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A presenca da acrilamida em alimentos representa riscos a saude. Seu potencial de formagcdo em
alimentos estd relacionado a presenca de seus precursores, asparagina e agucares redutores.
Evidéncias apontam a asparagina como principal aminodcido precursor no mecanismo de formacgéo
da acrilamida que ocorre durante a reagcdo de Maillard. Sendo assim, a enzima asparaginase tem
sido utilizada com o intuito de remediar a formagcdo deste composto em alimentos ricos em
asparagina. O objetivo do presente estudo foi minimizar a formagdo de acrilamida em grdos de café
com a utilizacGo da enzima asparaginase. Foram utilizados gréos verdes das variedades de Ardbica
e Robusta. Os mesmos foram selecionados e pré-tratados com vapor para abertura dos poros
submetidos a um vapor fluente (100°C) por 15, 30, 45, e 60 minutos. E, em seguida, submetidos a
ac¢do da enzima asparaginase. O tempo de pré-tratamento para o grdo do café ardbica foi de 30
minutos, onde houve a redugdo de 60% da quantidade de asparagina. Jd para o grdo de café
robusta o melhor tempo de pré-tratamento foi o de 45 minutos, onde houve a redugdo de 35% da
quantidade de asparagina.

1. INTRODUCAO

A acrilamida tem sido considerada substancia potencialmente cancerigena e neurotdxica,
formada quando alimentos ricos em carboidratos sdo fritos, assados ou torrados acima de 1209C
(Arisseto & Toledo, 2008).



XX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS
XI SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSA

XX SINAFERM 01 a 04 de setembro de 2015
X| SHeB Fortaleza, Cearad, Brasil

A presenca da acrilamida em alimentos pode representar riscos a saude humana, incluindo
o consumo de café. Seu potencial toxicolégico em alimentos estd relacionado ndo somente a
presenca de seus precursores, asparagina e acuUcares redutores, mas também com as
concentragcbes desses compostos na matéria-prima, que podem variar significativamente entre
diferentes espécies, as praticas de cultivo e o processamento (Borém et al, 2009).

Evidéncias apontam a asparagina como principal aminodacido envolvido na reacdo de
Maillard, como um dos precursores chave no mecanismo de formagdo da acrilamida (Neri, 2004).
Desta forma, recentemente, para remediar a formacdo desta, a enzima asparaginase vem sendo
utilizada, uma vez que a mesma converte o precursor asparagina em acido aspdrtico e amonia
(Pedreschi et al, 2011).

A aplicacdo da enzima asparaginase em batatas fritas mostrou ser muito promissora, a
acrilamida contida nesse alimento foi reduzida em aproximadamente 90% sem alteragdao nas
propriedades sensoriais do produto (Medeiros et al, 2011).

Alguns estudos tém determinado o teor de acrilamida em café e o seu conteudo parece
depender ndo s6 de sua espécie botanica, mas também do tipo de processamento a qual este
produto é submetido. Uma comparacgao entre os cafés Robusta e Arabica, que sdo as espécies de
maior impacto econémico, mostrou que o primeiro produz um nivel mais elevado de acrilamida.
Este dado pode ser justificado devido ao seu maior teor de asparagina (Medeiros et al, 2011; Lantz
et al., 2006). A formacdo da acrilamida ocorre rapidamente com o inicio do processo de torrefacao,
atingindo um maximo seguido de uma reducao, possivelmente devido as perdas fisicas e quimicas
(Alves et al, 2010).

O teor de acrilamida em grdos de café torrados é extremamente varidvel e os niveis
normalmente relatados na literatura estdao dentro da faixa de 0,027-0,609 mg por kg de café (FDA,
2006; Alves et al., 2010).

A utilizacdo de matérias com baixo nivel de precursores da formacdo de acrilamida pode
ser utilizada para reduzir a acrilamida no produto final. As condi¢Ges do processo também podem
ser modificadas, de modo a diminuir a quantidade de formacdo da mesma (Pedreschi et al., 2014).
Neste trabalho, foi avaliado o efeito do pré-tratamento dos graos de café Robusta e Ardbica para
abertura dos poros e melhor acesso da enzima asparaginase na hidrdlise da asparagina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras de café

As variedades de café utilizados para andlise foram: Coffea arabica (Ardbica) e Coffea
canephora (Robusta). Todas as amostras foram adquiridas de regides produtoras dos estados de
Minas Gerais (C. arabica) e do Espirito Santo (C. canephora), nos respectivos municipios de
Machado e Santa Tereza. Os graos verdes foram moidos e submetidos a extracdo para
determinagdo da asparagina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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2.2. Pré-tratamento com vapor para abertura dos poros dos graos de café

Para avaliar a influéncia do vapor na abertura dos poros dos grdos e consequentemente na
acdo da enzima asparaginase, os graos de arabica e robusta foram submetidos a diferentes tempos
de exposicdo ao vapor. Aproximadamente 10 g de café (por ensaio) foram submetidos ao vapor
fluente (1002C) nos tempos de 15, 30, 45 e 60 minutos. Foi feito um branco (sem enzima) para cada
tempo de exposi¢do ao vapor.

2.3. Determinagao da atividade enzimatica

Como a asparaginase é uma enzima que converte a asparagina em acido aspdrtico e amonia,
na andlise da atividade enzimatica, a amoénia produzida foi quantificada através do kit da
ROCHE/BOEHRINGER enzimatico para determinag¢do de amonia.

2.4. Tratamento enzimatico

O tratamento enzimatico foi feito com 10 g de café pré-tratado em frasco Erlenmeyer de
250 mL. Foram adicionados 1,47 mL da enzima asparaginase diluida 100 vezes (carga enzimatica de
3500 ASNU/g de café seco) e o peso foi completado com dgua deionizada, até atingir 6 g (enzima +
agua deionizada). Nesta condigdo, a quantidade de 4gua presente foi de 60%. As amostras foram
colocadas em shaker a 60°C durante 1 hora, sob agitacao a 200 rpm. Em seguida, os graos foram
distribuidos em placas de Petri e levados para estufa a 80°C por aproximadamente 2 horas, até a
secagem total dos graos (peso seco). Os mesmos foram submetidos a moagem e extracdo.

2.5. Etapa de moagem e extracao

Os graos de café arabica e robusta foram triturados e moidos com um Mix (PHILIPS
WALITA™) e peneirados em peneira fina simples para manter a granulometria padronizada. A
extracdo ocorreu na proporcdo de 1 g de café para 25 mL de HCl 0,1 M em ultrassom por 20
minutos. Apds a extracdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos/4500 rpm. O
sobrenadante foi homogeneizado e aliquotas de aproximadamente 1 mL foram microfiltradas em
membranas com corte molecular de 0,22um, sendo 50 pL do microfiltrado transferidos para Vials e
submetidos a secagem a vacuo overnight.

2.6. Determinagdo da asparagina por CLAE

Depois da secagem, as amostras foram derivatizadas com AccQ-Fluor Reagent Powder e
analisadas por CLAE (coluna, Hypersil C18; fluxo 1,0 mL/min, detector de fluorescéncia).
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3. RESULTADOS

Foi realizado um estudo comparativo entre os valores de asparagina apresentados pelos
grdaos de café verde sem exposicdo ao vapor e pelos submetidos aos diferentes tempos de
exposi¢do ao vapor e seus respectivos brancos (sem enzima).

O tempo de pré-tratamento encontrado para o grdao do café ardbica foi o de 30 minutos,
onde houve uma reducdo de aproximadamente 60% da quantidade de asparagina quando
comparado com o grdo submetido ao mesmo tempo de exposicdo ao vapor e sem tratamento
enzimatico (Figura 1).

Ja no grdo do café robusta o melhor tempo de pré-tratamento foi o de 45 minutos, onde
houve a redugdo de aproximadamente 35% da quantidade de asparagina no grdo de café (Figura 2).
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Figura 1: Grdfico de influéncia do pré-tratamento com vapor no café ardbica.
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Figura 2: Grdfico de influéncia do pré-tratamento com vapor no café robusta.
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Os resultados mostraram a efetividade da enzima asparaginase (Acrylaway CB L) na reducdo
da asparagina livre nos graos verdes de café, tanto da espécie ardbica quanto da espécie robusta. O
pré-tratamento com vapor é essencial para diminuir a formagdo da acrilamida por meio da
diminuicdo de asparagina livre no gréo de café verde.

Nos estudos realizados nesta area especifica (de aplicacdo asparaginase no café),
Hendriksen (2013) conseguiu alcancar bons resultados (entre 30% -60 % na reducdo de asparagina
para o café robusta e arabica, respectivamente).

Portanto, os resultados encontrados nas andlises da influéncia do pré-tratamento com
vapor nos grdos de cafés com a implementacdo da nova metodologia de extracdao foram
satisfatorios.
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