetro, 

0,15 μm de espessura. 

 Foram injetados 2 μL de amostra com a temperatura do injetor a 220 °C e o detetor 

a 230 °C, em modo “split”. O programa de temperaturas utilizado foi o seguinte: 

temperatura inicial 200 ºC, aumento até 220 ºC a 40 ºC/min e aumento até 230 ºC a 20 

ºC/min. O gás de arraste foi H2 com uma pressão de 17 psi, sendo utilizado na chama do 

detetor ar e H2 com um fluxo de 45 mL/min e 450 mL/min, respetivamente. 

 

2.2.2. Análise das ligações glicosídicas por metilação 

 

 A análise das ligações glicosídicas por metilação parcial de polissacarídeos 

proposta por Ciucanu e Kerek (1984) baseia-se em metilar os grupos hidroxilo livres e 

acetilar os hidroxilos que estabeleciam as ligações glicosídicas. Para a obtenção dos 

acetatos de alditol parcialmente metilados, procede-se a uma dissolução da amostra com 

DMSO, ativação do polissacarídeo por tratamento com NaOH (s), metilação com CH3I, 

hidrólise, redução e acetilação [81]. 

 

  Reação de metilação 

 As amostras (1-2 mg) foram secas sob vácuo na presença de P2O5 e adicionaram-se 

2 mL de DMSO (seco com peneiros moleculares 3Ǻ), tendo-se deixado em agitação 

durante 6 h até dissolução completa da amostra. 

 Sob atmosfera de árgon, algumas lentilhas de NaOH foram trituradas (num 

almofariz) até à obtenção de um pó fino e adicionaram-se à solução cerca de 40 mg. As 

amostras foram deixadas a reagir durante 30 min, à temperatura ambiente e com agitação. 

Após este período adicionaram-se 80 μL de CH3I com uma seringa e deixou-se a reagir 
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durante 20 min com agitação vigorosa. Adicionaram-se, posteriormente, 2 mL de água 

destilada e promoveu-se a neutralização da base com a adição HCl 1M, tendo-se verificado 

o pH da solução com papel indicador. 

 As amostras foram dialisadas contra uma solução de 50% EtOH/50% H2O, tendo-se 

mudado a solução 3 vezes, e no final foram evaporadas até à secura, no evaporador 

centrífugo. De seguida voltaram-se a colocar as amostras na estufa do vazio, durante 2/3h e 

efetuaram-se os mesmos passos descritos anteriormente até à fase da neutralização 

inclusive. 

 Foram adicionados 3 mL de diclorometano e após agitação e centrifugação a 3000 

rpm durante 30s para a separação das duas fases, a camada aquosa foi aspirada por sucção. 

À camada orgânica foram adicionados, novamente, 2,0 mL de água; a solução foi agitada e 

centrifugada nas mesmas condições e a fase aquosa aspirada. Repetiu-se este passo da 

lavagem da fase orgânica mas com 3 mL de água destilada, até o diclorometano ficar 

límpido. A fase orgânica final foi evaporada num evaporador centrífugo. 

 

  Hidrólise, Redução e Acetilação 

 De modo a hidrolisar o material metilado foram adicionados 500 μL de TFA 2 M e 

incubou-se a 121 ºC durante 1 h, com agitação ocasional. No final o ácido foi evaporado 

num evaporador centrífugo. 

 Adicionaram-se, à amostra hidrolisada, 20 mg de NaBD4 e 300 μL de NH3 2M, 

tendo-se deixado a reagir durante 1 h a 30 ºC. A amostra foi arrefecida num banho de gelo 

e no final adicionaram-se 50 μL de ácido acético glacial (2x), para eliminar o excesso de 

BD4
-
. A acetilação foi promovida por adição de 450 μL de 1-metilimidazol e 3 mL de 

anidrido acético, tendo-se deixado a reagir durante 30 min a 30 °C. 

 Num banho com gelo adicionaram-se 3,0 mL de água destilada para decompor o 

excesso de anidrido acético e 2,5 mL de diclorometano; agitou-se muito bem para extrair 

os acetatos de alditol e centrifugou-se a 3000 rpm, 30 s, de modo a separar as duas fases. A 

fase aquosa foi aspirada por sucção e repetiu-se o passo anterior. 

 A camada orgânica foi lavada com 3 mL de água destilada, agitou-se, centrifugou-

se e removeu-se totalmente a fase aquosa. A lavagem foi repetida com mais 3 mL de água 

destilada. O diclorometano foi evaporado no evaporador centrífugo. 
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  Análise por GC-qMS 

 Os acetatos de alditol parcialmente metilados foram dissolvidos em 20 μL de 

acetona anidra (dependendo da concentração da amostra) e analisados por cromatografia 

em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa com analisador quadrupolo, GC-qMS, 

num cromatógrafo GC-qMS Agilent Technologies 6890N Network, usando uma coluna 

capilar DB-1 de 30 m comprimento, 0,25 mm de diâmetro, 0,15 μm de espessura. 

 Foram injetados 0,2 μL de amostra com a temperatura do injetor a 220 °C em modo 

“split” durante 5 min. O programa de temperaturas utilizado foi o seguinte: a temperatura 

inicial foi de 45 ºC, subida até 140 ºC a 10 ºC/min, subida até 170 ºC a 0,5 ºC/min e por 

último subida até 280 ºC a 15 ºC/min. 

 

2.3. Caracterização dos extratos – Análise de aminoácidos totais 

 

 A quantificação do material proteico presente em todos os extratos foi feita por 

soma da quantidade de aminoácidos libertados após hidrólise ácida. Esta foi realizada de 

acordo com o procedimento descrito por Zumwalt et al. [82]. 

 Foram pesadas rigorosamente 5 mg do material analisado para um tubo de fundo 

redondo com tampas roscadas com revestimento em teflon. A cada amostra foi adicionado 

1 mL de ácido clorídrico (HCl) 6 M. Todos os extratos foram hidrolisados durante 24 h a 

110 ºC sob atmosfera de azoto. Após arrefecimento à temperatura ambiente, foram 

adicionados 500 μL de padrão interno de norleucina (solução de norleucina 0,5 μmol/mL 

em HCl 0,1 M). Após arrefecimento procedeu-se à evaporação dos extratos no evaporador 

rotativo centrífugo (Speedvac) até à secura. Posteriormente, dissolveram-se todas as 

amostras em 1 mL de HCl 0,1 M e todas foram filtradas em filtros de 45 μm, para remoção 

de material não solúvel.  

 A derivatização para posterior análise por cromatografia em fase gasosa realizou-se 

segundo o procedimento descrito por MacKenzie et al. ([83]. Procedeu-se à secura dos 

extratos no evaporador centrífugo até à secura e posterior adição de 200 μL da solução de 

isobutanol-HCl 3M (preparado por adição de 270 μL de cloreto de acetilo/mL de 

isobutanol seco- o isobutanol foi seco com hidreto de cálcio, destilado e armazenado sob 

peneiros moleculares 4A). 
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 Aqueceu-se a solução a 120 ºC durante 10 min, com posterior agitação no vortex e 

novo aquecimento durante 30 min a 120 ºC. Colocou-se a amostra a arrefecer à 

temperatura ambiente e evaporou-se o excesso de reagente no evaporador rotativo 

centrífugo.  

 Após evaporação foram adicionados 200 μL de uma solução de 2,6-di-tert-butilo-p-

hidroxitolueno (BHT) (0,2 mg de BHT/mL de acetato de etilo), seguindo-se nova remoção 

do solvente no evaporador centrífugo. Após adição de 100 μL de anidrido 

heptafluorobutírico e aquecimento durante 10 minutos a 150 ºC, efetuou-se um 

arrefecimento à temperatura ambiente e posterior remoção do excesso de reagente no 

evaporador centrífugo. 

 Para efetuar a análise por cromatografia gasosa procedeu-se a dissolução da 

amostra em 50 μL de acetato de etilo e análise imediata no cromatógrafo.  

 Para separação dos aminoácidos dos vários extratos, injetou-se 1 μL de cada um 

dos mesmos num cromatógrafo de gás PerkinElmer Clarus 400, equipado com um detetor 

de ionização de chama (FID). Utilizou-se hidrogénio como gás de arraste, mantendo-se a 

temperatura do injetor a 250 ºC e do detetor a 260 ºC. O cromatógrafo era constituído por 

uma coluna de sílica apolar (BD1) semi-capilar (com diâmetro interno de 0,25 mm) com 

30m de comprimento e espessura de filme de 0,15 μm (J & W Scientific). O programa de 

temperaturas cromatográfico utilizado consistiu em: manter a temperatura constante 

durante 1 min a 70 ºC, aumento para 170 ºC a 2 ºC/min, seguido de novo aumento para 250 

ºC a 16 ºC/min, seguidamente manteve-se a 250ºC durante 5 min. 

 Os compostos foram identificados pelos seus tempos de retenção e comparação 

cromatográfica com padrões autênticos. A quantificação foi baseada no método do padrão 

interno usando L-norleucina, e as curvas de calibração foram construídas para 18 

aminoácidos. Para a asparagina (Asn) e ácido aspártico (Asp), bem como glutamina (Gln) 

e ácido glutâmico (Glu), a metodologia não permite a distinção entre as funções de ácido 

carboxílico e amida, como tal, os aminoácidos foram quantificados em conjunto. 
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2.4. Caracterização dos extratos – Análise de compostos fenólicos  

 

 Ácidos clorogénicos e cafeína por HPLC 
 

 Efetuou-se uma análise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) aos 

compostos fenólicos livres e à cafeina das frações recuperadas, a qual consistiu em 

preparar soluções de concentração 10 mg/ml das referidas amostras e posterior análise pelo 

método adaptado de Farah et al. [84]. Utilizou-se um HPLC-UV com uma coluna de C18 

de fase reversa, de 5 μm de diâmetro. Os compostos foram eluídos usando um gradiente de 

concentrações do eluente A [ácido fórmico 5%] e eluente B [metanol]. O gradiente começa 

com 95% de eluente A e 5% de B durante 5 min. Dos 5 aos 45 min o eluente B aumenta 

gradualmente até 40%. Dos 45 aos 65 min o eluente B aumenta gradualmente até 70%. 

Dos 65 aos 75 min o eluente B é reduzido gradualmente até 5%. O fluxo usado foi de 0,8 

ml/min à temperatura de 25 ºC. Os picos foram detetados a 325 nm, para quantificação dos 

ácidos clorogénicos e 280 nm para quantificação da cafeína. 

 A quantificação dos ácidos clorogénicos e da cafeína foi feita em equivalentes de 5-

O-cafeoilquínico (5-CQA) e de cafeína respetivamente, através de uma reta de calibração 

relacionando a concentração de ácido 5-CQA e cafeína em g/L com a área de pico. 

 

2.5. Determinação do Kmix 

 

 O procedimento aplicado para a determinação do Kmix foi adaptado de Bekedam et 

al. [43]. Para tal foram preparadas várias soluções de diferentes concentrações (entre 0,001 

e 0,5 mg/mL) e posterior leitura da absorvância a 280, 325 e 405 nm. O coeficiente de 

extinção, Kmix, foi determinado tendo em conta a Lei de Beer-Lambert: Abs = ε b c, onde ε 

corresponde ao Kmix (mL.mg
-1

.cm
-1

), b ao comprimento da célula (cm) e c à concentração 

da solução (mg.mL
-1

). Como as melanoidinas se tratam de estruturas heterogéneas 

procedeu-se à designação Kmix em vez de coeficiente de extinção molar. 

 

2.6.  Determinação do MBI 

 

 Para a determinação da quantidade total de material desconhecido presente em cada 

um dos extratos bastou fazer uma diferença entre o total de compostos para cada um dos 
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extratos (100%) e cada um dos compostos conhecidos encontrados em cada extrato, que 

foram calculados anteriormente, tais como os açúcares e aminoácidos. Material este que 

não contribui para a formação de cor. Assim para verificar essa quantidade de material 

desconhecido que contribuirá para a formação de cor (MBI), bastará dividir o valor do Kmix 

405nm pela quantidade total de material desconhecido. 

 

2.7. Avaliação do efeito antioxidante 

 

2.7.1. Determinação do EC50  

 

 Para avaliar o efeito antioxidante das frações recorreu-se ao método adaptado por 

Huang et al. [61], que consistiu em reagir 0,1 mL de várias concentrações ( 0-3 mg/mL) 

dos extratos de café em estudo, com 3,9 mL de uma solução de DPPH 25 mg/L em etanol 

durante 30 min, e posterior leitura da absorvância a 515 nm. A atividade antioxidante foi 

expressa em percentagem de inibição de acordo com a equação: 

%Inibição=
                         

             
*100 

 O valor de EC50 corresponde a uma diminuição de 50% do DPPH inicial, calculado de 

acordo com a regressão linear dos valores obtidos. 

 

2.7.2. Avaliação do efeito antioxidante por comparação com 

equivalentes de trolox 

 

 Preparou-se uma reta de calibração de ácido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-

2-carboxílico (Trolox) e prepararam-se também soluções de 1 mg/mL dos vários extratos 

em estudo, medindo a sua absorvância a 515 nm. De seguida verificou-se qual a 

concentração de Trolox correspondente ao valor de absorvância para os diferentes extratos. 

 

2.8.  Avaliação do potencial efeito imunoestimulador 

 

 A avaliação do potencial efeito imunoestimulador dos diferentes extratos, só foi 

efetuada para os extratos do ano de 2011. Foram ainda avaliadas uma amostra rica em 

galactomananas e arabinogalactanas extraída do resíduo de café por extração aquosa com 
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microondas e purificada por precipitação em etanol (MO), e uma amostra rica 

arabinogalactanas de alto peso molecular fracionadas por exclusão molecular do café 

instantâneo (EM). 

 

2.8.1. Remoção de lipopolissacarídeos das amostras 
 

 Os lipopolissacarídeos (LPS) estão presentes nas paredes celulares das bactérias 

Gram negativas que nos rodeiam. Mesmo na ausência das bactérias vivas, os LPS podem 

estar presentes nas amostras dando origem a falsos positivos, uma vez que os linfócitos 

possuem recetores para LPS. Com o intuito de eliminar uma potencial contaminação por 

parte dos LPS, realizaram-se dois ensaios para testar qual o melhor para realizar a 

descontaminação das amostras, usando polimixina por batch e em coluna. A polimixina é 

um antibiótico que interage com a parte lipídica dos LPS. 

 

  Batch 

Preparou-se um batch de polimixina B, através da adição de 500 μL de gel de 

polimixina B a um tubo de falcon de 15 mL, seguidamente lavou-se o gel adicionando 10 

mL de PBS, centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min. Retirou-se o PBS e repetiu-se 

novamente o este passo. Adicionou-se 1 mL de amostra e incubou-se durante 30 min sob 

agitação. Centrifugou-se o tubo de falcon contendo amostra e polimixina a 3000 rpm 

durante 5 min e recolheu-se o sobrenadante, ou seja a amostra descontaminada. Adicionou-

se 1 mL de PBS e centrifugou-se novamente a 3000 rpm durante 5 min, de forma a evitar 

perdas de material. Recolheu-se este sobrenadante e juntou-se ao obtido anteriormente. 

 

 Coluna 

Depois de empacotar a coluna com o gel de polimixina-B, segundo o esquema da 

Figura 9, lavou-se com 50 mL de água pirogénica, 25 mL de PBS e adicionou-se 1 mL de 

amostra, seguida de 5 mL de PBS.  
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Figura 9: Esquema da montagem da coluna com o gel de polimixina-B num suporte universal e 

com um copo de recolha para as lavagens 

 

Depois do gel incorporar a amostra, fechou-se a coluna e deixou-se a amostra a 

interagir com o gel durante 30 min. Adicionaram-se mais 5 mL de PBS e começou-se a 

recolher amostras de 5 mL, fazendo passar mais 25 mL de PBS. A coluna foi depois lavada 

com 20 mL de desoxicolato e com 10 mL de água pirogénica (água destilada e esterilizada) 

para poder ser reutilizada. 

 

2.8.2. Ensaio de ativação de linfócitos B e T  

 

 Para a avaliação da atividade estimuladora de todas amostras em estudo efetuaram-

se culturas in vitro com esplenócitos de ratinhos BALB/c. O baço de ratinhos BALB/c foi 

removido assepticamente e homogeneizado em RPMI 1640 (Sigma) (meio suplementado 

com aminoácidos e vitaminas num sistema tampão de bicarbonato, desenvolvido em 

Roswell Park Memorial Institute), suplementado com penicilina (100 IU/mL), 

estreptomicina (50 μg/mL), 2-mercaptoetanol (0,05 M) e 10% de soro fetal bovino. A 

suspensão de células obtida foi colocada em placas de 96 poços (106 células/poço) e 

incubada com arabinogalactanas (25 μg/mL), LPS (1μg/mL) ou RPMI durante 20 h a 37 ºC 

numa estufa com atmosfera humidificada a 5% CO2. A ativação celular foi avaliada por 

citometria de fluxo usando os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3 de ratinho 

conjugado com FITC (BD Bioscience), anti-CD19 de ratinho conjugado com PE-Cy7 

(Biolegend) e anti-CD69 de ratinho conjugado com PE (Biolegend). Para excluir qualquer 

contaminação por endotoxinas a amostra foi tratada com polimixina B. 
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2.8.3. Ensaio de ativação de macrófagos 

 

  Descontaminação das amostras 

 Neste processo de descontaminação todas as amostras foram filtradas com um filtro 

de 22μm com o intuito de remover qualquer contaminação por parte de microrganismos 

vivos. 

 

  Incubação 

 A uma placa multipoços de 48 poços (MW48) foram adicionadas cerca de 0,3x10
6
 

células a cada um dos poços. As células utilizadas neste ensaio faziam parte de uma linha 

celular de monócitos e macrófagos de ratinhos leucémicos em meio de cultura DMEM 

(Modified Dulbecco’s Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino não 

inativado, 100 U/ml de penicilina e 100 μg/ml de estreptomicina. Estas células 

encontravam-se incubadas a 37 ºC numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de 

CO2. Posteriormente adicionou-se meio de cultura DMEM até completar 1 mL. Incubou-se 

as células durante a noite a 37 ºC numa atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% de CO2. 

Após a incubação retirou-se o meio das células e adicionou-se a diferentes poços meio, 

amostra e LPS, conforme o esquema da Figura 10a) e a uma outra placa sem células 

adicionou-se amostra e meio Figura 10b). 

a) b)  

Figura 10: a) esquema da placa com células; b) esquema de placas sem células 

 

Posteriormente incubou-se a placa que continha as células durante 1 h, nas condições 

anteriormente usadas. Após a incubação adicionou-se aos poços que continham amostra 

1μL de LPS para que se pudesse determinar a atividade anti-inflamatória, destas amostras. 

Incubou-se ambas as placas durante 24 horas a 37 ºC numa atmosfera humidificada de 

95% de ar e 5% de CO2. 
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  Determinação da produção de nitritos 

 Nesta etapa pretendeu-se quantificar a produção de óxido nítrico por parte dos 

macrófagos. Para isso, quantificou-se a quantidade de nitritos presentes em cada poço da 

placa, uma vez que o óxido nítrico, na presença de oxigénio se degrada formando nitritos. 

Na quantificação de nitritos utilizou-se o método do reagente de Griess [65]. Este método 

baseia-se na reação química entre a sulfanilamida e dicloreto de N-1-naftiletilenodiamónio 

sob condições ácidas (ácido fosfórico) permitindo detetar a presença de nitritos. Recolheu-

se 170 μL de sobrenadante de cada poço da placa MW48 com células e da placa sem 

células para um novo poço de uma placa ELISA e adicionou-se 170 μL de reagente de 

Griess.  

 Para além do sobrenadante das placas MW48, adicionou-se à placa ELISA padrões 

com diferentes concentrações de nitritos, para se obter uma reta de calibração. Incubou-se 

a placa ELISA durante 30 min, no escuro. Leu-se a absorvência a 550 nm num leitor de 

placas automático. Neste ensaio, também se usou o sobrenadante da placa sem células para 

verificar se as amostras testadas interferiam com este método. 

 

  Viabilidade celular 

 Este ensaio é essencial para determinar a quantidade de células viáveis presentes 

em cada um dos poços depois da incubação das amostras. Neste ensaio o brometo de 3-

[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT) é clivado por enzimas presentes nas 

mitocôndrias das células formando um precipitado que possui absorvância a 570 nm. 

Aspirou-se o meio restante da placa MW48 com células e adicionou-se 830μL de novo 

meio e 83μL de MTT (100 mg/mL). Deixou-se reagir durante 15 min, e colocou-se a placa 

em gelo, parando a reação. Aspirou-se totalmente o sobrenadante e adicionou-se, às células 

aderentes, 300μL de isopropanol em ácido (0.04N HCl em isopropanol). Misturou-se as 

células com a solução de isopropanol e recolheu-se tudo para uma placa ELISA. Leu-se a 

absorvência a 570 nm num leitor de placas automático. 

 

2.9.  Avaliação do potencial efeito antidiabético  

 

 Para a realização do estudo de inibição da α-glucosidase através da adição dos 

extratos em estudo efetuou-se uma adaptação do método sugerido por Kim et al. [85]. 
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 Foram preparadas uma solução de α-glucosidase de 0,075 unidades (solução A) e 

várias soluções de diferentes concentrações dos extratos em estudo. Seguidamente 

preparou-se uma solução tampão de fosfato 67 mM a pH=6,8 e uma solução de carbonato 

de sódio (Na2CO3) 0,1 M. 

 Preparou-se uma solução de 5 mL de p-nitrofenil-α-D-glucose (p-NPG) 3 mM em 

solução tampão fosfato preparada. Adicionou-se em porta amostras diferentes 1 mL de 

cada solução das frações em estudo a 10 µL da solução A. Após agitação foram 

adicionados 0,8 mL da solução de p-NPG preparada anteriormente, numa reação a 37 ºC 

durante 30 min. 

Após este período foram adicionados 2 mL da solução de Na2CO3 que permitiu parar a 

reação. A atividade da α-glucosidase é determinada medindo a libertação de p-nitrofenol 

resultante da reação ocorrida num espectrofotómetro UV-Vis a 400 nm de acordo com a 

equação: 

 

 

 Para comparação dos valores obtidos realizou-se o mesmo processo, utilizando 

como inibidor a acarbose, um oligossacarídeo sintético usado como inibidor da α-

glucosidase no tratamento da diabetes Mellitus tipo 2. Estudando também o tipo de 

inibição ocorrida com este inibidor. 

 Por falta de tempo, não foi possível verificar este tipo de inibição para todos os 

extratos, realizando-se apenas o estudo do extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012. 
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3. Resultados e Discussão 
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3.1. Preparação dos extratos de café 

 

Para a preparação do material solúvel em água fria obtido a partir do café instantâneo, 

foram usados 50 g em 120 mL de água para a amostra de 2011 e 400 g em 1 L para a amostra 

de 2012. As amostras foram aquecidas até dissolução completa e deixadas a arrefecer, primeiro 

à temperatura ambiente e posteriormente a 4 ºC, por um período não inferior a 48 h. O material 

insolúvel foi separado por decantação e centrifugação, tendo sido obtidos 6,2% da massa 

inicial em 2011 e 12,3% em 2012. Os sobrenadantes remanescentes (Sn) para as amostras de 

2011 e 2012 representaram 86,3% e 78,5% das amostras iniciais, respetivamente. Na Tabela 2 

encontram-se os rendimentos de cada uma das frações obtidas durante o processo de 

fracionamento do café instantâneo. 

 

Tabela 2: Rendimentos do processo de fracionamento por decantação e centrifugação do café 

instantâneo 

Frações   
(%) Mássica 

2011 2012 

Sobrenadante (Sn) 86,3 78,5 

Precipitado obtido por decantação (ppD) 3,6 - 

Precipitado obtido por centrifugação (ppC) 2,6 12,3 

Total da massa recuperada 92,5 90,8 

 

 Neste processo, foi possível recuperar 92,5% e 90,8% respetivamente da massa 

inicialmente usada. A diferença de 8,5-9,2% observada entre a massa do material de partida e 

a massa recuperada pode dever-se à presença de água no material inicial.  

 

3.1.1. Fracionamento por ultrafiltração do material solúvel em 

água fria  

 

O material que permaneceu solúvel após a preparação das frações (Sn) foi 

fracionado por um sistema de ultrafiltração, utilizando membranas porosas com diâmetro 

de poro de 100, 30, 10, 5 e 1 kDa. Este processo permitiu obter material com diferentes 

pesos moleculares de acordo com o diâmetro do poro e assim obter separação dos 

compostos presentes no material solúvel das amostras de café. 

 Por este processo de fracionamento pode-se verificar que cerca de 36,8% do 

material solúvel para a amostra do ano de 2011 se encontra na fração de menor peso 
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molecular (<1 kDa). O mesmo não se verifica para a amostra de 2012, na qual as frações 

que mais contribuem para o rendimento da ultrafiltração são a fração de maior peso 

molecular (>100 kDa) com 20,8% e a de menor peso molecular (<1 kDa) com 16,3%, 

como podemos observar na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Rendimento do processo de fracionamento dos extratos Sn de 2011 e 2012 por 

ultrafiltração 

Extratos 
Rendimento (η) 

2011 2012 

>100
a
 8,0 20,8 

>30
a
 10,5 6,7 

>10
a
 13,6 5,3 

>5
a
 5,6 3,9 

>1
a
 5,6 3,6 

<1
b
 36,8 16,3 

Total 80,1 56,6 
a
 Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 kDa. 
 

3.2. Caracterização dos extratos – Análise de Açúcares 

 

3.2.1.  Análise de açúcares neutros  
 

 Através da análise de açúcares por GC-FID foi possível determinar e quantificar os 

monómeros constituintes dos açúcares presentes em cada amostra. Os resultados obtidos 

encontram-se sumarizados nas Tabela 4 e Tabela 5, e demonstram que as amostras de café 

usadas são constituídas maioritariamente por galactose, manose, e arabinose e ainda 

pequenas quantidades de glucose, ramnose e xilose. 
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Tabela 4: Composição (% molar) em açúcares dos extratos fracionados por ultrafiltração a partir 

de uma amostra de café solúvel de 2011 

Extratos 

2011 

Composição em açúcares (% Molar) 
Total de 

açúcares 

Rha Ara Xyl Man Gal Glc (%) 

Sn -
e
 - - - - - - 

>100
a
 2,8

c
±0,1

d
 9,4±0,8 0,3±0,1 13,7±0,2 72,1±0,8 1,7±0,1 37 

>30
 a
 0,7±0,2 4,9±0,6 0,1±0,2 17,0±0,4 75,6±1,4 1,7±0,2 43 

>10
 a
 0,6±0,0 4,7±0,3 0,3±0,1 27,8±1,8 65,4±2,2 1,1±0,2 49 

>5
 a
 1,0±0,1 6,3±0,8 0,2±0,3 11,6±0,1 74,2±0,6 6,7±0,1 38 

>1
 a
 1,4±0,1 6,7±0,1 0,1±0,1 10,5±0,1 75,0±0,8 6,3±0,6 44 

<1
b
 1,1 9,9 n.d. 45,2 40,0 3,9 20 

a
 Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 
c
 valores médios. 

d
 desvio padrão. 

e
- Não determinado. n.d.-não detetado 

 
Tabela 5: Composição (%, molar) em açúcares dos extratos fracionados por ultrafiltração a partir 

de uma amostra de café solúvel de 2012 

Extratos 

2012 

Composição em açúcares (% Molar) 
Total de 

açúcares 

Rha Ara Xyl Man Gal Glc (%) 

Sn
a
 1,1

d
±0,0

e
 9,4±0,1 0,2±0,2 30,0±1,1 55,9±1,2 3,5±2,0 37 

>100
b
 1,3±0,0 7,7±0,2 0,2±0,3 25,2±1,4 61,4±4,8 4,2±5,7 50 

>30
b
 0,9±0,1 6,7±0,2 0,4±0,0 21,4±0,4 68,9±0,4 1,8±0,7 48 

>10
b
 1,0±0,1 6,6±0,1 0,2±0,3 23,6±0,0 66,9±0,4 1,7±0,3 46 

>5
b
 1,1±0,0 8,2±0,2 0,3±0,0 30,7±0,3 57,0±0,2 2,7±0,1 29 

>1
b
 1,1±0,0 8,3±0,1 0,3±0,0 42,1±0,1 44,3±0,8 3,9±0,7 36 

<1
c
 1,2±0,0 14,7±1,3 n.d. 40,2±4,5 30,5±4,6 13,5±10,4 21 

a
 Fração solúvel inicial (Sn). 

b
 Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 

100, 30, 10, 5, e 1 kDa respetivamente.
 c 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração 

com um cut-off de 1 kDa. 
d
 valores médios. 

e
 desvio padrão. n.d.-não detetado 

 

Cerca de 37% do material solúvel (Sn) da amostra de 2012 é constituída por 

açúcares, sendo estes maioritariamente constituídos por galactose e manose, possuindo 

arabinose em quantidades moderadas. Esta constituição está em concordância com a 

literatura, onde se descreve para o café instantâneo, uma constituição rica em 

arabinogalactanas e uma menor percentagem de galactomananas [86]. Estes açúcares serão 

polissacarídeos com um baixo grau de polimerização e/ou elevado grau de ramificação, 



40 

visto serem compostos presentes no material solúvel. Relativamente à amostra de 2011, 

esta fração (Sn) não foi caracterizada. 

 Nos extratos fracionados por ultrafiltração a partir da fração Sn da amostra de 2011, 

o total de açúcares é bastante similar, entre 37-49% para os retentatos de 100, 30, 10, 5 e 1 

kDa. A percentagem de açúcares no extrato com um peso molecular inferior a 1 kDa é 

inferior às restantes, correspondendo a cerca de metade do total de açúcares das restantes.  

 Pode-se verificar que os extratos são constituídos na sua maioria por galactose 

(65,4-75,6%), seguido de manose (10,5-27,8%) e arabinose (4,7-9,4%), o que leva à 

conclusão que não só o total, mas também a sua constituição em açúcares é bastante 

similar nos vários retentatos. De notar um ligeiro aumento da percentagem de glucose (6,3-

6,7%) para os retentatos de 5 e 1 kDa. O extrato de menor peso molecular, filtrado através 

da membrana de 1 kDa, com 45,2% de manose, 40,0% de galactose e 9,9% de arabinose 

apresenta uma maior disparidade na sua constituição quando comparado com os restantes 

extratos. 

 Nos extratos fracionados por ultrafiltração a partir da fração Sn da amostra de 2012, 

obtiveram-se extratos mais ricos em açúcares para um cut-off superior a 10 kDa (46-50%). 

Os extratos com pesos moleculares intermédios, nomeadamente os retentatos das 

membranas de 5 e 1 kDa, apresentam totais de açúcares de 29 e 36% respetivamente. O 

extrato filtrado pela membrana de 1 kDa, tal como na amostra de 2011 (20%, Tabela 4), 

apresenta o valor mais baixo em açúcares (21%, Tabela 5).  

 Pode-se verificar que os extratos fracionados a partir da amostra de 2012 são na sua 

maioria constituídos por galactose (44,3-68,9%), seguido de manose (21,4-42,1%) e 

arabinose (6,6-9,4%) para cut-off superiores a 1 kDa (Tabela 5).  

 Tendo uma constituição semelhante entre eles, estes retentatos apresentam uma 

constituição ligeiramente diferente para os retentatos obtidos na amostra de 2011. Os 

extratos de 2012 apresentam uma percentagem de manose superior aos de 2011 (10,5-

17,0%), excetuando o retentato da amostra de 10 kDa (27,8%). Estas diferenças não se 

podem justificar pelo fracionamento efetuado, mas serão devidas à constituição das 

amostras iniciais. Este resultado vem ressalvar as variações que podem advir do 

processamento ou mesmo da constituição inicial dos grãos de café usados. O extrato de 

menor peso molecular, filtrado através da membrana de 1 kDa, com 40,2% de manose, 

30,5% de galactose e 14,7% de arabinose apresenta uma maior disparidade na sua 
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constituição quando comparado com os restantes extratos. Nesta fração é ainda possível 

identificar excecionalmente uma quantidade elevada de glucose (13,5%).  

 

3.2.2. Análise das ligações glicosídicas  

 

 De forma a obter uma indicação acerca da natureza dos polissacarídeos 

constituintes dos extratos (Sn) obtidos a partir da fração solúvel a 4 ºC, foi efetuada uma 

análise das ligações glicosídicas por metilação (Tabela 6). Este estudo foi feito com o 

objetivo de avaliar o grau de polimerização e de ramificação encontrado nos diferentes 

extratos.  

Para as duas frações Sn de café estudadas pode-se observar que a maioria dos 

resíduos de galactose se encontra em ligação (1→3), variando entre 12,1-21,5% para os 

extratos de 2011 e 14,0-26,5% para os extratos de 2012. Existem também quantidades 

significativas de resíduos de galactose em ligação (1→6), (1→3,6) e terminal, num total de 

34,1-68,4% para a amostra de 2011 e 41,2-67,1% para a amostra de 2012. As ligações 

(1→3) e (1→3,6) de galactose em enorme abundância, são ligações típicas de 

arabinogalactanas do tipo II, que são encontradas na estrutura principal destes 

polissacarídeos [14]. Ligada à cadeia principal, encontra-se galactose em ligação (1→6), 

que também foi identificada nos nossos extratos. A galactose terminal é explicada pela 

presença de resíduos terminais das cadeias laterais das arabinogalactanas. Este tipo de 

ligação pode também ser encontrado em polissacarídeos como as galactomananas, que 

apresentam resíduos únicos de galactose ligados à cadeia principal de manose. O total de 

galactose terminal identificado provém das duas contribuições.  

As ligações glicosídicas dos resíduos de manose encontradas nos extratos são na 

sua maioria ligações do tipo (1→4), variando entre 3,1 e 32,8% para os extratos de 2011 e 

entre 17,6 e 33,8% para os de 2012. Este tipo de ligação corresponde a 35,3-85,3% da 

manose total para a amostra de 2011 e 73,8-84,3% para a amostra de 2012. Verificando o 

rácio entre a manose em ligação (1→4,6) e a manose (1→4), pode-se verificar que há uma 

variação de 3,4-35,9% para a amostra de 2011 e 2,5-11,6% para a amostra de 2012, o que 

esta de acordo com a estrutura das galactomananas encontradas nas infusões de café [14].  
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Tabela 6: Composição das ligações glicosídicas dos polissacarídeos obtidos nos diferentes extratos 

Ligação 

>100
a
 >30

a
 >10

a
 >5

a
 >1

a
 <1

b
 

2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 2011 2012 

% Molar 

T-Rha 1,8 2,1 1,0 0,6 1,4 0,6 0,4 0,4 1,0 0,8 0,8 1,0 

Total 1,8 2,1 1,0 0,6 1,4 0,6 0,4 0,4 1,0 0,8 0,8 1,0 

T-Ara 3,7 6,0 5,2 3,8 7,4 6,0 2,6 3,3 3,0 5,2 4,6 3,2 

1,5-Ara 4,6 2,8 1,9 1,6 1,7 2,1 2,0 1,8 2,7 1,9 3,3 2,0 

Total 8,3 8,8 7,1 5,4 9,0 8,1 4,6 5,1 5,7 7,2 7,8 5,2 

T-Xyl 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 

1,4-Xyl 0,4 0,9 0,8 0,7 0,9 0,5 1,4 0,4 0,2 0,4 3,7 0,4 

Total 0,7 1,2 1,0 0,8 1,1 0,6 1,5 0,5 0,3 0,5 3,9 0,7 

T-Man 1,7 3,0 2,2 2,5 4,5 3,4 1,4 3,3 1,5 8,1 7,1 5,4 

1,4-Man 15,1 23,9 17,8 17,6 32,8 22,2 5,0 23,0 3,1 33,8 17,6 26,1 

1,6-Man - - - - - - 1,0 - 1,2 - 5,9 - 

1,2,3-Man - - - - - - 0,6 - 0,5 - 0,6 - 

1,2,6-Man 1,1 0,3 0,1 0,2 - 0,2 0,5 0,2 0,7 0,1 0,0 0,6 

1,3,6-Man - - - - - - 0,7 - 0,7 - 2,9 - 

1,4,6-Man 1,4 1,1 0,7 1,3 1,1 1,1 1,1 2,7 1,1 0,8 1,0 2,6 

Manitol 0,5 0,1 1,3 0,1 - 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,8 

Total 19,7 28,4 22,2 21,7 38,4 27,1 10,4 29,3 8,9 43,0 35,2 35,4 

T-Gal 14,4 17,9 19,5 18,6 21,8 20,9 17,2 17,9 18,8 17,9 13,9 13,6 

1,3-Gal 21,5 23,9 18,7 26,5 16,4 24,0 21,8 18,5 20,4 14,4 12,1 14,0 

1,6-Gal 9,4 6,3 7,7 8,9 5,6 7,2 12,1 10,5 13,8 5,2 4,4 7,6 

1,3,6-Gal 14,6 8,8 8,2 13,0 4,2 9,2 15,9 13,2 14,9 3,4 3,4 8,3 

Galactitol 2,0 - 3,2 0,2 - 0,2 0,4 0,9 0,5 0,3 0,4 1,2 

Total 62,0 57,0 57,2 67,1 48,0 61,5 67,4 60,9 68,4 41,2 34,1 44,7 

T-Glc 2,6 0,2 2,4 0,2 1,0 0,2 4,3 0,1 4,4 0,2 7,3 0,3 

1,3-Glc 0,4 0,3 0,1 0,3 - 0,3 2,7 0,5 3,0 0,4 0,4 0,9 

1,4-Glc 2,6 1,3 2,4 2,4 1,0 0,8 4,3 1,3 4,4 4,2 7,3 6,1 

1,6-Glc - - - - - - 1,9 - 2,6 - - - 

1,3,4-Glc - - - - - - 0,3 - 0,3 - - - 

Glucitol 2,0 0,8 6,7 1,5 - 0,8 2,3 1,9 1,1 2,6 3,1 5,7 

Total 7,7 2,5 11,6 4,4 2,1 2,0 15,8 3,8 15,7 7,4 18,2 13,0 
a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 
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Identificaram-se também resíduos de manose terminal que variou entre 8,9 e 38,4% 

da manose total para a amostra de 2011 e entre 21,7 e 43,0% para amostra de 2012. A não 

existência da diminuição do terminal de manose com o aumento do peso molecular dos 

extratos leva a concluir que estes resíduos de polissacarídeos possam estar ligados a outro 

material. 

Além da galactose e da manose, foram ainda encontrados resíduos de arabinose e 

glucose em pequenas quantidades nas galactomananas, tal com descrito na literatura [15]. 

No entanto, a maior percentagem de arabinose encontrada provém das arabinogalactanas, 

onde se encontra em ligação (1→5), variando entre 1,7-4,6% para os extratos de 2011 e 

1,6-2,8% para os extratos de 2012.Também ligados aos resíduos em ligação (1→5) das 

arabinogalactanas, encontram-se resíduos terminais de arabinose. Com uma menor 

contribuição, podem também ser encontrados resíduos ligados diretamente à cadeia 

principal das galactomananas. 

A glucose em ligação (1→4) encontrada nos diferentes extratos poderá estar 

intercalada na cadeia principal das galactomananas com a manose (1→4) [18]. A presença 

de resíduos de acetatos de alditol (glucitol, galactitol e manitol) nas análises dos diferentes 

extratos leva a supor que estes resíduos sejam resultado de alguma submetilação (com um 

máximo de 11,2% das ligações). 

 

3.3.  Caracterização dos extratos – Análise de aminoácidos totais 

 

 De forma a quantificar os componentes proteicos existentes nos vários extratos foi 

realizada uma hidrólise ácida. O total de aminoácidos quantificado nos vários extratos 

encontra-se representado na Figura 11. Independentemente do extrato e/ou do ano, é 

possível observar-se um valor relativamente baixo da quantidade total de aminoácidos em 

todos os extratos. Estes valores encontram-se entre 31,1-54,9 μg/mg para os extratos de 

2011 e 29,2-62,7 μg/mg para os extratos de 2012. Esta igual proporção de proteína em 

extratos de massas moleculares diferentes já tinha sido observada em extratos de bebida de 

café por Bekedam et. al [50] fazendo apenas um fracionamento entre material maior e 

menor do que 3 kDa. Usando um sistema de ultrafiltração com um maior número de 

membranas, neste trabalho observou-se o mesmo comportamento. Devido à torra, a 

degradação das proteínas dá origem a fragmentos ou mesmo a aminoácidos livres, que 
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deveriam ser encontrados maioritariamente no filtrado de baixo peso molecular. No 

entanto, estes são extremamente reativos e normalmente reagem no processo de torra 

formando melanoidinas. Este comportamento justifica a presença destes aminoácidos em 

quantidades semelhantes nos diferentes extratos (Figura 11) [50]. 

 

 

Figura 11: Comparação da constituição total de aminoácidos dos extratos das diferentes amostras 

relativamente ao ano 2011 e 2012 

 

 Os resultados da hidrólise, em termos dos aminoácidos individuais, estão 

apresentados nas Tabela 7 eTabela 8 para os extratos de 2011 e 2012 respetivamente. 

 Pode-se observar que os vários extratos apresentam uma constituição muito 

semelhante entre si. Embora a presença destes aminoácidos não seja avultada nos 

diferentes extratos, pode-se observar a existência de maiores quantidades de ácido 

glutâmico/glutamina que varia entre 7,0-22,4 μg/mg para os extratos de 2011 e 10,1-25,5 

μg/mg para os extratos de 2012. A quantificação deste aminoácido representa 20-42% dos 

aminoácidos totais para a amostra de 2011 e 34-40% para a amostra de 2012, sendo 

portanto o aminoácido mais representativo em todos os extratos. Estes resultados estão de 

acordo com os obtidos por Bekedam et. al, em que a quantidade de ácido 

glutâmico/glutamina representa 29-30% do total de aminoácidos na bebida de café [50]. 

 Em quantidades menos expressivas que a anterior pode-se encontrar a leucina (3,7-

8,8 μg/mg nos extratos de 2011) e (4,4-9,9 μg/mg nos extratos de 2012), que representa 11-

16% dos aminoácidos totais para a amostra de 2011 e 15-18% dos aminoácidos totais para 
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a amostra de 2012. Encontra-se ainda alanina, glicina, valina, serina e ácido 

aspártico/asparagina em menores quantidades. Pode-se ainda encontrar vestígios de outros 

aminoácidos como lisina, fenilalanina e prolina (Tabela 7Tabela 8) de acordo com a 

bibliografia [50]. 

 

Tabela 7: Aminoácidos totais presentes nos extratos fracionados a partir da amostra Sn de 2011 

(μg/mg) 

Aminoácidos >100
a
 >30

a
 >10

a
 >5

a
 >1

a
 <1

b
 

Ala 2,1±0,8 8,1±7,8 2,2±0,1 8,1±5,4 5,7±0,4 4,5±1,0 

Gly 1,5±0,3 1,0±0,1 1,2±0,1 2,8±1,1 2,5±0,1 2,1±0,4 

Val 3,0±0,6 1,8±1,3 3,0±0,1 3,8±2,8 6,7±0,1 4,6±1,1 

Thr 0,2±0,1 0,2±0,1 0,3±0,0 0,5±0,4 0,8±0,2 0,3±0,1 

Ser 0,1±0,1 1,6±2,1 0,1±0,0 0,4±0,2 0,5±0,1 0,1±0,0 

Leu 5,2±0,0 3,7±0,5 4,7±0,5 7,9±0,5 8,8±0,3 7,6±2,1 

Ile 2,1±0,1 5,4±5,7 1,8±0,2 2,1±2,9 4,7±0,1 3,4±1,6 

Pro 1,8±0,4 2,2±1,5 1,4±0,3 4,7±3,5 1,2±1,6 2,2±0,7 

Asx 3,0±0,7 1,3±0,6 2,5±0,7 2,9±2,2 4,7±0,1 3,8±1,3 

Phe 1,3±0,3 1,6±1,1 1,0±0,2 2,2±0,8 1,6±0,1 1,4±0,4 

Glx 12,3±0,8 7,0±0,1 13,1±2,8 15,1±4,6 16,8±0,8 22,4±5,6 

Lys 0,5±0,1 0,1±0,1 0,3±0,1 3,2±3,5 0,6±0,0 0,1±0,0 

Tyr 0,1±0,1 0,2±0,2 0,3±0,0 0,5±0,3 0,4±0,3 0,8±0,3 

Arg 0,1±0,3 0,5±0,6 0,1±0,0 0,3±0,2 0,1±0,0 0,1±0,1 

Soma 33,1 34,6 31,8 54,5 54,9 53,4 
a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 
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Tabela 8: Aminoácidos totais presentes nos extratos fracionados a partir da amostra Sn de 2012 

(μg/mg) 

Aminoácidos >100
a
 >30

a
 >10

a
 >5

a
 >1

a
 <1

b
 

Ala 2,9±1,0 3,9±0,4 3,8±0,2 3,3±0,0 4,3±0,6 3,5±1,0 

Gly 1,7±0,5 1,8±0,2 1,8±0,3 1,7±0,2 2,2±0,0 1,1±0,0 

Val 3,7±0,9 4,9±0,3 4,5±0,9 4,2±0,1 5,5±0,3 2,2±0,7 

Thr 0,5±0,1 0,5±0,0 0,5±0,1 0,4±0,1 0,6±0,0 0,2±0,1 

Ser 0,2±0,1 0,2±0,0 0,2±0,1 0,2±0,0 0,2±0,0 - 

Leu 6,4±1,3 7,3±0,1 8,1±0,3 7,5±0,7 9,9±0,7 4,4±0,2 

Ile 2,5±0,5 3,0±0,0 2,3±1,2 2,8±0,1 4,1±0,1 1,1±0,7 

Pro 1,9±0,1 1,8±0,0 2,1±0,1 2,1±0,1 2,6±0,5 1,8±0,2 

Asx 3,4±0,2 3,0±0,1 3,3±0,5 3,2±1,4 5,5±0,6 3,2±0,6 

Phe 1,8±0,3 1,4±0,1 1,5±0,1 1,4±0,1 1,6±0,3 0,8±0,0 

Glx 16,8±0,5 16,8±0,9 15,1±4,4 18,2±1,4 25,6±5,4 10,1±6,7 

Lys 0,5±0,1 0,2±0,0 0,1±0,0 0,1±0,0 0,4±0,3 0,5±0,0 

Tyr 0,3±0,1 0,5±0,1 0,6±0,0 0,3±0,0 0,3±0,2 0,2±0,1 

Arg 0,2±0,1 0,1±0,0 0,2±0,1 0,1±0,01 0,1±0,0 0,1±0,0 

Soma 42,8 45,5 44,1 45,4 62,7 29,2 
a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 
 

3.4.  Caracterização dos extratos – Análise de compostos fenólicos  
 

3.4.1. Determinação de ácidos clorogénicos  
 

 Procedeu-se à identificação e quantificação dos compostos fenólicos livres para 

todos os extratos. A quantificação foi feita usando uma reta de calibração com soluções 

padrão de ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA), sendo que o total de compostos fenólicos foi 

expresso em equivalentes de 5-CQA. Estes resultados estão representados na Tabela 9. 

 Com base nos cromatogramas obtidos a 325 nm para os vários extratos de 2011 

apenas são observados ácidos clorogénicos (CGA) na fração de baixo peso molecular (<1 

kDa) como podemos ver pela Tabela 9. Neste extrato encontram-se os ácidos 

cafeoilquínicos (CQA) e os ácidos feruloilquínicos (FQA), que correspondem a 234,1 e 

80,2 mg/100g de extrato respetivamente. Podemos ainda observar resíduos de ácido 4-

CQA nos extratos superiores a 1 e 5 kDa. Em maior quantidade encontra-se o 5-CQA (93,3 

mg/100 g).  

Nos extratos de 2012 podemos identificar 13 ácidos clorogénicos. O grupo de CGA 

mais abundante em todos os extratos são os CQA que representam cerca de 60-70% do 
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total de compostos fenólicos. Os FQA representam cerca de 20-22%, os ácidos 

dicafeoilquínicos (diCQA) 4-13% e os cumaroilquínicos (CoQA) 1-2% dos CGA totais 

livres. Podem-se encontrar ainda resíduos de quinolactonas tais como 3-cafeoilquínico-1,5-

lactona (3-CQL) e 3,4-dicafeoilquínico-1,5-lactona (3,4-diCQL), que são formadas durante 

o processo de torra, por perda de uma molécula de água a partir do ácido quínico e 

formação de uma ligação éster intramolecular. Entre todos os CGA observados para os 

extratos de 2012 destaca-se o 5-CQA, como o mais abundante em todos os extratos com 

uma variação 83,1-242,4 mg/100 g de extrato, seguido do 4-CQA e do 3-CQA. Os ácidos 

feruloilquínicos são os segundos CGA mais abundantes. Destes, destaca-se o 4-FQA (25,7-

67,6 mg/100 g de extrato) como o mais abundante. 

 Todos os CGA são encontrados em todos os extratos e nas mesmas proporções. No 

entanto, verifica-se um aumento da quantidade total em ácidos clorogénicos com a 

diminuição do peso molecular, sendo o extrato inferior a 1 kDa o que possui mais CGA, 

cerca de 2,7 vezes mais do que o extrato superior a 100 kDa. 

Durante um processo de fracionamento por ultrafiltração os sais passam através das 

várias membranas, encontrando-se sempre em maior quantidade no filtrado de menor peso 

molecular. Assim, a condutividade das várias soluções pode ser usada como medida para 

avaliar a eficiência do processo. Durante o fracionamento da amostra de 2011, cada extrato 

foi filtrado e concentrado de um volume inicial de 200 mL até ser reduzido a 40 mL. 

Seguidamente, o retentato foi diluído novamente até ao volume de 200 mL e filtrado. O 

processo foi repetido até uma condutividade inferior a 20 µS.cm
-1

, correspondendo a cerca 

de 10 diluições (ou lavagens do retentato). Como este procedimento foi muito moroso, as 

amostras de 2012 foram somente submetidas a duas diluições. Com esta alteração do 

procedimento pode-se observar que uma grande quantidade de CGA ficou retida em cada 

membrana na amostra de 2012, ao contrário de 2011 onde a maioria dos CGA ficaram no 

filtrado de 1 kDa (Tabela 39). O facto de se encontrar ácidos clorogénicos em todos os 

extratos de 2012, estará relacionado com fenómenos de adsorção entre os CGA e o 

material de elevado peso molecular, tal como as melanoidinas. Este fenómeno de adsorção 

foi já observado por Gonçalves et al. para vinhos, estudo no qual se verifica adsorção dos 

CGA a material de elevado peso molecular [87].  

 Fazendo uma comparação dos dois anos pode-se verificar que a amostra de 2012 

apresenta maior quantidade de CGA que a de 2011, sendo que o extrato com menor 
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quantidade de ácidos clorogénicos na amostra de 2012 (>100 kDa) apresenta ainda assim 

um valor superior ao extrato de maior quantidade do ano de 2011 (<1 kDa). É possível que, 

sendo as amostras de 2011 e 2012 de diferentes origens, possam também ter sofrido 

processos de torra diferentes. Segundo a bibliografia, amostras que sofram processos mais 

drásticos, apresentarão uma menor quantidade de CGA, pois estes interagem na formação 

do material de elevado peso molecular como a formação das melanoidinas, deixando assim 

de se encontrar livres [88]. 

Tabela 9: Quantificação dos ácidos clorogénicos encontrados em todos os extratos em análise (mg 

por 100g de extrato) 

CGA Extratos 2011 Extratos 2012 

 
>100

a
 >30

 a
 >10

a
 >5

a
 >1

a
 <1

b
 >100

a
 >30

a
 >10

a
 >5

a
 >1

a
 <1

b
 

3-CQA n.d n.d n.d n.d n.d 60,2 47,0 52,7 63,0 91,5 97,6 157,5 

4-CQA n.d n.d n.d 7,2 4,3 70,6 57,5 61,1 71,9 103,8 108,3 175,2 

5-CQA n.d n.d n.d n.d n.d 93,3 83,1 89,2 105,0 147,6 160,0 242,4 

Total CQA n.d n.d n.d 7,2 4,3 224,1 187,7 202,9 239,9 343,0 365,8 575,0 

              

3-FQA n.d n.d n.d n.d n.d 28,4 18,0 20,2 23,7 35,1 39,7 56,4 

4-FQA n.d n.d n.d n.d n.d 28,5 25,7 28,7 32,9 43,7 48,5 67,6 

5-FQA n.d n.d n.d n.d n.d 23,3 17,2 19,7 22,6 30,9 33,7 48,7 

Total FQA n.d n.d n.d n.d n.d 80,2 60,9 68,6 79,2 109,8 121,9 172,7 

              

3-CoQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d. 5,0 9,3 

5-CoQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 5,5 4,6 n.d. 5,9 5,5 8,0 

Total CoQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 5,5 4,6 n.d. 5,9 10,5 17,4 

              

3-CQL n.d n.d n.d n.d n.d n.d 5,1 5,7 6,3 7,8 8,5 11,2 

3,4-diCQL n.d n.d n.d n.d n.d n.d 11,1 8,4 8,9 10,0 8,5 11,3 

3,4-diCQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 15,8 15,0 15,5 15,0 14,6 14,3 

3,5-diCQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 9,1 7,4 7,8 7,5 6,9 7,4 

4,5-diCQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 13,9 13,6 14,1 12,8 11,2 10,3 

Total diCQA n.d n.d n.d n.d n.d n.d 38,8 36,0 37,4 35,4 32,7 32,1 

              

Total (CGA) - - - 7,2 4,3 304,4 309,0 326,3 371,7 511,8 547,9 819,6 

a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. n.d.-não detetado 
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3.4.2. Determinação de Cafeína  

 

 A quantificação da cafeína nos vários extratos foi efetuada medindo a absorvância a 

280 nm. Os valores foram quantificados utilizando uma reta de calibração de um padrão de 

cafeína. Os resultados podem ser observados na Figura 12. 

 

 

Figura 12: Quantificação da cafeína encontrada em todos os extratos em análise (mg por 100g de 

extrato) 

 

 Tal como observado para os CGA nos extratos de 2011, apenas se identificou 

cafeína no extrato de menor peso molecular, correspondendo a cerca de 634 mg de cafeína 

por 100 g de extrato. 

 Para os extratos de 2012 pode-se verificar que o extrato de menor peso molecular é 

o que apresenta maior quantidade de cafeína, correspondendo a cerca de 721 mg/100g. A 

fração de maior peso molecular é a segunda mais abundante em cafeína, com cerca de 577 

mg/100g, mostrando assim que fica retida junto do material polimérico Para os restantes 

extratos observa-se um efeito semelhante ao observado para os CGA na amostra de 2012, 

onde se verifica um aumento da quantidade de cafeína com a diminuição do poro da 

membrana, sendo o extrato superior a 30 kDa o que apresenta menor quantidade (274 

mg/100 g). Este valor obtido é 3,2 vezes inferior ao valor da cafeína para o extrato inferior 

a 1 kDa. 

 

 

3.5.  Índices de acastanhamento (Kmix)  
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 O Kmix é um parâmetro que se baseia na Lei de Beer-Lambert e que permite a 

caracterização de diferentes amostras quanto à sua composição em cafeína e CGA, CGA e 

melanoidinas, através da determinação do coeficiente de extinção a 280, 325 e 405 nm, 

respetivamente. De forma a garantir a linearidade, foram preparadas soluções de diferentes 

concentrações (0,1-1,2 mg/mL) de todos os extratos em estudo e determinação dos valores 

de absorvância a 280, 325 e 405 nm. Através da linearização da Lei de Beer-Lambert foi 

possível determinar o Kmix que corresponde ao declive da reta. Os valores do Kmix para os 

diferentes extratos encontram-se representados na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Avaliação do Kmix 280 nm,.Kmix 325 nm e Kmix 405 nm para os diferentes extratos  

Ano Extratos 
Kmix,405nm 

(mL.mg
-1

.cm
-1

) 

Kmix,325nm 

(mL.mg
-1

.cm
-1

) 

Kmix,280nm 

(mL.mg
-1

.cm
-1

) 

2
0
1
1
 

>100
a
 1,97 4,22 5,64 

>30
a
 1,31 3,19 4,89 

>10
a
 0,87 2,76 3,95 

>5
a
 1,03 2,90 4,35 

>1
a
 0,94 2,91 4,45 

<1
b
 0,60 2,24 4,63 

2
0
1
2
 

>100
a
 1,54 5,04 6,50 

>30
a
 0,74 4,31 5,87 

>10
a
 0,69 3,97 6,07 

>5
a
 0,49 4,42 6,52 

>1
a
 0,35 4,31 6,11 

<1
b
 0,26 4,10 6,58 

a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 

 

 Pelos resultados apresentados na tabela 10 podemos observar que quanto maior o 

declive, maior é o valor do Kmix 405 nm e consequentemente maior é a proporção de 

compostos castanhos. A fração com maior valor de Kmix 405 nm (1,97 mL.mg
-1

.cm
-1

 para a os 

extratos de 2011 e 1,55 mL.mg
-1

.cm
-1

 para os extratos de 2012) corresponde ao retentato 

da membrana de 100 kDa em ambas as amostras. Este resultado está de acordo com a 

bibliografia que descreve estes compostos, denominados de melanoidinas, como material 

de cor castanha de elevado peso molecular [18]. O filtrado da mesma membrana e retentato 

da membrana de 30 kDa, apresenta já uma redução de 34% para o extrato de 2011 e 52% 

para o extrato de 2012 no valor do Kmix atribuído (1,31 e 0,74 mL.mg
-1

.cm
-1

 

respetivamente). Verifica-se ainda uma diminuição do Kmix 405 nm com a diminuição do 
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diâmetro de poro das membranas, sendo o valor mais reduzido de Kmix o apresentado no 

filtrado na membrana de 1 kDa (0,60 mL.mg
-1

.cm
-1

 para o extrato de 2011 e 0,26 mL.mg
-

1
.cm

-1
 para o extrato de 2012). 

 Os valores obtidos para Kmix 325 nm, em representação dos CGA, são superiores para 

a amostra de 2012 quando comparado com a amostra de 2011. O valor para o Kmix 325 nm é 

resultante da contribuição dos CGA livres e ligados ao material de elevado peso molecular. 

Sabendo que na amostra de 2011 não foram identificados por HPLC, CGA no estado livre 

para as frações de maior peso molecular (tabela 9), significa que o valor obtido é apenas 

resultado da presença de CGA ligados a material de elevado peso molecular.  

 O mesmo comportamento é observado para os valores obtidos para Kmix 280 nm, em 

representação conjunta dos CGA e da cafeína.  

 

3.6.  Avaliação do MBI 

 

 A formação de material não identificado como hidratos de carbono ou proteína, 

geralmente referido como "material desconhecido" está relacionado com a formação das 

melanoidinas e o desenvolvimento da cor castanha durante a torra. Assim, é possível a 

avaliação do referido material e o seu contributo na cor apresentada nos extratos dividindo 

o valor de Kmix, 405 nm pelo total de material desconhecido (obtido por subtração da 

quantidade total de açúcares e aminoácidos). Os resultados da sua quantificação estão 

representados na Tabela 11. 

À medida que diminui o peso molecular dos extratos, com um valor semelhante 

para o total de aminoácidos em todos os extratos e uma tendência para a diminuição no 

total de açúcares, verifica-se um aumento gradual do total de compostos desconhecidos. 

Simultaneamente, verifica-se um decréscimo do valor de Kmix, resultando num valor de 

MBI inferior com a diminuição do peso molecular. 

Os extratos das duas amostras que apresentam maior quantidade de compostos 

desconhecidos (74,3 e 75,7 g/100 g, para 2011 e 2012, respetivamente) são os extratos de 

menor peso molecular (<1 kDa). Estes extratos são também os que apresentam menor MBI 

(0,81 e 0,34, respetivamente). Pode-se mesmo afirmar que os valores de MBI apresentados 

demonstram que os compostos desconhecidos presentes nestes extratos pouco contribuem 

para a intensidade da cor. Este resultado está de acordo com a bibliografia que denomina 



52 

de compostos castanhos as melanoidinas e que associa estes a compostos de alto peso 

molecular [47]. Por outro lado, os extratos que apresentam maior valor de MBI (3,31 e 

3,37, para 2011 e 2012, respetivamente) correspondem à fração superior a 100 kDa. Estes 

extratos são também os que apresentam maior valor de Kmix. 

 

Tabela 11: Resultados da avaliação do MBI para os diferentes extratos 

Ano Extratos 

Total  

Açúcares  

(g/100 g) 

Total  

Proteína 

(g/100 g) 

Total compostos 

desconhecidos 

(g/100 g ) 

 

Kmix,405nm 

(mL.mg
-1

.cm
-1

) 
MBI 

2
0

1
1
 

>100
a
 37,0 3,3 59,7 1,97 3,31 

>30
 a
 43,0 3,5 53,5 1,31 2,44 

>10
 a
 49,0 3,2 47,8 0,87 1,82 

>5
a
 37,8 5,5 56,7 1,03 1,81 

>1
 a
 43,8 5,5 50,7 0,94 1,85 

<1
 b
 20,4 5,3 74,3 0,60 0,81 

2
0

1
2
 

>100
 a
 50,0 4,3 45,7 1,54 3,37 

>30
 a
 48,0 4,5 47,5 0,74 1,56 

>10
 a
 46,3 4,4 49,3 0,69 1,40 

>5
 a
 28,6 4,5 66,9 0,49 0,74 

>1
 a
 35,7 6,3 58,0 0,35 0,61 

<1
 b
 21,4 2,9 75,7 0,26 0,34 

a 
Retentato recuperado com uma membrana de ultrafiltração com um cut-off de 100, 30, 10, 5, e 1 kDa 

respetivamente.
 b 

Material filtrado e recuperado através da membrana de ultrafiltração com um cut-off de 1 

kDa. 
 

3.7.  Avaliação do efeito antioxidante 

 

3.7.1. Determinação do EC50 

 

 Para o estudo do poder antioxidante dos diferentes extratos, determinou-se qual a 

concentração de amostra que provoca uma diminuição para 50% da concentração de DPPH 

inicial, parâmetro denominado de EC50. O valor de EC50 é inversamente proporcional à 

capacidade antioxidante, pelo que quanto menor EC50 maior será a capacidade antioxidante 

da amostra. Os resultados para os valores de EC50 dos vários extratos encontram-se 

representados na Figura 13. 

 Relativamente aos extratos de 2011, os valores de EC50 apresentam menor atividade 

para os extratos intermédios, cerca de metade comparativamente com os extratos de menor 

e maior peso molecular. A maior atividade dos extratos de menor e maior peso molecular 
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poderão ser justificados pela presença de ácidos clorogénicos no extrato de menor peso 

molecular (tabela 9) e a presença de uma maior quantidade de melanoidinas no extrato de 

maior peso molecular (tabela 10). 

 Pode-se observar através da Figura 13 que o valor de EC50 para os vários extratos 

de 2012 varia entre 1,17-1,36 mg/mL, ou seja, todo os extratos apresentam uma atividade 

semelhante entre si. Este efeito está associado a uma distribuição mais uniforme por todos 

os extratos, quer das melanoidinas, quer dos ácidos clorogénicos.  

 Comparando as amostras dos dois anos, observa-se que os extratos com maior 

poder antioxidante têm valores semelhantes, o que leva a querer que, apesar do tempo de 

aquisição que os distingue (todos os ensaios de atividade foram efetuados no ano de 2012), 

os extratos não tenham sofrido perdas significativas na sua atividade durante o 

armazenamento. 

 

 

Figura 13: Avaliação do valor de EC50 para os vários extratos 

 

 

 

3.7.2. Avaliação do efeito antioxidante por comparação com 

equivalentes de trolox 
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 Uma forma mais rápida de comparar a atividade antioxidante entre extratos do que 

a determinação do EC50 é a utilização de uma curva de calibração com um composto 

antioxidante conhecido, neste caso, o trolox. Uma amostra com maior poder antioxidante 

apresentará uma maior concentração em equivalentes em trolox. 

 Os resultados representados na Figura 14, que apresentam os equivalentes em trolox 

para os extratos das duas amostras, mostram a mesma tendência dos apresentados na figura 

13 para o valor de EC50. Por exemplo, comparando os valores de EC50 para os extratos de 

maior peso molecular (1,17 e 1,50 mg/mL, para 2011 e 2012, respetivamente) com os 

valores em equivalentes de trolox para os mesmos extratos (0,10 e 0,15 mg/mL, para 2011 

e 2012, respetivamente), a diminuição do poder antioxidante é de 22 e 29%, 

respetivamente.  

 

 

Figura 14: Avaliação do efeito antioxidante através de equivalentes de trolox 

 

 

 

 

3.8. Avaliação do potencial efeito imunoestimulador  

 

3.8.1. Remoção de lipopolissacarídeos das amostras  
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 Muitos polissacarídeos têm sido recentemente classificados como 

imunoestimuladores, entre eles, as arabinogalactanas associadas a proteínas do café 

instantâneo [25] e as galactomananas acetiladas do resíduo do café [10]. Os 

lipopolissacarídeos (LPS), constituintes da parede celular de bactérias gram-negativas, têm 

uma forte ação estimuladora de linfócitos B e surgem muitas vezes como contaminantes de 

amostras biológicas. Assim, para uma correta análise das propriedades estimuladoras dos 

polissacarídeos, é necessário despistar a possibilidade desta atividade poder estar associada 

à presença de LPS. Surge então a necessidade de descontaminação prévia à avaliação, 

sendo este um passo muitas vezes negligenciado numa grande quantidade de estudos [89]. 

Neste trabalho, avaliou-se a importância desta descontaminação como pré-tratamento à 

avaliação da atividade imunoestimuladora de polissacarídeos. Para tal, foi avaliada a 

atividade imunoestimuladora em células linfocitárias do baço do ratinho em três amostras 

de composição distinta: uma amostra rica em galactomananas e arabinogalactanas extraída 

do resíduo de café por extração aquosa com microondas e purificada por precipitação em 

etanol (MO), arabinogalactanas de alto peso molecular fracionadas por exclusão molecular 

do café instantâneo (EM) e material do café instantâneo com peso molecular entre 1 e 5 

kDa (CS), que era um extrato resultante do fracionamento da amostra de 2011. A 

descontaminação das diferentes amostras foi realizada por dois métodos em paralelo: um 

que consistiu na passagem da amostra por uma coluna de polimixina B (tal como é descrito 

na literatura) e outro em que se fez contactar a amostra com a polimixina B sob agitação 

(polimixina em batch). Pretendeu-se com esta comparação testar um método mais rápido e 

verificar se era igualmente eficiente para a descontaminação da amostra.  

Na figura 15 estão representados os citogramas obtidos (da esquerda para a direita): após 

incubação dos esplenócitos com RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium), com 

LPS, e com uma amostra contaminada com LPS, antes (MO_LPS) e após descontaminação 

através de polimixina B em batch (MO_PMB) e em coluna (MO_COL), para a amostra 

MO.  
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Figura 15: Citogramas de fluxo com percentagem de ativação de linfócitos B, comparando o efeito 

imunoestimulador de extratos do resíduo de café obtidos com extração com microondas (MO) 

antes de tratamento com polimixina B (MO_LPS), depois de incubação com polimixina B em 

batch (MO_PMB) e após passagem numa coluna de polimixina B (MO_COL) 

 

 O ensaio com RPMI é tido como controlo negativo, representando uma ativação 

residual (7,7%), enquanto o ensaio com LPS funciona como controlo positivo para o 

método (97,2% de ativação). A percentagem de ativação de linfócitos B da amostra 

MO_LPS sem ser submetida ao tratamento de descontaminação foi de cerca de 52%, 

baixando para 10% (equiparável aos 7,7% do meio usado como controlo negativo) em 

ambos os métodos de descontaminação. Através destes resultados é possível concluir que 

ambos os métodos são eficientes na eliminação de LPS das amostras. Como o tratamento 

por polimixina B em batch é um método mais rápido e permite uma menor diluição da 

amostra, este método torna-se uma melhor alternativa para a descontaminação das 

amostras. 

 

3.8.2. Ensaio de ativação de linfócitos B e T 

 

 Na Figura 16 estão representados os resultados obtidos por citometria de fluxo de 

esplenócitos de ratinho incubados apenas com RPMI, com LPS e com os extratos relativos 

à amostra de 2011 antes de se fazer qualquer tipo de descontaminação em polimixina B. A 

descontaminação com polimixina B será posteriormente aplicada às amostras que 

apresentarem potencial imunoestimulador. Para determinar o potencial imunoestimulador 

dos extratos utilizaram-se duas concentrações, 75 μg/mL e 100 μg/mL. Dos extratos em 

estudo verificou-se que apenas o extrato correspondente a pesos moleculares 

compreendidos entre 1 e 5 kDa apresentou uma ativação de cerca de 90% de linfócitos B, 

para ambas as concentrações utilizadas. Este resultado veio demonstrar que as 

concentrações utilizadas atingiram o máximo de ativação, pelo que será necessário 
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diminuir a concentração de extrato para determinar qual a concentração mínima que leva à 

ativação dos linfócitos. 

 

 

Figura 16: Percentagem de ativação de linfócitos B com utilização dos vários extratos em estudo 

 

 Após a verificação de atividade para o extrato >1 kDa, e de modo a obter uma 

curva de titulação, foram testadas várias concentrações deste mesmo extrato. 

Paralelamente, este extrato foi também submetido a dois tratamentos sequenciais em batch 

com polimixina B para testar potenciais contaminações. Segundo os resultados 

representados na Figura 17, pode-se verificar que os sucessivos tratamentos por polimixina 

B não reduziram a atividade do extrato, o que indica que a ativação observada não se deve 

a contaminações por LPS, mas sim a compostos presentes no extrato. Verificou-se ainda 

que a gama de concentrações, mesmo para um mínimo de 20 µg/mL, é ainda muito 

elevada, pelo que será importante repetir a titulação para concentrações ainda mais baixas.  

 Ao contrário do que se verificou para ativação de linfócitos B, não se verificou 

qualquer atividade dos linfócitos T. 
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Figura 17: Ensaio de ativação de linfócitos B do extrato superior a 1 kDa da amostra de 2011, 

antes e depois de descontaminação com polimixina B, verificando a % de ativação para várias 

concentrações. CS-Extrato de café instantâneo > 1 kDa antes da descontaminação. CS_1- Extrato 

de café instantâneo > 1 kDa após a primeira passagem por polimixina B. CS_2- Extrato de café 

instantâneo > 1 kDa após a segunda passagem por polimixina B 

 

3.8.3. Ensaio de ativação de macrófagos 

 

 Quando se pretende determinar a atividade anti-inflamatória de uma amostra, 

colocam-se os macrófagos em contacto com LPS (que induzem a produção de óxido 

nítrico) e espera-se que as amostras diminuam a quantidade de óxido nítrico libertado por 

estes relativamente ao óxido nitrito libertado pelos macrófagos apenas na presença de LPS. 

Se, por outro lado, se pretender determinar a atividade pro-inflamatória, colocam-se os 

macrófagos apenas em contacto com as amostras e espera-se que estes produzam óxido 

nítrico em quantidades mais elevadas do que as basais. Pela quantidade de óxido nítrico 

libertado pelos macrófagos é possível verificar se uma amostra possui atividade anti-

inflamatória e/ou pró-inflamatória. O óxido nítrico na presença de oxigénio degrada-se 

levando à formação de nitritos. Assim, a quantidade de nitritos determinada em cada poço, 

onde as amostras são incubadas com os macrófagos, é proporcional à quantidade de óxido 

nítrico libertada por estes.  

 O potencial anti-inflamatório da amostra com peso molecular compreendido entre 1 

e 5 kDa foi avaliado, tendo-se concluído que este extrato não apresenta potencial anti-

inflamatório.  
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3.9. Avaliação do potencial efeito antidiabético  

 

 Para verificar o potencial efeito antidiabético dos extratos foi avaliada a atividade 

de α-glucosidase na presença do extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012 e na 

presença de acarbose, um oligossacarídeo sintético usado como inibidor da α-glucosidase 

no tratamento da diabetes Mellitus tipo 2. Para baixas concentrações de substrato o 

diagrama de Lineweaver-Burk (figura 18) mostra que a acarbose apresenta um tipo de 

inibição mista, na qual o inibidor se liga à enzima, mas não no centro ativo, diminuindo 

assim a afinidade para o substrato se ligar à enzima [90]. Neste tipo de inibição, os valores 

de velocidade formam linhas de tendência com interceção comum no eixo 1/[S] (Figura 18, 

zona 2), o que indica que para diferentes valores de concentração de substrato se observa o 

mesmo valor de -1/Km. Para elevadas concentrações de substrato o tipo de inibição 

observada é competitiva. O aumento da concentração de inibidor resulta na produção de 

linhas de tendência com interceção no eixo 1/V0, mas com diferentes declives (Figura 18, 

zona 1). Devido a esta interceção o valor de 1/Vmáx é igual para diferentes concentrações 

[90]. 

 Para o extrato superior a 100 kDa da amostra de 2012 testaram-se as concentrações 

0,15 e 0,25 mg/mL, tendo-se verificado uma diminuição na velocidade da reação quando 

comparada com a atividade da α-glucosidase sem a presença de inibidor. Como a 

velocidade determinada foi idêntica para ambas as concentrações, será necessário testar 

concentrações mais baixas para compreender o comportamento destes extratos e o seu 

potencial efeito antidiabético. 
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Figura 18: Avaliação da inibição da α-glucosidase através da utilização da acarbose como inibidor 
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 O café instantâneo possui uma heterogeneidade de compostos no que respeita ao 

seu peso molecular. Independentemente do peso molecular, todos os extratos são ricos em 

polissacarídeos (20-50%), proteínas (2,9-6,3%), ácidos clorogénicos e melanoidinas. A 

maior percentagem de material foi encontrada nos extratos <1 kDa (36,8%, para 2011, e 

16,3% para 2012) e >100 kDa (20,8, para 2012). O fracionamento utilizando duas 

passagens pela membrana não permitiu um fracionamento exaustivo. Este comportamento 

explica a grande percentagem de material remanescente no extrato superior a 100 kDa para 

a amostra de 2012. 

 Os ácidos cafeoilquínicos (CQA) representam cerca de 60-70% do total de 

compostos fenólicos, sendo o mais abundante entre estes o 5-CQA. Evidencia-se ainda a 

presença de uma maior quantidade de CGA nos extratos de menor peso molecular. No 

entanto, também se verificou a presença de ácidos clorogénicos nos extratos de maior peso 

molecular, que poderá ser o resultado de fenómenos de adsorção destes compostos às 

melanoidinas. A presença de melanoidinas, avaliada pela quantificação de compostos 

castanhos pelo coeficiente de extinção Kmix. 405 nm e pela determinação do “Melanoidin 

Browning Index” (MBI), permitiu concluir que os extratos mais castanhos são os de 

elevado peso molecular, diminuindo o MBI com a diminuição do peso molecular dos 

extratos. Os compostos fenólicos ligados às melanoidinas estão uniformemente 

distribuídos pelos vários extratos, uma vez que o valor de Kmix 325 nm é semelhante.  

 A atividade antioxidante é maior para os extratos <1 e >100 kDa, devido à presença 

de ácidos clorogénicos no extrato de menor peso molecular e de uma maior quantidade de 

melanoidinas no extrato de maior peso molecular. Apenas se verificou ativação de 

linfócitos B in vitro para o extrato correspondente a pesos moleculares compreendidos 

entre 1 e 5 kDa. Mesmo com uma concentração mínima de 20 µg/mL, verifica-se uma 

ativação elevada dos linfócitos B, pelo que será necessário diminuir a concentração de 

extrato para determinar qual a concentração mínima que leva a esta ativação. A ativação de 

linfócitos T não foi observada para nenhum dos extratos. O extrato de maior peso 

molecular revelou potencial de inibição da α-glucosidase. 

 O presente estudo veio demonstrar que os compostos do café instantâneo podem 

possuir efeitos bioativos devido às suas propriedades antioxidantes, imunoestimuladoras e 

antidiabéticas. 
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