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DIAS, Rafael Carlos Eloy. Busca de Informacéo: Discriminacdo de espécies de café
(Coffea arabica e Coffea canephora) em diferentes graus de torra. Londrina, 2005.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

O café é um dos produtos agricolas de maior importancia na economia mundial. Seu cultivo se
baseia nas espécies Coffea arabica e Coffea canephora (conilon). A diferenca de preco
incentiva a adicdo de conilon, de menor valor comercial e qualidade sensorial, ao arabica. Apos
a torra e moagem, nao € possivel a distingdo visual das espécies, podendo-se utilizar métodos
de caracterizacao baseados em Andlise Estatistica Multivariada. Os estudos para diferenciacao
das espécies trabalham muitas vezes com graos crus e técnicas onerosas. O trabalho objetivou
a diferenciacdo das espécies de café arabica (lapar 59) e conilon e misturas (20, 30 e 50 % de
conilon) em diferentes graus de torra. Empregou-se andlises cromatograficas (CLAE fase
reversa, gradiente HAc/MeCN, deteccdo UV), e espectrofotométricas (reacdes colorimétricas
da matéria insaponificavel com Kl e HCI). A torra foi padronizada pela perda de peso: 13% para
clara, 17% para média e 20% para torra escura. Caracterizou-se as amostras com relacao a
umidade e cor (L* e H*). A técnica cromatogréfica foi padronizada e permitiu a separacéo e
gquantificacdo simultanea de trigonelina, acido clorogénico (5-ACQ), cafeina e &cido nicotinico,
qgue foi introduzido como um potencial discriminador e teve sua metodologia validada. Apos
padronizacéo das diluicbes e comprimento de onda de leitura, constatou-se que a reagdo com
Kl com leitura a 620 nm (KI620) foi a mais eficiente para discriminacdo, permitindo identificar
adicao de conilon ao arabica acima de 30 %, podendo ser utilizada como método de triagem.
Em todos os graus de torra, o café ardbica apresentou maiores teores de &cido nicotinico,
trigonelina e KI620 (associado ao baixo teor de caveol) e menores valores de L*, H* e cafeina.
Cafeina e KI620 foram estaveis a torra, ao contrario de L* e H*. Os teores de trigonelina, acido
nicotinico e 5-ACQ reduziram-se com 0 aquecimento, constatando-se maior velocidade de
degradacdo no café conilon. No geral, a instabilidade a torra dificultou 0o emprego de uma
variavel como discriminadora. Considerando-se cada parametro em separado, a menor
diferenca entre espécies foi observada na torra média, sugerindo que a discriminacdo seria
mais dificil. Em todas as condi¢Bes estudadas a cafeina foi eficiente para diferenciar espécies e
misturas. Acido nicotinico e trigonelina podem ser aplicados como discriminadores das
espécies nas torras clara e escura. O 5-ACQ apresentou comportamento diferenciado: maior
concentracdo poderia estar associada a teor mais elevado tanto de café arabica quanto de
conilon, dependendo da torra. Destacou-se neste trabalho a importancia de se caracterizar
adequadamente o nivel de torra para diferenciar as espécies de café, visto que houve interacao
entre espécies e torra (exceto para cafeina e KI620). A avaliacao em conjunto dos dados, por
Regressao Multilinear, Andlise de Componentes Principais e Andlise de Agrupamentos,
permitiu determinar a relevancia dos parametros na caracterizacdo das espécies e torras. L*,
H*, a soma das concentra¢des de acido nicotinico e trigonelina, e o teor de 5-ACQ ou razdo 5-
ACQ/cafeina foram eficientes na discriminacdo do grau de torra. Kl620, H* cafeina e
trigonelina foram as varidveis mais importantes na separacéo das espécies e misturas.

Palavras-chave: Cafeina, 5-ACQ. Trigonelina. Acido Nicotinico. Caveol. Cor.



DIAS, Rafael Carlos Eloy. Search of information: Discrimination between arabica and
robusta coffee (Coffea arabica and Coffea canephora) at different degrees of roasting.
Londrina, 2005. Dissertation (Mester's degree in Food Science) — Universidade Estadual de
Londrina.

ABSTRACT

Coffee is one of the most important commodities in the worldwide economy. Its culture is based
on Coffea arabica and Coffea canephora (robusta) species. The high commercial value and
sensory quality of arabica beans stimulate the addition of conilon. Considering that after roasting
and grinding the species cannot be visually distinguish, methods of characterization by
Multivariate Statistical Analysis could be applied. Researches for differentiation of the species
use green beans and expensive techniques. The aim of this work was to discriminate arabica
and robusta coffee species and their blends (20, 30 and 50 % of robusta) roasted at different
degrees. Chromatographic (reversed-phase HPLC, gradient elution of HAc/MeCN and UV
detection) and spectrophotometrics (colorimetric reactions of the unsaponifiable matter with Ki
and HCI) methods were used. Roasting process was determinated by weight loss: 13% for light,
17% for medium and 20% for dark roasting. The sample was characterized regarding to
moisture and color (L * and H *). The HPLC method was standardized and allowed separation
and simultaneous quantification of trigonelline, clorogenic (5-CQA) and nicotinic acids and
caffeine. The nicotinic acid was introduced as a potential discriminator therefore its methodology
was validate. After standardization of the dilutions and wavelengths detection, it was observed
that the KI reaction measures at 620 nm (KI1620) was the most efficient for discrimination. The
technique identified conilon addition to the arabic above 30% allowing its use as a screening
method. Arabica coffee presented higher caffeine, nicotinic acid and trigonelline contents and
smaller values of L*, H* and KI620 (associate to the low kahweol levels) in all roast degrees.
Caffeine and K1620 were stable under roasting conditions, in contrast to L* and H*. Trigonelline,
nicotinic acid and 5-CQA levels were reduced with heating and also showed higher degradation
rate on robusta coffee. In general, the instability under roasting process difficulted the use of
these variables as discriminators. Considering each parameter independently, the lower
difference between species was observed for medium-roasted coffees suggesting that
discrimination would be difficulted in this degree of roasting. Caffeine was efficient to
differentiate species and blends in all cases. Nicotinic acid and trigonelline can be applied to
species characterization under light and medium roasting. The 5-CQA presented differentiate
behavior: high level could be associated to a greater content of arabica or robusta coffee,
depending on the roasting degree considered. This work emphasized the importance of the
appropriated characterization of the roasting degree to differentiate the coffee species, since
there was interaction between species and roast (except for caffeine and KI620). The use of
Multiple Regression, Principal Components and Cluster Analysis for evaluation of the data set
allowed to determine the relevance of the parameters in the characterization of the species and
roasts. L*, H*, the sum of nicotinic acid and trigonelline contents like the 5-CQA level or 5-
CQA/caffeine ratio can be use as efficient parameters for discriminating roasting degree. K1620,
H*, caffeine and trigonelline were the main variables to separate species and blends.

Key words: Caffeine, 5-CQA, trigonelline, nicotinic acid, kahweol, color.
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1 INTRODUCAO

A palavra "café" originou-se do arabe Kahoua ou Qahwa (o excitante) e
designa atualmente: o fruto do cafeeiro; bebida preparada por infusdo de agua quente
com café torrado e moido; lugar publico onde se toma café ou outras bebidas; cor café,
um marrom escuro que lembra o grao de café torrado (ABIC, 2004; BUENO, 2004).

O gréao do café é obtido da fruta da planta café, uma pequena arvore
tipo arbusto de folhas verdes, do género Coffea, familia Rubiaceae (KEMSLEY et al.,
1995). Este género apresenta aproximadamente 100 espécies de cafeeiros, mas
apenas cinco sdo cultivadas comercialmente (CARVALHO et al., 2001). As mais
importantes sdo Coffea arabica e Coffea canephora, que correspondem a 71,0 % e 29,0
%, respectivamente, da producdo brasileira estimada para a safra 2005/2006 (CONAB,
2005). No Brasil, a variedade ou o clone mais plantado do C. canephora € o conilon,
enguanto que nos demais paises, é a variedade robusta (BRAGANCA et. al., 2001).

O café é um dos produtos agricolas de maior influéncia na economia
mundial, principalmente para os paises menos desenvolvidos. Desta forma, a bebida
produzida a partir do café é uma das mais consumidas em todo o mundo, com um total
de 14,6 milhdes de sacas de 60 kg de consumo interno estimado para a safra
2004/2005 e 32 milhdes de sacas beneficiadas, segundo a primeira previsdo para a
safra 2005/2006 (FAS, 2005; CONAB, 2005).

O Brasil € o maior produtor mundial de café e também o maior
exportador do grado e o segundo consumidor, atras apenas dos Estados Unidos. O café

apresenta maior expressao nas regides Sul e Sudeste e destaca-se por ser um simbolo
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tradicional. O estado de Minas Gerais € o maior produtor (43 % do café brasileiro). O
Espirito Santo é o segundo estado produtor, com 17 % (principalmente café conilon),
seguido por Sao Paulo (16 %), com destague para a regido mogiana e oeste. O Parana
€ 0 quarto maior produtor, contribuindo com 7 % da producéo nacional, ou terceiro se
for considerado apenas o café arabica (INCRA, 2005; CAFE DO PARANA, 2005).

A producéo do café envolve milhdes de pessoas direta e indiretamente,
desde o plantio ao consumo final. Estima-se que 1700 municipios brasileiros sejam
cafeeiros (EXPOCAFE, 2004; CARVALHO et al., 2000). A cafeicultura no Estado do
Parana foi iniciada em 1930 e teve sua expansdo na década de 50. Muitas cidades,
como Londrina, Maringd e Campo Mourdo surgiram a partir da chegada do café.
Atualmente a éarea plantada € de 156 mil hectares. Os produtos agricolas mais
cultivados no Parand sdo a soja e o trigo, mas o café ainda esta presente em
aproximadamente 210 municipios do Estado e é responséavel por 3,2 % da renda
agricola paranaense. Aproximadamente 75 mil pessoas tém empregos diretos com a
cultura (COFFEE BREAK, 2004b).

Uma das maiores preocupacdes atuais da cafeicultura nacional € tornar
o café brasileiro competitivo internacionalmente em nivel de qualidade, uma vez que
sua imagem positiva baseia-se apenas no aspecto econémico (LOPES, 2000).

A bebida café tem sabor e odor fortes e caracteristicos e algumas
substancias presentes tém acdo estimulante sobre o sistema nervoso. Dentre estes
compostos, a cafeina € 0 mais importante e esta no grupo de compostos que causa o
amargor do café torrado denominado metilxantinas, que inclui também alguns acidos
fendlicos (como trigonelina e acidos clorogénicos), acidos carboxilicos e aminoacidos

(NOLLET, 1996).
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O café conilon apresenta maiores teores de cafeina e &cidos
clorogénicos e menores teores de trigonelina e acido nicotinico do que o café arabica.
As concentracdes desses componentes podem variar também com o0 processamento
pos-colheita dos graos (CAMPA et al., 2004; TRUGO & NOGUEIRA, 2003; TRUGO &
MACRAE, 1984).

Dentre os processos e tratamentos que o grao de café € submetido
apos a colheita, a torra € o0 mais importante para qualidade final da bebida,
principalmente para a formacdo do aroma e sabor. No processo de torra estdo
envolvidas complexas reacfes de pirdlise, bem como de condensacédo. A torra induz,
por exemplo, a degradacdo de trigonelina em acido nicotinico, em intensidade
dependente das condicbes do processo (CASAL et al, 2000a; TAGUCHI et al., 1985;
VIANI & HORMAN, 1974). Concomitantemente, verifica-se a formacéo de pigmentos de
massa variavel que, no seu conjunto, dardo origem as caracteristicas especificas do
café (MORAES & TRUGO, 2001; LOPES, 2000). Desta forma, as variaveis do processo
de torra, como tempo e temperatura, devem ser cuidadosamente controladas nas
induUstrias, para que se atinja a melhor combinacdo de compostos volateis e nao-
volateis que determinam a qualidade geral da bebida.

Os cafés arabica e conilon diferem consideravelmente no preco,
qualidade e aceitabilidade. Os graos apresentam cor, formato e tamanho diferenciados,
porém, ap0s a torra e moagem, nao se distinguem as espécies visualmente e, como
pertencem ao mesmo género, possuem poucas diferencas para deteccdo da adicdo de
café conilon, de menor valor comercial, ao arabica (GONZALEZ et al., 2001).

Diferentes técnicas analiticas para discriminacao entre as espécies de

café vém sendo estudadas, porém muitas vezes exigem 0 uso de equipamentos
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sofisticados (TZOUROS & ARVANITOYANNIS, 2001) e grande parte dos trabalhos é
relativa a graos verdes (KY et al., 2001; MARTIN et al., 1998; ANDRADE et al., 1998;
CARRERA et al., 1998). Mesmo nos trabalhos onde se estuda grédo torrado, muitas
vezes é empregado apenas um tipo de tratamento (ALVES, 2004; CASAL et al., 1998)
e poucos autores estudam a viabilidade das metodologias para diferentes graus de
torra (CASAL et al., 2000a; DAGLIA et al., 1994a).

Varios compostos tém sido relatados como discriminadores para as
espécies Coffea arabica e canephora, como os &cidos nicotinico e clorogénicos,
trigonelina, cafeina (MARTIN et al., 1998; CASAL et al., 2000b; ALVES et al., 2003c) e
compostos da matéria insaponificavel do café (16-o-metilcafestol e caveol) (LAGO,
2001; SPEER et al., 1991; ALVES et al., 2003a). Deve-se considerar, no entanto, que
esses compostos podem ndo ser eficientes para discriminacdo das variedades
nacionais, pois suas concentracfes variam em espécies de regides diferentes, e o grau
de torra também é diferenciado, dependendo da preferéncia do consumidor local.

Como a avaliacdo de um sO parametro ndo permite a discriminagcao e
caracterizacdo adequada das espécies de café, é interessante a quantificacdo dos
compostos por uma técnica analitica multicomponente eficiente como a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). A variabilidade dos compostos entre espécies,
associada a influéncia da intensidade de torra, torna necessaria para a analise dos
dados a utilizacdo de meétodos estatisticos multivariados, como Analise de
Componentes Principais (ACP) e Andlise de Agrupamentos (AA), que caracterizam o
produto pela combinacdo dos valores individuais de cada parametro (ALVES, 2004;

MAEZTU et al., 2001; CASAL et al., 2000b; MARTIN et al., 1998; MORI et al., 2003).
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Com relagdo a legislacdo, a Portaria n ¢ 377, item 9, do Ministério da
Saude (de 26 de abril de 1999) que aprova o “Regulamento Técnico para Fixacdo de
Identificacdo e Qualidade de Café Torrado em Grao e Café Torrado e Moido”, menciona
que no roétulo pode constar a variedade, a origem e ou denominacdo especifica
(ANVISA, 2005). No Estado do Parana estd em estudo a implementacdo de uma
legislacao (Lei no 13.519, da Legislacdo Estadual da Secretaria do Estado do Governo,
Publicado no Diario Oficial N° 6205 de 09 de abril de 2002) para estabelecer a
obrigatoriedade de informacédo da espécie (SECRETARIA DO ESTADO DO GOVERNO
DO PARANA, 2005), conforme o transcrito abaixo:

“Art. 1° - Fica estabelecida a obrigatoriedade de informacédo, nos
rétulos das embalagens de café comercializado no Parana, da percentagem de
cada espécie vegetal de que se compde o produto.

8 1°. O produto comercializado no Parand com o nome de café,
independentemente de sua apresentacdo, somente podera ser produzido a partir
de graos de espécies vegetais do género Coffea.

§ 2° Nos casos em que se utilizarem gréos de plantas hibridas de
diferentes espécies do género Coffea, especificar-se-a no rétulo do produto a
participacéo percentual do hibrido.

Art. 2°. As disposicdes desta Lei aplicam-se ao café torrado em
grao, ao café torrado moido, ao café soluvel e a todas as demais formas em que o
café, destinado ao consumo humano, puro ou em mistura com outros produtos
alimenticios, seja comercializados no Brasil.

Art. 5°. Constara das embalagens de todo o café comercializado no Paran&a

um selo da qualidade emitido pela producdo, através da Associacdo Paranaense de
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Cafeicultores — APAC, com a fiscalizacdo da EMATER-Parana e aprovacao técnica, atravées

de laudo laboratorial a ser fornecido pelo Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR”.

A deteccdo de impurezas e misturas no pé de café torrado e moido é
uma preocupacao constante no que diz respeito principalmente a garantia da qualidade
do produto. Por fraude, considera-se a mistura, intencional ou ndo, de materiais
estranhos ao produto, normalmente de baixo custo, que alteram a sua qualidade e
causam danos ao consumidor, especialmente os de ordem econémica (ASSAD et al.,
2002). Segundo o “Regulamento Técnico de Identidade e de Qualidade para a
Classificacdo do Café Beneficiado Grdo Cru” é permitido o méximo de 1 % de
impurezas para cafés torrados comerciais (Instrucdo Normativa n® 8, de 11 de junho de
2003) (ABIC, 2005).

No Brasil, as impurezas ou misturas encontradas, com maior
frequiéncia, no café torrado e moido sédo cascas e paus, milho, cevada, acicar mascavo
e soja, entre outras. Um dos principais problemas encontrados na identificacdo dessas
substancias fraudulentas refere-se aos métodos analiticos empregados, pois sdo
demorados e apresentam resultados muitas vezes discordantes (CUNHA et al., 2001;
ASSAD et al., 2002). O café conilon é também um material atraente para a adicao a
cafés de melhor qualidade, como o arabica, devido a diferenca de preco.

A deteccdo da adicdo fraudulenta ou acidental de café conilon ao
arabica também é de interesse das industrias e autoridades reguladoras, necessitando-
se de um método simples e quantitativo para monitoracdo da qualidade.

Em estudo preliminar, foi utilizada ACP associada a AA para a

discriminagdo de misturas da variedade conilon comercial e um café arabica tradicional
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do Parana (lapar-59). Foram avaliados os teores de trigonelina, cafeina e acidos
clorogénicos por CLAE e medidas de absorvancia da fracdo insaponificavel apos
reacdes colorimétricas (associada ao teor de caveol) (ALVES et al., 2003b e d).
Observou-se boa discriminacdo entre as amostras 100 % conilon e as misturas 50 % e
25 % conilon/arabica. Nao foi possivel a discriminacdo entre misturas com menor
proporcao (20, 15, 10 e 5 %). Entretanto, as amostras utilizadas foram submetidas a
apenas um tipo de torra ("média”).

Desta forma, é necessario avaliar o efeito da torra na capacidade de
discriminacdo dos parametros empregados para a caracterizacao das espécies de café

arabica e conilon.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

A origem do café se confunde com as lendas e ndo se conhecem
documentos que registrem com clareza sua descoberta e aproveitamento. E relatado
que, por volta de 850 a.C., Kaldi, um pastor de um mosteiro da Etiopia, teria notado
agitacdo em seu rebanho de cabras quando comiam os frutos vermelhos de certo
arbusto. Provando-o, Kaldi sentiu-se também bastante alegre e bem disposto. Foi o
primeiro contato direto do homem com a planta que daria origem ao café (CAFE
IGUACU, 2004). A histéria do café se relaciona também a fatos religiosos. No
islamismo, além de ser considerado de origem mirifica, acreditava-se que o café era um
revitalizador natural, a ponto de nenhum viajante ficar sem algumas folhas da planta,
especialmente durante o periodo do Ramadd e das peregrinacbes a Meca
(SINDICAFE, 2004).

Ja no século XVI, a bebida passou a ser conhecida e comercializada
em Constantinopla, onde foi instalado em 1554 o primeiro café publico. Nesta mesma
época, diversos cafés foram abertos no Cairo, tornando-se ponto de reunifes de
intelectuais. Pelo Porto de Marselha, em 1659, o café encontrou seu maior divulgador.
Os franceses foram tao receptivos a bebida, que rapidamente multiplicaram-se os cafés
publicos (SINDICAFE, 2004).

As sementes que deram origem as lavouras brasileiras foram trazidas
da ilha de Java em 1714, pelos holandeses, para o atual Suriname e Guiana Francesa.

Em 1727, algumas mudas foram trazidas destes paises e plantadas em Belém do Para.
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Dessas plantacdes, o café expandiu-se pela Serra do Mar, atingindo em 1825 o Vale da
Paraiba, tendo alcancado os Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Relatos mostram
que ja em 1731 aconteceu a primeira exportacao de café, do estado do Maranhao para
Lisboa (COOABRIEL, 2004).

Atualmente, a bebida produzida a partir do café é uma das mais
consumidas em todo o mundo. Tem sabor e odor fortes e caracteristicos e confirmou-se
que algumas substancias presentes tém acdo estimulante sobre o sistema nervoso

(ABIC, 2005; TRUGO & NOGUEIRA, 2003; WU et al., 1997; MARTIN et al., 1996).

2.2 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES E VARIEDADES DE CAFE

Arbusto de até 4 m de altura, a planta do café apresenta caule reto de
casca cinzenta e rugosa, copa conica com ramos laterais pendentes, folhas onduladas
nos bordos e de coloracdo verde-acinzentada quando jovens e verde-brilhante
posteriormente. As flores sdo brancas aglomeradas ao longo dos ramos e a coloracao
dos frutos varia conforme a espécie, na maioria verde, passando a vermelha e
tornando-se preta de acordo com as fases de maturacdo. A casca € lisa e brilhante,
contendo sementes de coloracdo acinzentada, branco-amarelada ou amarelo-
esverdeada envoltas por polpa branca e adocicada (BVEB, 2004).

Das 100 espécies conhecidas do género Coffea, somente 10 séo
cultivadas em todo mundo. Duas delas sao consideradas as mais importantes por
corresponder a mais de 90 % da producdo mundial: Coffea arabica e Coffea canephora,

que apresentam distincdes quanto ao preco, qualidade e aceitabilidade, produzindo
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bebidas com caracteristicas diferentes (CONSUMERES, 2004; CARVALHO et al.,
2001).

Atualmente, as variedades podem ser escolhidas para cultivo com base
na produtividade, espaco disponivel ou no relevo do solo. Existe um grande namero de
variedades de café ardbica sendo cultivadas no Brasil, porém duas se destacam:
Catuai (60 % do total) e Mundo Novo (35 %), originaria do municipio de Mundo Novo
em 1940. Uma de suas caracteristicas mais atraentes para os cafeicultores é a alta
produtividade de seus cafeeiros. Por outro lado, o grande porte do Mundo Novo dificulta
sua colheita. Devido a essa constatacdo, o Instituto Agrondémico de Campinas (IAC)
realizou estudos para facilitar a colheita da variedade com a diminuicdo do porte da
planta. O resultado foi o surgimento da variedade Catuai, com duas linhagens:
Vermelho e Amarelo (COFFEE BREAK, 2004b).

Outras variedades de café arabica sao Icatu Vermelho e Amarelo, Tupi,
Obatéa, Catuai Rubi, Topazio, Katipd, Catucai Vermelho e Amarelo, Oeiras-MG 6851 e
outras ainda, com diversas linhagens (COFFEE BREAK, 2004b).

A ferrugem € a principal doenca da cultura do café no Brasil. Desde
1972, o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) pesquisa este problema com a
finalidade de obtencao de cultivares resistentes a ferrugem e que tenham boa qualidade
agrondmica. A cultivar lapar 59 originou-se do cruzamento entre Coffea arabica, Villa
Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2, realizado no Centro de Investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro, em Portugal, e encaminhado ao IAC. Em 1975, nos estudos
realizados pelo IAPAR, o seu desempenho demonstrou condi¢des para seu lancamento
como cultivar, passando a receber a denominacdo de lapar 59. O café lapar 59,

recomendado para planto a partir de 1993, tem como principal caracteristica a
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resisténcia a ferrugem do cafeeiro. O cultivar apresenta maior precocidade de
producado, em relacdo ao Catuai, e rendimento mais elevado que Catuai e Mundo Novo
(IAPAR, 2004).

A variedade ou o clone mais plantado no Brasil do Coffea canephora é
a cultivar conilon, genericamente chamado de robusta (BRAGANCA et al.,, 2001). O
café conilon, apesar de menos valorizado economicamente que o arabica, tem grande
aceitacdo no mercado norte-americano e europeu. Isso se deve principalmente ao fato
de ser utilizado na fabricacéo de café soluvel (COOABRIEL, 2004).

O Estado do Espirito Santo € o maior produtor brasileiro de café
conilon, com cerca de 70 % da producao nacional, destacando-se ainda os estados de
Ronddbnia, Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Rio de Janeiro (BRAGANCA et al.,
2001). Nos dultimos 15 anos estdo sendo desenvolvidos estudos na éarea de
melhoramento genético desta variedade de café. O Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural desenvolveu cinco variedades de conilon que se
destacam por apresentar: maturacéo precoce (EMCAPA 8111), intermediaria (EMCAPA
8121), tardia (EMCAPA 8131), tolerancia a seca (EMCAPA 8141, Robustdo Capixaba)
e elevado vigor vegetativo (EMCAPER 8151, Robusta Tropical). Essas novas
variedades tém sido a base para a renovacéao do parque cafeeiro da espécie no Espirito
Santo, contribuido de forma efetiva para o avanco tecnolégico da cultura de C.
canephora cv. conilon no pais (COFFEE BREAK, 2004c).

As caracteristicas sensoriais da bebida café estdo diretamente
relacionadas com espécies e sao influenciadas pelos tratos agricolas do gréo,
processos de secagem, fermentacdo, torra, moagem e acondicionamento (MELLO,

2001). O processo de torra € considerado uma das etapas mais importantes para o
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desenvolvimento do sabor e aroma caracteristico do café, que séo conferidos por
compostos volateis, presentes nos graos antes e principalmente apos a torra. Nesta
etapa, os graos sofrem alteragdes quimicas e fisicas importantes, que séo necessarias
a formacéo da qualidade sensorial.

O “Regulamento Técnico de Identidade e de Qualidade para a
Classificacdo do Café Beneficiado Grao Cru” prevé uma classificacdo oficial para
bebidas de café arabica (finas ou fenicadas) e conilon (Instrucdo Normativa n° 8, de 11
de junho de 2003) (MAPA, 2005). A qualidade sensorial da bebida de café arabica é
normalmente classificada comercialmente em “rio”, “riada”, “dura” e “mole”. Sabe-se que
a verbalizacdo desta classificacdo € bastante discutida, mas algumas consideracdes
sdo de senso comum entre os provadores treinados: a bebida de café tipo mole tem
sabor suave, com gosto agradavel e doce; a bebida tipo dura se apresenta com sabor
adstringente e gosto aspero; a riada refere-se a um café com leve sabor tipico de
iodoférmio ou acido fénico; e a bebida tipo rio tem sabor forte e desagradavel,
lembrando mais intensamente iodoférmio. As bebidas mole e dura sao consideradas as
de melhor qualidade tecnicamente (SOUZA et al., 2004).

A literatura descreve que com a espécie arabica sdo feitas bebidas de
melhor qualidade, mais finas e requintadas, de sabores diversificados, com inUmeras
variacbes de corpo e acidez e com aroma bastante intenso (MENDES, 1999). O
conilon, por possuir caracteristicas sensoriais proprias, produz bebida classificada como
de “sabor Unico”, considerada tecnicamente de ma qualidade por provadores treinados.
Tem acidez baixa e é utilizado muitas vezes para a fabricacdo de cafés soluveis por
apresentar elevado teor de solidos soluveis (CARVALHO et al., 2001; SOUZA et al.,

2004). Tambeém, existe diferenca de preferéncia por parte dos consumidores em funcéo
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da regido, sexo, idade e tipo de bebida, segundo pesquisa realizada recentemente por
SOUZA et al. (2004) no Estado do Rio de Janeiro, com café conilon e arabica. A bebida
mais rejeitada foi a produzida com café conilon. A bebida “dura”, que € produzida com
café ardbica, foi a preferida dos consumidores cariocas, curiosamente de maior
aceitabilidade até mesmo que a bebida “rio”, que acreditava-se ser a de melhor sabor
por ser a mais consumida do Estado.

Os graos crus das duas espécies podem ser distinguidos facilmente: o
de arabica é verde claro e de forma ovalar, levemente azedos, de superficie lisa e
intenso aroma, enquanto que o grdo de conilon tende a ser mais arredondado e
castanho, de menor intensidade no aroma e com gosto mais picante e adstringente
(CONSUMERES, 2004). Entretanto, estes indicadores séo eliminados nos processos de
torra e moagem, requisitando métodos alternativos de diferenciacdo (KEMSLEY et al.,
1995).

As reacdes de pirGlise que ocorrem durante a torra sdo catalisadas
pelos minerais presentes no café (CARVALHO et al., 1997). Estdo presentes no cafée
torrado arabica e conilon os minerais P, Mg e Ca, em concentracfes (em base seca)
proximas a na casa de décimos % e Mn, Fe, Cu, Na, e K, em unidades de mg/100 g de
produto (MARTIN et al., 1999).

O grédo de café arabica apresenta maiores concentracbes de
carboidratos, lipidios e proteinas, comparado ao conilon, que exibe teores mais
elevados de compostos fendlicos e de cafeina (LOPES, 2000). No arabica, a soma das
quantidades de cafeina, trigonelina, acidos clorogénicos totais (ACGs) e sacarose
representa 16 % em média de matéria seca. No conilon, o teor destes componentes

chega a 20 % (KY et al.,, 2001). FERNANDES et al. (2004) estudaram a composicao
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quimica dos cafés conilon e arabica de diferentes safras cultivadas no Brasil.
Constatou-se que o arabica apresenta maior teor de proteina bruta, fibra bruta, extrato
etéreo e maior pH. Nao houve diferenca significativa para os teores do residuo mineral
fixo e acidez titulavel total entre as espécies estudadas.

O teor de lipidios do café arabica é de aproximadamente 11 %, podendo
chegar a 15 % apods o processo de torra, devido a degradacdo de carboidratos e perda
de compostos volateis. Para o conilon, a concentracdo € de 6 % antes e de até 10 %
depois da torra. Além dos triacilglicerdis (75 % dos lipidios) e dos ésteres de acidos
graxos diterpénicos (20 % dos lipidios), observa-se quantidade consideravel de outros
componentes lipidicos especificos, como mostra a TABELA 1.1 (LAGO, 2001;

KURZROCK & SPEER, 2001).

TABELA II.1 — Principais lipidios em graos de café.

Classes Café Arabica Café Robusta
Cru Torrado Cru Torrado
AGL 0,95 0,72 0,98 0,09
Nao-ldentificados 0,53 0,86 tr tr
Esterois 0,06 0,06 tr tr
DG + AD 15,46 14,15 7,04 10,95
TG +E 83 84,21 91,98 88,95

Obs: AGL=4acidos graxos livres, DG=diacilgliceréis; AD=4lcoois diterpénicos; TG=
triacilglicerois; E= outros ésteres. tr = quantidades trago, nas condic¢des utilizadas.
Resultados expressos em %. Fonte: (LAGO, 2001).

2.3 TORRA: CARACTERIZAGCAO E ESTABILIDADE DOos COMPOSTOS

A qualidade do café depende da forma como é cultivado, colhido,

processado e preparado. A obtencdo de um produto de boa qualidade depende de

fatores inerentes a planta (caracteristicas da variedade) e de fatores referentes ao



28

ambiente externo. Além disso, a composicdo quimica dos graos (fatores genéticos,
ambientais e culturais), métodos de colheita, processamento e armazenamento dos
graos irdo influenciar as caracteristicas da bebida (LOPES, 2000). Porém, a etapa de
torra (também denominada torrefacéo, torragem ou torracéo, quando referente ao café)
merece destaque dentre 0s processamentos a que o café é submetido industrialmente,
por ser uma das mais importantes para a qualidade final do produto (MONTEIRO, 2002;
REDGWELL et al., 2002; FERNANDES et al., 2001).

No processo de torra de café, quando a temperatura dos gréos
ultrapassa 50°C, inicia-se a desnaturacdo de proteina, ocorrendo também evaporacao
de agua. Ao atingir 100°C, os graos de café comecam a adquirir cor amarelada devido a
decomposicdo térmica e pirdlise dos compostos organicos e perda de umidade; entre
120 e 130°C, a cor passa a ser castanha. Com o aumento do volume do gréo, a 150°C,
alguns produtos volateis sdo desprendidos (H,O, CO e CO) e um odor tipico de o6leo é
percebido. A temperatura em torno de 180°C, desprendem-se gases de combust&o,
principalmente CO, e CO, sob forma de fumaca. A cor torna-se marrom pela formacao
de melanoidinas e compostos aromaticos. No final do processo, a umidade do gréo
encontra-se entre 1,5 a 3,5 % (MATIELLO, 1991; ORTOLA et al., 1998; ARAUJO,
2001).

O processo de torra pode ser avaliado de diversas maneiras: pelo
aspecto visual da amostra depois de efetivado o processo, pela contagem de gréos que
ndo torraram ou ndo apresentaram cor caracteristica, pelo tempo e temperatura de torra
e/lou pela perda de peso dos graos (DAGLIA et al.,, 1994b; URGERT et al., 1995;
MORAES & TRUGO, 2001; MONTEIRO et al., 2002; OOSTERVELD et al., 2003;

MINAMISAWA et al., 2004).
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O ponto de torra pode ser definido facilmente por observacfes
subsequentes da cor desejada e cada industria possui um padrdo caracteristico para
este processo. O padrdo estabelecido pelo consumidor brasileiro exige que o café seja
torrado até atingir uma coloracdo marrom escuro (FERNANDES, et al., 2001). O
trabalho de MONTEIRO (2002) teve como um dos objetivos a caracterizacdo sensorial
do café (Coffea arabica L.) em termos de qualidade sensorial e aceitacéo de sua bebida
mole, dura e rio, na torra denominada clara (americana), expresso e escura (em ordem
crescente de intensidade). Verificou-se que as amostras de torra clara apresentaram
maior intensidade dos atributos aroma de grédo verde, aroma e sabor fermentado
(referente a bebida proveniente de grédo fermentado) e gosto acido. As amostras de
torra escura mostraram maior aceitacao por parte dos consumidores, sem diferenciar a
classe.

Podem ser também encontrados no mercado, cafés de torras
demasiadamente fortes (perda de peso acima de 22 g/100 g), utilizadas com o intuito
de mascarar a presenca de defeitos ou adulteracdes comuns em cafés de consumo
interno (FERNANDES et al., 2001).

Utilizam-se denominacdes para as torras de cafés baseadas no aspecto
visual: “fina”, “boa”, “regular” e “ma”. Considera-se na torra fina que a totalidade dos
graos se apresenta de cor homogénea e sem imperfeicdes, na torra boa verifica-se um
maximo de 2 % de imperfeicdes e poucas variacdes de cor. Para regular € permitido um
maximo de 10 % de imperfeicbes e maiores diferencas de coloracdo, e a torra €
classificada como ma quando acima desses limites (MATIELLO, 1991).

A torra pode ser, também, mais usualmente classificada como "leve",

"média” e "escura”. A primeira produz um café de maior acidez, aroma e sabor suaves,
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com menos amargor e menor perda de lipideos aromaticos. A torra média acentua o
sabor e aroma. A torra escura diminui a acidez e da maior evidéncia ao amargor,
produzindo grdos com aspecto oleoso devido a perda de lipideos (CAFE ALVORADA,
2002).

Existe, no entanto, bastante divergéncia na literatura, tanto nos termos
empregados e na classificacdo dos graus de torra, quanto na relacdo observada entre
0s graus de torra, parametros de cor e perda de peso.

Para verificar o efeito do processo de torra na composicdo de
carboidratos em gréos de café arabica, OOSTERVELD et al. (2003) utilizaram amostras
torradas em trés niveis, de acordo com a porcentagem de perda de peso dos gréos ao
final do processo, empregando as denominacgdes “clara”, para 11 %, “meédia”, para 15
%, e “escura”, para 22 % de perda de peso.

MINAMISAWA et al. (2004) mostraram o comportamento de
substancias biologicamente ativas presentes no café conforme a torra a que este era
submetido. Utilizando amostras de café arabica e conilon, os grdos foram torrados em
cinco niveis, denominado pelos autores como (em escala crescente de intensidade):
“light”, “medium”, “city”, “full city” e “French”. O processo de torra foi realizado a 230°C
por tempos que variaram entre 10 e 30 minutos. As duas amostras de torras mais
brandas apresentaram coloracdo de marrom claro a castanho. As trés torras mais
intensas produziram graos de coloragdo marrom escuro, sem diferencas visuais
perceptiveis.

A relacdo entre o grau de torra, método de preparacdo da bebida e a
atividade antibacteriana de café arabica e conilon de diferentes origens (paises) foi

estudada por DAGLIA et al. (1994a e b). As amostras foram submetidas a trés graus de
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torra, classificadas de acordo com a perda de peso dos grdos ao final do
processamento, variando-se o tempo de aquecimento a uma temperatura fixa (ndo
especificada). A torra denominada “clara” (5 min) produziu, em média, 11 % de perda
de peso nos graos, a torra “média” (7 min), 13 %, e a torra “escura” (8 min) causou 20
% de perda de peso.

MONTEIRO et al. (2002) variaram as condi¢cdes de torra para observar
0 comportamento do teor de compostos fendlicos e a cor dos grdos de café,
empregando o sistema Hunter. Utilizaram-se trés classes de café: mole, dura e rio
(classificados pela “prova da xicara”) da espécie Coffea arabica. O estudo dividiu em 3
as condicbes de torra, de acordo com o bindmio tempo/temperatura: “clara” (9,1
min/165,6°C), “expresso” (10,6 min/226,7°C) e “escura” (11,6 min/226,7°C). Foi feita ao
final uma relacao entre perda de peso dos gréos e o tipo de torra. As amostras de torra
clara apresentaram, em relacdo a cor, maior luminosidade (L) e intensidades de

vermelho (a) e amarelo (b) (TABELA 111.1).

TABELA Ill.1 — Valores de L, a, b e a porcentagem de perda de peso (%PP) para os

diferentes tipos de torra e classe de café.

Classe/Torra %PP apos torra Lt a’ b!
Mole/Clara 9,6 15,92 &b¢ 19,802 10,013P¢
Dura/Clara 11,5 16,602 21,332 10,452

Rio/Clara 10,4 19,002 21,728 12,162
Mole/Expresso 14,2 10,76 *Pcd 17,312P 6,57>¢¢
Dura/Expresso 14,0 9,19>cd 16,27%P 5,59 ¢

Rio/Expresso 13,8 10,00°¢¢ 17,112P 6,32>¢¢

Mole/Escura 17,5 6,50° 12,18° 4,12¢

Dura/Escura 16,7 8,141 14,84° 4,87%¢
Rio/Escura 17,4 9,79Pcd 17,063 6,23"¢cd

"Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem significamente
entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: MONTEIRO et al. (2002).
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MENDES et al. (2001) estudaram a otimizacdo das condicGes de torra
do café conilon aplicando Metodologia de Superficie de Resposta e avaliando-se cor
instrumental (parametros L*, a* e b*) e aceitabilidade sensorial. As condi¢des ideais de
torra encontradas quanto ao tempo e temperatura foram: 22 a 28 minutos e 225 a
230°C, respectivamente, com valores dos parametros de cor entre 37,05 e 40,69 para
L*, 2,29 e 4,15 para a* e entre 2,70 e 6,29 para b*.

O grao de café apresenta centenas de constituintes volateis e néo-
volateis de diversos compostos quimicos, como acidos, aldeidos, cetonas, acucares,
proteinas, aminoacidos, acidos graxos, compostos fendlicos, cafeina e enzimas que
tém acdo sobre estes préprios constituintes (SILVA, 1997; FERNANDES et al., 2001). O
sabor amargo caracteristico do café depende de substancias de ocorréncia natural, que
incluem as metilxantinas como a cafeina, acidos fendlicos, acidos carboxilicos e alguns
aminodacidos e proteinas, mas provém principalmente de compostos formados durante o
processo de torra. S&o aproximadamente 800 compostos volateis que surgem em maior
ou menor concentracdo, dependendo principalmente das condi¢cdes de torra do gréo,
como tempo, temperatura e tipo de torrador. Desta forma, o café processado contém
mais compostos volateis do que qualquer outro alimento ou bebida (ARAUJO, 2001;
NOLLET, 1996). A contribuicdo de cada um destes compostos para o aroma final do
café é bem variada, podendo ainda ocorrer interacdes sinergisticas e antagonicas
(TRUGO et al., 2000).

A cafeina (FIGURA IIl.1) é um dos principais alcaldides presentes no
café e um dos mais estudados pelas suas conhecidas propriedades fisiologicas e
farmacoldgicas, principalmente em relacdo ao seu efeito na reducao do sono e as suas
propriedades estimulantes. Sua porcentagem varia com a espécie. O tipo arabica
apresenta um teor médio de 1,22 % e o conilon, 2,54 % (teores em base seca) (KY et
al., 2001). Estes valores sao alterados ap0s a torra: em torno de 1 % para o arabica e 2
% para o conilon. Observa-se que a cafeina tem relativa estabilidade a torra mesmo
com o emprego de altas temperaturas (200 - 230°C) (TRUGO et al., 2000).
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FIGURA IIl.1 — Estrutura quimica de cafeina, trigonelina, acido nicotinico e 5-ACQ.

Ao contrério da cafeina, a trigonelina (FIGURA II.1) mostra-se bastante
sensivel ao processo de torra. O teor médio de trigonelina no café verde é de 1 a 2 %
para o arabica e préximo de 1 % para o conilon, em base seca. Estudos realizados por
MAZZAFERA (1991) constataram grande variagdo na concentracao de trigonelina entre
variedades de café arabica (1,52 a 2,90 %) e conilon (3,08 %). A presenca de
trigonelina em variedades comerciais brasileiras esta entre 0,7 a 1,2 % com média de
0,9 %, segundo MORI et al. (2003). Essas quantidades diminuem significativamente
apos a torra em intensidade que depende do tempo e temperatura, gerando-se

compostos volateis e/ou ndo-volateis. A 230°C e 15 minutos de torra, foi verificada
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retencdo de apenas 15 % da quantidade inicial de trigonelina (TRUGO et al., 1999; KY
et al., 2001; MINAMISAWA et al., 2004).

VIANI & HORMAN (1974) foram um dos primeiros pesquisadores a
estudar o comportamento térmico da trigonelina. Verificou-se que o principal produto da
primeira fragmentacdo € o acido nicotinico (FIGURA 11l.1), detectado na fracdo nao-
volatil do café apds a torra.

TAGUCHI et al. (1985) observaram a formacdo de acido nicotinico
durante a torra de grados de café. Verificou-se que a 230°C e por um tempo de 10
minutos (condi¢cdes extremas superiores de torra testadas) a concentracdo de acido
nicotinico foi a mais alta e a temperatura de 220°C, a maxima quantidade deste
compontente foi detectada em 20 minutos. Notou-se um aumento da concentracdo de
acido nicotinico e um decaimento de trigonelina, conforme o tempo, o que condiz com o
descrito em outros trabalhos como de KY et al. (2001), TRUGO (2001) e VIANI &
HORMAN (1975). Porém, a partir de 20 minutos (a 220°C) observou-se um decréscimo
também na concentracdo de acido nicotinico. Os trabalhos citados acima concentram-
se no estudo da perda da trigonelina, mas nao discutem adequadamente a degradacao
térmica do &cido nicotinico. CASAL et al. (2000a) relatam que a quantidade de acido
nicotinico resultante da degradacao da trigonelina se eleva a medida que aumenta o
grau de torra, porém quando se estende além de 15 minutos a 240°C verifica-se uma
diminuicdo do acido nicotinico formado, mostrando sua instabilidade térmica a partir
desta temperatura, para essas condicfes estudadas.

Dentre os principais compostos fendlicos ndo-volateis presentes no café
esta o grupo dos acidos clorogénicos (ACGs). Alguns pesquisadores vém trabalhando

no desenvolvimento de técnicas para identificar e diferenciar amostras de espécies e
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origens distintas de café com base na quantidade de ACGs (DE MARIA & MOREIRA,
2004; MONTEIRO & TRUGO, 2004; DE MARIA et al.,, 1998; BICCHI et al., 1995;
TRUGO & MACRAE, 1984). Concentracdes que variam de 55a 8,0 % e 7,1 a 11,7 %
de ACGs foram encontrados para os tipos arabica e conilon, respectivamente. Sua
formacdo se da principalmente pela esterificacdo do acido quinico com os acidos
caféico, ferulico e p-cumarico. Assim, os acidos cinamicos livres estdo em pequena
quantidade no café verde. O representante majoritario do grupo ACG é o acido 5-
cafeoilquinico (5-ACQ) (FIGURA 1ll.1), para qual muitas vezes se emprega 0 termo
“clorogénico” (DE MARIA & MOREIRA, 2004). O processo de torra, porém, promove a
degradacdo dos ACGs em fendlicos livres. Uma pequena quantidade dos ACGs é
convertida a pigmentos e outra parte perdida por volatilizacdo (TRUGO et al., 2000).
Estudando apenas a espécie arabica, LELOUP et al. (1995) utilizaram
uma combinacdo de meétodos cromatograficos para verificar as possiveis vias de
degradacéo do acido clorogénico durante o processo de torra do café, obtendo-se sua
cinética de seus isdbmeros principais e dos componentes fendlicos e quinicos de maior
importancia. O teor de ACGs total é bastante reduzido durante a torra, mas nem todos
os isbmeros apresentam comportamento similar. Os acidos 5-ACQ e di-ACQ
(dicafeoilquinico) ndo desaparecem tao rapidamente quanto o acido clorogénico total.
Comportamentos semelhantes a esses foram observados para os isbmeros 4-ACQ e 3-
ACQ. Nos estéagios iniciais de torra ocorre uma hidrolise particular do di-ACQ, que se
converte parcialmente em &cido caféico e novas formas esterificadas sé&o
transitoriamente produzidas. Entretanto, ao longo do tempo os acidos fendlicos
esterificados diminuem em até um terco do inicial. Componentes fendlicos, como

catecol, 4-etilcatecol, guaiacol e 4-etilguaiacol foram detectados em quantidades tracos
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(menor que 0,1 %), explicando parte dos dois tercos degradados de acido fendlico
(LELOUP et al., 1995; TRUGO & MACRAE, 1984).

DAGLIA et al. (1994a) propuzeram que a soma dos teores de acido
nicotinico e trigonelina, bem como a relacdo 5ACQ/cafeina, dependem do grau de torra
e poderiam ser utilizados como parametros para monitoramento do processo.

Todos esses compostos citados sdo fundamentais na formacdo do
aroma e sabor do café processado (TRUGO et al., 2000), mas nenhum dos compostos
volateis identificados possui, por si s6, o aroma tipico do café torrado, ou seja, devem
estar presentes na mistura em proporcdes e quantidades corretas (ARAUJO, 2001).

Durante o processo de torra pode ocorrer ainda um aumento
proporcional de lipidios, devido a destruicdo de carboidratos. Foi verificada para o café
arabica uma elevacédo de 11,4 % para 15,4 % no teor de lipidios totais, e, para o
conilon, alteracéo de 6,1 até 9,6 % (LAGO, 2001).

O teor de matéria insaponificavel (MI) no 6leo de café é relativamente
alto (9,0 a 13,4 %) comparado com os 6leos vegetais (em geral abaixo de 1 %). As Mls
sdo constituidas principalmente por dois alcoois diterpénicos, cafestol e caveol
(FIGURA 1lI.2), que ocorrem na forma livre ou como monoésteres de acidos graxos.
SPEER et al. (1991) estudaram outro diterpénico de interesse, o 16-O-metilcafestol,
composto presente apenas no café conilon (de 0,1 a 0,3 %, em base seca) e excelsa.
Foi sugerido que este composto poderia ser usado como indicador das espécies
arabica e conilon em misturas no produto torrado, jA que € termicamente estavel

(KEMSLEY et al., 1995).
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FIGURA III.2 — Estruturas quimicas do cafestol e caveol

O cafestol e caveol podem sofrer desidratacdo durante a torra dos
graos, formando pequenas quantidades de dehidroderivados, segundo LAGO (2001).
URGERT et al. (1995) cita em sua revisdo que a torra intensa (até 26,5 % de perda de
peso do grdo) ndo reduz consideravelmente a quantidade de diterpenos no café
arabica, que é de 1,3 % em peso. A concentracdo se mantém apos a torra dos graos:
0,56 % de cafestol e 0,73 % de caveol. O grao néo torrado de café conilon apresenta
0,20 % de cafestol e caveol somados. Desta forma, a adicdo de café conilon ao café

arabica pode diminuir a quantidade de diterpenos.

2.4 DISCRIMINACAO ENTRE ESPECIES

Para obter-se a discriminacdo entre as espécies Coffea arabica e C.
canephora, diferentes técnicas analiticas vém sendo estudadas, porém muitos dos
trabalhos da literatura fazem diferenciacdo apenas entre graos verdes.

GONZALEZ et al. (2001) relataram que o teor de metais, compostos

volateis, acidos clorogénicos, cafeina e a composicdo de lipidios (esterois, acidos
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graxos, alcoois diterpénicos, tocoferdis, trigliceridios) poderiam ser utilizados na
caracterizacdo das espécies de café verde. ANDRADE et al. (1998) citaram a
concentracdo de lipidios, cafeina, trigonelina, terpendides, &acidos clorogénicos,
cafeoiltirosina e &cidos hidroxicinamicos como diferenciadores dos tipos arabica e
conilon. Além desses compostos, sdo, ainda, sugeridos o emprego do teor de
aminoacidos totais (MARTIN et al.,1998) e sacarose (CAMPA et al., 2004).

Técnicas analiticas que utilizam espectroscopia no infravermelho para
discriminacdo entre espécies vém tendo destaque (KEMSLEY et al., 1995), porém o
equipamento e sua manutencdo sao relativamente caros, além de ndo ser usualmente
utilizado na area de andlise de alimentos. A calibracdo do infravermelho € bastante
complexa, feita a partir de espectros da cafeina e outros alcaldides do café, exigindo
um grande numero de andlises e emprego de estatistica multivariada para
diferenciacéo das espécies (DOWNEY & BOUSSION, 1996; BRIANDET et al., 1996).

WURZIGER (1977 e 1985), nas décadas de 70 e 80, apresentou um
método para diferenciacdo de espécies de cafés verdes e torrados. A extracdo da
fracéo lipidica foi feita em Soxlet, seguida de saponificacdo a frio. Utilizou-se reacdes
da matéria insaponificavel (MIl) com iodeto de potassio e acido cloridrico em meio acido.
A diferenca de cor, avaliada por medidas de absorvancia a 290 nm (A de maxima
absorcédo do caveol) e 630 nm (AL maximo do produto de reacao), podia ser atribuida
aos baixos teores de caveol no café conilon. O método, no entanto, era empirico e
pouco quantitativo, ndo sendo mais encontrada na literatura referéncia a sua aplicacao

a partir desse periodo.
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ALVES et al. (2003a) desenvolveram uma metodologia
espectrofotométrica para diferenciacdo de café torrado dos tipos arabica e conilon, a
partir do proposto por WURZIGER (1985), padronizando a extracdo do caveol e
condicOes das reacdes colorimétricas. Como somente a matéria insaponificavel, que
continha o caveol, era de interesse, foi utilizada na extracdo uma adaptacao do método
proposto por URGERT et al. (1995) para quantificacdo de diterpenos em café. Foram
realizadas extracdes a quente das amostras, utilizando terc-butil metil éter e limpeza
com agua. Apos reacdes colorimétricas com Kl e HCI, mediu-se as absorvancias a 290
e 630 nm. A metodologia foi empregada para café conilon e diferentes variedades de
arabica (lapar 59, Acaia, Mundo Novo, Catuai), mostrando-se eficiente na identificacédo
das espécies, sugerindo uma possivel utilizagdo como método de triagem na
identificacdo da adicdo de conilon ao arabica. O método, no entanto, ndo permitia uma
avaliacdo quantitativa do teor de caveol, devido a ndo utilizacdo de um padréo
comercial de caveol e a leitura dos extratos ser feita numa faixa muito alta de
absorvancia, e por isso menos confiavel.

Independentemente dos parametros a serem analisados, a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido a mais amplamente empregada
para a deteccdo e quantificacdo de diferentes compostos em cafe.

No trabalho de GONZALEZ et al. (2001) foram utilizados os teores de
tocoferdis (o, B e y-tocoferéis) e de triglicerideos (acido oléico, linoléico, linolénico,
palmitico e estearico) como parametros de caracterizacdo das duas espécies de café

verde. Foi utilizada a técnica de CLAE de fase reversa e fase normal.



40

MARTIN et al. (1998) estudaram o emprego dos parametros
aminoacidos, polifendis, extrato aquoso, acido clorogénico, cafeina e trigonelina na
discriminacdo das espécies de café verde de varias procedéncias. As espécies foram
diferenciadas com base nos teores de cafeina e aminoacidos totais.

Para a analise da concentracao de trigonelina e sacarose em diversas
espécies de café e origens geograficas (incluindo C. arabica e C. canephora), CAMPA
et al. (2004) utilizaram CLAE de fase reversa e de troca idnica, respectivamente.
Verificou-se que as quantidades desses compostos variam com a espécie, podendo,
portanto, ser utilizados como parametros de caracterizacao.

ANDRADE et al. (1998) detectou na maioria de suas amostras (graos
verdes de cafés conilon e arabica de diferentes origens geograficas) os acidos p-
cumarico, o-cumarico, sinapico, 3,4,5-trimetoxicinamico, 4-metoxicinamico e 3,4-
dimetoxicinamico, este Ultimo em maior concentracdo nas amostras da variedade
conilon. Os acidos caféico e ferulico foram encontrados em todas as amostras. Os
autores sugerem que o teor de acidos cinamicos poderia ser relacionado a origem do
cafe.

BICCHI et al. (1995) realizou testes sensoriais e utilizou CLAE para
analisar os ACGs (cafeoilquinico, dicafeoilquinico, feruloilquinico e isdbmeros) em café
verde e torrado com o0 objetivo de diferenciar as origens das espécies, processos de
torra e proporcdes de conilon e arabica.

O estudo de DAGLIA et al. (1994a) verificou a relacdo entre a atividade
antibacteriana de café arabica e conilon com o nivel de torra das amostras. Determinou-
se a variacao dos teores dos acidos 5-cafeoilquinico, caféico, nicotinico, trigonelina, 5-

(hidroximetil)furfuraldeido (HMF) e cafeina, por CLAE. O café arabica mostrou baixos
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niveis de 5-cafeoilquinico e cafeina e maiores quantidades de trigonelina que a
variedade conilon. Para ambas as espécies, acido nicotinico e HMF foram encontrados
em nivel de tracos e estiveram presentes apenas nas amostras de torras "leve" e
“média”. Foi verificado ainda que a soma dos teores de trigonelina e acido nicotinico e a
razao entre as quantidades de acido 5-cafeoilquinico e cafeina dependem do grau de
torra dos graos de café e poderiam ser usadas como eficiente meio de monitoramento
do processo de torra.

MAEZTU et al. (2001) propds uma classificacdo para o café expresso
preparado a partir das duas espécies, conilon e arabica. Denominou-se "Arabica" para
amostra 100 % arabica, “Robusta Natural Blend”, para mistura 80 % de café conilon e
20 % de arabica, e finalmente “Robusta Torrefacto Blend”, para mistura 50 % da
amostra "Robusta Natural Blend" e 50 % de café conilon com adicdo de acucar. A
classificacdo se baseou na relacdo de caracteristicas fisico-quimicas (pH, densidade,
viscosidade e tenséo superficial), quimicas (teor de lipidios, cafeina, trigonelina e acidos
clorogénicos determinados por CLAE) e sensoriais (sabor, aroma e aparéncia da
espuma da bebida).

CASAL et al. (2000b) testaram como ferramenta de discriminacdo de
diferentes espécies (C. arabica e C. canephora) e origens de cafés torrados a utilizacéo
de trigonelina, acido nicotinico e cafeina por CLAE. A quantificacdo dos compostos foi
feita simultaneamente, e os resultados mostraram que trigonelina e cafeina foram
eficientes para a diferenciacdo das espécies puras, mas acido nicotinico néo
apresentou eficiéncia relevante.

ALVES et al. (2003b) avaliaram os teores de trigonelina, cafeina e

acidos clorogénicos por CLAE de fase reversa para discriminacdo entre as espécies
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ardbica e conilon torradas em apenas um grau (média, 17 % de perda de peso).
Observou-se boa discriminacédo entre as amostras 100 % conilon e mistura 50 %, e as
amostras de café arabica pura ou com adicdo de menor teor de conilon (25, 20, 15, 10
e 5 %). Entretanto, os cafés utilizados foram submetidos a apenas um tipo de torra nédo
se podendo avaliar o efeito da torra na capacidade de discriminacéo das variaveis.

A literatura reporta que a avaliagdo de um s6 composto ndo permite a
discriminacdo entre as espécies, sendo interessante a determinacdo de varios
parametros. Pode-se observar, também, que o0s compostos propostos para a
diferenciacéo entre as duas espécies de café apresentam grande variabilidade e que as
condicOes de torra também interferem nesses valores. Assim, € necessario utilizar para
a analise dos dados, métodos estatisticos multivariados, onde a caracterizacdo do
produto ndo € baseada em valores individuais de parametros, mas em sua combinacao.

A Anadlise de Componentes Principais (ACP) é uma das técnicas
estatisticas mais antigas e mais utilizadas para analise multivariada. E apropriada para
detectar a importancia relativa das variaveis individuais na caracterizacéo e separacao
dos dados, reduzindo ainda a numero de dados para analise. A ACP é empregada para
transformar um determinado numero de variaveis em um numero menor de
componentes hipotéticos, chamadas “componentes principais” (CP), que sdo uma
combinacédo linear das medidas originais. Assim, apenas duas ou trés CPs séo
necessarias para explicar todas as informacdes presentes nos dados, de maneira que a
primeiro componente seja a maior responsavel pela variancia observada. A segundo
componente seria a responsavel pela segunda maior variancia, e assim
sucessivamente. Através da plotagem dos dados no sistema de coordenadas definidas

pelas CPs, € possivel identificar relagcbes importantes entre os dados (obtidos, por
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exemplo, de cromatogramas ou espectros), identificando similaridades e diferencas
entre os objetos. Amostras com similaridades em uma ou mais propriedades ou relacéo
de propriedades serdo pontos proximos nesse espaco padrao (LANDIM, 2003; LAVINE,
2000).

A Analise de Agrupamentos (AA) € um método de analise exploratoria e
de classificacdo dos dados e utiliza diferentes técnicas para associacdo e medida da
similaridade para conseguir a separacdo das amostras em grupos. Cada amostra é
tratada como um ponto no espaco de medidas n-dimensional. Os eixos da coordenada
deste espaco sao definidos pelas medidas usadas para caracterizar as amostras. Desta
forma, a AA identifica a similaridade entre amostras por medidas de distancia entre os
pontos do espaco. No método por agrupamentos hierarquicos, parte-se de uma matriz
simétrica de coeficientes de associacao entre itens e para a combinacdo dos mesmos,
segundo niveis hierarquicos de similaridade, utiliza-se de um procedimento
aglomerativo de tal modo que cada ciclo de agrupamento obedeca a uma ordem
sucessiva no sentido do decréscimo de similaridade. As medidas de similaridade podem
ser mais comumente obtidas pela distancia entre pares de pontos no espaco n-
dimensional. A escolha da distancia meétrica que expressa similaridade entre as
amostras no conjunto de dados depende do tipo das medidas das variaveis. A forma
grafica mais usada para representar o agrupamento hierarquico € o dendrograma
(LANDIM, 2003; LAVINE, 2000).

Vérios dos trabalhos citados anteriormente que fazem a quantificacédo
de compostos em café com o proposito de caracterizacdo das espécies e origens vém
utilizando a analise Multivariada como ferramenta de analise de seus dados (ALVES,

2004, MAEZTU et al, 2001; CASAL et al, 2000b; MARTIN et al, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Diferenciacdo das espécies de café Coffea arabica e Coffea canephora

(variedade conilon) em misturas com diferentes graus de torra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizacao das condicdes de torra e caracterizacdo das amostras com
diferentes graus de torra (umidade e cor);

- Verificacdo da eficiéncia dos parametros de cor na discriminacdo das
torras e espécies;

- Determinacao dos teores de cafeina, trigonelina e acido clorogénico;

- Estudo da viabilidade de andlise de outros parametros por CLAE (acidos
nicotinico e cin@micos) e de sua importancia na discriminacao;

- Validacdo da metodologia cromatografica para os novos parametros;

- Avaliacdo da extracdo e padronizacdo das condi¢cGes de reacéo e leitura
no método espectofotométrico;

- Determinacéo da absorvancia apds reacédo colorimétrica com Kl e HCI;

- Comparacéao da eficiéncia das reacdes colorimétricas;

- Verificacdo da eficiéncia das metodologias cromatografica e
espectrofotométrica para discriminacdo das espécies de café
trabalhando-se com diferentes tipos de torras e misturas de café conilon e
arabica;

- Avaliacéo do efeito da torra na capacidade de discriminacdo das variaveis
estudadas;

- Aplicacdo de Analise Multivariada (ACP e AA), Regressao Multilinear e
Andlise de Variancia para a discriminacdo das duas espécies de cafée

torrado sob diferentes condicdes, e suas misturas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

As amostras de café verde via seca de origem conhecida foram obtidas junto
ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), utilizando-se café arabica da variedade
lapar-59 e conilon obtido no comércio local. A torra foi feita em um torrador marca Rod-
Bel (aquecimento a gas com capacidade para 300 g) com a temperatura variando de
190 a 230°C, de 5 a 10 minutos de acordo com a variedade de café e o tipo de torra
desejado. O controle foi feito por avaliacdo visual da cor e por medidas de perda de
peso. Foram utilizados trés niveis de torra, denominados “clara”, correspondente a 13 %
de perda de peso da amostra; “média”, 17 % e “escura”, 20 % de perda de peso em
base Umida (valores médios das analises em triplicata). Apés a torra e moagem, a uma
granulometria de 500 nm (peneira ABNT 35), foram feitas as misturas das espécies nas
proporgées 20, 30, e 50 % de café conilon ao café arabica, para todas as torras. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em camera fria a

temperatura de, no maximo, 0°C, por dois meses.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Andlise de Umidade

A umidade das amostras de café torrado, das espécies arabica e
conilon, foi determinada em equipamento de infravermelho (OHAUS-MB200) utilizando-
se programacao de modo normal a 105°C, por 7 minutos, considerando-se 0,01 g como
diferenca de perda de peso. Estudos preliminares foram efetuados com o procedimento
padréo oficial utilizando estufa 105°C (AOAC, 1995) para estabelecer uma condi¢cdo em
que o equipamento infravermelho reproduzisse a andlise obtida pela estufa (Anexo A).
Os valores de umidade foram utilizados para calculo das concentracbes dos

componentes de interesse em base seca.

4.2.2 Andlise de cor

Para caracterizacdo visual de cor, foram tomadas imagens digitais das
amostras, acondicionadas em recipiente plastico de 1 cm de altura e 4 cm de diametro.
Utilizou-se um escaner “ColorPage-Vivid3X EPP” (Kye International Corp.), com
resolucdo otica de 600X1200 pontos por polegadas acoplado a um computador com
programa para edicdo de imagens “Presto PageManager”. Como condicbes de
operacdo no escaner, foram empregadas resolucdo de 100, brilho 75, contraste 70 e
profundidade de 24 cores (OLIVEIRA et al., 2003).

A analise de cor foi feita utilizando-se um colorimetro portétil Minolta
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CR-10, empregando iluminante CIE D65 (luz natural do dia) colocado num angulo de
8/d e observador padrdo CIE 10°. O equipamento realizou a leitura numa area que
compreende um circulo de 8 mm de diametro. As amostras de café foram
acondicionadas no mesmo recipiente utilizado para as imagens digitais. O colorimetro
forneceu diretamente os valores de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde)
e b* (componente amarelo-azul). A partir destes dados, calculou-se o valor da

tonalidade cromatica, definida como o arco tangente da relacéo b* / a* (equacao 1).

H*= arctan[b*j (1)

ax*

4.3 REAGENTES

Utilizou-se como solventes para extracao e preparo da fase movel: terc-
butilmetil éter (Vetec) de grau analitico; acetonitrila (Carlo Erba) e acido acético glacial
(Synth, P.A.) de grau cromatogréafico. A agua empregada no preparo de padrdes e
solugbes foi obtida por sistema de purificacdo e filtracdo Milli-Q (Millipore). As fases
moveis utilizadas foram filtradas em sistema Millipore de filtracdo a vacuo com
membranas de 0,45 um (Millipore) e degaseificadas, por 30 minutos antes de sua
utilizacao, em degaseificador (Shimadzu, modelo DGU-2A).

Nas analises empregou-se padrdes (de grau analitico) de acido caféico
(acido 3,4-dihidroxicinamico) (Sigma), acido feralico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico)

(Acros Organics), acido cumarico (acido 4-hidroxi-cinamico) (Sigma), acido clorogénico
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(acido 1,3,4,5-tetrahidroxiciclohexano-carboxilico - 5-ACQ) (Sigma), acido nicotinico (n-
metilnicotinamida) (Sigma), cafeina (1,2,7-trimetilxantina) (Sigma) e trigonelina (1-
metilpiridinium-3-carboxilato monohidrato) (Sigma).

Para as analises espectrofotométricas, foram utilizados acido cloridrico
(SYNTH), hidréxido de potassio (Synth), iodeto de potassio (Incasa S.A.), tiossulfato de

sodio (Merc) de grau analitico.

4.4 EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um espectrofotdmetro UV-Visivel GBC Cintra 20, com faixa
de deteccdo de 190 a 1000 nm e abertura de fenda de 2 nm, para as analises
espectrofotométricas.

Para a analise cromatografica, utilizou-se um cromatégrafo a liquido
(Shimadzu), constituido de um sistema de bombeamento de solvente (duas bombas
modelo LC10AD) e valvula injetora Rheodyne, com alca de amostragem de 20 pyL. O
sistema esta acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel (Shimadzu modelo
SPD-10A) conectado por uma interface (CBM-101) a um microcomputador para

processamento de dados.



49

4.5 DETERMINACAO SIMULTANEA Dos Acipos CINAMICOS, NicOTiNICO E CLOROGENICOS,

TRIGONELINA E CAFEINA POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

4.5.1 Preparo de amostra

As amostras foram preparadas inicialmente conforme método sugerido
por ALVES et al. (2003c) descrito na FIGURA [V.1. Foram testadas extracdes com

adicdo de modificador organico (acetonitrila) a solugédo de extracdo (agua) para verificar

a eficiéncia.
. . Filtrar em Baldo de 100 mL
%ysd(:egci?é > 30m|__f_de :gua > S%ilgho'mf(;'a? » com papel de filtro qualitativo
P purificaca por - min - completar o volume

v

Transferir uma aliquota de 5 mL
CLAE 4—| Filtrar em membrana de 0,5 pm |4— para um bal&o de 25 mL -
completar o volume

FIGURA 1V.1: Condicdes propostas para extracdo das amostras de café (ALVES et al.,
2003c)

4.5.2 Condigdes cromatograficas

Inicialmente, foram empregadas para a analise de trigonelina, acido
clorogénico e cafeina, as condi¢cdes cromatograficas descritas por ALVES et al. (2003c)

(TABELA IV.1).
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TABELA IV.1: Condi¢cdes cromatograficas empregadas na analise de trigonelina,

acido clorogénico e cafeina (ALVES et al., 2003c)

Spherisorb ODS 1 - 250 mm x 4,6 mm
Fase Estacionaria Coluna Particulas esféricas de 5 um, 7 % de
substitituicdo, ndo capeada
Coluna de guarda de C18, particula de 5 um
Composi¢ao Acido acético 5 % (A) e acetonitrila (B)
Fase Movel Vazéo 0,7 mL/min
Eluicéo Gradiente: 025 -5%B; 10 - 13 % B
) Programavel 0als —-272 nm, 15'a23'-320nme de 23’
Deteccéo até o final 272 nm
Sensibilidade 0,008 UA
Corrida 35 min
Tempo N
Estabilizacao 10 min (entre corridas)
Temperatura Ambiente (aproximadamente 25°C)

Foi, ainda, avaliada a possibilidade de analise dos acidos nicotinico e
cindamicos (acidos caféico, cumarico e ferulico), descritos na literatura como provaveis
discriminadores (ANDRADE et al.,, 1998; DAGLIA et al.,, 1994a), em conjunto aos
parametros ja estabelecidos. Os compostos que se mostraram importantes na
caracterizagao das amostras tiveram sua metodologia de determinagéo validada.

A identificacdo dos compostos foi feita com base nos tempos de
retencdo dos solutos eluidos da coluna comparados com o do padréo e empregando-se
co-cromatografia. A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa, construindo-se as
curvas de calibracdo a partir de seis concentragcdes em triplicata. Os teores foram

convertidos em base seca utilizando os dados de umidade.
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4.5.3 Validacao

Para a validacdo, seguiram-se as recomendacfes da AOAC (2003),
estudando-se a linearidade, repetibilidade, recuperacéo e sensibilidade.

A linearidade do método foi determinada pela anédlise em triplicata de
misturas padrdo em seis diferentes concentracfes. Construiu-se a curva analitica para
obtencdo do nivel de significancia (p) e coeficientes lineares, angulares e de
determinacao (R?).

Para determinacédo da repetibilidade, foram analisadas cinco extracoes
diferentes (0,50 g) da mesma amostra, sujeitas as mesmas condi¢cdes de extracdo e
analise, no mesmo equipamento, no menor espaco de tempo possivel. Estudou-se
também a repetibilidade intra-dia, avaliando-se a mesma extracdo da amostra (0,50 g)
com cinco repeticbes ao longo do dia, e a repetibilidade inter-dias (preciséo
intermediaria), analisando-se uma mistura padrao dos compostos, que foi preparada e
congelada a fim de retardar processos de degradacéo, e injetada com intervalos de 24
horas durante 5 dias.

A recuperacéo foi determinada a partir da adicdo de uma quantidade de
padrdo a amostra, de forma que a concentragcdo adicionada representasse
aproximadamente 50 % da concentracao inicial. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Na determinacgdo da sensibilidade do método, o limite de deteccéo (LD)

foi estabelecido empregando-se solugcfes de concentragdes decrescentes até o menor

nivel detectavel e o limite de quantificacdo (LQ), até o menor nivel determinavel com
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precisdo e exatiddo aceitaveis. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)

foram estimados usando as equacdes 2 e 3 (FRANCOTTE, 1996).

LD = 2 Cs hn/hs (2)
LQ =6 Cs hn/hs (3)

Onde: h, = variacdo maxima do ruido no tempo de retencdo do composto; hs = altura do

sinal cromatografico; Cs = concentracédo injetada do analito.

O valor de hs foi determinado pela multiplicacdo de h, por um fator

estabelecido de acordo com o perfil do pico cromatogréfico.

4.6 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA PARA AVALIACAO DE CAVEOL

As amostras foram inicialmente submetidas a rea¢fes colorimétricas da
matéria insaponificavel, que contém o caveol, com iodeto de potassio (KI) e &cido
acético glacial (HAc) (ALVES et al., 2003a). Apdés reacdo, foram avaliadas as
absorvancias a 290 e 630 nm, para ambas as reacfes (FIGURA IV.2). Nota-se que até
a etapa de dissolucdo do extrato etéreo em 4cido acético glacial, o procedimento para
ambas as reagbes (com Kl e HCI) é igual. Somente a partir desta etapa a solucao
contendo a matéria insaponifichvel € destinada a reacdo com o reagente especifico,
como mostra a FIGURA IV.3.

No método original sdo obtidos valores elevados de absorvéancia, ou

seja, em regibes consideradas de grande incerteza e de dificil leitura. Para tornar o
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método mais preciso e exato, uma vez que a massa inicial de amostra é pequena (0,2
g), optou-se por testar diluicbes do extrato apds a reacdo com diferentes solucdes
acidas e agua, o que permitiria a realizacdo das leituras de absorvancia numa faixa de
diluicdo mais adequada. Como o equipamento exige a calibracdo inicial com o branco
(solucdo com todos os reagentes exceto a amostra), cada diluicdo testada foi também
efetuada para essa solucao. O valor utilizado para a analise dos resultados foi a razéo
entre a absorvancia e a massa da amostra em base seca inicialmente submetida ao

processo de extracao.

Pesar 0,2 g de p6 de café em um Adicionar 2 mL de KOH 2,5 Aquecer no banho a .| Adicionar 2 mL de
frasco de vidro para centrifuga M (em etanol 96 %) 80°Cporlh H,O destilada

A 4

A 4
A

v

Recolher fase organica em
um tubo tarado (Repetir 3
vezes)

!

Centrifugar por 1 min a 3000
RPM

A

2 mL de Tercbutil metil éter

Adicionar 1 mL de H,0 ao extrato.
Homogeneizar e descartar a fase aquosa

y
Evaporar no banho a 80°C I

Dissolver o extrato etéreo em 4 mL
de é&cido acético glacial

FIGURA IV.2: Fluxograma da extracdo da matéria insaponificavel do café (ALVES et al.,
2003a).
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| Extrato etéreo | | Extrato etéreo |
v v
| Adicionar 0,3 mL de HCI conc | | Adicionar 0,2 mL de KI saturado |
v v
Agquecer no banho a 100°C por 15 | Aquecer no banho a 100°C por 15 min |
min v

Esfriar a T. ambiente e adicionar
I—P{ Medida de absorvancia |<— 0.5 mL de Na.S.0. 1%
’ 2Y2~5

FIGURA 1V.3: Fluxograma das reagdes colorimétricas (ALVES et al., 2003a).

Avaliou-se a eficiéncia das leituras a 290 e 630 nm para discriminacéo
das espécies de café. Outras faixas de comprimento de onda foram, ainda, estudadas
como parametros adicionais para caracterizacdo das espécies de café. As reacodes

colorimétricas foram também avaliadas pela utilizacdo de padrao de caveol.

4.7 ANALISE DAS VARIEDADES E MISTURAS

Os parametros obtidos através das metodologias cromatografica e
espectrofotométrica e anéalise de cor foram utilizados para a diferenciacao das espécies
de café torrado conilon e arabica (lapar 59) e misturas nas proporc¢oes 20, 30 e 50 % de
conilon.

Para as andlises dos dados, foi empregado um delineamento
inteiramente ao acaso. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e para
comparacao entre as meédias dos tratamentos, utilizou-se o teste de Tukey (p<0,05). Os
tratamentos considerados foram a espécie de café (principal / parcela) e a torra

(secundéria / sub-parcela) em um esquema de parcelas subdivididas, utilizando o
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programa SISVAR (Sistema de Analise de Variancia de Dados Balanceados) (SISVAR,
2004). Quando a interacao espécie (espécies puras ou misturas) x intensidade de torra
foi significativa (p<0,05), indicou que as espécies sofreram efeitos diferentes em relacao
a torra, e assim, o efeito da torra em cada espécie foi estudado separadamente. Se a
interacdo nao foi significativa, as espécies se comportaram de maneira semelhante em
relacdo a torra e as comparacoes foram feitas com as médias gerais das espécies em
cada torra e com as médias gerais das torras em cada espécie. O esquema empregado
para analise de variancia para parcela subdividida encontra-se no Anexo B.

Também foi aplicada estatistica Multivariada para a interpretacdo dos
resultados, empregando-se Analise de Componentes Principais e Andlise de
Agrupamentos. Para isto, foram utilizados os procedimentos “Multivariate Exploratory
Techniques” — “Cluster Analysis” e “Principal Componentes & Classification Analysis”,
do programa computacional Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001). Os dendrogramas foram
obtidos por estratégia de agrupamento nao-ponderado aos pares e considerando-se a
distancia euclidiana como coeficiente de semelhanca.

O grau de torra e a espécie de café foram expressos pela porcentagem
de perda de peso (13, 17 e 20 %) e porcentagem da espécie conilon (0, 20, 30, 50, 100
%), respectivamente. Os modelos que correlacionam a torra e a espécie, em funcao dos
parametros estudados, foram feitos empregando-se regressdes multilineares pelo
procedimento “Multiple linear regression” do programa Statistica 6.0 (STATSOFT,
2001). O melhor ajuste para cada caso foi escolhido baseado na andlise de residuos,
coeficiente de determinacéo e nivel de significancia da correlacéo. Para a definicdo dos
parametros do modelo empregou-se os métodos “Forward stepwise” ou "Para frente" e

“Backward stepwise” ou "Para tras".
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras torradas de café arabica e conilon foram caracterizadas
por medidas de umidade e cor.

A umidade variou de 3,3 a 1,8 g/100 g para o café arabica e de 2,6 a
1,7 g/100 g para o café conilon, considerando-se os diferentes niveis de torra (TABELA

V.1).

TABELA V.1 — Umidade* (g/100 g) dos cafés das espécies arabica e conilon

submetidos a diferentes torras.

Espécies \ Torra Clara Média Escura
Arabica 3,3+0,1 1,8+0,1 1,8+0,1
Conilon 2,6+0,1 1,8+0,1 1,7+0,0

*Média de duas repeti¢cdes + desvio padréo

Na comparacao visual da cor e aparéncia das amostras, (FIGURA V.1)
pode-se verificar diferencas de cor entre as espécies de café e niveis de torra
aplicados.

Na avaliagdo instrumental, dentro de cada nivel de torra (mesma
porcentagem de perda de peso), as amostras de conilon mostraram-se mais claras que
as de café arabica. Para todas as amostras, a luminosidade diminuiu com o aumento do
nivel de torra (TABELA V.2), mas observou-se interacdo entre as variaveis, torra e

espécie.
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Conilon torra Clara Conilon torra Média
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FIGURA V.1 — Cafés arabica e conilon de torras claras, média e escura (13, 17 e 20 %

de perda de peso).

TABELA V.2 — Luminosidade* dos cafés das espécies ardbica (A) e conilon (C) e

misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura
A 100 % 28,0¢ + 0,4 15,9%°+ 0,4 13,0° + 0,4
C20% 31,0*°+0,6 17,9%°+0,4 134°°+0,3
C 30% 29,3"°+ 0,5 17,9%° + 0,4 13,50 +0,2
€50 % 31,3*°+0,7 18,4°°+0,3 13,8°°+ 0,4
C 100 % 37,6+ 0,3 24,7%%+ 0,4 17,4+ 0,4

*Médias de trés repeti¢cdes + desvio padrao.

**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).

As diferencas de L* entre espécies e misturas, que nas torras mais

claras foram relativamente mais acentuadas, diminuiram conforme a torra foi aplicada
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com maior intensidade. Na torra escura, apenas o conilon 100 % se diferenciou das
amostras de arabica e misturas até 50% (TABELA V.2).

Os parametros a* e b* foram medidos instrumentalmente. Optou-se, no
entanto, pelo emprego de tonalidade cromatica (H*), que permitiu uma avaliacdo em
conjunto dos tons amarelo e vermelho e melhor discriminacdo entre espécies e torra

(TABELA V.3).

TABELA V.3 — Tonalidade cromatica* dos cafés das espécies arabica (A) e conilon (C)

e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura
A 100 % 57,4*°+0,1 45,159+ 0,4 41,6%+ 1,0
C20% 58,0*°+ 0,3 47,85°+0,2 41,29+ 0,3
C30% 58,6+ 1,2 48,3%°+0,3 43,0°°+0,6
C 50 % 59,8+ 0,2 50,7+ 0,3 44,9°°+0,2
€160 % 62,7+ 0,2 56,0%%+ 0,2 48,6°%+0,2

*Médias de trés repeti¢cdes + desvio padrao.
**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa
(p<0,05).

Com o aumento da intensidade de torra, as amostras tornaram-se mais
vermelhas (redugdo no valor de H*). Amostras com maiores teores de conilon
mostraram-se mais amareladas, independentemente da torra, mas observou-se
interacdo entre os parametros espécie e torra. Para a tonalidade cromatica, ao contrério
do observado para luminosidade, constatou-se melhor discriminagdo entre espécies e
misturas nas torras média e escura (TABELA V.3).

MONTEIRO et al. (2002), para amostras de café arabica com 14 a 17 %

de perda de peso, relataram valores de L de 6,5 a 11, inferiores aos obtidos nesse

trabalho. No geral, os valores observados foram préximos aos dados descritos na maior
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parte dos trabalhos encontrados na literatura. Para café ardbica, BORGES et al. (2002)
descreve para torra caracterizada como de aquecimento alto, com tempos de 5 a 10
minutos, variacdo de L* de 20 a 37 e de H* de 35 a 55. Para café conilon, MENDES et
al. (2001) cita para um processo otimizado de torra (225 a 330°C, 22 a 28 minutos),
considerando-se a aceitabilidade sensorial, valores de 37 a 41 para L* e 50 a 57 para
H*.

O modelo que correlaciona o grau de torra (expresso em porcentagem
de perda de peso das amostras - %PP) em funcdo de parametros de cor (L* e H*) foi
calculado utilizando uma regressdo multilinear obtendo-se bom ajuste (R? ajustado =

0,83) (Equacéo 4).

%PP = 27,10 - 0,26 L* - 0,10 H* (4)
R? ajustado = 0,83; N = 15; p< 0,001

A partir da equacgdo 4 e TABELAS V.2 e V.3, é possivel verificar que o
parametro L* tem a maior influéncia para a classificacdo das amostras pelo grau de
torra e a variacdo de L* é cerca de 2 vezes maior que a variagdo de H*. Notou-se que
os dois parametros de cor diminuiram a porcentagem de perda de peso das amostras,
ou seja, quanto menor a luminosidade e tonalidade cromatica do café analisado, maior

a %PP indicando torra mais intensa do café.
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FIGURA V.2 - Luminosidade (L*) e tonalidade cromética (H*) em cafés ardbica (A) e

conilon (C) e misturas com diferentes niveis de torra.
Cor indica intensidade de torra: clara, média, escura. Nameros indicam mistura: 20, 30 e 50 % de

conilon ao arabica.

Mesmo avaliando-se em conjunto os dois parametros, pode-se observar
a dificuldade de se caracterizar o grau de torra das espécies e misturas pela cor: o
aumento na intensidade de torra leva a reducéo dos valores de L* e H* e, a adicdo de
conilon ao arabica, orienta-se na direcédo contraria (FIGURA V.2). Assim, considerando-
se cafés de espécies distintas, mas com a mesma porcentagem de perda de peso na
torra, uma mistura com maior proporcdo de café conilon seria semelhante, em termos
de luminosidade e tonalidade cromatica, ao café arabica puro ou com menor

porcentagem de conilon menos torrado.
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5.2 METODOLOGIA CROMATOGRAFICA

5.2.1 Estudo Das Condi¢cbes De Extracéo

O método proposto por ALVES et al. (2003b) para preparo de amostra
utilizava 30 mL de agua a 80°C como solvente extrator. Porém, tendo-se em vista o
interesse em aumentar a eficiéncia na separacdo cromatografica e identificar outros
compostos para discriminagdo, decidiu-se verificar o efeito da adicdo de acetonitrila
(MeCN), nas proporcdes de 1, 2 e 5 %, na eficiéncia de extracdo. A acetonitrila &
também componente da fase movel posteriormente utilizada no processo
cromatografico, na proporcdo de 5%, sendo portanto possivel utilizar até essa

propor¢cao na solucéo extratora.

TABELA V.4 — Areas* obtidas a partir dos cromatogramas dos extratos de amostra 100

% arabica de torra clara, com agua e acetonitrila 5 % como componentes extratores.

Compostos \ Extratores** Agua Acetonitrila 5 %
Trigonelina 596436% + 20156 617246% + 29909
5-ACQ 3353428% + 67463 3521523% + 94394
Cafeina 2545094° + 59096 2606078% + 105438

*Médias de trés repeticdes + desvio padrao
**|_etras distintas nas linhas indicam diferenca significativa (p<0,05).

N&o foi observada, no entanto, diferenca na eficiéncia para a extracao
de trigonelina, 5-ACQ e cafeina, compostos estudados por ALVES et al. (2003c),

utilizando como solucéo de extracdo agua e acetonitrila 5 % (TABELA V.4).
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A extracdo com solucdo de MeCN 5 % resultou num cromatograma
com picos mais agudos (maior eficiéncia) e de melhor separacdo dos picos da
trigonelina e acido nicotinico (maior seletividade). Além disso, tendo em vista que a
solucéo de extracdo tinha a mesma proporcdo de modificador organico da fase movel,
observou-se melhor repetibilidade no perfil cromatografico.

A FIGURA V.3 mostra o cromatograma para amostra 100 % arabica de torra

clara, empregando-se extracdo com solucado de MeCN 5 %.
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FIGURA V.3: Cromatograma do extrato de amostra 100 % ardbica de torra clara, com
5 % de acetonitrila como componente extrator.

Picos: acido nicotinico (1), trigonelina (2), 5-ACQ (3), cafeina (4). Condic¢des: coluna Spherisorb ODS-1
(Phase Separations), 4,6mm x 250mm, particulas esféricas de 5um. Fase mével: gradiente HAc 5% (A) e
MeCN (B),: 0 a 5' — 5% B; 10’ até o final 13% B, vazao: 0,7 mL.min™. Detec¢&o: 0 a 15’ — 272 nm, 15’ a
23'— 320 nm e de 23’ até o final 272 nm.
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Considerando a melhora no perfil cromatografico, optou-se por fazer as
extracdes das amostras de café utilizando solucédo de 5 % de acetonitrila, alterando-se
0 método proposto por ALVES et al. (2003b) (item IV.5.1).

5.2.2 Escolha dos parametros a serem avaliados

Inicialmente, um dos objetivos do trabalho foi verificar o acréscimo de
eficiéncia na discriminacao das espécies de café da inclusdo de novos parametros de
diferenciacdo ao método cromatografico (ALVES, 2004). Foram avaliados como
discriminadores os acidos nicotinico e cinamicos (acido caféico, ferulico e cumarico),
em conjunto com aqueles ja estabelecidos (cafeina, trigonelina e 5-ACQ). A FIGURA
V.4 apresenta 0 cromatograma de mistura padrdo desses compostos, podendo-se

observar que a metodologia permite a separacéo e detec¢cao simultanea.

1210V} 3
i 5
N 2 4
PR Jo e 1
ok B
L 1 1 N 1 N 1 1 1
0 40 min

FIGURA V.4 - Cromatograma de mistura padrdo de acido nicotinico (1), trigonelina (2),
5-ACQ (3), acido caféico (4), cafeina (5), acido ferulico (6) e acido cumarico (7).
Condicg8es: Coluna Spherisorb ODS-1, 4,6mm x 250mm, 5um. Fase mével: gradiente de acido acético
5% (A) e MeCN (B), 0 a 5’ — 5% B; 10’ até o final 13% B, vaz&o: 0,7 mL.min™. Deteccao: 0 a 15" — 272
nm, 15’ a 23’ — 320 nm e, de 23’ até o final, 272 nm.
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Foi possivel verificar, pelos cromatogramas obtidos inicialmente, que a
extracdo (determinada no item V.2.1) e as condicbes cromatograficas utilizadas foram
eficientes para a determinacdo de acido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina nos

niveis de torra e nas espécies de café estudadas (FIGURA V.5).
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FIGURA V.5.- Cromatogramas de café arabica (a) e conilon (b) com diferentes graus de

torra.

Picos: ac. nicotinico(1), trigonelina(2), 5-ACQ(3), cafeina(4). Condig¢bes: Coluna Spherisorb ODS-1, 4,6 x
250 mm, 5 um. Fase mével: gradiente ac. acético 5% (A) e MeCN (B), 0 a 5'-5%B; 10'- 13%B, vazéo: 0,7
mL.min-1. Detec¢do: 0 a 15’ —272nm, 15’ a 23'-320nm e, de 23’ até final, 272nm.

Pode-se observar no cromatograma, entre os tempos de retencdo da
trigonelina e 5-ACQ, alguns outros picos que aparecem nas duas espécies em todos 0s
graus de torra estudados. Esses compostos apresentam comportamento cromatografico
e perfil espectrofotométrico semelhante, sendo provavelmente produtos de degradacao
de trigonelina e 5-ACQ, isdbmeros ou nao (FIGURA V.5).

Apesar da grande variabilidade observada para os teores de &cido

nicotinico nas amostras de café submetidas a diferentes torras, foi possivel a
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quantificacdo deste composto, uma vez que as concentracdes obtidas foram sempre
superiores ao limite de deteccao do método (item V.2.4).

Porém, nas condicbes de torra empregadas, ndo foi possivel a
deteccdo dos componentes cinamicos (acido caféico, ferulico e cumarico).

Desta forma, os parametros cromatograficos definidos para o estudo da
discriminacdo entre espécies empregando-se diferentes torras foram o acido nicotinico,

a trigonelina, o 5-ACQ e a cafeina.

5.2.3 Quantificacdo dos compostos

Na TABELA V.5 estdo as concentracdes de acido nicotinico, trigonelina,
5-ACQ e cafeina das solucbes padrdes utilizadas para a construcdo das curvas de
calibracdo. Os valores limites foram estabelecidos por ensaios prévios com padrdes e
amostras das duas espécies de café com diferentes torras, comparando-se as areas
dos picos, e avaliando-se dados da literatura. Desta forma, as faixas de concentracdes
dos padrbes deveriam abranger a menor e maior concentragdo do composto nas

amostras em estudo.

TABELA V.5 - Concentracbes (mg.L™") de padrdes de &cido nicotinico, trigonelina,

cafeina e 5-ACQ usadas na construcao das curvas analiticas.

Compostos | Mistural | Mistura 2 | Mistura 3 | Mistura4 | Mistura5 | Mistura 6

Ac. Nicotinico 0,10 0,32 0,54 0,76 0,98 1,20
Trigonelina 1,00 3,20 5,40 7,60 9,80 12,00
5-ACQ 0,20 4,56 8,92 13,28 17,64 22,00

Cafeina 10,00 13,00 16,00 19,00 22,00 25,00
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Na FIGURA V.6 pode-se observar que as curvas foram lineares, para os

guatro compostos, dentro das faixas de concentracdo estudadas.
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FIGURA V.6 — Curvas analiticas para acido nicotinico (a), trigonelina (b), 5-ACQ (c) e
cafeina (d).

Os coeficientes angular (A) e linear (B) para as retas de equacao
y=Ax+B, coeficiente de determinacéo (R?) e os intervalos de concentracdo e de massa,
que estabelecem as faixas de linearidade estudadas nas curvas analiticas, estdo na

TABELA V.6.
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TABELA V.6 - Parametros da reta (y=Ax+B) para as curvas analiticas de &cido

nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina.

Intervalo de | Intervalo de

£ -1 £ 2%

Compostos massa (ug) | conc. (mg.L?) A (area.L.mg™) B (area) R
Ac. Nicotinico |0,002-0,024| 0,10-1,20 62644 + 613 -1019 +817 | 0,997
Trigonelina 0,02-0,24 1,00- 12,0 74249 + 868 -22799 + 6519 | 0,998

5-ACQ 0,004 - 0,44 0,20-22,0 187926 + 4677 | -54830 £ 62930 | 0,995

Cafeina 0,20-0,5 10,0- 25,0 198559 + 2761 | -138895 + 50353 | 0,998

A: coeficiente angular, B: coeficiente linear, R*: coeficiente de determinagao.
*p<0,001, n=18 (6 concentra¢cdes com 3 repeticdes).

Observou-se para as curvas analiticas de todos os compostos, boas
correlacdes com alto nivel de significancia (R*>0,95, p<0,001) (TABELA V.6).

Na TABELA V.7 encontram-se o0s tempos de retencdo para 15 injecoes
de mistura padrédo de acido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina ao longo de varios
dias. Observou-se que a variabilidade dos tempos no método proposto foi pequena

(CV<2%).

TABELA V.7 - Tempos de retencdo (tgr) para mistura padrdo de acido nicotinico,

trigonelina, cafeina e 5-ACQ.

Compostos tr (Min)* CV (%)
Acido nicotinico 75+0,1 0,8
Trigonelina 8,3+0,2 1,9
5-ACQ 20,2+0,4 1,9
Cafeina 28,6 +0,5 1,7

*Média de 15 andlises + desvio padrao. CV(%): coeficiente de variagdo em porcentagem.
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5.2.4 Validagdo do método para o acido nicotinico

Além do estudo da linearidade (item V.2.3), avaliou-se a precisao,
exatidao e sensibilidade da metodologia para o acido nicotinico.

Para os testes de repetibilidade entre extracbes e intra-dia foram
analisadas extratos de amostras reais de café e, para a repetibilidade entre dias
(precisé@o intermediaria), solu¢cdes com padrdo do acido nicotinico, como descrito no
item 1V.5.3. A média, desvio padrdo e os coeficientes de variacdo (CV) para estes
estudos estdo apresentados na TABELA V.8.

Os valores de CV (%) mostram uma boa repetibilidade do método
(TABELA V.8). Porém, na literatura ndo sdao encontrados trabalhos que mostrem a
validacdo de meétodos de determinacdo do acido nicotinico, ndo sendo possivel a

comparacao de dados.

TABELA V.8 - Valores de média (g/100 g), desvio padréo (S) e coeficiente de variagéo
em porcentagem (CV%)* em ensaios de repetibilidade para o acido nicotinico.

Preciséo Média* S CV%
Entre-extracoes* 0,020 0,001 6,4
Intra-dia** 0,025 0,001 4,8
Entre-dia*** 0,0308 0,0006 2,1

*Correspondente a 5 inje¢cdes, uma de cada extracdo de amostra, em triplicata.
**Correspondente a 5 inje¢cdes subsequentes de mesma extracdo de amostra, em triplicata.
***Correspondente a 5 injecdes sequienciadas de mistura padrdao, uma por dia, em triplicata.

Para exemplificar, os CVs (%) obtidos para os ensaios de precisédo para
trigonelina, cafeina e 5-ACQ com as mesmas condicdes cromatograficas nao

ultrapassou 5 % para todos os compostos (ALVES, 2004). Na literatura sao relatados
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para café torrado valores de repetibilidade de 1,3 % e 1,1 % para a trigonelina e
cafeina, respectivamente (CASAL et al., 1998).

Foi observada recuperacdo meédia de 89 % (CV = 1,6 %) para o acido
nicotinico, mas nao se encontrou dados desse composto na literatura para comparacao.
Para os outros compostos analisados, os valores de recuperacao variaram de 95 a 104
% (ALVES, 2004). Em trabalhos que utilizaram condi¢des de extracdo semelhantes, sao
descritos valores de recuperacdo no café torrado de 74 % a 103% para cafeina,
trigonelina e 5-ACQ (CHAMBEL et al., 1997; CASAL et al., 1998; NOGUEIRA et al.,
2000).

Os limites de deteccado e quantificacdo do sistema cromatografico para
acido nicotinico foram calculados conforme as equacdes 2 e 3 do item 1V.5.3. Como na
literatura € citado apenas que hs necessita ser de duas a dez vezes maior que hp,
optou-se por trabalhar com um valor correspondente a 10 vezes para o acido nicotinico,
que apresentava menor absortividade e pior resolucdo que 0s outros compostos
analisados.

Observou-se valores de LD e LQ de 0,01 pg.mL™ e 0,028 pug.mL™,
respectivamente. Nao sdo relatados dados da literatura para o acido nicotinico que
possam ser comparados. Para a mesma condi¢cdo cromatogréfica observou-se valores
para cafeina, trigonelina e 5-ACQ de no maximo 0,15 pg.mL™ (LD) e 0,45 pg.mL™ (LQ)

(ALVES, 2004).
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5.3 METODOLOGIA ESPECTROFOMETRICA

Alteracbes relacionadas a diluicdo e comprimento de onda de leitura
foram feitas no método espectrofotométrico original, sugerido por ALVES et al. (2003a),
para que se atingisse uma maior eficiéncia nas medidas espectrofotométricas das

reacoes estudadas.

5.3.1 Testes de diluicdo

Foram efetuados testes de diluicdo (QUADRO V.1) com os produtos
das reacdes colorimétricas com Kl e HCI (item IV.6). As diluicdes foram estabelecidas
de acordo com o perfil do pico e com a leitura de absorvancia obtidos nos

espectrogramas (FIGURA V.7).

QUADRO V.1: Diluicbes testadas para reacdes colorimétricas da matéria

insaponificavel do café torrado.

Reacédo com K Reacao com HCI

1 Agua 50 % Agua 30 %

2 | 1:5 com HAc* glacial 1:5 com HAc glacial

3 | 1:3 com HAc 50 %** 1:5 com HAc 50 %

*O 4cido acético (HAc) glacial tem concentracdo de 37 %.
**Solucdo 50 % a partir do HAc glacial, ou seja, com concentracdo de 18,5 %.

Observa-se claramente na FIGURA V.7 que o perfil das curvas
espectrofotométricas € influenciado pela solugcédo diluente. Para ambas as reacoes, a

diluicho com agua ndo resultou em curvas com picos definidos proximos aos
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comprimentos de onda estudados. A agua adicionada ao HAc glacial também néo
mostrou eficiéncia na diluicdo para as curvas da reacdo com HCI, pois, aparentemente,
houve um efeito nivelador nos picos da curva. O melhor resultado obtido foi por diluicdo
1:5 com acido acético glacial, onde o pico em 615 nm foi mais bem definido e a
absorvancia maxima estava na regido onde teoricamente o erro de leitura é
considerado minimo (SKOOG et al. 2002). Para a reacdo com KI, a solucdo de acido
acético 50 %, ou seja, metade do volume de agua e metade de HAc glacial, mostrou-se
a mais eficiente como diluente, dentre as solu¢des testadas. A proporcao 1:3 deslocou

0 cume do pico para absorvancias menores que 1 (FIGURA V.7).
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FIGURA V.7: Espectrogramas das solucBes obtidas pela reacdo colorimétrica da
matéria insaponificavel da amostra de café 100 % arabica de torra média com HCI (a) e
Kl (b) empregando diferentes diluentes.
Cor indica tipo de diluigdo: (a) ; 1:5 com HAc 50 %; 1:5 com HAc glacial. (b) H,O 50 %; 1:5 com
HAc glacial; 1:3 com HAc 50 %.

Uma vez definidas as propor¢cdes e solucdes de diluicdo, foram feitas,
na sequéncia, comparacfes para as reacfes com Kl e HCI entre os espectrogramas

das solu¢des concentradas, que foram obtidas pelo método original de ALVES et al.

(2003a), com as diluicGes escolhidas (FIGURAS V.8 e V.9).



73

25
Abs
40— 20—
s 1 Bl
1 15—
3.0+
Al 10
20— 1
05—
T T T T T T T T T T T T T T
300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0
50 n A om
Abs
] 15
40 ] B2
1 Abs ]|
10
30—
05—
20—
T T T T T T T T T T T T T T
300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0

nm nm

FIGURA V.8: Espectrogramas de comparacao das solu¢cdes concentrada (A) e diluida
(B) para reactes com Kl (1) e HCI (2) para amostra 100 % arabica.

Cor indica nivel de torra: clara, média, escura.
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FIGURA V.9: Espectrogramas de comparacao das solucées concentrada (A) e diluida
(B) para reacbes com Kl (1) e HCI (2) para amostra 100 % conilon.

Cor indica nivel de torra: clara, média, escura.

Pequenas diferencas nas curvas dos espectros podem ser observadas

provavelmente devido a variagdes no peso das amostras utilizadas na extracdo. Porém,
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para a analise numérica dos resultados, os valores de absorvancia foram corrigidos
com relacdo a massa inicial de amostra.

As diluicdes determinadas para as analises espectrofotométricas
mostraram-se adequadas e foram obtidos resultados satisfatorios para todas as
amostras estudadas. Observou-se também que apesar dos diferentes graus de torra
empregados, a limpeza do extrato mostrou-se eficiente, ndo se constatando
interferéncia de produtos da torra nos espectros.

Além da vantagem de se realizar a leitura numa faixa de absorvancia
mais adequada, a diluicdo permitiu avaliar que o comprimento de onda (A) de 630 nm
proposto por ALVES et al. (2003a) ndo era o A de maxima absorvancia para as reacgoes.
Desta forma, definiram-se os A de 615 e 620 nm para as reagdes com HCI e Kl,
respectivamente (FIGURA V.8 e V.9).

Para a reacdo com HCI, apés a diluicdo, além do A a 615 nm, observou-
se picos a 408 e 431 nm, somente para a espécie arabica (FIGURA V.8 - B2).
Constatou-se também nos espectros de arabica um pico caracteristico na regiao de 480
a 500 nm (FIGURA V.8 — B2), no entanto, como para a espécie conilon também se
observava no espectro um pico a 500 nm (FIGURA V.9 — B2), esse parametro nao foi
considerado para o estudo de discriminacgao.

No trabalho original de WURZIGER (1985) havia sido também, proposta
a leitura em 290 nm (A de maior absorvancia do caveol) para discriminagdo entre
espécies. ALVES et al. (2003a) verificaram que as leituras a 290 nm apresentavam
menor repetibilidade do que a 630 nm e que esse parametro mostrou-se menos

relevante na caracterizagdo das amostras.
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Com as diluicbes estabelecidas para os extratos, observou-se um
espectro mais definido na faixa de leitura de 290 nm. No entanto, devido a baixa
repetibilidade e possibilidade de ocorréncia de interferentes, optou-se por avaliar
somente os comprimentos de onda associados aos produtos de reacao (FIGURA V.8 e
V.9).

Com a utilizacdo de um padrdo comercial de caveol foi possivel
confirmar a efetividade da reacdo deste composto com os reagentes Kl e HCI,
propostos por ALVES (2004) (FIGURA V.10). Pode-se observar no detalhe da figura
que o produto da reacdo de caveol com Kl absorve em um A de 620 nm e, quando a

reacdo é com HCI, o produto mostra um pico de absorvancia em 615 nm.

T T T T T T
580.0 590.0 600.0 610.0 630.0 630.0 640.0 650,
Sample Description / m

610 620 nm

_;—'"’/_Mx\-'-"

300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0
Sample Description nm

FIGURA V.10: Espectrograma de padrao de caveol: sem reacao e diluicdo, reacdo com
HCI e diluicdo 1:2 com HAc glacial e reacdo com KI e diluicdo 1:2 com HAc 50 % do
glacial. O detalhe é a ampliacdo da regidao do pico de absorvancia do produto de
reacao.

Comparando-se a reacdo com o padrdao com a realizada apds extracao

da matéria insaponificAvel (que contém o caveol) das amostras arabica e conilon



76

torradas nos trés niveis, e submetendo-se as mesmas condi¢cdes de reacao e diluicéo,
obteve-se semelhante perfil de espectrogramas, indicando que as duas reactes (Kl e
HCI) estavam efetivamente ocorrendo com o caveol.

O fato de a metodologia espectrofotométrica ter apresentado perfil
similar para as amostras independentemente do nivel de torra, deve-se provavelmente
a boa estabilidade do caveol ao aquecimento (KURZROCK & SPEER, 2001). LAGO
(2001) cita em sua revisao sobre lipidios em café que o caveol e cafestol, componentes
diterpénicos, tém grande estabilidade a torrefacdo, mas podem formar dehidroderivados
em pequenas quantidades ao final do processo. URGERT et al. (1995) avaliaram o
comportamento de cafestol e caveol em espécie arabica de torras intensas (até 26,5 %
de perda de peso) e concluiram que a torra ndo reduz a concentracdo destes

COMpostos.

5.3.2 Comparacéao entre as amostras

As curvas espectrofotométricas para as amostras de espécies de café
torrado conilon e ardbica e misturas foram comparadas, observando-se um perfil
caracteristico para as amostras das duas espécies (FIGURA V.11). Pode-se observar
visualmente que a adicdo de conilon ao arabica diminuiu a intensidade de absorvancia
em 615 e 620 nm, para as reacdes com HCI e KI, respectivamente. Isto indicou,
portanto, a menor concentracdo de caveol na espécie conilon, como descrito em

trabalhos da literatura (KURZROCK & SPEER, 2001; LAGO, 2001).
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Esses resultados indicam que os picos de absorvancia a 615, 408 e 431
nm (reacdo com HCI) e 620 nm (reacdo com KIl), poderiam ser considerados como
parametros auxiliares na caracterizacdo das espécies de café. No entanto, somente a
analise dos dados de absorvancia (item V.4.1) permite verificar a real contribuicdo de

cada parametro na discriminacao de cafés arabica, conilon e misturas.
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FIGURA V.11: Espectrogramas das reacdes colorimétricas com Kl (a) e HCI (b) da

matéria insaponificavel de amostras de café de torra média.

Cor indica amostra: arabica 100 %; 20 % conilon ; 30 % conilon; ; conilon 100 %.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES SUBMETIDAS A DIFERENTES TORRAS

ApoOs analise das amostras pelas metodologias cromatografica e
espectrofotométrica, avaliou-se o0 comportamento com relacdo a estabilidade ao
processo de torra dos parametros escolhidos como possiveis variaveis para

discriminacdo entre as espécies.

5.4.1 Parametros cromatograficos: trigonelina, acido nicotinico, 5-ACQ e cafeina

Os teores de acido clorogénico (5-ACQ) nos cafés arabica e conilon
variaram na faixa de 1,8 a 2 g/100 g na torra clara e de 0,09 a 0,26 g/100 g na torra

escura (TABELA V.9).

TABELA V.9 — Teores de 5-ACQ* (g/100 g) dos cafés das espécies arabica (A) e
conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura
A 100 % 1,786 + 0,056 0,475%%+ 0,021 0,263% + 0,010
C20% 1,854+ 0,040 0,499%% + 0,011 0,249%? + 0,002
C 30% 1,871+ 0,003 0,511%% + 0,016 0,211°% + 0,002
C 50 % 1,953+ 0,078 0,574%2 + 0,013 0,172°" + 0,001
C 100 % 2,015 + 0,081 0,518%2 + 0,029 0,094°* + 0,000

*Médias de duas repeti¢bes + desvio padrao.

**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).

A literatura descreve variacao significativa no teor de 5-ACQ em

diferentes espécies e origens de café e durante o processo de torra. Os valores
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encontrados estdo dentro da faixa descrita. TRUGO & MACRAE (1984) relatam teores
que variam de 0,1 a 1,21 g/100 g e 0,05 a 1,39 g/100 g de 5-ACQ para os cafés do tipo
arabica e conilon, respectivamente, torrados em diferentes graus. DAGLIA et al. (1994),
avaliando amostras de café torrado de diferentes origens geograficas, obtiveram
valores no intervalo de 0,14 (Costa Rica) a 2,17 g/100 g (Guatemala) para a espécie
arabica. Para a espécie arabica brasileira, foi relatada menor variacdo: de 0,32 a 2,03
g/100 g. Os valores de 5-ACQ para café conilon variaram de 0,08 (Indonésia) a 3,04
g/100 g (Costa do Marfim). Estudando as espécies arabica, da variedade lapar 59, e
conilon, de torra correspondente a 17 % de perda de peso das amostras, ALVES (2004)
observou para 5-ACQ pouca variabilidade entre as espécies: média de 0,22 g/100 g
para o conilon e 0,25 g/100 g para o arabica.

Na literatura, estudos sobre mecanismos e cinética de degradacdo do
acido clorogénico durante o processo de torra tém sido descritos, mas os trabalhos
concentram-se na espécie arabica (LELOUP et al.,1995).

Para o acido clorogénico (5-ACQ), foi observada interacdo entre a
intensidade de torra e a espécie de café (TABELA V.9). Para todas as amostras, a
medida que o grau de torra se elevou, o teor de 5-ACQ diminuiu. Na torra clara,
observou-se maior teor de 5-ACQ para o café conilon, que usualmente € descrito na
literatura como apresentando concentracdo mais alta desse componente no grao verde
(DE MARIA & MOREIRA, 2004). No entanto, quando foram analisadas as espécies em
cada grau de torra, observaram-se comportamentos variados. Na torra média, ndo se
observou diferenca, ou seja, a concentracao de 5-ACQ nao variou com a espécie e, na
torra mais intensa, teores menores foram encontrados em amostras com maior

proporcao de café conilon. Assim, constatou-se que o 5-ACQ, comparando-se as duas
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espécies em torras com a mesma perda de peso, foi mais sensivel a degradacdo na
matriz de café conilon.

TRUGO & MACRAE (1984) descreveram comportamento semelhante
ao observado nesse trabalho, quando estudaram as duas espécies. Relataram niveis
mais altos, para 5-ACQ e total de acido cafeoilquinicos, em café conilon verde e de
torra clara (205°C, 7 min) em contraste com os teores mais altos observados para café
ardbica na torra escura (205°C, 13 min).

O 5-ACQ mostrou-se mais eficiente para discriminacao entre espécies
na torra escura: houve diferenca dos teores de 5-ACQ entre o grupo de amostras
arabica 100% até mistura 30 % de conilon e o outro grupo, formado por mistura 50 % e
100 % conilon (TABELA V.9).

Com relacéo a trigonelina, o café arabica apresentou teores mais altos
que o conilon e observou-se decréscimo com a torra. Em todos os casos, com 0
aumento da proporcéo de conilon e da intensidade de torra, a quantidade de trigonelina
diminuiu, variando de 0,928 g/100 g no arabica de torra clara até 0,119 g/100 g no
conilon torra escura (TABELA V.10).

TABELA V.10 — Teores de trigonelina* (g/100 g) dos cafés das espécies arabica (A) e
conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra**

Clara

Média

Escura

A 100 %

0,928 + 0,005

0,489%2+ 0,007

0,297+ 0,010

C20%

0,894*"+ 0,007

0,462%2 + 0,009

0,262°° + 0,001

C 30%

0,863*"+ 0,004

0,458%2 + 0,022

0,239°*¢ + 0,005

C 50 %

0,865"°+ 0,032

0,456%2 + 0,005

0,206°° + 0,002

C 100 %

0,683"%+ 0,011

0,380%° + 0,015

0,119%% + 0,003

*Médias de duas repeti¢bes + desvio padrao.
**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).
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Além da grande variabilidade nos teores de trigonelina observados em
cafés verdes de diferentes procedéncias (MAZZAFERA, 1991), a literatura enfatiza que
a estabilidade desse composto seria muito influenciada pela temperatura, e em
amostras de café ou em sistemas modelo, sua concentracdo diminui com o
aquecimento (VIANI & HORMAN, 1974; TRUGO, 1999; KY et al., 2001; MINAMISAWA
et al., 2004). CASAL et al. (2000a) monitorou a torra de cafés pelo controle de
temperatura e tempo e medidas de perda de peso das amostras. No ensaio onde foi
mantido o tempo de torra em 15 min e variou-se a temperatura, foi constatado que a
concentracdo de trigonelina diminuiu conforme se elevou o grau de torra: em café
conilon houve variacdo de 0,632 até 0,097 g/100 g, do café verde ao mais torrado
(240°C) e para o café arabica a variacao para as mesmas condi¢des foi de 0,89 a 0,049
g/100 g.

As concentracdes determinadas por DAGLIA et al. (1994a) variaram de
0,531 a 0,990 g/100 g, para arabica com torra correspondente a 13,5 % de perda de
peso, e de 0,080 a 0,446 g/100 g, para conilon de torra mais intensa (20 % de perda de
peso), para cafés de diversos paises.

Para amostras de mesma origem geografica e grau de torra semelhante
encontrou-se na literatura resultados proximos aos observados (TABELA V.10). ALVES
(2004) verificou para amostras com aproximadamente 17 % de perda de peso na torra:
0,434 g/100 g para arabica lapar-59 e 0,311 g/100 g para conilon. MORI et al. (2003)
relata que a concentracdo de trigonelina em variedades de cafés torrados comerciais

(16 a 17 % de perda de peso; 185 a 210°C por 13-15 min) de diferentes estados
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brasileiros variou entre 0,6 a 1,3 g/100 g para o café arabica e 0,3 a 0,9 g/100 g para o
conilon.

Considerando-se torras com a mesma perda de peso, observou-se que
a trigonelina também foi mais sensivel a degradacdo na matriz de café conilon: houve
reducdo em torno de 3 vezes para arabica e superior a 5 vezes para conilon,
comparando-se torras clara e escura (TABELA V.10). A velocidade de degradacao da
trigonelina variou com a torra diferentemente para cada espécie de café estudada,
como também verificado por CASAL et al. (2000a). Para o arabica, o teor de trigonelina
diminuiu mais rapidamente da torra clara para a média. No café conilon, a degradacéo
da trigonelina ocorreu com maior intensidade da torra média para a escura. (TABELA
V.10).

Como as diferencas de concentracdo de trigonelina entre espécies
foram menores na torra média (discriminacdo apenas entre arabica e conilon 100%),
provavelmente esse parametro seria mais eficiente na discriminacdo em torra mais
claras e escuras.

O acido nicotinico, principal produto de degradacdo térmica da
trigonelina, é formado durante o processo de torra (VIANI e HORMAN, 1974; TRUGO et
al., 1999). Observou-se que, nas condicOes de torra empregadas, esse composto foi
também degradado a medida que se elevou o nivel de torra, em ambas as espécies
estudadas (TABELA V.11).

CASAL et al. (2000a) relataram um comportamento diferenciado para o
acido nicotinico, monitorando a torra pelo controle de temperatura (140 a 240°C) e
tempo (5 a 20 min). Observaram para cafés arabica e conilon, na faixa de 17 a 23 % de

perda de peso, um aumento no teor de acido nicotinico. Os autores relataram que a
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maxima concentracdo do composto para o arabica (0,017 g/100 g) e conilon (0,013
g/100 g) foi obtida em uma condicdo de torra de 240°C por 15 minutos. Porém, esta
quantidade foi diminuindo conforme o tempo de torra aumentou, até 20 minutos.
TAGUCHI et al. (1985) também descreveram um maximo de concentracdo de acido
nicotinico na torra a 220°C por 25 min, com queda posterior na concentragdo
observada.

DAGLIA et al. (1994), trabalhando com cafés arabica e conilon numa
faixa de perda de peso de 11 a 20 %, descrevem um comportamento mais parecido
com observado nesse trabalho. O teor maximo de acido nicotinico foi observado na
torra com 11 % de perda de peso e com o0 aumento de intensidade de torra, a
concentracdo foi reduzida. Nas amostras com 20 % de perda de peso, 0 maior teor
observado foi de 0,02 g/100 g e, para varias amostras néo foi detectado acido nicotinico
nesse grau de torra.

Observou-se que a adicdo de café conilon ao arabica reduziu
significativamente o teor de acido nicotinico nas amostras de torra clara, mostrando-se
um discriminador eficiente nessa condicdo. Na torra escura, a diferenca na
concentracdo de acido nicotinico foi apenas constatada entre conilon 100 %, onde néo
foi detectada a presenca desse composto, e as demais amostras (TABELA V.11). Para
0 nivel de torra médio, ndo foram observadas diferencas nos teores de acido nicotinico

entre as diferentes espécies e misturas.
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TABELA V.11 — Teores de acido nicotinico* (g/100 g) dos cafés das espécies arabica

(A) e conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura
A 100 % 0,0910" + 0,0012 0,0120%2 + 0,0002 0,0095%2 + 0,0005
C20% 0,0715*°+ 0,0012 0,0110% + 0,0015 0,0090%2 + 0,0001
C 30% 0,0720"° + 0,0043 0,0110%2 + 0,0002 0,0075%2 + 0,0005
C 50 % 0,0625"°+ 0,0011 0,0120%2 + 0,0004 0,0070°? + 0,0000
C 100 % 0,0320"¢ + 0,0002 0,0085%2 + 0,0004 0,0000°® + 0,0000

*Médias de duas repeticdes + desvio padrao.
**|_etras distintas, minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).

O acido nicotinico mostrou-se menos eficiente que o 5-ACQ e
trigonelina (TABELAS V.9 e 10) para discriminagao entre torras. Para a espécie arabica
e mistura de conilon até 30 %, ndo se observou diferenca nos teores de acido nicotinico
comparando-se torras meédia e escura. Para as amostras 50 % e 100 % conilon,
constatou-se diferenca na concentracdo de acido nicotinico nas trés torras,
evidenciando novamente a maior susceptibilidade a torra dos componentes na matriz
do café conilon (TABELA V.11).

Analisando-se a TABELA V.11, verificou-se que o acido nicotinico seria
mais eficiente na discriminacédo das espécies em amostras de torra clara, onde existem
diferencas maiores de concentracao entre os cafés arabica e conilon.

Comparando-se o desempenho de 5-ACQ, trigonelina e &cido nicotinico
para a caracterizagcdo das espécies ardbica e conilon, pode-se observar que a
instabilidade a torra dificulta o emprego desses parametros como discriminadores. No
entanto, trigonelina e acido nicotinico tinham como vantagem o fato de apresentarem
um comportamento similar: encontravam-se sempre em maior quantidade no café

arabica, considerando-se qualquer grau de torra. A eficiéncia na discriminacdo seria
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diferenciada em cada torra, mas esses parametros poderiam ser empregados para
amostras e misturas torradas em diferentes graus. Nas condi¢des de torra estudadas,
nao se observa 0 mesmo para o 5-ACQ: uma maior concentracao de acido clorogénico
poderia estar associada a um teor mais alto tanto de café arabica quanto de conilon,
dependendo do grau de torra considerado. Para os trés compostos, trigonelina, 5-ACQ
e acido nicotinico, a menor diferenca de concentracdes nas espécies analisadas foi
observada na torra meédia, sugerindo, desta forma, que nesse grau de torra a
discriminacdo das espécies utilizando-se esses parametros seria mais dificil.

A cafeina apresentou estabilidade nas diferentes torras empregadas em
ambas as espécies. Os resultados indicam a maior concentracdo deste alcaldide nas
amostras com maior teor de conilon, independentemente do nivel de torra (TABELA
V.12). Desta forma, para a cafeina, ndo existe interacdo entre as variaveis primaria e
secundaria analisadas, indicando que sua concentracdo depende apenas da propor¢cao
de café arabica ou conilon, podendo ser considerada uma importante ferramenta de

discriminagéo das espécies em estudo em todos os graus de torra avaliados.

TABELA V.12 — Teores de cafeina* (g/100 g) dos cafés das espécies arabica (A) e

conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura Média dos Valores
A 100 % 1,33+0,02 | 1,35+ 0,05 | 1,36 + 0,06 1,359+ 0,02
C20% 1,53+ 0,05 | 1,51+0,00 | 1,52+ 0,06 1,52°+ 0,02
C 30% 1,62+ 0,06 | 1,55+0,07 | 1,57 +0,01 1,58° + 0,04
C 50 % 1,82+ 0,11 | 1,79+0,04 | 1,78 + 0,06 1,79° + 0,02
C 100 % 2,25+0,13 | 2,10+ 0,14 | 2,20 + 0,05 2,18+ 0,08
Média dos Valores | 1,71* £ 0,35 | 1,66"+ 0,30 | 1,69" + 0,32

*Médias de duas repeticdes + desvio padrao.

**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).
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Vérios trabalhos enfatizam a importancia da cafeina como diferenciador
de espécies de café em funcédo da grande estabilidade ao aguecimento e pela presenca
em diferentes concentracfes nas espécies: maiores teores sdo sempre relatados para a
espécie conilon (ALVES, 2004; KY et al., 2001; CASAL et al., 2000b; TRUGO et al.,
2000; CAMARGO & TOLEDO, 1998). Foram descritos por DAGLIA et al. (1994a), para
cafés de diferentes origens e graus de torra, concentracdo de 0,88 a 1,23 g/100 g de
cafeina para café arabica, e para o conilon, teores de 1,57 a 2,20 g/100 g. A variacéo
da quantidade de cafeina em cafés torrados de diversos paises, encontrada por CASAL
et al. (2000a), foi de 1,21 a 1,61 g/100 g (arabica) e 2,08 a 2,68 g/100 g (conilon). Em
trabalho anterior, 0s mesmos autores relataram teor de 1,24 g/100 g para o café arabica
de origem brasileira (CASAL et al.,, 1998). ALVES (2004), utilizando amostras e
condicOes de andlise semelhantes, relatou médias de 1,68 (arabica) e 2,12 g/100 g
(conilon).

Analisando os dados de CASAL et al. (2000a), observou-se que a razéo
entre as concentracdes de cafeina de cafés conilon (da Costa do Marfim) e arabica (do
Brasil) para todos os niveis de torra testados (entre 140 e 240 °C por 15 min) resulta em
1,7, proximo ao encontrado no presente trabalho (1,6). Para ALVES (2004), o valor
desta razao foi de 1,3, para amostras de torra média (com 17 % de perda de peso).

Considerando-se que, com a excecdo da cafeina, para todos os
parametros cromatograficos discriminadores estudados (5-ACQ, trigonelina e acido
nicotinico) havia interacdo entre a espécie e a intensidade da torra, torna-se evidente a
importancia de se caracterizar adequadamente o grau de torra. Uma vez que a
avaliacao instrumental da cor empregando os parametros de luminosidade e tonalidade

cromatica (item V.1) ndo se mostrou adequada, foram considerados outros critérios
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descritos na literatura. Segundo VITORINO & FRANCA (2001), o grau de torra também
poderia ser avaliado pela relacdo entre as concentracdes de 5-ACQ e cafeina. DAGLIA
et al. (1994a), estudando amostras de café torrado, sugeriram que a soma da
quantidade de acido nicotinico e trigonelina e a razdo dos teores de 5-ACQ e cafeina
dependem do grau de torra do café, e poderiam ser utilizados como monitores deste
processo. Assim, decidiu-se avaliar as informac0es obtidas por esses valores relativos
(TABELA V.13 e V.14).

Observou-se que para o parametro de soma dos teores de acido
nicotinico e trigonelina também ocorreu interacdo entre as espécies e o grau de torra
(TABELA V.13). Para todas as espécies e misturas observou-se diferenca entre as

torras estudadas, comprovando sua eficiéncia para discriminar os graus de torra.

TABELA V.13 — Média* da soma dos teores de acido nicotinico e trigonelina (g/100 g)

para os cafés das espécies arabica (A) e conilon (C) e misturas submetidos a diferentes

torras.
Espécie/ torra Clara Média Escura
A 100 % 1,022+ 0,01 0,505 + 0,01 0,31°%+ 0,01
C20% 0,97 + 0,01 0,47%% 1+ 0,01 0,27°% + 0,00
C 30% 0,93+ 0,01 0,47%° + 0,02 0,25+ 0,01
C50% 0,87*°+ 0,03 0,47%°+ 0,01 0,21°+ 0,00
C 100 % 0,729+ 0,01 0,395°+ 0,02 0,12°% + 0,00

*Média de 2 repeti¢Bes + desvio padréo.

**|_etras distintas, minlsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa
(p<0,05).

Interessante observar que esse parametro foi eficiente ainda para
diferenciar as espécies e misturas de café. Os valores foram menores em amostras

com maior proporgdo de conilon e em torras mais intensas, fato que pode ser



88

parcialmente atribuido as diferencas de velocidade de diminuicdo do parametro de
soma, que foi quase duas vezes maior para o café conilon. O intervalo geral da soma
esteve entre 0,12 (conilon 100 %, torra escura) e 1,02 g/100 g (arabica 100 %, torra
clara). DAGLIA et al. (1994a) reportou valores semelhantes para a soma de trigonelina
e acido nicotinico, que variaram entre 0,43 e 1,29 g/100 g para café arabica e entre
0,16 e 1,03 g/100 g para o conilon (amostras de diversas origens).

As maiores diferencas entre espécies empregando-se o0 parametro de
soma foram observadas na torra clara e escura, seguindo o comportamento dos
compostos de origem desta relacdo (TABELA V.13). No entanto, a discriminacéo obtida
na torra meédia foi melhor do que a observada para os parametros trigonelina e acido
nicotinico quando estudados separadamente (TABELAS V.10 e V.11).

O emprego da soma apresentava a vantagem de se avaliar os
resultados através de apenas um parametro e obter melhor discriminacdo que a
observada para os compostos individualmente.

Na torra menos intensa (13 % de perda de peso), a soma dos teores de
acido nicotinico e trigonelina permitiria desconsiderar em parte o efeito do tratamento
térmico na conversdo da trigonelina em nicotinico, combinando a capacidade de
discriminacdo entre as espécies dos dois parametros, que € adequada nesse grau de
torra.

Com o aumento da intensidade no processo de torra, deve-se
considerar ndo sO a reacdo de degradacdo da trigonelina em &acido nicotinico como
também a degradacdo térmica do préprio acido nicotinico. Como os dois compostos

apresentam velocidade de degradacdo mais intensa no café conilon, quando se
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comparam as espécies em torras com mesma perda de peso, a soma dos parametros
evidencia a diferenca entre espécies, aumentando a capacidade de discriminacao.
A razdo entre os teores de 5-ACQ e cafeina também apresentou

interacdo entre espécie e torra (TABELA V.14).

TABELA V.14 — Média* da razao entre os teores de 5-ACQ e cafeina para os cafés das

espécies arabica (A) e conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie/ torra Clara Média Escura
A 100 % 1,34+ 0,02 0,35%% + 0,00 0,19% + 0,00
C20% 1,21*" + 0,01 0,33%%+ 0,01 0,165% + 0,01
C 30% 1,16+ 0,04 0,33%%+ 0,00 0,13+ 0,00
C 50 % 1,08*% + 0,02 0,325%+ 0,01 0,10° + 0,00
C 100 % 0,90 + 0,01 0,25%? + 0,00 0,04% + 0,00

*Média de 2 repeti¢cbes + desvio padrao.
**|_etras distintas, minUsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).

Quanto maior a intensidade de torra, menores foram os valores da
razdo para todas as amostras. Para a torra média ndo foi observada discriminacéo, mas
para a torra escura, o emprego da razédo foi adequado para diferenciar as espécies. Na
torra clara, as diferencas deste parametro foram mais nitidas, observando-se melhor
discriminacdo entre espécies do que verificado para cada parametro individualmente
(TABELAS V.9, V.12 e V.14).

Notou-se que o decréscimo desta relacdo foi mais intenso para o café
conilon (cerca de 3 vezes). Os valores limites observados para o café arabica foram de
1,34, para a torra clara (maior valor encontrado) e 0,19, para a torra escura. Para o café
conilon, a variacao foi de 0,90 (torra clara) a 0,04 (torra escura; menor valor observado).

Comparando-se com o trabalho de DAGLIA et al. (1994a), que avaliou amostras de
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origens distintas, verifica-se coeréncia entre os dados: 0,13 a 1,91 para o arabica e 0,07
a 1,7 para o conilon.

O emprego da razao permitiu associar a capacidade de discriminacao
entre espécies, verificada para a cafeina, a diferenciacdo entre torras, proporcionada
pelo 5-ACQ.

A utilizacdo da razdo entre os teores destes compostos implicaria na
simplificacdo da analise dos dados, trabalhando-se com um s6 parametro e corrigindo o
comportamento nédo linear que o 5-ACQ apresentou na comparacao entre torras. A
razdo sempre diminuiu com o aumento da propor¢cao de conilon e da intensidade de
torra.

Considerando-se a capacidade de discriminacdo entre espécies, na
torra clara o parametro mais adequado seria a razdo 5-ACQ/cafeina. Para as torras
média e escura, pode-se sugerir que a utilizacdo somente dos teores de cafeina

permitiria melhor caracterizacdo das espécies e misturas (TABELAS V.9, V.12 e V.14)..

5.4.2 Parametros espectrofotométricos

As amostras de café torrado foram submetidas a reacfes colorimétricas
de sua matéria insaponificavel com iodeto de potassio (KI) e acido cloridrico (HCI)
empregando-se os comprimentos de onda (L) de 620 nm para reacdo com Kl e 408,

431 e 615 nm para reagcdo com HCI.
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A TABELA V.15 mostra que ndo houve interacdo entre as variaveis
espécie de café e intensidade de torra para as leituras a 620 nm na reacdo com KI.
Observou-se que os valores ndo variaram para uma mesma espécie em diferentes

graus de torra, demonstrando a estabilidade do caveol ao tratamento térmico.

TABELA V.15 — Valores de Absorvancia* a 620 nm para os produtos da reagao
colorimétrica de Kl com a matéria insaponificavel dos cafés das espécies arabica (A) e

conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média | Escura | pmédia dos Valores
A 100 % 45+08 | 47+04 | 47404 4,7°+0,1
C20% 41+01 | 44+02 | 36+00 4,0°+0,4
C 30% 2,8+1,3 | 40+00 | 3,6+0,1 3,5°+0,6
C 50 % 1,6+17 | 25+0,6 | 1,4+0,8 1,9°+0,6
C 100 % 0,3+0,0 | 0,4+0,1 | 0,2+0,0 0,3+0,1
Média dos Valores | 2,74 +1,7 | 3,2°+1,7 | 27"+ 1,8

*Médias de duas repeticdes + desvio padrdo. Valores de absorvancia foram corrigidos pela massa inicial
de amostra e umidade.
**[etras distintas, mindsculas nas colunas e maidsculas nas linhas, indicam diferenga significativa

(p<0,05).
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Os valores obtidos para a absorvancia a 620 nm foram superiores (em
torno de 16 vezes mais altos) para as amostras com maior quantidade de arabica, em
concordancia com a literatura que descreve que esta espécie de café possui teor de
caveol maior que o conilon (KURZROCK & SPEER, 2001; LAGO, 2001; URGERT et al.,
1995). Sao descritas quantidades de caveol de 0,73 g/100 g em graos de café arabica
torrados intensamente (26 % de perda de peso). Para o café conilon, sdo descritos
valores apenas para a quantidade total de diterpenos em graos crus, 0,2 g/100 g
(URGERT et al., 1995).

O parametro de absorvancia a 620 nm apos reacdo com KIl, permitiu
discriminar amostras de café arabica puras das adicionadas com conilon a partir de
30%. A mistura 50% e o café conilon puro também foram discriminados.

Considerando-se o0 espectro apds reacdo com HCI, pode-se constatar
que os parametros 615, 408 e 431 nm apresentaram comportamento diferenciado.

Para as leituras de absorvancia a 615 nm, ndo se observou interagcao
entre as variaveis espécie de café e grau de torra (TABELA V.16). Porém, as amostras
de torra clara apresentaram valores menores de absorvancia que as de torra média. As
amostras de torra escura ndo se diferenciaram das demais. Independentemente do
grau de torra, amostras com maior propor¢cao de conilon produziram solugdes de menor
absorvancia (em torno de 10 vezes menor), representando de forma adequada a maior

concentracdo de caveol na espécie arabica.
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TABELA V.16 — Valores de Absorvancia* a 615 nm para os produtos da reacéo
colorimétrica de HCI com a matéria insaponificavel dos cafés das espécies arabica (A) e

conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie\Torra** | Clara | Média | Escura Média dos
Valores
A 100 % 27+03 | 34+05 | 33+03 3,1°+0,4
C20% 1,4+00 | 23+14 | 1,8+04 1,8°+0,5
C 30% 09404 | 2503 | 1,7+0,1 1,7°+0,8
C 50 % 03402 | 1,9+0,0 | 08+0,2 1,0°+0,8
C 100 % 03+0,1 | 03400 | 03+0,0 0,3°+0,0
Média dos Valores | 1,1°+1,0 [ 21%+1,1 | 1,6+ 1,2

*Médias de duas repeticdes + desvio padrdo. Valores de absorvancia foram corrigidos pela massa inicial
de amostra e umidade.
**[etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenga significativa

(p<0,05).

As TABELAS V.17 e V.18 mostram os resultados de absorvéancia a 408
nm e 431 nm, respectivamente, para reacdo com HCI. Apesar de n&o terem sido
descritos anteriormente nos trabalhos que abordam essas reag¢des (WURZIGER et al.,
1985; ALVES, 2004), estes comprimentos de onda foram incluidos no estudo
espectrofotométrico apds andlise das curvas das solugdes colorimétricas ja diluidas. A
diferenca para os espectros obtidos nestes A, atribuida a produtos da reacéo
colorimétrica, indicou a possibilidade da utilizacdo como ferramentas de discriminacéo

das espécies de café estudadas (item V.3.2).
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TABELA V.17 — Valores de Absorvancia* a 408 nm para os produtos da reacéo
colorimétrica de HCI com a matéria insaponificavel dos cafés das espécies arabica (A) e

conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura Média dos Valores
A 100 % 8,0+0,7 8,5+ 0,4 8,6 +0,8 8,2°+ 0,4
C20% 68+01 | 70+21| 66+04 6,6°+0,2
C 30% 6,2+0,1 75+05 | 6,4+04 6,6°°+0,7
C 50 % 51+04 | 7,3+06 | 48+0,1 56°+1,3
C 100 % 1,2+0,4 1,4 +0,0 1,4+ 0,2 1,3°+0,2
Média dos Valores | 53°+25| 6,2"+28| 55°+26

*Médias de duas repeti¢bes + desvio padrdo Valores de absorvancia foram corrigidos pela massa inicial
de amostra e umidade.
**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).

TABELA V.18 — Valores de Absorvancia* a 431 nm para os produtos da reacgao
colorimétrica de HCI com a matéria insaponificavel dos cafés das espécies arabica (A) e

conilon (C) e misturas submetidos a diferentes torras.

Espécie \ Torra** Clara Média Escura | média dos Valores
A 100 % 78+07 | 8304 | 84+0,8 8,2°+0,4
C20% 6,701 | 6,820 | 65+04 6,7°+0,2
C 30% 6,1+01 | 74+05 | 6,2+04 6,6 +0,7
C 50 % 50+03 | 7,1,£0,6 | 47+0,1 56°+1,3
C 100 % 1,240,2 | 1,3+00 | 1,3+0,2 1,3°+0,1
Média dos Valores | 53°+25|6,2°+2,7 | 54°+26

*Médias de duas repeticbes + desvio padrdo. Valores de absorvancia foram corrigidos pela massa inicial
de amostra e umidade.
**|_etras distintas, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, indicam diferenca significativa

(p<0,05).
N&o houve interacdo entre as variaveis intensidade de torra e espécie
de café para os A 408 e 431 nm, que apresentaram comportamentos semelhantes

guando os valores foram comparados dentro da mesma torra ou mesma amostra:
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maiores absorvancias foram verificadas na torra média e para amostras com maior teor
de arabica (TABELAS V.16 e V.17). Para a amostra ardbica 100 % foram obtidos
valores de absorvancia em torno de 6 vezes maiores do que 0s observados para o
conilon.

Observou-se porém que, para esses dois parametros, a discriminacao
s6 ocorria entre a amostra de café conilon 100 % e as demais. Assim, 0s parametros
mostraram-se adequados na caracterizacdo das espécies puras, mas nao
acrescentariam eficiéncia a discriminacéo ja observada pelas leituras a 615 nm (HCI) e
620 nm (KI), descartando-se seu emprego.

Como as duas reacoes (Kl e HCI) e a leitura nos diferentes A tinham
como objetivo a avaliacdo do caveol, considerou-se que seria interessante o uso de
apenas uma reacéo, sem que informagoes importantes fossem descartadas.

A reacao com HCI apresentaria a vantagem de obter um espectro bem
diferenciado entre espécies e misturas (FIGURA V.11). No entanto, para utilizacdo dos
valores de absorvancia, os resultados apresentados pela reagdo com HCI (leitura a 615
nm) tinham menor relevancia para a discriminagdo das espécies dentro de cada torra
quando comparado com os resultados da reacdo com Kl (620 nm). Além disso, 0
procedimento laboratorial para a reacdo com HCI oferecia maiores riscos de acidentes e
a salubridade do analista, principalmente na etapa de diluigdo para leitura no
espectrofotdmetro.

O método de regressao linear permitiu verificar que o parametro K1620

poderia ser util para uma andlise primaria, ou como método de triagem para
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determinacdo da espécie de café, por ter apresentado capacidade de discriminacéo, e

por se estar utilizando apenas um parametro (equacgéao 7).

Espécie (%C) = 97,91 - 20,23 KI620 )
R? ajustado = 0,91; N = 15; p< 0,001.

A equacao 7 mostra que amostras que produzirem solu¢des de maior
absorvancia a 620 nm para a reacdo de sua matéria insaponificavel com Kl, contém
maior propor¢cdo de café ardbica. Este fato é explicado pela concentracdo de caveol
(componente da matéria insaponificavel) ser superior na espécie de café arabica (cerca
de 0,7 % mesmo apos torra intensa) e menor no café conilon (inferior a 0,2 % nos graos
verdes) (URGERT et al., 1995; SPEER et al., 1991).

Desta forma, o estudo dos resultados subsequentes foi efetuado
apenas para a reacao colorimétrica com o reagente iodeto de potassio, simplificando as

analises.

5.5 DISCRIMINACAO DAS ESPECIES E MISTURAS E GRAUS DE TORRA

Para uma avaliacdo em conjunto da capacidade de discriminacdo das
variaveis obtidas pelas metodologias espectrofotométrica, cromatografica e parametros
de cor, empregou-se Andalise de Componentes Principais (ACP) e Analise de
Agrupamentos (AA).

A maior porcentagem de explicacdo e a melhor discriminacdo foram

obtidas substituindo-se os parametros individuais acido nicotinico e trigonelina pelo
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valor da soma. Assim, as variaveis Ki620, SOMA, 5-ACQ, cafeina, L* e H*, foram
escolhidas para a avaliacdo por analise multivariada. A primeira (1 = 3,811) e segunda
componentes (4 = 2,087) explicaram em conjunto aproximadamente 98,3 % da
variabilidade dos dados (FIGURAS V.12 e V.13).

As equacdes (5) e (6), obtidas pelos loadings ou autovalores das CPs,

geraram as coordenadas (escores) do grafico de componentes principais (FIGURA

V.13-a).
CP1=-0,840 SOMA - 0,993 L* - 0,988 H* + 0,348 KI1620 - 0,945 ACQ - 0,358 CAF (5)
CP2 =-0,534 SOMA + 0,001 L* + 0,067 H* - 0,925 KI620 -0,288 ACQ + 0,927 CAF (6)

Analisando a relevancia de cada parametro no processo classificatério,
as variaveis de maior importancia no eixo horizontal (CP1) foram, em ordem crescente,
L*, H*, 5-ACQ e SOMA, todos com correlacdo negativa, indicando que amostras
alocadas mais a esquerda apresentaram maiores valores desses parametros. A
cafeina, com correlacdo positiva, e K620, com correlacdo negativa, foram o0s
parametros com maior relevancia no eixo vertical (CP2), mostrando que amostras
alocadas mais para cima do grafico de ACP possuiam maiores teores de cafeina e
menor concentracdo de caveol, associado ao baixo valor de absorvancia a 620 nm

apos reacao (KI620). (FIGURAS V.12 e V.13).
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FIGURA V.13: Andlise de Componentes Principais (a) e Dendrograma (b) obtidos a
partir dos dados cromatogréaficos, espectrofotométrico e de cor das amostras de cafée

torrado.

Cor indica intensidade de torra: clara, média, escura. Letras e nUmeros indicam amostra: arabica 100 %
(A); misturas 20 % (20), 30 % (30) e 50 % (50) de conilon e conilon 100 % (C).

Pelo grafico bidimensional da ACP (FIGURA V.13-a), observou-se que
a diferenciac@o dos graus de torra é feita principalmente pela CP1, onde as variaveis de
maior importancia apresentaram variacdo (L* e H*) ou instabilidade a temperatura
(acido nicotinico, trigonelina e 5-ACQ) e menor variabilidade entre as espécies. Pode-se
atribuir a CP2 a funcgéo de discriminacdo das espécies de café estudadas, observando-
se que os parametros de maior relagcdo com este eixo foram aqueles que possuem
maior estabilidade a torra e grande diferenca de valores entre as espécies (cafeina e

KIi620). Constatou-se, no entanto, que mesmo uma variavel que apresentou
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instabilidade a torra, como a soma de trigonelina e &cido nicotinico, pode contribuir para
a discriminacao entre as espécies.

A partir do dendrograma e gréafico bidimensional da ACP (FIGURA
V.13), foi possivel verificar a distincdo de dois grandes grupos: (1) amostras de torra
clara, (2) amostras de torras média e escura. No grupo da torra clara, as amostras de
conilon se separaram das misturas 30 e 50 % e da mistura 20 % e arabica. No grupo
das torras média e escura, as amostras de conilon se diferenciaram das misturas 50 %
e do café arabica e misturas 20 e 30 %. O fato da torra clara ter sido melhor
discriminada das demais pode ser, em parte, atribuido a diferenca nao linear entre os
graus de torra estudados: 4 % de perda de peso das amostras da torra clara para a
média e 3 % da média para a escura, implicando em maior proximidade entre amostras
dos graus de torra mais intensos.

Na literatura alguns trabalhos aplicaram analise multivariada para
caracterizacao de espécies de café. Graos verdes de café arabica e conilon de diversas
origens foram avaliados por MARTIN et al. (1998a) quanto aos teores de cafeina, acido
clorogénico, trigonelina, polifendis, extrato aquoso e aminoacidos, utilizando AA e ACP,
dentre outras analises estatisticas. A primeira componente (36% da explicacao),
responsavel pela separacédo entre as espécies, foi correlacionada aos parametros total
de polifendis, cafeina e acidos clorogénicos.

MAEZTU et al. (2001) estudaram bebida de café tipo "expresso” e
utilizaram analise multivariada para a caracterizacao e classificacdo das amostras (100
% arabica; mistura 80 % de conilon e 20 % arabica; mistura 50 % da amostra anterior e
50 % de conilon com adicédo de acucar). CP1 e CP2 explicaram 75 % da variabilidade.

A bebida de arabica 100 % foi claramente separada das misturas pela CP1. A CP2
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permitiu a discriminacdo entre as misturas. Os parametros mais importantes para
separar as amostras de arabica das misturas com conilon incluiu variaveis sensoriais
(acidez, amargor, adstringéncia e sabor residual) e fisico-quimicas (solidos totais,
cafeina e pH).

O teor de trigonelina e cafeina foram responsaveis pela distincdo das
amostras de café arabica e conilon, de mesma torra e diversas origens geograficas, no
estudo de CASAL et al. (2000b). Utilizando ACP e AA, obtiveram-se dois grupos:
amostras da espécie conilon e amostras de arabica. As origens geograficas néo
puderam ser distinguidas. CP1 e 2 explicaram quase 100 % da variabilidade. O trabalho
mostrou que maiores teores de cafeina e menores de trigonelina sdo relacionados a
amostras de café conilon. O teor de acido nicotinico ndo apresentou importancia
significativa para a discriminacao das espécies.

Utilizando parametros cromatograficos e espectrofotométricos (reacao
com Kl e HCI com a matéria insaponificavel e leitura a 630 nm) semelhantes, ALVES
(2004) verificou que cafeina, trigonelina, Ki630, HCI630 e 5-ACQ foram importantes
para discriminacdo de espécies arabica, conilon e misturas (5, 10, 15, 20, 25 e 50 % de
conilon) para apenas um grau de torra (17 % de perda de peso). Foi possivel a
separacao entre cafés conilon e arabica e misturas acima de 25%.

Pode-se observar que, com excecdo da cafeina, ndo houve consenso
guanto aos parametros mais relevantes para separacao entre espécies.

Os dados de cor, espectrofotométrico e cromatograficos foram também
utilizados para modelar o grau de torra e a espécie.

Os parametros utilizados na regressédo para calculo do grau de torra

das amostras (expresso em porcentagem de perda de peso - %PP), que geraram
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melhor ajuste linear (maior R? ajustado e menor p), foram a soma, razdo, L* e H*

(equacéao 8).

%PP = 26,81 - 12,12 SOMA + 4,26 RAZAO - 0,13 L* - 0,06 H* (8)

(+1,72) (+1,65) *1,17) (+0,05) (+0,06)

R? ajustado = 0,995; N = 15; p< 0,001.

A SOMA foi a variavel com maior influéncia sobre a estimativa da
porcentagem de perda de peso das amostras. As outras variaveis, mesmo
apresentando coeficientes distintos, causaram influéncia semelhante na avaliacdo do
grau de torra.

Comparando-se a modelagem obtida utilizando os parametros de cor
juntamente aos obtidos na metodologia cromatografica, pode-se verificar uma
estimativa mais eficiente do grau de torra do que a observada somente empregando-se
L* e H* (item V.1).

Conforme citado anteriormente, DAGLIA et al. (1994a) e VITORINO &
FRANCA (2001), relataram que a razédo entre os teores de 5-ACQ e cafeina tem
variacdo com o grau de torra de cafés arabica e conilon, e a utilizacdo deste parametro
de relacdo poderia ser importante para o controle deste processo. A soma dos teores
de trigonelina e acido nicotinico também poderia ser usada para 0 mesmo proposito
(DAGLIA et al., 1994a). DAGLIA et al. (1994a e b) utilizaram modelo de regresséao a
partir dos parametros de soma e razdo para prever a atividade antibacteriana,

estritamente relacionada com o grau de torra das amostras de café.
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O melhor ajuste da equacdo para modelagem da espécie de café
(estimada como porcentagem de conilon - %C), foi obtido quando se utilizou as

variaveis H*, trigonelina (TRIG) e cafeina (CAF) (equacgéo 9).

Espécie (%C) = - 209,30 + 3,94 H* -102,55 TRIG + 59,39 CAF (9)

(+13,01) (+0,86)  (+21,36) (+ 12,64)

R? ajustado = 0,994; N = 15; p< 0,001.

Utilizando os valores de H*, teores de trigonelina e cafeina (TABELAS
V.3, V.10 e V.12, respectivamente) na equacao de regressao (9), foi possivel observar
que o H* teve maior influéncia para se determinar a espécie, apesar do seu coeficiente
na equacao ter sido o menor. A trigonelina mostrou menor importancia para a
caracterizacdo das espécies de café, mesmo com o alto coeficiente. Assim, amostras
com maior quantidade de cafeina, maior valor de H* (menos avermelhadas) e de menor

concentracdo de trigonelina apresentam proporgdes de conilon mais elevadas.
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CONCLUSAO

A metodologia cromatografica foi padronizada e permitiu a separagao e
quantificacdo simultanea, em espécies de café arabica e conilon nos graus de torra
estudados (13, 17 e 20 % de perda de peso), de trigonelina, acido clorogénico, cafeina
e acido nicotinico, que foi introduzido como um potencial discriminador e teve sua
metodologia validada.

Luminosidade (L*) e tonalidade cromatica (H*) mostraram-se
importantes para caracterizacdo das amostras. A modelagem obtida utilizando os
parametros de cor juntamente aos cromatograficos permitiu uma estimativa mais
eficiente do grau de torra do que a observada somente empregando-se L* e H*.

ApOs estudo da padronizacdo das diluicdes e definicho dos
comprimentos de onda mais adequados para avaliacdo das reacdes colorimétricas,
constatou-se que a reacdo com Kl foi mais eficiente do que a com HCI para a
discriminacdo das espécies, permitindo identificar adicdo de conilon ao arabica acima
de 30 %, para os graus de torra avaliados. A técnica espectrofotométrica com Kl e
leitura a 620 nm poderia ser utilizada como método de triagem na identificacdo da
adicao de café conilon.

Em todos os graus de torra, o café arabica foi caracterizado por maiores
valores de Kl620 (associado ao baixo teor de caveol), acido nicotinico, trigonelina e
menores valores de L*, H* e cafeina do que o conilon.

Cafeina e K1620 foram estaveis a torra. Valores de L* e H* diminuiram
com a torra. Os teores de acidos nicotinico, clorogénico e trigonelina foram reduzidos

com aumento da intensidade de torra, apresentando velocidade de degradacdo mais
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intensa no café conilon, comparando-se as espécies em torras com mesma perda de
peso.

A instabilidade a torra, de um modo geral, dificultou o emprego de uma
variavel como discriminadora. Considerando-se a utilizacdo em separado dos
parametros, a menor diferenca entre as espécies foi observada na torra média,
sugerindo que nesse grau de torra a discriminacdo seria mais dificil. Cafeina foi
eficiente para discriminacdo das espécies e misturas em todas as condi¢cfes estudadas.
Acido nicotinico e trigonelina podem ser utilizados como discriminadores das espécies
nas torras clara e escura. O acido clorogénico apresentou comportamento diferenciado:
uma maior concentracdo poderia estar associada a um teor mais alto tanto de cafée
arabica quanto de conilon, dependendo do grau de torra analisado.

Com a excecédo da cafeina e do KI620, para os outros discriminadores
estudados houve interacdo entre espécie e intensidade da torra, evidenciando a
importancia de caracterizar adequadamente o grau de torra.

A avaliacgdo em conjunto utilizando-se Analise de Componentes
Principais, Andlise de Agrupamentos e Regressao Multilinear permitiu identificar a
relevancia das variaveis na caracterizacdo das espécies e torras. L*, H*, a soma das
concentracbes de acido nicotinico e trigonelina, e o teor de 5-ACQ ou a razao 5-
ACQ/cafeina foram eficientes na discriminacdo do grau de torra. KI620, H*, cafeina e
trigonelina foram os parametros mais importantes na separacdo das espécies e

misturas.
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ANEXO A - Comparacdo entre Determinacdo de Umidade por Estufa a 105°C e

Equipamento de analise de umidade por Infra-Vermelho

Umidade
Método Condicdes (perda de
peso
mg/100 g)
Estufa 105°C por 5,5 h (até peso constante) 4.4
- Temp. inicial: 25°C
- Duragéo: 7 min 4.4
- Temp. do processo: atingiu 105°C
Normal Mode | €m tempo ndo especificado
- Temp. inicial: 25°C
- Duragéo: 8 min 4.4
- Temp. do processo: atingiu 105°C
em tempo nao especificado
- Temp. inicial: 25°C
. - Duragéo: 5 min 45
Equipamento | Auto Dry | _ Temp. do processo: atingiu 105°C ’
Infra- Mode em 2 min. Até o fim seguiu constante
- Temp. inicial: 54°C
Vermelho - Durag&o: 4 min 3.7
- Temp. do processo: atingiu 105°C
em 2 min. Até 4 min seguiu constante
- Temp. inicial: 48°C
. - Duragé&o: 6 min 3.2
Multi Temp | Temp. do processo: 0-2 min, 70°C; ’
Program 2-4 min, 90°C; 4-6 min, 105°C
- Temp. inicial: 49°C
(Auto Dry Off) | . puragzo: 8 min 3.9

- Temp. do processo: 0-2 min, 80°C;
2-5 min, 95°C; 5-8 min, 105°C




ANEXO B — Esquema empregado para analise de variancia para parcela subdividida de

luminosidade.
Causade Graus de Soma de Quadrado = Pr>E
Variacdo Liberdade | Quadrados Médio
Repeticdo 2 0,028 0,014 0,157 0,8574
Especie 4 312,863111 | 78,215778 | 876,095 0,0000
(parcela)
Residuo 1 8 0,714222 0,089278 0,0000
Torra (sub- 2 2327088 | 1163994 | 5644,367 0,0000
parcela)
Interacéo
espécie x 8 27,574222 3,446778 16,714
torra
Residuo 2 20 4,124444 0,206222
Total 44 2673,292

CV 1 (%) (parcelas) = 1,39

CV 2 (%) (sub-parcelas) = 2,11

Média geral = 21,4800000 Numero de observacdes: 45
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