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DESCRIGAO

"PRODUTO DE CAFE SOLUVEL"

Campo da Invencgao

A presente 1invencao refere-se a um produto de café, um
método de preparacdo de um produto de café e a utilizacdo de
enzimas, sorventes e/ou extracgcdo com solventes para tratar um

extracto de café de modo a proporcionar esse produto.

Antecedentes da Invencao

Uma bebida de café é geralmente produzida em trés passos
que envolvem a torrefaccgcdo dos graos de café verdes, moagem dos
graos torrados e, depois, a extraccdo dos componentes do café
dos graos moidos. Dentro do passo de torrefaccdo, o tratamento
térmico gera uma grande variedade de moléculas de aroma e sabor
que estdao ausentes do grado de café verde original. As
transformagdes gquimicas envolvidas no processo de torrefaccgéao
sd0 numerosas e, até a data, ndo foram completamente elucidadas.
Sabe-se que reaccgdes e transformacgdes gquimicas que ocorrem
durante o processo de torrefacgao incluem, por exemplo,
desidratacao, reacgbes de Maillard, caramelizacao, pirdlise,

hidrdélise e fragmentacao.

0 amargo do café é um resultado conhecido do processo de
torrefaccdo. E ndo sé influenciado pelo nivel da torrefaccdo

(sabe-se que os cafés mais escuros sao mais amargos), mas também



pela variedade do café e pela composicdo gquimica (precursores do

sabor) do gradao de café verde.

Estd bem estabelecido que o sabor amargo do café nao é
apreciado por uma proporcgao significativa dos consumidores.
Foram, por isso, feitas varias tentativas para reduzir o amargo
ou outros atributos indesejavelis gue podem estar presentes no

café.

O documento EP-A 1-861596 (Kraft General Foods) divulga a
remocdao de precursores de Aacidos, tais como lactonas e ésteres
num extracto de café, por tratamento com &dlcali, para converter
0s precursores em sals seguido por neutralizacdo com um Aacido
seleccionado de &acido fosfdérico, acido fumdrico, 4acido malico,

dcido tartdrico e adcido adipico.

0O documento JP-A-9094080 (Fujiya KK) divulga a hidrdlise de
grdos de café com adlcali e neutralizacdo da solucdo obtida com

um &cido, de modo a reduzir o sabor dcido e retirar o amargo.

O documento EP-A-474005 (Jacobs Suchard AG) refere-se a um
processo para melhorar o sabor de extractos de café por
separacgdo de componentes indesejados do extracto utilizando um
crivo molecular alcalino com um tamanho de poro desde 0,3 a

1,0 nm.

0 documento JP 2001-321116 (Kikkoman Corp) divulga a
utilizacdo de tanase ou &acido clorogénico esterase para remover

o amargo e adstringéncia de graos de café.

Verificou-se agora que certos compostos fendlicos do café

contribuem para um amargo acrescido do produto. Em particular,



verificou-se que as lactonas de &cidos clorogénicos (daqui em
diante referidas como "CAL") sdo especialmente problemdticas a

este respeito.

As lactonas de 4cidos clorogénicos sao formadas a partir
dos 4acidos clorogénicos. Ambos os tipos de compostos existem em
café torrado embora se verifique que o0s 4&cidos clorogénicos
contribuam muito menos, se de todo, para o sabor amargo do que
as lactonas de 4&acidos clorogénicos. Além disso, demonstrou-se
que os acidos clorogénicos tém actividade anti-oxidante in vitro
(e. g. sequestracdo de radicais, resisténcia a oxidacdo de LDL,
proteccdao da lesdao de ADN) e efeito antimutagénico in vivo no
intestino grosso, figado e lingua em ratos e cobaios. Acresce
que o0s &cidos clorogénicos sao capazes de reduzir a secrecdo
dcida sistémica no estdmago protegendo a mucosa gastrica contra

irritacdes eventualmente responsdveis por azia.

Continua, portanto, a ser muito desejavel proporcionar um
produto de café que tenha amargo reduzido e que, ao mesmo tempo,
retenha quantidades significativas de compostos vantajosos para

a saude.

Além disso, € desejavel tratar um produto de café torrado
de modo a reduzir os niveis de lactonas de &cidos clorogénicos e
manter ainda, ou, pelo menos, reduzir em muito menor grau a

quantidade de acidos clorogénicos presentes.

As lactonas de Acidos clorogénicos sdo discutidas na
publicagao "Analysis of Bitter Fractions of Roasted Coffee by
LC-ESI-MS/New Chlorogenic Acid Derivatives", M. Ginz, U.H.
Engelhardt, Institute of Food Chemistry, Technical University of

Braunschweig, Schleinitzstrasse 20, DE-38118, Alemanha. Este



documento refere-se ao isolamento de lactonas de 4acidos
clorogénicos do café e investiga a contribuicdo dessas lactonas
para o amargo perceptivel da bebida de café torrado. Contudo,
ndo da indicacdo de como preparar um produto de café torrado que
tenha niveis reduzidos de lactonas de 4&acidos clorogénicos mas

niveis substancialmente mantidos de acidos clorogénicos.

Além disso, nenhum dos documentos referidos acima parece
diferenciar entre 4cidos clorogénicos e lactonas de 4&acidos
clorogénicos e, por isso, nao tratam do problema de como reduzir
este ultimo componente sem, simultaneamente, reduzir,

significativamente, o teor de adcidos clorogénicos.

Tendo em consideracao o exposto anteriormente, a presente
invengdo procura proporcionar uma ou mais das vantagens acima
referidas e/ou resolver um ou mais dos problemas mencionados

acima.

Sumario da Invencio

Assim, de acordo com um primeiro aspecto da presente
invengdao é proporcionado um produto de café derivado de café em
grao, torrado e moido, em que a proporgao em peso de 5HCQA para
3CQAL (vide 1infra) no produto estd dentro da gama de 12:1 a
1000000:1.

De acordo com outro aspecto da ©presente invencgédo é
proporcionado um produto de café soluvel derivado de café em
grao, torrado e moido, em gque a proporgao em peso de CQA totais
(tal como agqui definido) estda dentro da gama de 22:1 a

1000000:1.



Ainda noutro aspecto, a invencao proporciona um método para
a preparacao de uma composicao de café liquida que tem um teor
reduzido de lactonas de 4&cidos clorogénicos que compreende o
passo de tratar um extracto de café com uma enzima, de modo a
hidrolisar uma porcdo das lactonas de 4&cidos clorogénicos

presentes no extracto.

Ainda noutro aspecto, a inveng¢ao proporciona a utilizacao
de uma enzima no tratamento de um produto de café, tal como um
extracto de café, para reduzir o amargo de uma bebida de café,
em que a enzima remove selectivamente as CAL, de um modo

preferido, em relacdo aos acidos clorogénicos.

O nivel das CAL também pode ser reduzido fazendo contactar
um extracto de café com um sorvente ou um solvente em certas

condicodes.

Assim, a invengdo também se refere a um método de
tratamento de um extracto de uma composicdo de café para reduzir

o nivel das CAL que compreende 0s passos de:

(i) torrefaccdo e moagem de café em grao, para produzir um

produto moido;

(1i) extraccdo do produto moido com &gua e/ou vapor, para

obter um extracto; e

(1iii) fazer contactar o extracto com um sorvente sdlido

em gque o sorvente ¢é adequado ©para remogcao de componentes

apolares e estd, pelo menos, parcialmente saturado com 4&cido

clorogénico e, opcionalmente, cafeina.



Neste aspecto adicional, a invencao também proporciona a
utilizacdo de um sorvente sélido, tal como definido acima, para
remover CAL de um extracto de café para proporcionar uma

composicdo de café tendo um amargo reduzido.

A invencdo refere-se adicionalmente a um método de
tratamento de um produto de café de forma a reduzir o nivel de

CAL que compreende 0s passos de:

(1) torrefaccdo e moagem de café em grao para proporcionar

um produto moido;

(ii) extraccdo do produto moido com &gua e/ou vapor para

obter um extracto; e

(iii) fazer contactar o extracto com um solvente orgénico

em gque o solvente ¢é adequado para remog¢cao de componentes
apolares e estd, pelo menos, parcialmente saturado com 4acido

clorogénico e, opcionalmente, cafeina.

Neste aspecto, a invencao também proporciona a utilizacao
de solvente orgdnico como aqui definido acima, para remover CAL
de um extracto de café, para proporcionar uma composicdo de café

tendo amargo reduzido.

No contexto da presente invengao, o termo "compreendendo" é
ndao exaustivo e nao limita os passos, ingredientes ou
componentes aos que sao especificados a seguir ao termo
"compreendendo", sendo antes definido como significando

"incluindo mas nao limitado a".



Descricdo Pormenorizada da Invencao

A presente invencado ¢ dirigida a produtos que tém uma
quantidade reduzida de CAL e uma quantidade mantida ou, pelo
menos, nao significativamente reduzida de 4&cidos clorogénicos.

CAL significa uma classe de compostos que tém as estruturas

gerais A ou B ilustradas na Figura 1. Os grupos OR3, ORg e ORg

podem ser um de dois epimeros possiveis. Os grupos R3, Rg e Rg

sdao seleccionados independentemente de cafeoilo, feruloilo,

cumaroilo, dimetoxicinamoilo, sinapoilo ou H ou das suas
misturas. Quando o8 grupos Rz a Ry compreendem uma ou mais

cadeias acilo, a ligacdo dupla da cadeia acilo pode estar na
configuracao "trans" ou "cis". Os 4&cidos clorogénicos tém a

estrutura geral C tal como ilustrado na figura 1.

Exemplos de algumas lactonas de 4cidos clorogénicos e
dcidos clorogénicos conhecidos estdo apresentados na tabela

seguinte.



Tabela 1

Nome Estrutura | R3 R4 R5

Derivados lactona do &cido quinico

lactona do acido 3-C-cafeoil- | A cafeoilo H -

D-quinico (3CQAL)

lactona do acido 4-0O-cafeoil- | A H cafeoilo -

D-quinico (4CQAL)

lactona do acido 3-0- | A feruloilo | H -

feruloil-D—quinico (3FQAL)

lactona do acido 4-0-| A H feruloilo

feruloil-D—quinico (4FQAL)

Derivados do acido clorogénico

acido 5-0-cafeoil-D—quinico | C H H cafeoilo
(5CQA)

acido 4—0O-cafeoil-D—quinico | C H cafeoilo H
(4CQA)

acido 3-0-cafeoil-D—quinico | C cafeoilo H H
(3CQAa)

Total CQA = 3CQA+ 4CQA + 5CQA | C

Entender-se-4& que podem existir outras lactonas de &acidos
clorogénicos e acidos clorogénicos e podem, até, estar presentes
no café e que estas frases abrangem todos os compostos que estdo

dentro das fdérmulas A/B ou C respectivamente.

Verificou-se agora que a lactona do &cido 3-0O-cafeoil-D-
quinico (aqui referida como "3CQAL"™) é particularmente
representativa de todas as CAL, na medida em que as

determinacdes do efeito de tratamentos em 3CQAL sao



completamente indicativos dos efeitos desses tratamentos em CAL

em geral.

Assim, é importante que o) nivel de 3CQAL seja

significativamente reduzido no produto final.

Ao mesmo tempo, € desejavel que a quantidade de 4&cidos
clorogénicos ("CQA"™) qgue sao o0s precursores de CAL seja mantida
ou, pelo menos, reduzida em muito menor grau pelas razdes aqui

apresentadas.

O &cido 5-0O-cafeoil-D-quinico (aqui referido como "5HCQA") é
particularmente representativo de todos os CQA na medida em que
as determinacdes que mostram o efeito de tratamentos de 5CQA sao
completamente indicativos dos efeitos desses tratamentos em CQA

em geral.

Portanto, num aspecto, € essencial gque a Proporcaoc em peso
de 5CQA para 3CQAL seja 12:1 ou mais, de um modo preferido, 15:1
ou, de um modo mais preferido, 20:1 ou mais, de um modo muito

preferido, 50:1 ou mais, e. g. 80:1 ou mais.

E desejdvel gque uma pequena quantidade de lactonas de
dcidos clorogénicos permaneca no produto para conferir um sabor
equilibrado a bebida. Portanto, a proporgdo em peso de 5CQA para
3CQAL ¢é 1000000:1 ou menos, de um modo preferido, 750000:1 ou
menos, de um modo mais preferido, 500000:1 ou menos, de um modo
muito preferido, 250000:1 ou menos, e. g., 100000:1 ou menos.
Num aspecto adicional, os produtos de acordo com a invengao tém
uma proporcac em peso acrescida dos CQA totais (a soma de 3CQA,
4CQA e 5CQA) para 3CQAL. Assim, a proporgao em peso de CQA

totais para 3 CQAL é 22:1 ou mais, de um modo preferido, 30:1 ou



mais, de um modo mais preferido, 50:1 ou mais, de um modo muito

preferido, 75:1 ou mais, e. g., 100:1 ou mais.

A proporcao em peso de CQA totais para 3CQAL €& também
1000000:1 ou menos, de um modo preferido, 750000:1 ou menos, de
um modo mais preferido, 500000:1 ou menos, de um modo ainda mais
preferido, 250000:1 ou menos, de um modo muito preferido,

100000:1 ou menos, e. g., 50000:1 ou menos.

Também se verificou que os produtos adequados para
utilizacdo na presente invencgao podem ter um nivel reduzido de
3CQAL em relagdo ao nivel de cafeina presente. Assim, os
produtos de acordo com a invencdo podem, alternativamente e/ou
adicionalmente, ser definidos pelo nivel relativo de cafeina e

3CQAL.

A manutencdo do nivel de cafeina ou, pelo menos, a sua
redugdo num grau muito menor do que a 3CQAL também pode ser
altamente desejavel, uma vez que €& Dbem conhecido que a cafeina

melhora o estado de alerta mental no curto prazo.

Assim, a proporcado em peso de cafeina para 3CQAL &, de um
modo preferido, 40:1 ou mais, de um modo mais preferido, 70:1 ou
mais, de um modo ainda mais preferido, 100:1 ou mais, de um modo

muito preferido, ainda 130:1 ou mais, e. g., 200:1 ou mais.

Surpreendentemente, verificou-se ainda que o nivel de sais,
tais como os sais de potdssio, nado fica significativamente
aumentado nos produtos da presente invencao. Sabe-se que o0s sais
de potdssio contribuem para o© amargo e, Ppor 1isso, niveis

elevados de tal componente é claramente indesejavel.
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Assim, 0s produtos de café da presente invencao
compreendem, de um modo preferido, 10% em peso ou menos de sais
de potédssio com base no peso total de matéria seca no produto,
de um modo mais preferido, 8% em peso ou menos, de um modo muito

preferido, 6% em peso ou menos.

Tratamento enzimatico

A fase durante o processamento do café em que é realizado o
tratamento enzimdtico ndo é essencial, desde gque ocorra antes da
formagcdo do produto final de café soluvel. Portanto, o
tratamento enzimdtico pode ocorrer no café em grao apds a
torrefacgdo, apds a moagem e/ou apds a extracgdo. De um modo
muito preferido, o tratamento enzimdtico é realizado no produto

extraido.

Por "extraido" significa-se que foi wutilizada &gua e/ou
vapor para extrair a mistura complexo de componentes de café dos

graos de café torrado e moido.

Enzimas

Num aspecto, 0s produtos da presente invencao sao

preparados utilizando uma ou mais enzimas.

As enzimas preferidas s&ao seleccionada de hidrolases tais
como esterases, lipases, tanase e anidrase carbdnica ou as suas
misturas.

As esterases (EC 3.1.1.1) sao particularmente preferidas.

11



Uma esterase especialmente preferida ¢é esterase de figado de
suino imobilizada. Outra esterase adequada €&, por exemplo,

esterase de figado de porco.

A tanase (EC 3.1.1.20) adequada para utilizacdo na presente
invencao inclui tanase de Aspergillus oryzae, 1imobilizada em
Eupergit C. Esta tanase imobilizada estd descrita no documento

EP-A-0777972, aqui incorporado.

Exemplos de lipases adequadas (EC 3.1.1.3) incluem 1lipase
de Candida rugosa, lipase de Geotrichum candidum, lipase de
Aspergillus niger e palatase.

A anidrase carbdénica (EC 4.2.2.1) também ¢é adequada para

utilizacdo na presente invengao.

Metodologia

Uma bebida de café é geralmente produzida em trés passos
que envolvem a torrefacgcao de graos verdes, moagem dos Jraos
torrados e em seguida a extraccao dos componentes do café a

partir dos graos moidos.

Num primeiro método preferido, o café moido é extraido com
dgua e/ou vapor sob gradientes especificos de temperatura e
pressdao de acordo com processos de fabrico de café soluvel
conhecidos por um especialista na técnica. Faz-se depois
contactar o extracto resultante com a enzima para hidrolisar as
CAL, de um modo preferido, e conservar os CQA tanto guanto

possivel.
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Num segundo método preferido, a bebida soluvel de café é
preparada por extracgcao como a feita em casa tipica, como, por
exemplo, com filtracdo. O extracto de café é entdo submetido ao

tratamento enzimdtico como descrito a seguir.

Pode fazer-se contactar a enzima com o extracto de café de
qualquer modo desde que permita tempo de contacto suficiente
para que as CAL sejam adequadamente transformadas. A enzima é
depois removida da mistura ou, alternativamente, pode ser
simplesmente desactivada. Por exemplo, uma enzima nao
imobilizada pode ser adicionada directamente ao café, caso em

que no final da reacgdo, a enzima é simplesmente desactivada.

Alternativamente, a enzima pode ser fixa num leito de
filtragcdo ou mantida numa coluna e o extracto passa através
deles. Com tratamento utilizando enzimas imobilizadas, o)
processo pode ser descontinuo (e. g., as enzimas sao
adicionadas, reagem e depois sdo separadas por filtracdo) e/ou
continuo (e. g., numa coluna ou num reactor de leito fixo com

solugcao de café a fluir através deles).

A quantidade de enzima utilizada vai depender da preparacao
enzimdtica individual, da actividade da enzima e da sua
especificidade, mas pode ser prontamente determinada por um

especialista na técnica através de experimentacao simples.

Para esterase de figado de suino, por exemplo, a quantidade
deve estar, de um modo preferido, dentro da gama de 0,005 U/mg a
100 U/mg de matéria seca no extracto de café, de um modo mais
preferido, de 0,007 a 50 U/mg, de um modo muito preferido, de

0,01 a 10 U/mg, e. g., 0,2 a 1 U/mg.
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A temperatura a qual deve ocorrer a reaccdo enzimatica
estd, de um modo preferido, dentro da gama de 10 a 80 °C, de um
modo mais preferido, de 20 a 60 °C, de um modo muito preferido,

de 30 a 50 °cC.

O pH da solucdao durante a reacgao é, de um modo preferido,
de 4,0 a 8,0, de um modo mais preferido, de 4,5 a 7,0, de um

modo muito preferido, de 5,0 a 6,5.

O tempo de reacgao € tipicamente de 1 minuto a 72 horas, de
um modo preferido, de 1 hora a 24 horas, de um modo muito

preferido, de 1 hora a 4 horas.

A quantidade de extracto seco no café deve, de um modo
preferido, situar-se dentro da gama de 1 g/L a 500 g/L, de um

modo mais preferido, de 10 g/L a 100 g/L.

Tratamento com Sorvente

Alternativamente e/ou adicionalmente, o produto de acordo

com a invencdo pode ser preparado fazendo contactar um extracto

aquoso de café com um sorvente em certas condigdes.

Sorvente

O sorvente ¢é, de um modo preferido, seleccionado dos gue

sao adequados para retencao de componentes apolares.

Os sorventes particularmente preferidos para utilizagdo no

método da presente invencgao incluem carvao activado,
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poliestireno divinilbenzeno (disponivel como XAD4, XAD16, da
Supelco), PVPP (disponivel como Polyclar, da Sigma) e Eupergit C
e C 250L (copolimeros de N,N'-metileno-bis-(metacrilamida),
metacrilato de glicidilo, éter alil glicidilico e metacilamida,

de Rohm GmbH) .

O mais preferido é o XAD16 devido a sua selectividade para
compostos apolares e a sua adequagado para processamento

continuo.

O sorvente estd, pelo menos, parcialmente saturado com
dcidos clorogénicos e, opcionalmente cafeina. Isto ajuda a
impedir a remogdo de &acidos clorogénicos e cafeina do extracto

quando passado através do sorvente.

A saturacao parcial ou completa pode ser conseguida por
pré-saturacao do sorvente com 0s compostos desejados
especificos. Alternativamente, dois ou mais lotes de extracto de
café sacrificado podem ser passados através do sorvente de modo
a saturda-lo com os compostos desejados. Verificou-se que gquando
se utiliza 2 lotes sacrificiais numa proporcdo de 1 g de
extracto de café para 1 g de sorvente por lote, a absorcao de
dcidos clorogénicos e cafeina de extractos adicionais ¢é

dramaticamente reduzida.

Para que o sorvente possa ser, pelo menos, parcialmente
saturado com &cidos clorogénicos e, opcionalmente cafeina, ¢é

desejavel que o sorvente esteja em forma sdélida.

E particularmente preferido que o sorvente seja granulado,
embora o sorvente possa estar em forma de gel, presente como uma

matriz ou em qualquer outra forma adequada através da gqual o

15



extracto de café pode ser passado.

De um modo preferido, o sorvente granulado tem um tamanho
de particula de 10 a 100, de um modo mais preferido, 20 a
60 mesh (humido). E desejdvel que o didmetro médio do poro seja
de 50 a 150, de um modo mais preferido, de 80 a 12 ﬁ. O volume
do poro é, de um modo preferido, de 1,4 a 2,2, de um modo mais
preferido, de 1,6 a 2,0 mL/g e a &drea da superficie do sorvente

deve ser, de um modo preferido, de 500 a 1300, de um modo mais

preferido, de 650 a 950 mz/g.

A invencao também proporciona a utilizagdo de um sorvente
s6élido no tratamento de um extracto de café de modo a reduzir o
nivel de CAL e assim proporcionar uma composicao de café que tem

amargo reduzido.

O sorvente sdélido é tipicamente proporcionado numa coluna
ou outro recipiente adequado através do qual pode ser passado o
extracto de café. Embora a natureza do recipiente nao seja
essencial para a invencao, € importante gue o sorvente esteja
imobilizado no recipiente. Isto pode ser conseguido, por
exemplo, proporcionando uma coluna que tem meios de filtracgdo em
ambas as extremidades, tendo os meios de filtracdo um tamanho de

poro mais pequeno do que o didmetro do sorvente.

Alternativamente, o sorvente pode estar imobilizado num
suporte sdélido que estd localizado dentro do recipiente e pode
ser dele retirado. Isto € vantajoso uma vez gque permite que o
sorvente seja removido, e. g., para substituicdo quando ja nédo é
eficaz e seja introduzido um novo sorvente sem ter de desmontar

0 recipiente.
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Metodologia

Num primeiro método preferido, um extracto de café ¢é
primeiramente preparado por torrefaccao e moagem de café em grao
para proporcionar um produto moido, seguida por extraccgao de uma

solucdo de café do produto moido utilizando &agua.

Em modo descontinuo, uma parte do extracto é depois tratada
com uma porgao de sorvente sdbélido, de um modo preferido, numa
proporcdo de 1 g de extracto de café (Tc) para 1 g de sorvente.
LApds agitacado, o extracto de café é separado por filtracdo e o
sorvente recuperado utilizado para o tratamento de outra porcgao
de extracto do mesmo modo. Este processo &€ repetido varias vezes
até o sorvente estar esgotado. E entdo substituido por uma

porgao fresca.

Em modo continuo, o extracto € tratado com um sorvente, de
um modo preferido, um sorvente sdélido, que estd imobilizado num
recipiente, de um modo preferido, uma coluna, e. ¢g., uma coluna
de vidro ou de aco inoxidavel, por passagem do extracto através
do recipiente a uma velocidade facilmente determinada por um
especialista na técnica. Quando o sorvente fica esgotado, é

removido e substituido por uma porg¢do de sorvente fresco.

0 extracto de café tratado pode entdo ser utilizado para a

producao de produtos liquidos e/ou sélidos de café de acordo com

processos convencionais.

Extracgdo com solvente

Os produtos de acordo com a invengao também podem ser

17



preparados por extracgao com solvente utilizando um solvente que
estd, pelo menos, parcialmente saturado com &dcido clorogénico e,

opcionalmente cafeina.

O solvente é um solvente orgdnico imiscivel com &agua e §&,
de um modo preferido, seleccionado dos que sao adequados para
extraccdo de componentes apolares. 0Os solventes particularmente
preferidos incluem hexano, diclorometano, éter dietilico ou

acetato de etilo.

0 solvente mais preferido é o acetato de etilo devido a sua

volatilidade e facilidade de remocéao.

A  extraccdo ¢é, de um modo preferido, liquido/liquido

(extracto de café/solvente) embora a extraccdo sdélido/liguido

(café moido ou café em pd soluvel/solvente) também seja
possivel.
Metodologia

Primeiramente é preparado um extracto aquoso de café, tal
como descrito acima. Uma porgao do extracto agquoso €& depois
tratada com igual volume de acetato de etilo numa ampola de
extraccado. Apds separacgao das duas fases liquidas, a fase
orgadnica parcialmente saturada é reutilizada para uma série de

outras porc¢des de extracto de café.

Produtos Finais

O extracto que é tratado utilizando enzimas, sorventes ou
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extraccdo com solvente pode, depois, ser utilizado para fazer
uma variedade de diferentes produtos finais. Por exemplo, O
extracto tratado pode ser liofilizado ou seco por atomizacado de
modo convencional para formar um produto instantdneo de café

soluvel.

Alternativamente, o extracto pode ser utilizado para um
concentrado de café liquido ou, por exemplo, uma bebida pronta a
beber. Para todas as preparacdes acima referidas, o produto
final de café também pode ser utilizado em combinacdao com um ou
mais outros ingredientes tais como aromas, leite, suceddneos de

nata para café, chicdéria, cereais e acgucar.

ExemElos

A invencao vail agora ser ilustrada pelos seguintes exemplos
ndao limitativos. As amostras de acordo com a 1invengao sao
indicadas por um numero e as amostras comparativas por uma
letra. Salvo indicacdo em contrdrio, todos os valores sdao em

percentagem em peso de matéria seca.

Exemplo 1: Tratamento Enzimdtico de Café Soluvel

Graos de café robusta foram torrados e moidos. Foi entéo
preparado um extracto aquoso por tratamento dos graos de café
moidos a wuma temperatura de 110 a 130 ©°C para extrair um
rendimento de cerca de 25% em peso do peso total dos graos de

café moidos. O extracto fol seco por atomizacao.

15 g de extracto de café seco foram dissolvidos em 500 mL
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de &gua a ferver. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente,
a solucao de café (50 mL) foi distribuida em oito baldes de
100 mL. Adicionou-se varias quantidades de esterase de figado de
suino imobilizada (0,2 U/mg de café, 0,5 U/mg de café e 1 U/mg
de café) as solucgbes de café. 0s baldes foram imersos num banho
de &gua aquecido a 40 °C e foram retiradas amostras apds tempos
de reacgdao de 0 h, 2 h e 4 h. As misturas foram filtradas
(filtros de 150 mm de diédmetro) para remover a enzima e as
solugdes de café obtidas foram diluidas para 1,3% de sdlidos

totais para andlise sensorial.

Andlise das amostras

As amostras de café foram preparadas a 1% de sélidos totais
em MeOH a 70% e filtradas através de filtros de seringa com
tamanho de poro de 0,45 um (Millipore SLHA 025 BS). Os é&acidos
clorogénicos, lactonas e cafeina foram quantificados por HPLC. A
analise foi realizada utilizando um sistema integrado
Agilent-1100 incluindo bomba bindria, amostrador automédtico,
forno da coluna, detector UV (Agilent, Palo Alto, CA) e um
espectrémetro de massa em série Q-Trap (AB/MDS Sciex, Concord,
Canadéd) . Solugdes a 1% de sdé6lidos totais (5 uL) foram injectadas
numa coluna CC 250/4 DNucleosil 100-5-C18 (Macherey-Nagel,

Oensingen, Suicga). O sistema eluente fol &dgua Millipore, TFA a
0,1% e CH3CN ou &gua Millipore, HCOOH a 0,1% e MeOH a 1 mL/min.

Utilizou-se curvas de calibracao externas com padrdes
disponiveis comercialmente ou sintéticos na gama de 10-200 ug/mL
para quantificar os compostos individuais. Os resultados estéao

apresentados na tabela a seguir.
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Tabela 2:

Amostras tratadas com enzima

Amostra | Enzima Tempo | 3CQAL(2) (0'0).% 5CQA: coQa cafeina:

(1) (horas) totais | 3CQAL totais: 3COAL (3)
(2) (3) | 3ceaL (3)

A 0 0 100 100 9,4 20 34

B 0 2 98,6 100,6 | 8,2 17 30

1 0,2 2 47,7 101,219 41 70

2 0,5 2 13,5 100,6 | 59 128 217

3 1 2 2,0 75,6 185 650 1468

C 0 4 95,3 100,2 | 8,4 18 30

4 0,2 4 23,8 100,3 |33 72 123

5 0,5 4 2,7 99,4 286 620 1063

6 1 4 n.d. 76,9 6570 | 21957 48663

(1) Esterase de figado de suino (U/mg de café)

(2) %

extracto nao tratado

(3)

pProporgao em peso

Avaliagdo sensorial

em peso em relacdo a gquantidade

total presente no

A avaliacdo de cafés fol realizada com um painel de 6 a

9 membros. Cada participante recebeu as amostras e foi-lhe

pedido que as ordenasse quanto ao seu amargo numa escala linear

de 0 a 10, em que 0 indica auséncia de amargo e 10 indica

extremamente amargo. A lavagem entre amostras foi feita com agua

e um pedagco de maga descascada. Foi incluido uma pausa de
1 minuto entre cada série de amostras para evitar o)
arrastamento. A aquisicao de dados foi realizada com FIZZ
software (RBiosystemes, Couternon, Franca) . Calculou-se a
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pontuacdo média do painel para "intensidade do amargo" e foi

tratada por Andlise de Varidncia. Este teste permite o cdlculo

do valor de F (teste de Fischer) e a determinacdo se existe uma

diferenca significativa de amargo entre amostras. 0Os resultados

estdo apresentados na tabela seguinte.

Tabela 3: Resultados sensoriais para amostras
tratadas enzimaticamente
Amostra Café Esterase de Tempo | Intensidade do amargo
figado de (h) (pontuagdo média do
suino (U/mg) painel)

A 50 mL, 3% de 0 0 8,0
s6lidos totais

B 50 mL, 3% de 0 2 n.d.
s6lidos totais

1 50 mL, 3% de 0,2 2 4,3
sd6lidos totais

2 50 mL, 3% de 0,5 2 n.d.
s6lidos totais

3 50 mL, 3% de 1 2 3,3
s6élidos totais

C 50 mL, 3% de 0 4 n.d.
sélidos totais

4 50 mL, 3% de 0,2 4 5,5
s6lidos totais

5 50 mL, 3% de 0,5 4 4,2
s6lidos totais

6 50 mL, 3% de 1 4 4,0
s6lidos totais

n.d. indica nado determinado
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Os resultados demonstram que todas as amostras tratada com

enzima obtiveram pontuacgdes de amargo significativamente mais

baixas do que a amostra de referéncia (teste F, P< 0,05).

Exemplo 2: Tratamento com sorventes

O extracto de café Robusta foil obtido como descrito no

exemplo 1.

Método 1 (amostras 7 a 14)

3 g de Polyclar/PVPP (de Sigma) ou 3 g de carvao activado
(Norit C granulado) ou 3 g de XAD4 ou XAD1l6 (ambas de Supelco)
foram adicionados a 3 g do extracto de Robusta em 200 mL de &agua
Millipore. A suspensdao foli agitada a temperatura ambiente
durante 2,5 h e filtrada em papel de filtro (+Celite no caso do
carvao activado). O sorvente recuperado e parcialmente saturado
foi utilizado para mais dois lotes consecutivos de café fresco
do mesmo modo. Os filtrados foram 1liofilizados num aparelho

Virtis Benchtop K.

Método 2 (amostra 15)

O tratamento continuo em XAD 16 (30 g, coluna com 2 cm de
didmetro interno x 20 cm de altura) foil realizado como se segue.
O sorvente foil suspenso em agua e lavado com agua, etanol e de
novo agua e depois cheio na coluna. O extracto de café, 1,5% de
s6élidos totais, foil continuamente eluido através dela. Foram

recolhidas fracgdes de 200 mL a um caudal de 20 mL/min e
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liofilizadas tal como descrito acima.

Analise das amostras

As amostras foram analisadas por HPLC como descrito acima.

Os resultados estao apresentados a seguir.

Tabela 4: Tratamento em fase sdélida com sorventes frescos e
parcialmente saturados.
Amostra | Sorvente | Ciclo | Rendi-| CQA | Cafeina | 5CQA: oA cafeina:
(1) (2) mento | total (3) 3CQAL | totais: 3CQAL
total | (3) (4) 3CQAL (4)
(3) (4)
7 P 1 75 81 83 36 76 142
8 P 3 86 95 91 21 45 78
9 C 1 53 43 16 83 185 121
10 C 3 77 86 74 23 50 78
11 XAD16 1 75 90 59 22 48 58
12 XAD16 3 g4 93 90 7,6 16 28
13 XAD4 1 82 88 54 16 35 40
14 XAD4 3 91 98 91 11 24 40
15 XAD16 9 91 119 99 30 62 100
D Nenhum Nenhum | 100 100 100 9 20 34
(1) P significa Polyclar, C significa carvao activado,

XAD4/XAD 16 significa poliestireno divinilbenzeno

(2) Ciclo "1" indica que o sorvente é fresco,

que o

extracto passado

sorvente

estd parcialmente

ja

através

realizada no terceiro lote).

do
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CcCO

(tendo

Ciclo "3"

indica

2 lotes de

m a determinacao




(3) % em peso em relacdo a gquantidade total presente no extracto
nao tratado.

(4) proporcac em peso

Avaliagdo sensorial

A avaliacdo das fracgbes de café foi realizada como
descrito acima. Os resultados estdo apresentados nas tabelas

seguintes.

Tabela 5: Resultados sensoriais para tratamentos

de acordo com o Método 1

Amostra Intensidade do amargo
(pontuagdo média do painel)
7 3,3
8 4,7
9 1,8
10 4,0
11 2,0
12 4,1
13 3,0
14 5,1
D 7,0
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Tabela 6: Resultados sensoriais para tratamentos

de acordo com o Método 2

Amostra Intensidade do amargo

(pontuagdo média do painel)

15 2,6

D 5,4

Os resultados demonstram que todas as amostras tratadas com
sorvente obtiveram pontuagdes de amargo significativamente

menores do que a amostra de referéncia (teste F, P < 0,05).

Exemplo 3: Extracg¢do com solvente

Extracto de café Robusta foi obtido, tal como descrito no
exemplo 1. 3 g de extracto de Robusta dissolvido em 200 mL de
dgua Millipore foram extraidos com 200 mL de acetato de etilo. O
extracto orgadnico foi utilizado para tratar um segundo lote de
extracto de café fresco (3 g em 200 mL) e o passo dois foi
novamente repetido duas vezes. 0Os extractos de café resultantes
foram separadamente destilados com etanol (3 vezes cada) e

finalmente secos por atomizacao.

Avaliacdo sensorial/analitica

A avaliagdo sensorial/analitica de fracgdes de café foi
realizada como descrito acima. Os resultados estdo apresentados

na tabela seguinte.
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Tabela 7: extraccgdo liquido/ligquido com acetato de etilo

parcialmente saturado

Amostra | Ciclos | Rendimento | Pontuacédo S5CQA: cQA cafeina:

(1) a partir sensorial 3CQAL totais: 3CQAL
do (3) (4) 3CQAL (4)
extracto (4)

(2)

16 1 72 2,9 132 279 308

17 4 97 5,4 34 73 127

D 0 100 7,0 9 20 34

(1) Ciclo "1" indica que o solvente é fresco; ciclo "4" indica

que o) solvente esté parcialmente saturado (tendo sido

previamente extraidos 3 lotes de extracto)

(2) % em peso em relacdo a quantidade total presente no extracto
nao tratado

(3) Intensidade do amargo (pontuacdo média do painel)

(4) proporcaoc em peso

Os resultados demonstram que todas as amostras tratadas com
solvente obtiveram pontuacgdes de amargo significativamente mais

baixas do que a amostra de referéncia (teste F, P < 0,05).

Embora a invencao tenha sido descrita com referéncia a

formas de realizacadao especificas, esta descricdo nao €& para ser

entendida num sentido limitado. VAarias modificacgdes das formas

de realizacdo divulgadas, bem como formas de realizacgao

alternativas das invencgdes tornar—-se-ao evidentes para

especialistas na técnica por referéncia a descricdo da invencéao.

Estd, portanto, contemplado gque as reivindicagdes anexas vVvao

abranger as modificacgdes que estdo dentro do dmbito da invencao.

Lisboa, 28 de Outubro de 2009
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REIVINDICACOES

Produto de café, derivado de café em grao, torrado e moido,
em gque a proporcdo em peso de &cido 5-0O-cafeoil-D-quinico
(5CQA) para lactona do &acido 3-O-cafeoil-D-quinico (3CQAL) no
produto estd dentro da gama de 12:1 a 1000000:1.

Produto de café de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
proporcdo em peso de 5CQA para 3CQAL estd dentro da gama de
15:1 a 75000:1.

Produto de café de acordo com a reivindicacdo 1 em que a
proporcado em peso de 5CQA para 3CQAL estd dentro da gama de
50:1 a 25000:1.

Produto de café, derivado de café em grado, torrado e moido,
em qgue a proporcdo em peso de &cidos clorogénicos (CQA)

totals para 3CQAL estd dentro da gama de 22:1 a 1000000:1.

Produto de café como reivindicado na reivindicacdo 4, em
que a proporcdo em peso de CQA totais para 3CQAL estéd
dentro da gama de 30:1 a 750000:1.

Produto de café como reivindicado na reivindicacdo 4, em
que a proporcdo em peso de CQA totais para 3CQAL estéd
dentro da gama de 50:1 a 500000:1.

Produto de café como reivindicado na reivindicacdo 4, em
que a proporcdo em peso de CQA totais para 3CQAL estéd
dentro da gama de 75:1 a 250000:1.



10.

11.

12.

13.

14.

Produto de café como reivindicado na reivindicagao 4, em
que a proporcdao em peso de CQA totais para 3 CQAL esta
dentro da gama de 100:1 a 100000:1.

Produto de café como reivindicado em qualquer das
reivindicacdes anteriores, em que a quantidade de sal de
potdssio presente é 10% em peso ou menos, com base no peso

total de matéria seca do produto.

Produto de café como reivindicado em qualquer das
reivindicacgdes anteriores que pode ser obtido por

tratamento de um extracto de café com uma enzima.

Produto de café como reivindicado na reivindicacgao 10, em

que a enzima é uma hidrolase.

Produto de café como reivindicado na reivindicagao 11, em

que a hidrolase é uma esterase.

Produto de café como reivindicado na reivindicacdo 12, em
que a esterase & esterase de figado de suino ou esterase de

figado de porco.

Método de preparacao de um produto liquido de café que tem
um teor reduzido de lactonas de 4dcidos clorogénicos

compreendendo o passo de:

(i) tratamento de um extracto de café com uma enzima de
modo a hidrolisar uma porcdo das lactonas de acidos

clorogénicos presentes no extracto.



15.

16.

Processo como reivindicado na reivindicacdo 14, em que a
enzima € uma esterase, de um modo preferido, de figado de

suino ou esterase de figado de porco.

Utilizagcdo de uma enzima no tratamento de um produto de
café, tal como um extracto de café, para reduzir o amargo
de uma bebida de café, em que a enzima reduz selectivamente
a quantidade de lactonas de &cidos clorogénicos presentes

de forma preferida em relacdo aos acidos clorogénicos.

Lisboa, 28 de Outubro de 2009
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RESUMO

"PRODUTO DE CAFE SOLUVEL"

Um produto de café derivado de café em gréao, torrado e
moido, tem niveis reduzidos de lactonas de &cidos clorogénicos
em relacdo aos niveis de acidos clorogénicos. O produto pode ser
preparado por tratamento de um extracto de café com uma enzima,
de modo a hidrolisar, pelo menos, uma parte das lactonas de
dcidos clorogénicos presentes no extracto. Alternativamente ou
adicionalmente, pode ser proporcionado fazendo contactar um
extracto de café com um sorvente ou solvente que é adequado para
remocdao de componentes apolares e estd, pelo menos, parcialmente

saturado com acido clorogénico. O produto tem amargo reduzido.
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