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RESUMO

Poucos estudos tém relacionado a produgdo de metabdlitos especializados com o adensamento
de cultivo de cafeeiros. Neste estudo, foi investigada a impressdo digital metabolica de graos
crus de Coffea arabica cv. IAPAR 59, provenientes de cafeeiros cultivados em dois tipos de
arranjos, quadrado-S e retangular-R, e duas densidades de plantio: 6.000 e 10.000 pts ha..
Nas amostras brutas foram determinados os teores de umidade, cinzas, lipidios ¢ os minerais
foram analisados por EDXRF. O planejamento experimental simplex centroide com quatro
solventes foi utilizado para a obtengdo de extratos os quais foram analisados nas regides do
UV-Vis, do Infravermelho (FITR) e por RMN 'H. Os extratos lipidicos também foram
analisados por FTIR. Os dados espectroscopicos foram submetidos a andlise exploratoria
(ACP e AH). O tipo de arranjo ¢ a densidade de plantas ndo influenciaram no teor de
umidade, cinzas e lipidios analisados. A ACP dos dados obtidos por EDXRF diferenciou os
tratamentos pela densidade de plantio, mostrando que S6 e R6 se caracterizaram pelo maior
teor de Mn e P enquanto que S10 ¢ R10, pelo maior conteudo de Cu, K, e Ca. Os maiores
rendimentos na extracdo por solventes foram obtidos com etanol e etanol: acetona. Os
rendimentos foram reproduzidos pelo modelo quadratico no qual foram usados apenas os
coeficientes significativos no nivel de 95% de confianga. Os dados do UV-Vis mostraram que
os tratamentos se diferenciaram pelo teor de ACG e lipidios insaponificaveis e/ou cafeina,
sendo isto confirmado pela AH dos dados de FTIR. Os espectros FTIR mostraram que os
tratamentos S6 ¢ R10 possuem maior teor de lipidios enquanto que S10 ¢ R6 apresentaram maiores
contetidos de carboidratos e proteinas. A andlise exploratoria dos extratos lipidicos no FTIR
indicou que os arranjos quadrados poderiam ser caracterizados por uma maior quantidade de
cafeina enquanto que nos retangulares se evidencia a presenga de acidos graxos insaturados.
A ACP dos dados espectrais d¢ RMN 'H mostrou diferencas na composi¢io entre os extratos
etandlicos e ndo etanolicos dos arranjos quadrados. A influéncia da densidade de plantio nestes
arranjos pode ser observada nos extratos obtidos com acetona. O tratamento S6 apresentou maior
abundancia relativa de cafeina e a presenca de aldeido insaturado no extrato acetonico.

Palavras-chave: Coffea arabica. TAPAR 59. Alta densidade de plantio. Analise
espectroscopica. Analise quimiométrica.
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ABSTRACT

Few studies have linked the production of specialized metabolites with the high planting
density of coffee. In this study, it was investigated the metabolic fingerprint of green grains of
Coffea arabica IAPAR 59, cultivated in two types of arrangements, square-S and rectangular-
R, and two planting densities: 6.000 and 10.000 pts ha'. Raw samples was used for analysis
of moisture, ash and lipids. The minerals were analyzed by EDXRF. A simplex centroid design
for four solvents was used to obtain the extracts that were analyzed by UV-VIS, infrared
(FITR) and 'H NMR. Lipid extracts were also analyzed by FTIR. Spectroscopic data were
submitted to exploratory analysis (PCA and CA). Moisture, ash and lipids contents were not
influenced by the type of arrangement and plant density. The PCA of EDXRF data
differentiated treatments by planting density. The S6 and R6 treatments were characterized by
higher content of Mn and P while S10 and R10 had the higher content of Cu, K and Ca. The
higher yields in the solvent extraction were obtained with ethanol and ethanol: acetone. The
experimental data were reproduced by the quadratic model where only significant coefficients
at the 95% confidence level were used. UV-Vis spectral data showed that the treatments were
differencied by CGA content and unsaponifiable lipids and/or caffeine. This was confirmed
by the CA of FTIR data. The FTIR spectra showed that the S6 and R10 treatments have
higher lipid content while S10 and R6 showed higher carbohydrates and protein contents.
Exploratory analysis of lipid extracts in FTIR indicated that the square arrangements could be
characterized by a higher caffeine content. The rectangular treatment evidenced the presence
of unsaturated fatty acids. The PCA of '"H NMR spectral data showed differences in the
composition between the ethanolic and non-ethanolic extracts of square arrangements. The
influence of planting density on these arrangements could be observed in the acetone extracts.
The S6 treatment showed higher relative abundance of caffeine and the presence of
unsaturated aldehyde in acetone extract.

Key words: Coffea arabica. IAPAR 59. High planting density. Spectroscopic analysis.
Chemometric analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CAFE

O cafeeiro pertence a familia Rubiceae e ao género Coffea. As duas espécies
mais importantes sdo Coffea arabica (café Arabica) e Coffea canephora (café
Robusta). Comercialmente, estas espécies correspondem a maior parte da produgdo mundial,
sendo Arabica responsavel por 70% desta producdo. Em menor escala tem-se as espécies Coffea
liberica (café Libérica) e Coffea dewevrei (café Excelsa)'. Para o preparo da bebida,
utilizam-se os graos provenientes de diferentes regides geograficas. Para a obtengdo de um
café de qualidade, com caracteristicas sensoriais desejaveis ¢ agradavel ao paladar do publico
consumidor é necessario conhecer o tipo de plantio, solo, condi¢des climaticas, arquitetura do
cafeeiro além de como foram realizados a colheita, o armazenamento e a torra’”’.

O café é uma fonte de compostos bioativos®. A cafeina (estimulante do
sistema nervoso central) e os acidos clorogénicos (a¢do antioxidante) sdo os mais importantes
compostos bioativos do café. Outras substincias que possuem fungdes fisiologicas sdo os
alcoois diterpénicos (cafestol e caveol) e a trigonelina®!°. Estes compostos sdo chamados de
metabolitos especializados porque sua produgdo aumenta quando a planta é submetida a
condigdes de estresse ou a situagdes ecologicas especificas tais como condi¢do bidtica ou
abidtica, radiagdo solar ou sombreamento, atragdo de polinizadores ou defesa contra o ataque
de pragas''.

A Tabela 1 apresenta a composi¢do quimica dos grdos crus dos cafés
arabica e robusta!?!3. As diferencas entre as duas espécies de café estio relacionadas aos
teores de cafeina, acidos clorogénicos totais, sacarose e lipidios. Arabica e robusta se
diferenciam também em relagdo as condigdes ambientais de cultivo e processamento. O café

arabica ¢ cultivado principalmente em regido de montanha e o seu sabor ¢ adocicado com



21

toque floral/frutado. Ja o café robusta é plantado em planicies, sendo mais resistente as

doencas e caracteriza-se por sabor forte semelhante ao cacau'®.

Tabela 1 — Composi¢ao quimica dos cafés crus arabica e robusta (g/100g (b.s.))

Componentes Arabica Robusta
Cafeina 0,9-1,3 1,5-2,5
Trigonelina 0,6-2,0 0,6-0,7
Cinzas 3,0-4,2 4,4-4.5
Acidos clorogénicos totais 4,10-7,90 6,10-11,3
Acidos alifaticos 1,50-1,90 0,90-1,40
Acido quinico 0,47-0,57 0,31-0,39
Acucares redutores 0,10-0,80 0,31-0,40
Sacarose 6,25-8.45 0,90-4,85
Polissacarideos 43,0-45,0 46,9-48,3
Lignina 3,0 3,0
Pectina 2,0 2,0
Proteinas 10,0-11,0 11,0-15,0
Aminoéacidos livres 0,5 0,8-1,0
Lipidios 15,0-17,0 7,0-10,0

Fonte: Adaptado'?13

O café arabica ¢ a base da producdo do café torrado. A Colombia produz
apenas café aribica enquanto que outros paises de América Latina, Africa e Asia
comercializam a mistura desta espécie com café robusta'®>. A composicdo quimica do C.
arabica tem sido estudada, existindo inimeros trabalhos de revisdo em relagdo a este assunto.
O Quadro 1 apresenta uma lista de publicagdes que podem ser consultadas a respeito das

substancias contidas no café.
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Titulo Ano
Lipidios em grios de café'¢ 2001
Determinagio de minerais em café cru!’ 2002
Distribution, biosynthesis and function of purine and pyridine alkaloids in Coffea 2004
arabica seedlings'®
Métodos para analise de 4cido clorogénico' 2004
Parametros bromatolédgicos de graos crus e torrados de cultivares de café (Coffea 2005
arabica L.)*°
Pattern recognition applied to mineral characterization of Brazilian coffees and 2005
sugar-cane spirits’!
Analysis of amino acids and carbohydrates in green coffee®? 2006
Coffee carbohydrates™ 2006
Phenolic compounds in coffee** 2006
The lipid fraction of the coffee bean® 2006
Differentiation of coffee varieties according to their sterolic profile*s 2007
Concentragdes de metais pesados em graos de café produzidos em lavouras sobre 2009
solos originados do basalto e do arenito Caiug?’
Polyphenolic chemistry of tea and coffee: A century of progress® 2009
Isolation of coffee diterpenes by means of high-speed countercurrent 2009
chromatography*’
Coffee constituents!? 2012
Composi¢do quimica de cafés arabica de cultivares tradicionais e modernas® 2013
The chemical composition of Yemeni green coffee®! 2013
Volatile composition and antioxidant capacity of Arabica coffee’ 2013
Caffeic Acid: a review of its potential use for medications and cosmetics*® 2014
Oleo de Grios de Café Cru: Diterpenos Cafestol e Caveol** 2014
Coffee in health and disease prevention® 2015
Role of degradation products of chlorogenic acid in the antioxidant activity of 2015
roasted coffee’®
Chemical composition in wild ethiopian Arabica coffee accessions®’ 2016

Fonte: O proprio autor
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1.2 PLANTIOS DE ALTA DENSIDADE

O cultivo de plantios adensados tem sido usado para aumentar a produgdo
do café. O niimero de plantas por hectare pode variar de 5.000 a 20.000. Esta é uma condigdo
natural de crescimento dos cafeeiros®®. Devido ao fato de que as plantas de café estio muito
perto neste tipo de plantio, sdo necessarias cultivares de pequeno porte com alta resisténcia as
pragas. A proximidade dos pés de café permite a conservagdo da umidade do solo e promove
o intercdmbio de gases, reduzindo a evapotranspiragdo. O solo se cobre rapidamente com o
desenvolvimento das plantas e as raizes crescem em profundidade devido ao aumento na
demanda de nutrientes, particularmente minerais e 4gua®>*°. A competi¢io pela radiacio solar
favorece o desenvolvimento da area foliar que ajuda a suportar os frutos, submetendo-os ao
autossombreamento. Desta maneira, a produgdo de metabolitos especializados tais como as
metilxantinas e os 4cidos clorogénicos (ACG) pode mudar?!.

Os estudos sobre mudangas provocadas por densidade e tipos de arranjos de
plantio nas culturas de café envolvem principalmente analises biologicas e agronomicas tais
como produgdo de frutos*? e impactos provocados pela radiacdo solar, o estresse hidrico** e
a absor¢do de minerais***’. Em relagdo a producio de frutos em cultivares de C. arabica, tem
se encontrado os maiores rendimentos quando a densidade de plantio variava entre 7.000 e
10.000 plantas ha™!, sendo a produgdo méaxima de frutos alcancada entre o terceiro e o quinto
ano*®. Quando comparada a producdo de frutos em C. arabica cv. IAPAR 59, cultivada em
altas densidades de plantio (14.000, 10.000 e 6.000 pts ha™'), foi observado que o rendimento
por pé nas plantagdes de maior densidade foi menor que nas de menor densidade*’. Estudos
tém mostrado que a producdo de frutos depende do espagamento entre as linhas de plantio e

entre as plantas, sendo requerida a poda apds a quarta colheita®,
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1.3 COFFEA ARABICA CcV. IAPAR 59

A cultivar ITAPAR 59 do Coffea arabica é a 5* gera¢do proveniente do
cruzamento das cultivares Villa Sarchi 971/10 de C. arabica e o Hibrido de Timor 832/2,
originado num cruzamento espontaneo entre C. arabica e C. canephora. O desenvolvimento
foi realizado no CIFC - Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro, em Portugal®'.
Esta cultivar apresenta arquitetura compacta com menor altura, didmetro e volume de copa,
favorecendo o cultivo adensado e a colheita tanto manual quanto mecanizada. Além destas
vantagens, a cultivar IAPAR 59 ¢ resistente a trinta ragas de Hemileia vastatrix, conhecida
como ferrugem-do-café ou fungo da ferrugem além de ser completamente resistente ao
nematoide Meloidogyne exigua in Costa Rica>.

Os atributos sensoriais e caracteristicas fisico-quimicas da cv. IAPAR 59
foram estudadas mostrando que a bebida preparada com esta cultivar apresentou-se mais
4cida e com menos densidade’’. Quando comparados os cafés arabica tradicionais com os
cafés obtidos mediante o cruzamento arabica x canephora, observou-se um aumento nos
teores de acidos clorogénicos (ACQG), cafestol e caveol e consequentemente, da atividade
antioxidante™.

Esta tese tem como objetivo geral definir as relacdes entre a densidade e
tipo de arranjo do plantio sobre a producdo de metabolitos especializados em graos crus de C.
arabica cv. IAPAR 59, cultivado em dois tipos de arranjo: quadrado e retangular, e em duas
densidades de plantio: 6.000 e 10.000 plantas ha'. Os objetivos especificos para o
desenvolvimento deste trabalho sdo apresentados nos Capitulos 3, 4, 5 ¢ 6, assim como as
conclusdes inerentes aos mesmos.

No Capitulo 2 sdo apresentados os métodos estatisticos € quimiométricos

utilizados na analise dos dados gerados.
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O Capitulo 3 corresponde a analise de minerais ¢ lipidios. Apresenta a
determinacdo e calculo de cinzas e lipidios e a andlise dos resultados através da andlise de
varidncia. Os extratos lipidicos foram analisados por espectroscopia na regido do
Infravermelho (IV) e os minerais presentes nas amostras cruas foram analisados por
fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF). Os dados obtidos na regido do IV e
por EDXRF foram submetidos a andlise das componentes principais (ACP).

No Capitulo 4 descreve-se a obten¢do dos extratos usando um planejamento
experimental simplex centroide, calculo dos rendimentos de cada extrato, avaliagdo do efeito
do solvente extrator através de um modelo ajustado e curvas de nivel preditas pelo modelo.

No Capitulo 5, sdo apresentados a parte experimental, andlise por ACP e
analise hierarquica (AH) dos dados espectrais coletados no UV e na regido do Infravermelho
dos extratos obtidos no planejamento experimental do Capitulo 4.

O Capitulo 6 descreve a analise dos extratos obtidos no planejamento
experimental do Capitulo 4 por Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H) e a

analise exploratdria dos dados espectrais por ACP e AH.
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1 INTRODUCAO

Nas décadas de 80 e 90, os cientistas dedicaram o seu esfor¢o a desvendar o
sequenciamento genético de varios organismos (Era GenOomica). Mas isto ndo foi suficiente
para compreender a produgdo de metabolitos pela célula. Na era pos-gendmica, surgem as
diferentes disciplinas com o sufixo “oma”, dedicadas a estudar os grupos de metabolitos da
célula tais como proteoma (conjunto de todas as proteinas da cé€lula), transcriptoma (conjunto
de todos os ARNm transcritos) ¢ metaboloma (conjunto de todos os metabolitos produzidos
e/ou modificados)'.

A metaboldmica é uma ciéncia 6mica cujo objetivo é determinar o perfil dos
metabolitos em amostras de tecidos animais e vegetais, submetidos a condigdes especificas.
As mudangas na producdo de metabolitos nas plantas podem ser induzidas pela genética,
condigdes climaticas, tipo de solo, estresse hidrico e nutricional, radiagdo solar, arquitetura
vegetal, padrdo de plantio, procedimentos pos-colheita além de outros fatores. Em estudos
metabolomicos, diferentes metabolitos sdo investigados simultaneamente, utilizando técnicas
analiticas, tais como a espectroscopia (UV-Vis, Infravermelho médio, NMR), espectrometria
de massa (MS), cromatografia (HPLC, GC) e técnicas combinadas®>. Duas abordagens
metabolomicas estdo sendo empregadas para pesquisar alteragdes de metabolitos: o perfil
metabolico e a impressdo digital metabolica ou fingerprint. O perfil metabolico consiste em
uma abordagem orientada a investigacdo de metabolitos especificos (farget). A impressdo
digital metabolica ¢ uma abordagem ndo orientada a pesquisa de metabdlito ou grupo de
metabolitos especifico (untarget). O objetivo da impressdo digital metabdlica é o perfil
metabdlico global’.

Quando o perfil metabdlico ou impressdo digital metabolica de duas ou mais

amostras sdo comparados, ¢ utilizada a analise metabolomica a qual ¢ composta por
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amostragem, preparagdo da amostra, derivacdo (se necessario), uso de técnicas analiticas
instrumentais apropriadas, processamento e interpretagdo de dados®*. A informagdo contida
nessas variaveis precisa ser extraida e os métodos quimiométricos tém sido utilizados para o
processamento de dados obtidos de amostras de café>”.

Atualmente, o trabalho experimental num laboratorio de pesquisa quimica
inclui técnicas sofisticadas que geram milhares de dados. Somente com o uso de ferramentas
matematicas ¢ estatisticas adequadas, estes dados poderdo fornecer informagéo confidvel que
ajudem na aplicabilidade dos resultados obtidos no trabalho 4rduo, cuidadoso e objetivo do
pesquisador.

A interdisciplinaridade entre a quimica, a matematica e a estatistica gerou a
Quimiometria. Kowalski (1978)!° definiu Quimiometria como "uma disciplina quimica que
utiliza métodos matematicos ¢ estatisticos para planejar ou otimizar procedimentos
experimentais e extrair o maximo de informacdo relevante, através da analise de dados”.
Kramer (1998)!! definiu Quimiometria como a arte de processar dados com o objetivo de

1.12, Quimiometria ¢ a ciéncia onde certos métodos

extrair informacao 1til. J& para Kumar et a
estatisticos e matematicos interagem com medidas em processos quimicos.

A Quimiometria ndo ¢ de uso exclusivo da Quimica. Hoje em dia, seu uso
abrange as mais diversas areas tais como Fisica, Biologia, Ciéncias Sociais, Ciéncias do Meio
Ambiente, Biologia e Medicina!®>, Economia, Engenharia, Agronomia entre outras'®. Suas
primeiras aplicagdes na Quimica Analitica foram no processamento de dados multivariados
gerados em cromatografia liquida de alta eficiéncia e em espectroscopia UV-Vis'4. A
Quimiometria pode ser dividida em Analise exploratoria; Calibragdo multivariada; Proposta
de modelos de classificacdo e Planejamento fatorial'®.,

Neste trabalho foram utilizados os Planejamentos Fatorial (Capitulo 3) e

Simplex Centroide (Capitulo 4) e a Analise Exploratoria utilizando Analise das Componentes
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Principais e Andlise Hierarquica (Capitulos 5 e 6). Neste capitulo sdo descritos os
fundamentos do Planejamento Fatorial, da Analise das Componentes Principais e da Analise
Hierarquica. O Planejamento Simplex Centroide e suas bases tedricas encontram-se no

Capitulo 4.

2 PLANEJAMENTO FATORIAL

Quando a resposta de um experimento ¢ influenciada por dois ou mais
fatores, sejam estes qualitativos ou quantitativos, considera-se que o sistema em analise se
comporta como uma fungdo que opera sobre os fatores (variaveis de entrada), originando as
respostas (varidveis de saida)!®. Para que o experimento se torne produtivo e com resultados
confidveis € necessario planejar o que se deseja realizar, organizando os procedimentos. De
acordo com Brereton (2007)', existem quatro razdes para realizar o planejamento do
experimento: 1) Fazer uma triagem, para decidir quais fatores sdo importantes na influéncia
do parametro analisado; 2) Otimizar ou seja, determinar quais as melhores condigdes para
obter a melhor resposta desejada; 3) Economizar tempo de execugdo nas andlises e 4) Obter
um modelo quantitativo que expresse a resposta em func¢do dos fatores escolhidos.

Quando se faz um experimento é necessario conhecer os graus de liberdade
envolvidos no experimento, os quais sdo valores calculados que fornecem uma medida da
restricdo dos dados quando se alcanga um determinado nivel de previsdo. Ao avaliar um
modelo quantitativo, quanto maior for o seu nimero de graus de liberdade, maior ¢ a robustez
do modelo e a previsdo se torna mais representativa'’. Para fazer o célculo dos graus de
liberdade do modelo, dos residuos, da falta de ajuste e do erro puro (aleatorio) sdo necessarios

o nimero de observagdes realizadas (1), o nimero de pardmetros do modelo (p), o nimero de



34

niveis diferentes da variavel independente (m) e o numero de repeticdes em cada um desses

niveis (n;). A Figura 1 esquematiza a relagio entre os graus de liberdade de um experimento'*.

Figura 1 — Relacdo entre os graus de liberdade num planejamento experimental.

Graus de liberdade
do planejamento (# -1)

V 4 \

Graus de liberdade Graus de liberdade
do modelo (p -1) do residuo (7 - p)

 \

Graus de liberdade Graus de liberdade
da falta de ajuste (in - p) do erro puro (n - m)

Fonte: O proprio autor

O planejamento fatorial ¢ definido como o conjunto de experimentos
realizados em ordem aleatdria que permite avaliar os efeitos das varidveis e de suas interagdes
de forma multivariada. As variaveis podem ser controladas independentemente umas das
outras. Isto significa que elas sdo estatisticamente independentes'®. Neste trabalho, foram
estudados dois fatores: um qualitativo, o tipo de arranjo de pés de café, e outro quantitativo, a
densidade de plantio e sua influéncia sobre os teores de cinzas e de lipidios (respostas).
Portanto, trata-se de um planejamento fatorial completo 22, pois tém-se dois fatores (arranjo e
densidade de plantio), cada um com dois niveis (S-quadrado e R-retangular; 6.000 ¢ 10.000
plantas por ha!). O efeito que cada fator exerce na resposta do experimento ¢ definido como a
mudanga mensuravel na resposta devido a uma mudanga no nivel do fator analisado. A
mudanga na resposta pode ser grande ou pequena como também positiva (o valor da resposta
aumenta) ou negativa (o valor da resposta diminui)!®. O efeito que apenas um dos fatores

produz na resposta quando muda de nivel ¢ denominado efeito principal. O efeito da interagéo
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ocorre quando o efeito de uma variavel depende do nivel da outra, ou seja, as duas variaveis
(arranjo e densidade) interagem entre si'®%,

Como ndo ¢é possivel fazer calculos com as variaveis da maneira como elas
sdo apresentadas no experimento, se faz necessario codificar os seus niveis.
Convencionalmente se estabelece o valor (-1) para o nivel mais baixo e (+1), para o mais alto.
A importancia da codificacdo reside em que todas as varidveis estudadas tém a mesma
relevancia, independentemente de serem qualitativas, quantitativas e das suas unidades de
medida’®.

Para calcular cada um dos efeitos principais (tipo de arranjo ou densidade de
plantio) sobre o teor de cinzas e de lipidios se aplica a Equagdo (1), onde ¥+ é a média das
respostas (% de cinzas ou de lipidios) quando a variavel analisada esta no seu nivel mais alto
(retangular ou 10.000 pts ha') e V. ¢ a média das respostas (% de cinzas ou de lipidios)
quando a varidvel analisada estd no seu nivel mais baixo (quadrado ou 6.000 pts ha™'). No
caso do efeito de interacdo entre os dois fatores, a resposta obtida (teor de cinzas ou de
lipidios) ¢ multiplicada pelo produto dos codigos referentes as variaveis (-1 ou +1) e se aplica

a Equacdo 1.

Efeito=Y.-Y- (1)

Para estimar o erro experimental num planejamento, ¢ necessario realizar
repetigdes auténticas dos experimentos nas mesmas condi¢des. Isto se consegue,
aleatorizando o experimento. Uma das maneiras de fazé-lo ¢ sortear a ordem em que serdo
realizadas as repeticdes'*!6. Assim ¢ possivel que fatores desconhecidos contaminem os
efeitos que se desejam analisar. Quando se tém repetigdes auténticas ¢ possivel calcular uma

estimativa conjunta da variancia experimental de acordo com a Equag@o 2, onde vi-n-1 € o
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nimero de graus de liberdade da varidncia do i-ésimo ensaio (s?). O erro-padrio (erro
experimental caracteristico das respostas) ¢ calculado aplicando a raiz quadrada na Equacéo

21,

2 2 2
G2 VSIS He s,

)

vV, Vv, +oty,

Dado que as repeticdes sdo auténticas e os ensaios foram realizados
aletoriamente, os valores das respostas sdo estatisticamente independentes. Considerando que
eles tém a mesma varidncia populacional (c?), pode-se calcular o erro-padrio de um efeito

de acordo com a Equagdo 3'°.

s(efeito) =No’ /n =~ls’In 3)

A distribuicdo ¢ de Student ¢ utilizada para construir os intervalos de
confianca dos efeitos, considerando v o mimero de graus de liberdade (n — 1) (Equagdo 4). A
letra n representa o verdadeiro valor de um efeito enquanto que 71 ¢ a estimativa desse valor
obtida através dos ensaios. Os efeitos que podem ser interpretados sdo aqueles cujo valor é
diferente de zero. Portanto o intervalo de confianca da Equacdo 4 ndo deve incluir este

valor'®.

n-t, .s(efeito) <n <N +t, .s(efeito) “4)
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3 ANALISE EXPLORATORIA

Em Quimica, dados cromatograficos, espectroscopicos e de espectrometria
de massa fornecem informagao sobre centenas de compostos presentes nas amostras. Técnicas
hifenadas aumentam ainda mais o nimero de dados disponiveis para analise. Este é um tipico
caso de impressdo digital metabdlica e a analise dos dados se torna multivariada'. Quando se
deseja analisar as semelhangas ou diferengas entre varias amostras com o objetivo de
classifica-las ou agrupa-las dois tipos de métodos podem ser empregados: os supervisionados
¢ os ndo supervisionados. Os supervisionados sdo métodos nos quais se constréi um modelo
para classificar as amostras. A classe a qual pertence a amostra ja é pré-estabelecida. Nos
métodos ndo supervisionados, deseja-se observar se hd agrupamento entre as amostras sem
utilizar informagio prévia das mesmas'’. A seguir é apresentada uma breve descricdo dos
métodos ndo supervisionados utilizados neste trabalho: Analise das Componentes Principais ¢

Analise Hierarquica.

3.1 ANALISE DAS COMPONENTES PRINCIPAIS

A andlise das componentes principais (ACP) trata-se de uma técnica
simples, aplicada a dados com nenhum agrupamento nas observagdes ¢ nenhuma divisdo em
subconjuntos, que permite reduzir um grande nimero de variaveis a umas poucas em funggo

da correlagio que existe entre as mesmas®'"2,

Est técnica assume que os dados ndo seguem
uma distribuicdo em particular. Matematicamente, cada componente principal (CP) pode ser

descrita como uma combinagdo linear das varidveis originais onde a importancia ou peso de

cada variavel ¢ dada pelos pesos (loadings). Esta combinacdo linear fornece ainda para cada
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objeto valores chamados escores ¢ o objetivo da ACP ¢ maximizar a variancia dessa
combinagio linear?.

Os dados sao dispostos numa matriz X de » linhas correspondentes as
amostras € p colunas, correspondentes as varidveis’?°. A componente principal ¢ uma reta
que minimiza a distancia dos pontos experimentais a reta. A primeira CP ¢ a combinagdo
linear dos dados com maxima varidncia e quanto maior a variancia, maior ¢ a quantidade de
informagdo que essa componente contém. A segunda CP ¢ a combinagdo linear com maxima
variancia na dire¢do ortogonal em relacdo a primeira CP. Esta propriedade das componentes
principais (CP’s) ¢ denominada ortogonalidade e se cumpre em todas elas, sendo cada uma
delas ortogonal as que a precedem!®?3,

No procedimento matematico para encontrar as componentes principais
numa determinada analise, a matriz X dos dados ¢é transformada na combinacdo de outras trés
matrizes de acordo com a Equacdo (5), onde T ¢ a matriz dos escores, P’ ¢ a matriz dos pesos
(loadings) e E, a matriz dos erros, considerando TP’ como um modelo. A Figura 2 mostra o
numero de linhas e colunas de cada matriz. Note-se que a matriz dos erros E possui os
mesmos numeros de linhas e de colunas que a matriz original X. O numero de colunas de T e

o numero de linhas de P’, denominado a, representa o numero de componentes principais

significativas.

X =TP'+E (5)
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Figura 2 — Esquema da transformagdo matematica na ACP
P

n

r

14

Fonte: O proprio autor

A ACP ¢ interpretada através de graficos dos escores e dos pesos (loadings). O
primeiro destes esta relacionado com a distribuigdo das amostras ao longo das CP’s escolhidas para
representa-lo. Os graficos dos escores mais usados sdo o bidimensional (CP; x CP;) (Figura 3a) e o
tridimensional (CP; x CP; x CPy). O grafico dos loadings (Figura 3b) mostra o peso que cada variavel
tem dentro de determinada componente ¢ como este determina a formacdo de grupos no grafico dos
escores. Para caracterizar os grupos formados no grafico dos escores, os loadings positivos de uma
determinada componente sdo associados aos escores positivos dessa CP e os loadings negativos se

correspondem com os escores negativos da mesma®’.



Figura 3 — Exemplo de grafico de a) escores e b) loadings
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3.2 ANALISE HIERARQUICA

ppm
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A analise hierarquica consiste em dividir um grupo de objetos em classes

menores de tal maneira que objetos que se encontram proximos no espago das variaveis

formam parte de uma mesma classe. A distancia entre dois pontos no espago de n-dimensdes

(espago das amostras) com coordenadas (xs, X2, ... xn) € (y1, y2, ... yn) € dada pela Equagdo 6 e

¢ denominada distancia euclidiana.
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d=J0x, =y + (=) ot (x,—2,) (6)

No inicio da analise, considera-se que cada amostra representa um grupo
separado. Admitindo que amostras proximas no espaco n-dimensional t€ém caracteristicas
semelhantes, pode-se calcular a distdncia d entre elas com a Equagéo 5, criando-se um novo
grupo. Calcula-se novamente a distancia entre os dois grupos, repetindo-se o processo até
terminar com as n amostras. As sucessivas etapas de agrupamento sdo visualizadas num
grafico denominado dendrograma (Figura 4)'%%3.

A separacdo para identificar os grupos formados pode ser feita escolhendo a
distancia euclidiana, no eixo vertical ou a similaridade entre os grupos que ¢ calculada pela
Equacdo 7, onde d;; ¢ a distancia euclidiana entre os pontos i € j € duax, a distdncia maxima
entre dois pontos quaisquer®. Note-se que quanto menor a distancia entre dois pontos, maior

sera sua similaridade.

Sij :]00(1_d[j/dmax) (7)

Figura 4 — Exemplo de dendrograma

250

200

o
o
=]

o
=]
=]

Distancia euclidiana (d;)

| )

Fonte: O proprio autor



42

REFERENCIAS

VILAS BOAS, S. G.; GOMBERT, A. K. Analise do metaboloma. Biotecnologia Cien.
Desenvolv. v. 36, p. 58-69, 2006.

BUNDY, J. G.; DAVEY, M. P.; VIANT, M. R. Environmental metabolomics: a critical
review and future perspectives. Metabolomics, v. 5, p. 3-21, 20009.

CEVALLOS-CEVALLOS, J. M.; REYES-DE-CORCUERA, J. 1., ETXEBERRIA, E.;
DANYLUK, M. D.; RODRICK, G. E. Metabolomic analysis in food science: A review.
Trends Food Sci. Tech., v. 20, p. 557-566, 2009.

DUNN, W. B.; ELLIS, D. I. Metabolomics: Current analytical platforms and
methodologies. Trends Anal. Chem., v. 24, p. 285-294, 2005.

TAVARES, L, A. Utilizacao de métodos quimiométricos aliados a RMN na
caracterizacio dos diferentes tipos de cafés comerciais. 2007. Tese (Doutorado).
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, 2007.

DE SOUZA, R. M. N.; BENASSI, M. T. Discrimination of commercial roasted and
ground coffees according to chemical composition. J. Braz. Chem. Soc., v. 23, p. 1347-
1354, 2012.

MOREIRA, I.; SCARMINIO, I. S. Chemometric discrimination of genetically modified
Coffea arabica cultivars using spectroscopic and chromatographic fingerprints. Talanta.
v.107, p. 416422, 2013.

DELAROZA, F.; RAKOCEVIC, M.; MALTA, G. B.; BRUNS, R. E.; SCARMINIO, I. S.
Spectroscopic and chromatographic fingerprint analysis of composition variations in
Coffea arabica leaves subject to different light conditions and plant phenophases. J. Braz.
Chem. Soc., v. 00, No. 00, 1-10, 2014.

MOREIRA, I.; SCHEEL, G. L.; HATUMURA, P. H.; SCARMINIO, I. S. Efeito do
solvente na extracdo de acidos clorogénicos, cafeina e trigonelina em Coffea arabica.
Quim. Nova, v. 37, n. 1, p. 39-43, 2014.

FERREIRA, M. M. C. Quimiometria. Conceitos, métodos e aplicagdes. Campinas — SP:
editora da Unicamp, 2015. 493 pp.

KRAMER, R. Chemometric techniques for quantitative analysis. New York, USA.
1998. 203 pp.

KUMAR, N.; BANSAL, A.; SARMA, G.S.; RAWAL, R. K. Chemometrics tools used in
analytical chemistry: An overview. Talanta, v. 123, p. 186-199, 2014.

COVA, T. F. G. G. Aplicacoes em Quimiometria. Do diagnostico médico a cientometria.
2011. Dissertacdo de Mestrado. FCTUC. Departamento de Quimica. Universidade de
Coimbra. 115 pp.

BRERETON, R. G. Applied chemometrics for scientists. Chichester, UK: John Wiley &
Sons Ltd. 2007. 379 pp.



43

!5 PEREIRA FILHO, E. R. Planejamento fatorial em Quimica. Sio Carlos, SP: Edufscar.
2015. 88 pp.

16 NETO, B. B.; SCARMINIO, 1. S.; BRUNS, R. E. Como fazer experimentos: Pesquisa e
desenvolvimento na ciéncia e na industria. 4 ed. Sdo Paulo: Bookman Companhia Editora,
2010. 413 p.

7 HAIR JR., J. F.; BLACK, W. C.; BABIN, B. J.; ANDERSON, R. E.; TATHAM, R. L.
Analise multivariada de dados. 6. ed. Porto Alegre: Bookman, 2009. 688 pp.

BREITKREITZ, M. C.; SOUZA, A. M.; POPPI R. J. Experimento didatico de
Quimiometria para planejamento de experimentos: avaliagdo das condi¢des experimentais
na determinacgdo espectrofotométrica de ferro Il com o-fenantrolina. Um tutorial, Parte II1.
Quim. Nova, v. 37, p. 564-573, 2014.

9 TOMAS-MORER, X.; GONZALEZ-SABATE, L.; FERNANDEZ-RUANO, L.; GOMEZ-
CARRACEDO, M. P. Implementing a robust methodology: experimental designs and
optimisation. In: ANDRADE-GARDA, J. M. (Ed.) Basic Chemometric Techniques in
Atomic Spectroscopy. 2™ ed. Cambridge (UK): The Royal Society of Chemistry, 2013. p.
123-255.

20 MONTGOMERY, D. C. Design and analysis of experiments. 8" ed. United States: John
Wiley & Sons Ltd. 2013. 724 pp.

2l SABIN, J. G.; FERRAO, M. F.; FURTADO, J. C. Anélise multivariada aplicada na
identificacdo de farmacos antidepressivos. Parte II: Analise por componentes principais
(PCA) e 0 método de classificagio SIMCA. Rev. Bras. Ciénc. Farm., v. 40, n. 3, p. 387-
396, 2004.

22 MARQUES, J. M.; MARQUES, M. A. M. As componentes principais no descarte de
variaveis em um modelo de regressdo multipla. Revista FAE Curitiba, v. 8, n. 1, p. 93-
101, 2005.

23 MILLER, J. N.; MILLER, J. C. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry.
6. ed. Gosport: Pearson, 2010. 278 p.

24 HARDLE, W. K.; SIMAR, L. Applied multivariate statistical analysis. 3™ ed. Germany:
Springer Berlin Heilderberg. 2012. 486 pp.

25 MOITA NETO, J. M.; MOITA, G. C. Uma introdugdo a anélise exploratéria de dados
multivariados. Quim. Nova, v. 21, p. 467-469, 1998.

26 BRERETON, R. G. Chemometrics for pattern recognition. Chichester, UK: John Wiley
& Sons Ltd. 2009. 504 pp.



CAPIOLO 3

Andlises fisico-quimicas
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Instrugdo Normativa 8/2003 do Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, define-se como Café Beneficiado Grdo Cru, o “endosperma do
fruto de diversas espécies do género Coffea, principalmente Coffea arabica e Coffea canéfora
(robusta ou conillon)”. A semente deve ser lavada dessecada e¢ desprovida dos tegumentos
externos, excetuando o espermoderma, pelicula que envolve todo o endosperma'?,

Dentro da cadeia de produgéo do café, o teor de umidade é um dos fatores
que determina sua qualidade. No processo de colheita, o fruto contém entre 55 ¢ 65% (b.s.) de
umidade. Processos eficientes de secagem devem ser aplicados de tal maneira de reduzir esse
valor até 11% (b.s.) para impedir o dano das membranas celulares e a consequente perda de
compostos ligados ao aroma e ao sabor da bebida final®>. O contetido de umidade no café cru
deve ser conhecido, principalmente por dois motivos. Primeiro, para evitar o crescimento de
micro-organismos e, desta maneira, a evolu¢do de processos fermentativos e o
desenvolvimento de micotoxinas, principalmente durante o armazenamento e transporte do
produto. Segundo, para diminuir a taxa de respiracdo do grdo. Desta maneira, evita-se a
producdo de substancias com odores indesejaveis que alteram as caracteristicas sensoriais do
café e diminuem o seu valor de mercado. A umidade do café cru deve estar entre 8,0 ¢ 12,5
%,

Segundo ANVISA (2016)°, o teor de cinzas do café, considerado residuo
mineral fixo, deve ser, no maximo, de 5%. De acordo com a Tabela 1 do Capitulo I, o café
ardbica apresenta 4,2% de cinzas (minerais). Alguns destes minerais sdo essenciais ao
organismo. Os principais minerais presentes no café sdo calcio, potassio, sédio, magnésio,

fosforo, manganés, ferro, cobalto, cromo e zinco. Também podem ser encontrados aluminio,
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bario, rubidio, estroncio, chumbo, molibdénio, titinio e cadmio’®. Estudos realizados em
amostras de cafés comercializados mostraram que 99,94% da composi¢do mineral
corresponde aos macroelementos na seguinte ordem: K>Ca>Mg>Na. Os microclementos
totalizavam 0.04% e decresciam na ordem Fe>Mn>Cu>Zn>Ni>Co>Pb>Cd’. O teor de
minerais do café depende do tipo de solo, o que indica que seria possivel diferenciar os
cafeeiros cultivados em distintos tipos de solo utilizando o perfil mineral'®. A Tabela 1
apresenta os teores de minerais, expressos em mg por kg de café cru em cultivares de café

arabica'l.

Tabela 1 — Contetido mineral em gréos crus de
cultivares de café arabica

Mineral mg.kg!
K 12.200 - 17.000
Mg 1.600 - 2.060
Ca 1.000 - 1.900
P 1.200 - 1.800
Fe 23 -367
Mn 14 - 60
Cu 6,0 -370
7Zn 3,7-57
Al 0,6 -32,2
Ba 1,1-17,6
Ni 0,1-44,0
Co 0,1-1,2

Fonte: Adaptado de MORGANO et al., 2002

Para a determina¢do de minerais em graos crus e torrados de café t€m sido
utilizadas diferentes técnicas sendo as mais frequentes espectroscopia de absor¢do atdomica
(chama ou forno de grafite), assim como também a emissdo em plasma acoplado
indutivamente!'"'>. A desvantagem destas técnicas é o preparo da amostra o que torna a

analise demorada. Uma alternativa para este tipo de analise ¢ o uso da espectroscopia de
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fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF). O fundamento desta técnica
consiste em incidir raios X sobre a amostra a ser analisada. Desta maneira, os elementos
presentes sdo excitados, emitindo raios X com energias que sdo caracteristicas de cada
elemento (andlise qualitativa). A intensidade do pico correspondente a cada elemento aumenta
com a quantidade presente na amostra (anélise quantitativa)'®. Esta técnica se caracteriza por
ser multielementar (determina elementos a partir do Na), simultanea (determina varios
elementos numa Unica analise) e ndo destrutiva (a amostra pode ser usada em outra analise).
Podem ser analisados elementos cujas concentra¢cdes podem alcangar menos que 1 mg kg,
Outra vantagem ¢ que a amostra pode se apresentar em qualquer forma fisica e ¢
independente da forma em que se apresenta o elemento!”.

Os lipidios dos graos crus do café, também denominados “6leo de café”,
encontram-se principalmente concentrados no endosperma e, na forma de ceras, na camada
externa do grdo. Em café arabica cru, o teor pode variar de 12 a 20 %, sendo a média de 15
%819, A classificagdo dos lipidios em saponificaveis e insaponificiveis estd baseada na sua
reacdo com NaOH para originar ou ndo sais de sodio (sabdes). Os lipidios saponificaveis do
café estdo compostos por acidos graxos livres, mono-, di- e triacilglicerois. Os acidos graxos
encontrados no 6leo do café e nas ceras sdo: miristico (14:0), palmitico (16:0), estearico
(18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2), linolénico (18:3), araquidico (20:0), gadoleico (20:1),
behénico (22:0) e lignocérico (24:0). As maiores propor¢des correspondem aos acidos
linoleico e palmitico. Speer; Kurzrock; Kélling-Speer (2004)*° observaram que o teor de
acidos graxos livres em café cru aumentava com o tempo devido a hidrolise pela agdo
enzimatica. Diferentes condigdes de umidade, temperatura ¢ atmosfera de estocagem foram
estudadas sendo que os fatores que mais influenciaram foram os dois primeiros.

Dentro dos insaponificaveis destacam-se os alcoois pentaciclicos

diterpénicos cafestol, caveol e os seus derivados, dehidro-cafestol, dehidro-caveol, 16-O-
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metilcafestol e 16-O-metilcaveol. O 16-O-metilcafestol esta presente apenas nos graos crus de
café robusta e ¢ estavel a torrefacdo, sendo utilizado como indicador da presenga da espécie
robusta em blends de café arabica. Os diterpenos podem estar na forma livre ou como ésteres
de 4cidos graxos!’. Além dos diterpenos mencionados, esterdis, alcoois triterpénicos e
fosfatideos constituem a fragdo insaponificavel do café. Substidncias com caracteristicas
antioxidantes também fazem parte desta fra¢do lipidica do café tais como tocoferois e
hidroxitriptamidas'®,

Varios métodos t€m sido estudados e aplicados para extra¢do dos lipidios do
café. Quando se trata de extrair e calcular o teor de lipidios totais de um sistema alimentar, o
método mais utilizado é o de Soxleht. Embora o processo completo de extragdo seja longo (6
a 8 horas), autores tém demostrado que, usando um tempo menor de extragdo (4 horas) os
valores encontrados para 8 e 4 h ndo apresentam diferenca significativa entre eles®!. Estes
autores aplicaram o método de Soxleht na extracdo de 6leo de aveia, rico em acidos graxos
insaturados, e em gordura de frango. A determinacdo de hidroperdxidos mostrou que o 6leo de
aveia tinha menor indice de hidroperoxidos do que o frango. Assim como o café, a aveia
possui acidos ferulico e cafeico que atuam como antioxidantes®?.

Considerando-se a importancia destes parametros, neste estudo avaliou-se a
influéncia do tipo de arranjo (quadrado ou retangular) e da densidade de plantio (6.000 e
10.000 pts ha'') sobre os teores de cinzas, lipidios e minerais em grios crus de Coffea arabica

cv. IAPAR 59.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE GRAOS

As amostras de graos crus de Coffea arabica cv. IAPAR 59 foram
fornecidas pelo Instituto Agrondmico do Parand, Londrina — PR (23°18’S e 51°17° W). Os
cafeeiros foram cultivados em dois tipos de arranjos: quadrado (S) e retangular (R) ¢ em duas
densidades diferentes: 6.000 e 10.000 pts ha'!. A Tabela 2 mostra os arranjos, densidades,
distancia entre fileiras e entre plantas, area por planta e suas respectivas simbologias. A

disposi¢do dos cafeeiros em cada tratamento ¢ mostrada na Figura 1.

Tabela 2 — Identificagdo dos tratamentos dos cafeeiros amostrados

Arranjo Densidade  Distincia entre fileiras  Area/planta  Identificacio

(plantas ha') e entre plantas (m) (m?)
Quadrado 6000 1,29 x 1,29 1,66 S6
Quadrado 10000 1,00 x 1,00 1,00 S10
Retangular 6000 3,00 x 0,55 1,66 R6
Retangular 10000 3,00 x0,33 1,00 R10

Fonte: O proprio autor

Figura 1 — Esquema da disposi¢ao dos cafeeiros na plantagao
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Fonte: O proprio autor
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A adubacgdo foi realizada com N-P-K de formula¢do 20-5-20, utilizando
entre 50 ¢ 60 g por cova, considerando, desta maneira, a eficiéncia de adubo por planta. A
formulacdo mencionada aplicou-se nos cafeeiros quatro vezes por ano, nos meses
de Setembro, Novembro, Janeiro ¢ Maio. Os frutos maduros e de coloragdo vermelha foram
colhidos em 07 de Junho de 2010, tendo as plantas aproximadamente 2 m de altura. A
secagem foi feita em caixas de fundo telado até atingir 12% de umidade. A casca ¢ o
pergaminho foram removidos em maquina de beneficiamento e embalados em sacos de papel
para serem transportados ao laboratorio. Os graos defeituosos (imaturos verdes, quebrados ou
pretos) foram retirados manualmente das amostras. A exsicata do Coffea arabica cv. IAPAR
59 foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Londrina sob o numero FUEL
53984 (Figura 2).

Figura 2 — Exsicata de Coffea arabica cv. IAPAR 59
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e
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cuivar (APAR 59
Nome vulgar:
s Bt P, Lok, i Agresinico o P

Fonte: O proprio autor
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2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras dos graos crus foram submetidas &8 moagem no Laboratorio de
Fisiologia Vegetal do IAPAR. Os grdos foram congelados com nitrogénio liquido ¢ a moagem
dos mesmos foi realizada em moinho Perten Laboratory Mill 366. A peneiracdo foi realizada
em peneira Granutest ASTM 25- Tyler 24, abertura de 0,710 mm (Figura 3). As amostras
processadas foram transportadas ao Laboratorio de Quimiometria em Ciéncias Naturais
(LQCN) da UEL onde foram pesadas com precisdo de 0,01 g e embaladas em sacos plasticos
especiais para vacuo ¢ selados em selador Selovac modelo 120 B. O armazenamento das
amostras até o momento das analises ¢ preparo dos extratos foi realizado em freezer/cooler

Electrolux, modelo H 160, a — 20 °C.

Figura 3 — Esquema do preparo das amostras de C. arabica cv. IAPAR 59

Fonte: O proprio autor
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2.3 ANALISES FiSICO-QUiMICAS

2.3.1 Determinacio do teor de umidade

Embora as amostras tenham sido secas no Instituo Agrondmico do Parana
até alcancar 12% de umidade, este parametro foi novamente determinado para ser usado no
calculo dos rendimentos em base seca, no processo de extracdo (Capitulo 4). A umidade dos
grdos moidos foi determinada utilizando uma massa de 2,000 g de amostra, pesada em pesa-
filtro previamente tarado e submetido a estufa por 1 hora. A pesagem foi realizada com
precisdo de 0,0001 g, em balanga Shimadzu AY220. As amostras foram colocadas em estufa
Brasdonto modelo 5, a 105 °C, por 4 horas®>. O tempo empregado evita perdas de
componentes volateis e a exposi¢do a oxidacdo das substancias presentes no café. A analise

foi realizada em triplicata. A porcentagem de umidade foi calculada de acordo com a formula:

] (massa inicial-massa final)
% umidade= — x 100
massa inicial

2.3.2 Determinacio do teor de cinzas

A determinagdo de cinzas®* foi realizada em triplicata. Os cadinhos foram
colocados na mufla Marconi MA385, a 550 °C, durante 12 h (over night), esfriados em
dessecador ¢ pesados com precisdo de 0,0001g. Para a analise foi utilizada uma massa de
3,0000g. As amostras foram carbonizadas em bico de Bunsen até que ndo soltaram mais
fumaca. A incineragdo foi realizada em mufla a 550 °C por 12 h (over night), esfriadas em
dessecador e pesadas. O procedimento foi repetido mais uma vez ¢ o teor de cinzas foi

calculado de acordo com a formula:
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massa final

% cinzas= 100

massa inicial

2.3.3 Determinacao de lipidios pelo método de Soxhlet

A determinagdo de lipidios foi realizada usando o método de Soxhlet?*, com
modificagdes, utilizando a mistura hexano (PE 69 °C) e éter de petrdleo (30-60 °C) com o
objetivo de diminuir a temperatura de ebulicdo durante a extracdo. Baldes de 500 mL para a
coleta do extrato foram colocados em estufa Brasdonto Modelo 5, a 105 °C, por uma hora ¢
esfriados em dessecador com silica gel até atingir a temperatura ambiente. Foi registrado o
peso de cada baldo.

Foi pesada uma massa de 3,000 g de amostra em balanga Shimadzu AY220
sobre papel de filtro e foi feito um cartucho de Soxhlet e grampeado nas pontas. O cartucho
foi colocado em aparelho de Soxhlet e 250 mL de mistura 1:1 de hexano p.a. e éter de
petroleo p.a., ambos Alphatec, foi introduzida no baldo coletor. O equipamento foi montado e
a mistura de solventes foi aquecida em manta elétrica Fisatom modelo 102E durante 8 horas a
55+2°C.

Os solventes foram evaporados em rotaevaporador Fisatom 801 até restarem
10% do extrato no baldo. O extrato contendo os lipidios foi transferido para frasco ambar de
30 mL com tampa, previamente tarado. A eliminac¢do do restante do solvente foi realizada sob
circulagdo for¢ada de ar, protegendo a boca do recipiente com véu. Uma vez secos, os vidros

foram pesados e a porcentagem de lipidios foi calculada como segue:

. (massa vidro + lipidios) - massa vidro
% lipidios = x 100
massa amostra
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As andlises foram realizadas em triplicata. Os extratos foram conservados
em freezer Electrolux Super FE26 a -20 °C e, posteriormente, analisados por espectroscopia

na regido do Infravermelho médio.

2.3.4 Analise espectroscopica dos extratos lipidicos

Os espectros na regido do Infravermelho médio (675 a 4000 cm™) dos
extratos brutos e dos extratos lipidicos foram obtidos com o espectrdmetro Thermo Scientific
Nicolet iIS10 FTIR, usando o acessorio ATR (Attenuated Total Reflectance) com janela de
germanio. O modo de medi¢ao foi realizado no modo transmitancia, com 60 scans e resolucio

4 cm,

2.3.5 Analise de minerais por EDXRF

A determinacdo dos minerais presentes nas amostras de C. arabica cv.
IAPAR 59 foi realizada pela técnica de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva
(EDXRF). Utilizou-se o espectrometro Shimadzu Energy Dispersion Fluorescence X Ray
localizado no Laboratério de Apoio a Pesquisa Agropecuaria (LAPA) da UEL. Uma massa de
aproximadamente 2 g de amostra (grdos crus moidos) foi colocada em um porta-amostra
Chemplex e cobertos com filme Mylar. Para a obtencdo dos espectros foi utilizado o modelo
organico que fornece as porcentagens de matéria organica e de metais presentes no sistema

analisado.
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2.3.6 Processamento dos dados

O programa computacional Statistica 7.0 foi utilizado para verificar a
existéncia de diferenca significativa entre as médias dos tratamentos para os teores de cinzas ¢
lipidios no nivel de significancia de 95%. O teste de Levene foi utilizado para verificar a
homogeneidade de varidncia e o teste ¢ de Student, para comparagdo das médias. O mesmo
programa foi usado no processamento dos dados gerados nas analises de minerais por
EDXFR e na espectroscopia na regido do Infravermelho médio. Os espectros no

Infravermelho e os graficos dos loadings foram gerados usando o programa Origin Pro 8.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DE UMIDADE, CINZAS E LIPIDIOS

Os teores de umidade dos tratamentos foram 9.19 = 0,31 (S6), 9,02 + 0,43
(S10), 8,99 + 0,31 (R6) e 8,80 = 0,07 % (R10). Os teores se mantiveram dentro da faixa
encontrada na literatura (8,0 e 12,5 %)°, mesmo tendo passado pelo processamento descrito
no preparo das amostras. Os dados obtidos nas analises de cinzas e lipidios das amostras
coletadas de graos de Coffea arabica cv. IAPAR 59 foram organizados num planejamento
fatorial 2% para saber se os resultados ou respostas (quantitativas) eram influenciadas pelos
fatores arranjo (quadrado e retangular), pelas densidades (6.000 e 10.000 pts ha™!) ou pela sua
combinacdo de ambos. A atribui¢do dos sinais (-) e (+) foi feita da seguinte maneira:
quadrado (-) e retangular (+); 6.000 pts ha™' (-) e 10.000 pts ha™! (+). Os valores apresentados

nas 4% e 5% colunas correspondem as triplicatas (réplicas) de cada analise (Tabela 3).
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Tabela 3 — Planejamento 22 para estudo do efeito do tipo de arranjo e da densidade de plantio
sobre os teores de cinzas e lipidios.

Densidade Arranjo Tratamento Cinzas (%) Lipidios (%)
-1 -1 S6 3,86 15,28
-1 -1 S6 3,68 14,01
-1 -1 S6 3,66 12,65
1 -1 R6 3,64 12,75
1 -1 R6 3,74 15,05

1 -1 R6 3,68 12,23
-1 1 S10 3,75 13,76
-1 1 S10 3,68 14,99
-1 1 S10 3,53 13,06
1 1 R10 3,65 14,10
1 1 R10 3,76 13,43
1 1 R10 3,86 12,54

Fonte: O proprio autor

A analise de variancia (ANOVA) para os efeitos principais (arranjo e
densidade de plantio) e o seu efeito de interacdo sobre o teor de cinzas e de lipidios s@o
apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. A média, o desvio padrdo e os efeitos
estimados assim como os intervalos de confianga no nivel de 95% de confianga sdo

apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 4 — Analise de variancia para os efeitos principais e de interagdo sobre o teor de

cinzas
Fator Soma Graus de Média Valor de F
quadratica  liberdade  quadratica  calculado P
Densidade (1) 0,002408 1 0,002408 0,251304 0,629659
Arranjo (2) 0,000075 1 0,000075 0,007826 0,931681
1x2 0,016875 1 0,016875 1,760870 0,221139
Erro 0,076667 8 0,009583
Total 0,096025 11

Fonte: O proprio autor
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Tabela 5 — Andlise de variancia para os efeitos principais e de interagdo sobre o teor de

lipidios
Fator Soma Graus de Média Valor de F
quadratica  liberdade  quadratica  calculado
Densidade (1) 1,11742 1 1,117421 0,808681 0,394772
Arranjo (2) 0,00068 1 0,000676 0,000489 0,982893
1x2 0,00219 1 0,002189 0,001584 0,969227
Erro 11,05426 8 1,381782
Total 12,17455 11

Fonte: O proprio autor

Tabela 6 — Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° para o teor de cinzas

Desvio Limite Limite
Fator Efeito dri t(8) p confianca confianca
pacrao (-95%) (+95%)
Média  3,707500 0,028260 131,1939 0,000000 3,642333 3,772667
Densidade 0,028333 0,056519  0,5013  0,629659 -0,102001 0,158667
Arranjo  0,005000 0,056519 -0,0885 0,931681 -0,135334 0,125334
1x2 0,075000 0,056519 1,3270 0,221139 -0,055334 0,205334

Fonte: O proprio autor

Tabela 7 — Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2 para o teor de lipidios

Desvi Limite Limite
Fator Efeito :;:;0 t(8) p confianca confianca
pacrao (-95%) (+95%)
Média 13,65400 0,339335 40,23748 0,000000 12,87149 14,43651
Densidade -0,61031 0,678671 -0,89927 0,394772 -2,17532 0,95471
Arranjo  -0,01501 0,678671 -0,02212 0,982893 -1,58003 1,55000
1x2 0,02701 0,678671 0,03980 0,969227 -1,53801 1,59203

Fonte: O proprio autor

De acordo com as Tabelas 4 ¢ 5, observa-se que, para os niveis estudados de
arranjo e densidade, estes fatores assim como sua interagdo ndo foram relevantes para os
teores de cinzas e de lipidios pois o valor de p foi maior que 5%. As Tabelas 6 ¢ 7 confirmam
que os efeitos analisados ndo sdo significativos pois os seus intervalos de confianca incluem o
valor zero?. Isto indica que o tipo arranjo e a densidade de plantio assim como a sua interagio

ndo influenciam no teor de minerais totais e lipidios analisados. Os valores de média para o
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teor de cinzas assim como os intervalos de confianga (Tabela 6) encontram-se dentro dos

disponiveis na literatura®®2’. O teor de lipidios encontrado (Tabela 7) é menor que 16%,

estando dentro da faixa observada para C. arabica'®.

3.2 TEOR DE MINERAIS POR EDXRF

A Tabela 8 apresenta as médias e desvios padrdes correspondentes ao teor,

expresso em mg kg'!, dos metais identificados em cada amostra de grios de C. arabica

analisada. Os valores observados para os elementos analisados sdo semelhantes aos

encontrados em café cru

11,28

Tabela 8 — Teor de minerais presentes nas amostras de C. arabica cv. IAPAR 59.

Elemento S6 R6 S10 R10
K 13910 +£20 13770 £ 20 14050 + 30 13910 + 30
Ca 1200 + 10 1180 £10 1220 £ 10 1300+ 10
S 800 £+ 10 830+ 10 820+ 10 830+ 10
P 660 £ 20 680 £ 20 640 £20 670 +£20
Mn 30+0,0 30+£0,0 30+£0,0 30+£0,0
Fe 30+£0,0 30+£0,0 30+£0,0 30£0,0
Cu 30+£0,0 30+0,0 30+£0,0 30+£0,0

Fonte: O proprio autor

Com o objetivo de verificar se existe uma diferenciacdo entre os tipos de

arranjos (S e R) e as densidades de plantio (6.000 e 10.000 pts ha™'), os valores das 4reas dos

picos dos espectros obtidos (Tabela 9) foram submetidos a uma analise exploratdria. As trés

componentes principais obtidas explicam 53,17% (CP1), 28,44% (CP2) e 18,38% (CP3) da

variancia total contida nos dados. A melhor discriminagdo dos arranjos estudados foi

verificada através da projecdo de CP1 e CP3. Os graficos dos escores sdo apresentados na

Figura4 a) e b).



Tabela 9 — Area dos picos correspondentes aos minerais analisados.

59

Elemento S6 R6 S10 R10
K 4,801 4,755 4,848 4,802

Ca 0,653 0,644 0,664 0,709

S 0,105 0,110 0,109 0,109

P 0,025 0,026 0,025 0,026

Mn 0,376 0,374 0,360 0,350

Fe 0,448 0,461 0,457 0,439

Cu 0,983 0,920 1,141 1,066

Fonte: O proprio autor

Figura 4 —Gréfico dos escores para (a) os tratamentos e para (b) os minerais
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Pode se visualizar que a CP1 diferencia os tratamentos pela densidade de
plantio. Os arranjos mais densos (10.000 pts ha™!) encontram-se nos escores positivos da CP1
apresentando maior quantidade de Cu, K e Ca. Os arranjos menos densos (6.000 pts ha!) se
caracterizam por ter maiores teores de Mn e P. O tratamento R6 (escores negativos de CP1 e
CP3) se caracterizou por um maior teor de Fe e S quando comparado com os outros trés
tratamentos. A Tabela 10 mostra os autovetores (pesos, loadings ou coeficientes das
Componentes Principais) para cada mineral analisado. Os maiores pesos correspondem aos

valores destacados em negrito.

Tabela 10 — Pesos (loadings) de cada mineral analisado nas CP’s

Mineral CP1 CP2 CP3
K 0,845 0,519 -0,128
Ca 0,758 -0,626 0,181
S -0,011 -0,606 -0,795

-0,724 -0,689 0,04
Mn -0,844 0,506 0,177
Fe -0,563 0,431 -0,705
Cu 0,938 0,214 -0,273

Fonte: O proprio autor

3.3 ANALISE ESPECTROSCOPICA DOS EXTRATOS LIPIDICOS

Os espectros na regido do Infravermelho médio dos extratos lipidicos dos
quatro arranjos estudados apresentam perfis semelhantes (Figura 5). A 3009 cm™ observa-se
uma banda que pode ser atribuida as vibragdes de estiramento do grupo C=C-H%, indicando
presenca de insaturacdes na cadeia dos lipidios. As bandas em 2918 e 2861 cm’

correspondem as vibragdes de estiramento simétrico e assimétrico respectivamente da ligacao
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entre Csp> ¢ H do grupo metila (CH3). O grupo metileno (CH») apresenta as mesmas bandas,

porém relacionadas a estiramento assimétrico (2918 cm™) e simétrico (2861 cm™)*.

Figura S — Espectros no Infravermelho dos extratos lipidicos de graos crus de C. arabica cv.
IAPAR 59.

100 -

3009

2851
702

90

2918

80

1259
1085

%T

70 4

1010

—S6
— $10
——R®6
—R10

60

789

50 — 77—
3500 3000 2500 2000 1500 1000

-1
cm

Fonte: O proprio autor

A banda em 1743 cm’!' caracteriza o estiramento da ligagdo do grupo
carbonila presente em triacilglicerois®’. A banda em 1386 cm™ ¢ atribuida a deformagio
angular simétrica da ligacdo C-H de um grupo CH3 terminal enquanto que a banda a 1464 cm”
! corresponde a deformacio angular de grupos metileno’. Estes grupos estio presentes nos
4cidos graxos estudados em café®.

A regido de 1259 a 1165 cm! pode ser atribuida a estiramento da ligagdo
C-O de ésteres metilicos. As deformagdes fora do plano wagging e twisting de grupos

metilenos aparecem nas regides de 1380 a 1180 cm™ e 1300 a 1170 cm™’. A regido entre 1150

e 870 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo simples C-C e a vibragdo rocking do grupo
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metila®'. Entre 720 e 810 cm™ encontra-se a regido das frequéncias referentes a deformagio
no plano (rocking) de grupos CH, de parafinas®!.

Os dados dos espectros na regido do infravermelho dos extratos lipidicos
dos tratamentos S6, S10, R6 ¢ R10 foram submetidos a analise de componentes principais
(ACP). A matriz foi composta por 4 amostras (extratos) e 1678 variaveis. As duas primeiras
componentes principais explicam 99,9% da variancia total dos dados. No grafico dos escores
das CP1 e CP2 (Figura 6) se observam dois grupos separados pela CP2. Nos escores positivos
da CP2 se agruparam os extratos dos arranjos retangulares. Os extratos obtidos dos arranjos

quadrados ficaram agrupados nos valores negativos desta componente.

Figura 6 - Grafico dos escores das CP1 e CP2 dos dados espectroscopicos na regido do
Infravermelho dos extratos lipidicos de graos crus de C. arabica cv. IAPAR 59.
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A Figura 7 mostra o grafico dos loadings da CP2 que permite distinguir os
grupos formados devido as regides dos espectros na regido do infravermelho. Os extratos
lipidicos dos arranjos retangulares sofrem maior influéncia de grupos funcionais com valores
de transmitancia que apresentam loadings positivos em 3009, 2922, 2851, 1750, 1462, 1384,
1172 e 722 cm™'. As amostras dos arranjos quadrados possuem valores de escores negativos,
sofrendo maior influéncia de grupos funcionais com valores de transmitancia que apresentam

loadings negativos em 1646, 1253, 1092, 1010, 866 e 796 cm™.

Figura 7 - Grafico dos loadings da CP2 para os dados espectroscopicos na regido do

Infravermelho dos dos extratos lipidicos de graos crus de C. arabica cv. IAPAR
59.
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Fonte: O proprio autor

A Tabela 11 mostra a atribuicdo destas bandas aos grupos presentes em

moléculas presentes nos extratos lipidicos®®-3!-3-33
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Tabela 11 — Atribuicdo das bandas identificadas no grafico dos loadings da CP2

Arranjo Banda (cm™) Grupo Vibracao
Retangular 3009 C=C-H Estiramento C-H
Flexdo angular
/
Retangular 1462 CH>'CHj3 simétrica C-H
Retangular 1384 CHj3 terminal Flexao simétrica C-H
CO-0O-C Estiramento simétrico
Retangular 172 (Triacilgliceris) c.0
Retangular 729 (CHo)a. 11> 4 Deformagéa_(;{ (rocking)
Quadrado 1646 C=0 amida Estiramento C=0
1253 Deformacao (rocking)
Quadrado CH: ou flexdo (wagging) C-
(1261-1250) H
Quadrado 1092 N-C alifatico Estiramento
Quadrado 1010 N-C alifatico Estiramento
Anel benzénico com .
Quadrado 866 2 H adjacentes Estiramento
Quadrado 796 CH, Deformacao (rocking)
(720-810) C-H

Fonte: O proprio autor

A analise da Tabela 11 mostra as diferengas entre os dois tipos de arranjos. A

primeira destas diferengas é a banda em 3009 cm™! (estiramento do grupo C=C-H) que poderia

indicar que os arranjos retangulares contém mais acidos graxos insaturados que os quadrados.

Nos arranjos quadrados, a banda em 1646 cm™ pode ser atribuida ao grupo amida da cafeina.
JOS q p

Este composto bioativo do café foi identificado em extratos obtidos com misturas contendo

hexano®®. A regido entre 1020 e 1220 cm™ (arranjos quadrados) corresponde ao estiramento

da ligagdo N-C alifatico®, grupo presente na molécula de cafeina. Estudos realizados em

folhas de café tém mostrado que a influéncia da radiacdo solar aumenta o contetdo de

cafeina. Nos arranjos quadrados, a incidéncia da radiacdo ¢ mais uniforme que nos
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retangulares (Figura 1) o que poderia indicar um maior teor deste composto nesses arranjos. A
banda em 866 cm' estd compreendida na regidio do anel benzénico, contendo dois H
adjacentes e corresponde a deformagdo da ligagdo C-H*’. De acordo com os dados fornecidos
pelo grafico dos loadings pode afirmar que os arranjos quadrados se caracterizam por um

maior de cafeina enquanto que os arranjos retangulares apresentam acidos graxos insaturados.

CONCLUSAO

Os teores de umidade, cinzas ¢ lipidios das amostras de grios crus dos
quatro tratamentos analisados apresentaram valores de acordo com os disponiveis na
literatura. A analise de varidncia (ANOVA) para os efeitos principais (arranjo ¢ densidade de
plantio) e o seu efeito de interagdo ndo influenciaram sobre os teores de cinzas (minerais
totais) e de lipidios no nivel de 95% de confianga.

No entanto os minerais identificados (K, Ca, S, P, Mn, Fe ¢ Cu) ¢
quantificados por EDXRF diferenciaram os tratamentos pela densidade de plantio através da
analise das componentes principais. Os tratamentos menos densos (S6 e R6) se caracterizaram
por um maior conteudo de Mn e¢ P enquanto que os de maior densidade (S10 e R10)
apresentaram maior teor de Cu, K e Ca. O tratamento R6 se diferenciou dos outros trés por
apresentar maior teor de Fe e S.

O estudo exploratorio dos extratos lipidicos na regido do infravermelho
indicou que os arranjos quadrados poderiam ser caracterizados por uma maior quantidade de

cafeina enquanto que nos retangulares se evidencia a presenca de acidos graxos insaturados.
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1 INTRODUCAO

Durante a preparacdo da amostra, o processo de extracdo ¢ uma etapa chave
por ajudar a extrair os metabdlitos da matriz vegetal que ¢ extremamente complexa. A
extracdo por solvente é o procedimento mais utilizado pela facilidade de execugdo, eficiéncia
e aplicabilidade abrangente'. Entre os fatores que afetam a extragdo por solvente cabe
destacar a temperatura, a relacdo volume de solvente/massa de amostra, tempo e tamanho de
particula da amostra’.

Como os compostos bioativos do café possuem diferentes polaridades, ¢é
conveniente fazer a escolha dos solventes para a extragdo baseada nesta propriedade.
Compostos fenolicos como os acidos clorogénicos (ACG) se dissolvem bem em alcoois de baixo
peso molecular, acetona e acetato de etila® * devido a formacdo de ligagdes H com estes solventes.
Etanol puro tem mostrado ser eficiente na extracdo de ACG e trigonelina. Sua mistura com acetato
de etila e diclorometano resultou também eficiente para ACG, e suas misturas binarias com
diclorometano e com hexano, para trigonelina®. Diclorometano é o solvente por exceléncia para a
extragdo de cafeina®, além da sua mistura 1:1 com hexano’. Em relagfio aos lipidios do café, hexano
é um dos solventes mais utilizados na 4rea de alimentos devido a sua baixa polaridade’.

Para este estudo foram escolhidos os solventes etanol, acetona, diclorometano e
hexano. A eficiéncia destes solventes e suas misturas na extragdo de metabolitos do café cru ja
foram estudados por outros autores™*’. A escolha do solvente extrator pode ser feita utilizando
um planejamento experimental adequado'®.

Em experimentos onde se utilizam misturas de solventes, as varidveis sdo as
proporg¢des dos diferentes componentes. Desta maneira, assume-se que a resposta medida ¢é
dependente apenas das proporgdes relativas dos componentes da mistura e ndo da quantidade

total da mistura. A Equacdo 1 mostra a relagdo entre as proporgdes x; para uma mistura
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qualquer de g componentes. Os graus de liberdade sdo iguais a g-1, pois a propor¢ao do

tiltimo componente é o que falta para completar 100%'!.

q
> x; =1 oul00% (D
i=l1

Para prever os rendimentos de extragdes com misturas de quatro solventes,
os modelos candnicos linear, quadratico e cibico especial podem ser utilizados na otimizagao.
O modelo geral para quatro componentes ¢ definido pela Equagdo 2, onde ¥ ¢ a resposta
estimada ¢ b sdo os pardmetros do modelo de regressdo. O modelo linear inclui apenas o
primeiro termo; o quadratico ¢ formado por o primeiro ¢ o segundo termos e, o cubico

especial, pelos trés primeiros termos'!.

4 4 4 4 4 4
5’ = Zbixi + Z Zbijxixj + Z Z Zbijkxixjxk + b1234x1x2x3x4 )
i-1 %

i<j J i<j <k

O quarto termo da Equacdo 2 ¢ um termo de quarta ordem. Para que este
seja considerado ¢é necessario incluir um ensaio que contenha a mistura dos quatro solventes,
denominado ponto central. Neste caso, cada solvente contribui com % do volume total do
volume da mistura extratora. Desta maneira, o planejamento experimental é representado por

um tetraedro (Figura 1).
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Figura 1 — Planejamento experimental simplex centroide para quatro solventes

)X =x4=1/2

X1=X3=x4=1/3

xg=1

. X3=X4=1/2

x;=x3=1/2

X2=X3=X4=1/3

! x;=1
X|=X2=X3=X4=1/4

Fonte: O proprio autor

A Equagdo 2 pode ser representada na forma matricial, sendo ¥ o vetor
coluna dos valores previstos pelo modelo, X a matriz contendo os pontos do planejamento e

b, o vetor coluna dos estimadores dos pardmetros'? (Equagdo 3).

Xb )

>
Il

O vetor b, constituido pelas estimativas dos parametros b da Equacdo 2,
pode ser calculado pela Equacdo 4 e as incertezas (desvios padrdes) das estimativas dos
parametros (V (b)), pela Equacao 5.

b=(XX)"' X'y (4)

V (b) = (XX)"! o2 (5)
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O sinal dos parametros b, nos termos de intera¢do, ¢ muito importante para
determinar se o efeito da interagdo entre os solventes que compdem a mistura ¢é sinérgico ou
antagdnico. Se o »>0, entdo a resposta obtida com os dois componentes misturados ¢ sempre
maior que a simples soma das respostas dos solventes puros (sinergismo). Caso »<0, as
previsoes do modelo quadratico sdo sempre inferiores as do modelo linear, pois neste o termo
de interacdo se encontra ausente!!.

Para escolher o modelo adequado que se ajusta aos resultados
experimentais, ele deve possuir significancia estatistica. A avaliagdo do modelo e dos residuos
(diferenga entre a resposta prevista pelo modelo e os valores experimentais) se faz através da
analise de variancia (ANOVA). O método utilizado € o dos minimos quadrados. A Tabela 1
mostra os parametros utilizados na ANOVA onde #; ¢ o nimero de repetigdes no nivel i; m ¢
o numero de niveis distintos da variavel independente; » = ¥ m; ou numero total de
observagdes ¢ p ¢ o numero de parametros do modelo. Os pardmetros da Tabela 1 serdo
aplicados e explicados na apresentacdo dos resultados deste capitulo.

O objetivo do presente capitulo foi identificar o melhor solvente extrator dos
metabolitos presentes em graos crus de C. arabica em relagdo ao rendimento do extrato

obtido, utilizando planejamento experimental simplex centroide e superficie de resposta.
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Tabela 1 — Tabela de anélise de varidncia para o ajuste do modelo'!

Fonte de variacio Soma quadratica Graus de liberdade  Média quadratica
Regressao mon o S
SOx=2.2.(5,~¥) p-1 MQR=%
i
Residuos m S
SQFZZZ(}/U—}A/[)Z n-p MQF:%
i
Falta de ajuste mo SO,
: $0, =33 (5,7 m-p v, -5
i J m _p
Erro puro m ~ S
80, =22 (v =) n-m Mg, = 2o
L n—m
Total m
S0, =22 (v, =¥ n-1
i
% de variagdo explicada: S0,
T
% maxima de variagdo explicavel: %
T

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

A escolha da melhor condi¢do experimental para a obtencdo dos extratos foi
feita através de um planejamento experimental simplex centroide, de acordo com a Tabela 2,
sendo e =etanol (Exodo), a = acetona (Fmaia), d= diclorometano (Anidrol) ¢ # = hexano
(Anidrol). Além dos solventes puros, foram utilizadas 6 misturas binarias, 4 misturas ternarias
e o ponto central (mistura dos 4 solventes) foi realizado em 6 replicatas para estimar o erro

padrio!?.
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Tabela 2 — Planejamento experimental Simplex Centroide para quatro componentes: etanol
(e), acetona (a), diclorometano (d) e hexano (h)

Extrato Solventes
Etanol (e) Acetona (a) Diclorometano (d) Hexano (h)

e 1 0 0 0

a 0 1 0 0

d 0 0 1 0

h 0 0 0 X
ea A Y 0 0
ed A 0 Y 0
eh A 0 0 Y
da 0 Y Y 0
ah 0 v 0 Y
dh 0 0 Y y
dea JA Y Y 0
deh JA 0 Y y
eah JA Y 0 Y
dah 0 Y Y Y
deahl JA v, v, Y
deah? JA v, v, y
deah3 JA v, Y, y
deah4 JA v, v, y
deah5 JA v, Y, y

deah6 JA JA A Y

Fonte: O proprio autor

Para a extragdo pesou-se 2,50 g dos grdos crus moidos em balanga
Shimadzu AY220 e adicionaram-se 60 mL do solvente extrator, em frasco de 150 mL com
tampa. A mistura foi submetida a banho de ultrassom Ultracleaner 1400 Unique por 120
minutos. A temperatura foi mantida a 15+£2°C com gelo. Este procedimento se faz necessario
pois a temperatura do banho aumenta durante o processo de ultrassonicacdo. Desta maneira se
evita a perda do solvente por evaporagio e a oxidagdo dos compostos fendlicos'. A Figura 2
mostra o esquema da extra¢do. Durante os trés primeiros dias foram realizados trés, dois ¢ um

ciclos de extracdo, respectivamente. Os extratos foram mantidos em geladeira (4 °C) durante
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24 h com o objetivo de estabelecer o equilibrio entre a solugdo extratora e o so6lido. Apos os
trés primeiros dias de extracdo, o extrato foi mantido em geladeira por 48 horas. A partir
desse momento, realizou-se um ciclo de extracdo a cada 48 h. A extragdo foi considerada
exaustiva quando houve sobreposicdo entre os espectros UV-Visivel de dois extratos
consecutivos. O espectrofotometro utilizado foi o Thermo Scientific Evolution 60 com
cubetas de quartzo. A Tabela 3 mostra o nimero de ciclos de extragdo utilizados para cada

solvente extrator.

Figura 2 — Esquema de extrac@o

| 3 ciclos em ultrassom + filtragao |——| Extrato |
1
I Residuo solido+ 60 mL solvente |

| Geladeira 24 h |

I 2 ciclos em ultrassom + filtragdo I—-I Extrato

| Residuo sélido-l-lso mL solvente |

| Geladelira 24h |

| 1 ciclo em ultraisom + filtragdo I_‘l Extrato
'

| Residuo sdlido+ 60 mL solvente |

!
| Geladeira 48 h |

1 ciclo em ultrassom + filtragao |—-|£|
|

Residuo sdlido+ 60 mL solvente |

I
Geladeira 48 h | [ Espectro UV-Vis 190-800 nm

Fonte: O proprio autor
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Tabela 3 — Numero de ciclos necessarios para extragdo exaustiva

Numero de ciclos

Extrato S6 S10 R6 R10
e 13 13 13 13
a 10 9 10 10
d 15 15 16 15
h 25 21 24 20
ea 23 23 11 23
ed 10 16 16 12
eh 17 17 17 10
ad 10 10 10 10
ah 14 8 11 10
dh 11 11 11 11
dea 8 8 8 8
deh 11 10 11 10
eah 18 13 18 15
dah 8
deahl 9
deah? 8
deah3 8 10
deah4 11 13 15 11
deah5 13 15 14 10
deah6 12 9 12 8

Fonte: O proprio autor

A evaporacdo do solvente dos extratos foi realizada em rotaevaporador
Fisatom 801, mantendo-se a temperatura do banho em 5042 °C e a rotacdo em 42 £ 2 rpm.
Apds a evaporagdo de cerca de 90% do liquido, a mistura foi transferida para frasco ambar de
30 mL com tampa, previamente tarado. A eliminac¢do do restante do solvente foi realizada sob
circulacdo forcada de ar, protegendo a boca do recipiente com véu. Uma vez secos, 0s
extratos foram conservados em freezer Electrolux Super FE26 até o momento de serem

liofilizados.
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Para a liofilizagdo, foi acrescentado 1 mL de agua MiliQ a cada extrato
seco. A suspensdo do material efetuou-se em banho de ultrassom Ultracleaner 1400 Unique,
por 30 minutos ¢ o congelamento, em freezer Electrolux Super FE26, a -20 °C. A liofilizacao
foi realizada em liofilizador Virtis SP Scientific, a — 81,5 = 0,1 °C e 20 + 2mTorr, até
obtencdo de massa constante. Nestas condigdes foi calculado o rendimento da extracdo para
cada solvente, expressando os resultados em base seca (b.s.).

massa final

% rendimento b.u. = 100

massa inicial

% rendimento b.u.

% rendimento b.s. = (100 - % umidade) x 100
=70

2.2 PROCESSAMENTO DOS DADOS

O programa computacional Statistica 7.0 foi utilizado para obter as curvas
de nivel para a escolha do melhor solvente extrator. A escolha e validagdo dos modelos foram
definidas pelos resultados da andlise de variancia (ANOVA) das regressdes, verificando a

existéncia ou ndo de falta de ajuste e significancia da regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento dos extratos brutos das amostras S10, S6, R10 e R6, obtidos

de acordo com o planejamento experimental simplex centroide (Tabela 2), sdo mostrados na

Figura 3.
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Figura 3 — Rendimento dos extratos brutos de gréos crus de Coffea arabica cv. IAPAR 59
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Fonte: O proprio autor

Para avaliar o efeito do solvente extrator sobre os rendimentos obtidos,
foram testados modelos de misturas para verificar qual o que se ajusta para explicar as
repostas obtidas. O modelo linear apresentou falta de ajuste em todos os tratamentos
estudados neste trabalho. Foi testado entdo o modelo quadratico. Para os tratamentos S10 ¢ S6
foram considerados os coeficientes significativos no nivel de 95% de confiangca. No caso dos
tratamentos R10 e R6, os modelos foram ajustados eliminando-se as interagdes cujos
coeficientes ndo foram significativos no nivel de 95% de confianga. O modelo ctiibico também
foi testado e ajustou-se aos rendimentos dos quatro tratamentos, porém nao apresentou termos
cubicos significativos no nivel de 95% de confianga. Desta maneira, o0 modelo quadratico foi
aceito por ser o mais simples. A Tabela 4 mostra as equagdes polinomiais do modelo
quadratico para cada tratamento. A resposta prevista pelo modelo ¢ representada por ¥ e as
varidveis independentes sao identificadas por e = etanol, a = acetona, d = diclorometano e 4 =

hexano. Os valores entre parénteses representam os desvios padrdes dos parametros.
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Tabela 4 — Equagdes do modelo quadratico para cada tratamento

Tratamento Equacao ajustada do modelo quadratico

Se v = +20.58¢ + 11.99a + 8.22d + 2.84h + 32.07ea -1590eh + 12.11ah +
22.15dh
L1 (&L (&L &L (24.96)  (#4.95)  (£4.95)  (4.96)
Sto ¥ =+24,56e+ 13,23a + 10,884 — 17,63¢h + 17,96dh
(£1,46)  (£1,46)  (£1,46) (£6,14)  (+6,14)
Re v =+18.16e + 13,40a + 8.70d + 20.47ea + 16,03 ed + 20.36ah + 25.00dh
(£1.59)  (£1.59) (£1.59) (7.31)  @*7.31)  (#7.31)  (#7.31)
Rio v=+19.47¢+ 14,88a + 8.93d + 22.15ea + 15,19ed + 27.84dh
(#1.60)  (£1.33)  (£1.47) (£6,79)  (*6,77)  (£6,78)

Fonte: O proprio autor

Os solventes puros ectanol, acetona e diclorometano apresentaram
coeficientes significativos no nivel de 95% de confianga para os quatro tratamentos, sendo o
etanol o que apresentou os maiores coeficientes dos trés solventes mencionados. O hexano
apenas foi significativo para o tratamento S6. A mistura diclorometano: hexano apresentou
efeito sinérgico nos quatro tratamentos entanto que a mistura etanol: acetona mostrou mesmo
efeito nos tratamentos S6, R6 e R10, apresentando os maiores coeficientes. Isto indica que a
presenga simultanea destes dois solventes na mistura consegue extrair uma maior quantidade
de compostos com caracteristica polar.

A mistura etanol: diclorometano apresentou um aumento de rendimento
apenas nos arranjos retangulares (R6 e R10). Para os arranjos quadrados (S6 e S10), a mistura
de hexano com etanol apresentou efeito antagonico (coeficiente negativo), contribuindo para a
diminui¢do do rendimento entanto que a mistura hexano: acetona mostrou efeito sinérgico nos
tratamentos de baixa densidade de plantio (S6 ¢ R6).

A analise de variancia foi utilizada para verificar a significancia a e a falta
de ajuste do modelo quadratico (Tabela 5). A razdo entre as médias quadraticas da falta de

ajuste e do erro puro (MQy,;/MQ.,) se mostrou menor que o F tabelado no nivel de 95% de
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confianca. Isto mostra que ndo ha falta de ajuste do modelo quadratico para todos os
tratamentos. A razdo entre as médias quadraticas da regressdo e dos residuos (MQr/MQ,)
resultou maior que o valor do F tabelado no nivel de 95% de confianga, indicando que o

modelo quadratico foi significativo para todos os tratamentos.

Tabela 5 — Analise de variancia para o ajuste dos modelos quadraticos dos tratamentos

Fonte de Soma Média Valorde F Valorde F
variacio  quadratica &L quadratica  calculado tabelado P
S6
Regressdo 391,62 9 43,51 34,01 3,02 0,000002
Residuos 12,79 10 1,28
Falta — de 10,40 5 2,08 434 5,05 0,066635
ajuste
Erro Puro 2,40 5 0,48
Total 404,41 19 21,28
S10
Regressdo 421,94 9 46,88 21,37 3,02 0,000022
Residuos 21,94 10 2,19
Falta — de 8,47 5 1,69 0,63 5,05 0,688521
ajuste
Erro Puro 13,47 5 2,69
Total 443,88 19 23,36
R6
Regressdo 317,96 7 45,42 14,60 2,91 0,000053
Residuos 37,32 12 3,11
Falta =de ), o5 7 3,22 1,09 4,38 0,479884
ajuste
Erro Puro 14,79 5 2,96
Total 355,28 19 18,70
R10
Regressdo 363,59 7 51,94 19,40 2,91 0,000012
Residuos 32,13 12 2,68
Falta  de 15,20 7 2,17 0,64 4,38 0,714075
ajuste
Erro Puro 16,93 5 3,39
Total 395,72 19 20,83

Fonte: O proprio autor
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O ajuste do modelo ¢ dado pelo coeficiente de determinagio R?, calculado
pelo quociente entre a soma quadratica da regressdo e a soma quadratica total (Equagdo 6). A

Tabela 6 mostra os valores calculados para o modelo de cada tratamento analisado.

oS0,

S0, (6)

Tabela 6 — Coeficientes de determinagio (R?) e somas quadraticas dos residuos dos modelos
para cada tratamento.

Tratamento R? SO:
S6 0.9684 12,79
S10 0,9506 21,94
R6 0,8950 37,32
R10 0,9188 32,13

Fonte: O proprio autor

Os valores calculados de R? mostram que os modelos quadraticos dos
arranjos quadrados (S6 e S10) foram melhor ajustados aos valores experimentais que 0s
arranjos retangulares. Isto também pode ser observado através do valor das somas quadraticas
dos residuos para cada um destes modelos (Tabelas 5 e 6), cujos valores sdo inversamente
proporcionais a R?.

Na Tabela 5, podem ser observados dois valores: a soma quadratica da falta
de ajuste do modelo aos valores obtidos experimentalmente e a soma quadratica devida ao
erro puro, que dd uma medida do erro aleatério. A soma quadratica dos residuos ¢ o resultado

da soma desses dois parametros (Equacédo 7).

SO, = Ser + 50 faj (7)
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Observa-se que, no caso dos tratamentos de baixa densidade de plantio, S6 ¢
R6, os residuos deixados pelo modelo sao devidos em 81% e 60%, respectivamente, a falta de
ajuste do modelo, entanto que para S10 e R10 os residuos sdo devido principalmente ao erro
puro (erros aleatorios). A porcentagem de variacdo explicada, calculada com a Equagdo 8,

apresentou os seguintes valores: S6 (99,41%), S10 (96.97%), R6 (95.84%) ¢ R10 (95.72%).

SQT - Ser
SO,

Y%ov.e. =

(®)

As Figuras 4 a 7 mostram os residuos deixados pelo ajuste do modelo
quadratico durante o estudo do rendimento de extratos nos quatro tratamentos de graos crus
de Coffea arabica c.v. IAPAR 59. Em todos os casos, observa-se que os residuos se
distribuem aleatoriamente, ndo revelando tendéncias ¢ indicando que o modelo quadratico se

adequa aos valores experimentais'?.

Figura 4 — Residuos do modelo quadratico para S6
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Figura 5 — Residuos do modelo quadratico para S10
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Figura 6 — Residuos do modelo quadratico para R6
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Figura 7 — Residuos do modelo quadratico para R10
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Valores previstos

As Figuras 8 a 11 mostram as respostas previstas pelo modelo quadratico

versus as respostas observadas no estudo do rendimento de extratos nos quatro tratamentos de

graos crus de C. arabica c.v. IAPAR 59.

Figura 8 — Respostas previstas pelo modelo quadratico para S6
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Figura 9 — Respostas previstas pelo modelo quadratico para S10
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Figura 10 — Respostas previstas pelo modelo quadratico para R6
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Figura 11 — Respostas previstas pelo modelo quadratico para R10
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Fonte: O proprio autor

Como os graficos mostram a qualidade de ajuste entre o valor estimado pelo
modelo quadratico e o experimental, ¢ possivel construir as curvas de nivel para cada arranjo,
mostradas nas Figuras 12 a 15. Para o tratamento S10, a curva de nivel mostra que o maior
rendimento ¢ obtido com etanol puro, sendo 24,56% o valor previsto pelo modelo para este
solvente. As curvas de nivel dos tratamentos S6, R6 e R10 apresentam os maiores
rendimentos quando sdo obtidos a partir de misturas 1:1 etanol: acetona, onde os rendimentos
previstos pelos modelos seriam 24,26%, 20,97% e 22,72% para S6, R6 e RI10,
respectivamente. Os rendimentos previstos pelos modelos para os solventes mencionados sao
consistentes com os obtidos experimentalmente: 24,17% (S10), 24,30% (S6), 22,22% (R6) e

23,40% (R10).
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Figura 12 — Curvas de nivel preditas pelo modelo quadratico para o tratamento S6.
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Figura 13 — Curvas de nivel preditas pelo modelo quadratico para o tratamento S10.
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Figura 14 — Curvas de nivel preditas pelo modelo quadratico para o tratamento R6.
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Figura 15 — Curvas de nivel preditas pelo modelo quadratico para o tratamento R10.
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Fonte: O proprio autor

Como foi mostrado na Tabela 1 do Capitulo 1, a maioria dos compostos
presentes no grao cru de C. arabica, sdo polares ou apresentam varios grupos com esta
caracteristica na sua estrutura (proteinas, carboidratos, acidos clorogénicos e cafeina, entre

outros). Portanto, ¢ de esperar que os solventes extratores mais polares empregados neste
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trabalho etanol e etanol: acetona apresentem os maiores rendimentos. Trabalhos
desenvolvidos com C. arabica cv. IAPAR 59 também apresentaram os maiores rendimentos
com solventes puros ou misturas contendo este tipo de solventes: etanol (15%), etanol:
diclorometano (21%), etanol: acetona (15%), etanol: hexano (18%) e etanol: acetona:
diclorometano (14%)>°. O hexano (apolar) apresentou os menores rendimentos neste

planejamento: 2,61% (S6), 2.06% (S10), 2,52% (R6) e 2,17% (S10).

CONCLUSAO

Os maiores rendimentos no processo de extragdo foram obtidos com etanol
puro (24,17%) para o tratamento S10 e a mistura etanol: acetona (24,30%, 22,22% e 23,40%)
para os tratamentos S6, R6 ¢ R10. O modelo quadratico foi o que melhor se ajustou para
representar os rendimentos das extragdes, apresentando coeficientes de determinagdo entre
0,89 e 0,97. Verificou-se que os residuos se distribuem aleatoriamente, ndo revelando
tendéncias e indicando que o modelo quadratico se adequa as respostas observadas. No caso
dos tratamentos de baixa densidade de plantio (S6 e R6), os residuos deixados pelo modelo
sdo devidos principalmente a falta de ajuste do modelo, enquanto que para S10 e R10 (alta
densidade de plantio) os residuos sdo devidos, principalmente, ao erro puro (erros aleatorios).

A variagdo explicada pela regressao se mostrou superior a 97% em todos os tratamentos.
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1 INTRODUCAO

As espectroscopias no UV-Vis e na regido do Infravermelho sdo técnicas
analiticas que tém sido usadas na identificagdo e quantificagdo dos constituintes do
metaboloma do café. A preparagdo da amostra ¢ relativamente simples e os reagentes ¢
equipamentos encontram-se dentro de um prego acessivel. A espectroscopia UV-Vis tem sido
aplicada para quantificagio de cafeina'™, determinagdo simultinea de metilxantinas®,
determinagdo de 4cidos clorogénicos e suas atividades antioxidantes®® e classificagdo de cafés
com e sem cafeina e em relagio a vida de prateleira’.

A espectroscopia na regido do Infravermelho médio por transformada de
Fourier (FTIR) ¢ uma técnica importante para auxiliar na identificagdo de constituintes
quimicos e elucidacdo de suas estruturas, sendo considerada a melhor e mais simples técnica
para identificar e caracterizar biomoléculas'®. FTIR tem sido usada para estimar quantidades
de metilxantinas em amostras de cha e café'!; avaliar os efeitos causados pelas condi¢des de
torra do café'?; discriminar entre cafés torrados defeituosos e nio defeituosos'’ e entre cafés
torrados e os seus adulterantes'®,

O objetivo deste capitulo foi investigar as mudangas espectrais na regido do
Ultravioleta e do Infravermelho nos extratos de grios crus de C. arabica cv. IAPAR 59
cultivados em dois arranjos e duas densidades de plantio. Para isto foram utilizados os
extratos obtidos pelo planejamento experimental Simplex Centroide descrito no Capitulo 4.
Desta maneira, o uso de misturas de solventes na extragdo aumenta as chances de observar

importantes mudangas espectrais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Para a obtencdo dos espectros na regido do UV-Visivel foram utilizados os
extratos brutos obtidos pelo planejamento exposto no Capitulo 4. Foi pesada uma massa de 50
mg de cada extrato em balanga Shimadzu AY220, sendo dissolvida em 20 mL do solvente
extrator. A mistura foi colocada em banho de ultrassom Ultracleaner 1400 Unique, durante 20
minutos. Os espectros foram obtidos na faixa de 190 a 800 nm com espectrofotdmetro UV-
Visivel Thermo Scientific modelo Evolution 60S, usando cubetas de quartzo de 1 cm de

caminho optico.

2.2 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros na regido do Infravermelho médio (4000-675 cm™) dos extratos
brutos foram obtidos com espectrometro Thermo Scientific Nicolet iS10 FTIR usando acessorio de
refletdncia total atenuada (ATR) com janela de germanio. As medidas foram coletadas no modo

transmitancia, com 64 scans e 4 cm™ de resolucao.

2.3 PROCESSAMENTO DOS DADOS

O programa Statistica 7.0 foi usado para a andlise exploratoria dos dados dos
espectros no UV e no infravermelho médio, usando Analise das Componentes Principais (ACP) e
Andlise Hierarquica (AH). Os graficos dos espectros e dos loadings foram plotados usando o

programa Origin Pro 8.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DO PERFIL CARACTERISTICO NO UV-VIS

Os dados dos espectros de absor¢do foram submetidos a ACP com o objetivo de
visualizar a formacdo de grupos de metabolitos em gridos crus de café nos diferentes arranjos e
densidades de plantio estudados. Os dados espectrais, representados pelos valores de absorvancia,
foram colocados numa matriz de 601 linhas e 80 colunas, onde cada linha representa o
comprimento de onda variavel e as colunas, os 80 extratos obtidos no planejamento simplex
centroide (20 extratos para cada tratamento: S6, S10, R6 e R10). As trés primeiras componentes
principais explicaram 89,40 % da variancia total dos dados.

Embora os escores das 2* e 3* componentes principais (CP) expliquem apenas
30.79 % da variancia total dos dados, elas proveem importante informagdo quimica (Figura 1). A
separacdo grafica dos extratos foi devida as diferentes propriedades das amostras e as suas
interagdes com o solvente extrator. Ao longo da CP2 observou-se a formagdo de dois grupos: nos
escores negativos estdo os extratos obtidos com os solventes puros etanol (e), diclorometano (d) e
hexano (%), as misturas binarias dh, de, eh ¢ a ternaria deh. Os seus espectros UV representam o
perfil caracteristico dos compostos bioativos do café: acidos clorogénicos, metilxantinas ¢ alcoois
pentaciclicos. Os extratos obtidos com misturas de acetona (@) com os outros solventes estdo
agrupados nos escores positivos tanto da CP2 quanto da CP3. Os seus perfis indicam a presenca de
acidos e compostos fendlicos. Os extratos obtidos com acetona pura (a) € com a mistura acetona:
hexano (ah) foram separados dos outros extratos CP3. Alguns metabolitos foram identificados pelo

seu espectro de absorcao.
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Figura 1 - Gréafico dos escores de CP2 x CP3 dos perfis caracteristicos no UV-Vis dos extratos
brutos de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Os espectros dos extratos etandlicos possuem duas bandas: a primeira a 217 nm
com ombro a 245 nm e a segunda banda a 329 nm com ombro a 298 nm. O minimo encontrou-se a
264 nm (Figura 2a). As duas bandas com os seus ombros correspondem a transigdo eletronica
HOMO—LUMO. Estes espectros sdo tipicos de acidos clorogénicos (ACG) os quais tém sido
caracterizados e determinados em grios de café por espectroscopia UV-Vis!>. Os tratamentos de
baixa densidade de plantio (S6 e R6) mostraram maiores conteidos de ACG que os tratamentos de
alta densidade (S10 e R10). No tratamento de 6.000 plantas ha™!, cada planta possui maior espago
disponivel em relagdo ao tratamento de maior densidade (10.000 plantas ha' permitindo um
aumento na incidéncia da radiagdo solar. A radiagdo UV gera radicais livres que causam danos nas
células. Sob esta condigdo, as plantas produzem compostos antioxidantes como mecanismo de

defesa'® Consequentemente, o nivel de ACG aumenta.
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Figura 2 - Espectros no UV de extratos de graos crus de C. arabica, cv. IAPAR 59, obtidos com
etanol (a), diclorometano (b) e hexano (¢).
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Os espectros dos extratos obtidos com diclorometano e hexano mostram perfil
semelhante com duas bandas: 229-230 nm e 283-290 nm para os extratos de diclorometano (Figura
2b) e 221 nm e 286 nm, para os extratos de hexano (Figura 2c). Estas bandas sdo caracteristicas dos
lipidios insaponificaveis do café: cafestol e caveol. Para estes alcoois pentaciclicos, t€m sido

encontrados valores a 225 nm para cafestol e 288 nm, para caveol'’. O tratamento S10 apresentou
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os maiores teores de cafestol e caveol no extrato obtido com diclorometano enquanto que, no
extrato com hexano, o tratamento R6 apresentou um teor levemente maior de caveol quando foi
comparado com os outros tratamentos. As metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) também
absorvem nesta regido espectral. Estudos realizados em folhas de cha sobre cafeina mostraram que
sua molécula absorve entre 244 e 300 nm quando o solvente extrator era diclorometano. Neste caso,
0 Amax foi 276 nm'. Quando extraidas com 4gua, as metilxantinas mostraram Amax entre 270 e 280
nm'®., Consequentemente, os espectros destes alcaloides poderiam estar mascarados pelo espectro
do caveol. No grafico dos escores de CP2 x CP3 da Figura 1, os extratos de diclorometano e de
hexano estdo agrupados muito proximo, nos escores negativos da CP2. Isto sugere que suas
composigdes sdo semelhantes.

Os pares de espectros dos extratos preparados com a/ah, ealeah, daldah e
dealdeah exibiram o mesmo perfil espectral (Figura 1), indicando que contém a mesma classe de
metabolitos, mas com intensidades maiores que aqueles preparados com acetona. Os espectros dos
extratos obtidos com acetona pura e suas misturas com etanol e/ou hexano exibiram duas
bandas. A banda a 215 nm € caracteristico dos acidos citrico ou malico, de acordo com a
informagdo obtida pela autora, usando padrdes destes acidos dissolvidos nos respectivos
solventes e sob as mesmas condi¢bes. A banda a 330 nm ndo foi atribuida a nenhum
metabolito.

Os resultados obtidos na ACP foram confirmados pela analise hierarquica (AH)
como mostrado no dendrograma da Figura 3. Os tratamentos foram identificados com os niimeros 1
(S6), 2 (S10), 3 (R6) e 4 (R10). Quando o dendrograma ¢ examinado no ponto 7.0 (distincia
euclidiana), podem ser identificados seis grupos. Cada grupo estd formado por espectros que
possuem algumas similaridades. O Grupo I esta formado apenas pelos extratos obtidos com a
mistura diclorometano: etanol. O perfil dos espectros indicou que esta mistura extrai metabdlitos

diferentes daqueles extraidos pelos solventes puros. O Grupo II contém extratos obtidos pelas
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misturas dea ¢ deah. Portanto, estas misturas extraem os mesmos tipos de metabolitos tendo uma
banda ndo identificada a 330 nm. O Grupo III corresponde aos espectros dos extratos obtidos com
as misturas ea ¢ eah. A banda a 215 nm diferencia os Grupos II e III de espectros. Os espectros dos
extratos obtidos com etanol e a mistura etanol: hexano constituem o Grupo IV e possuem o perfil de
ACG (Figura 2a). O Grupo V ¢ formado apenas pelo espectro do extrato em diclorometano do
tratamento S10. Isto indica que ha diferencas no conteudo dos alcoois pentaciclicos (cafestol e
caveol) quando se o compara com os outros trés tratamentos. Os espectros dos extratos em
diclorometano dos tratamentos S6, R10 e R6 estdo agrupados juntos com os espectros dos extratos
obtidos com #, dh, deh, a, ah, e dah, formando o Grupo VI. As Figuras 2b e 2¢ mostram
semelhantes para os espectros dos extratos em diclorometano e hexano de S6, R10 e R6. Estes
extratos formam, juntos, um subgrupo do grupo VI.

Figura 3 - Dendrograma dos espectros no UV dos extratos obtidos de graos crus de C. arabica,
cv. IAPAR 59. Os tratamentos foram identificados com niimeros 1 (S6), 2 (S10), 3
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3.2 ANALISE DA IMPRESSAO DIGITAL POR FTIR

A ACP também foi aplicada aos dados obtidos por FTIR. A matriz foi composta
por 80 amostras (extratos) e 1678 variaveis. As duas primeiras componentes principais explicaram
99.03% da wvariancia total dos dados. O grafico dos escores de CP1 x CP2 mostra dois grupos
separados pela CP2 (Figura 4a), sendo bem diferente do grafico dos escores da Figura 1, onde os
extratos foram separados pelo solvente extrator. Os pontos espectrais dispuseram-se em uma de
duas linhas quase retas, indicando dois grupos principais (Figura 4a). Na interse¢@o das duas linhas,
encontram-se pontos sobrepostos correspondentes aos extratos com espectros semelhantes enquanto
que os espectros mais diferentes se localizam nos dois limites extremos. Os solventes puros hexano
e diclorometano e as misturas bindrias e ternarias contendo acetona e diclorometano (Grupo I)
possuem valores positivos de CP2. Os extratos das misturas binarias e ternarias contendo etanol e
hexano se agruparam nos escores negativos da CP2 (Grupo II). Os pontos correspondentes a alguns
extratos foram eliminados do grafico com o objetivo de visualizar mais facilmente os pontos de
interesse.

A Figura 4b mostra o grafico dos loadings das CP1 ¢ CP2. Ao longo da CP2,
encontram-se valores grandes e positivos de loadings a 3342; 1648; 1604; 1048 e 990 cm
correspondentes aos extratos brutos do Grupo I (misturas binarias e ternarias contendo acetona e
diclorometano). As amostras do Grupo II t€m grandes loadings negativos a 2922; 2846; 1742;
1470; 1174, 1098 e 722 cm’!. As bandas na faixa entre 1500 ¢ 2000 cm™ foram relacionadas aos
modos de estiramento das ligagdes C=C e C=0, mas dependendo do tipo de fungdo orgénica a que
pertence a ligacdo C=0, as bandas podem aparecem dentro da regiio 1650-1830 cm™ sendo que o
estiramento C=N também ocorre nesta regido'®. No Grupo I, as bandas observadas a 3342
(estiramento N-H) e a 1648 cm™ (estiramento C=0 de amidas), correspondem provavelmente a

cafeina. O solvente diclorometano pertence a este grupo e tem sido usado para descafeinar e isolar
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cafeina a partir de extratos aquosos de café’’. No Grupo II, a banda a 1742 cm™ caracteriza a
vibragio de estiramento do grupo carbonila de éster metilico e a regido entre 1179 e 1166 cm™ é
atribuida ao estiramento da ligagio C-O de ésteres’!. A vibragdo de estiramento da ligagdo C-O de
ésteres de alto peso molecular pode ser caracterizada pela banda a 1174 cm™ 2%, Os extratos
obtidos com hexano pertencem ao Grupo II e este solvente ¢ usado frequentemente na extragdo de
lipidios®®. As bandas a 2918 e 2861 ¢cm™! sdo atribuidas as vibragdes de estiramento assimétrico e
simétrico da ligagio H-Csp®. A banda a 1464 cm’ corresponde a deformacfo angular simétrica de

grupos metileno'’. Estes grupos estdo presentes nos acidos graxos estudados em café?.

Figura 4 - (a) Grafico dos escores de CP1 x CP2 e (b) grafico dos loadings dos espectros
FTIR dos extratos obtidos de graos crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Os espectros correspondentes aos extremos dos Grupos I e II (Figura 4a) foram
plotados para analisar o seu comportamento. O extrato em diclorometano de R6 (R6 d) foi escolhido
para representar o extremo do Grupo I. Os extratos em etanol: hexano de R6 (R6 eh) e em
diclorometano: etanol: hexano de R10 (R10 deh) representaram o extremo do Grupo II (Figura 4a).
Da mesma maneira, os espectros dos extratos correspondentes aos arranjos quadrados S10 deh, S6
eh e S6 d também foram plotados para investigar as possiveis mudancas na produco de metabdlitos
devidas ao tipo de padrdo de plantio. As impressdes digitais na regido do infravermelho sdo

apresentadas na Figura 5.

Figura 5 - Espectros FTIR dos extratos R10 def (a), R6 eh (b), R6 d (¢), S10 deh (d), S6 ek (e) e S6
d (f) obtidos de graos crusde C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Os espectros R10 deh, R6 eh ¢ S10 deh (Figuras 5a, 5b e 5d) apresentam
caracteristicas diferentes daquelas previstas pelo grafico dos loadings para o Grupo II (Figura 4b).

Estes espectros tém uma banda larga cerca de 3333 cm! e outras mais agudas em 1644; 1600; 1050
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e 993 cm. Estas bandas coincidem com os picos do grafico de loadings do Grupo 1. Outras bandas
foram observadas para estes extratos em 1747 (ésteres de acidos graxos) e 1704 cm™ (4cidos
organicos)®. A regido com bandas em 1452, 1380, 1260, 1128 e 1059 cm™ pode ser atribuida aos
4cidos clorogénicos?’. As bandas espectrais dos extratos de grios coletados de padrdes de plantio
retangulares (R10 deh e R6 eh) foram mais intensas do que aquelas provenientes dos extratos de
graos de S10 (S10 deh). Os espectros dos extratos R6 d e S6 d (Figuras 5c e 5f) exibem o mesmo
perfil, mas eles ndo apresentam as bandas caracteristicas do Grupo I: 3342, 1648, 1604, 1048 ¢ 990
cm’! como mostrado nos valores positivos do grafico de loadings (Figura 4b). Estes espectros
apresentam bandas em 2920; 2865; 1735; 1459; 1165, 1095 e 721 cm™, as mesmas do Grupo 1I.
Outras bandas que caracterizam estes extratos sdo: 3010 (estiramento =C-H), 1380 (flexdo C-H do
grupo CH3), € 721 em™! (movimento rocking de grupos (CHz)n quando n > 4)" e a regido entre 1300
e 1000 cm™ (estiramento C-O)*!. Esta informagdo indica a possivel presenca de ésteres de 4cidos
graxos nos extratos em diclorometano de R6 e S6, o que significa que o espaco de solo mais
disponivel para as plantas nos tratamentos de menor densidade de plantio leva a formagao de mais
acidos graxos.

O espectro do extrato S6 ek (Figura Se) apresenta um perfil semelhante aos dos
espectros de R6 d e S6 d (Figuras 5c e 5f) e estes extratos estdo localizados no Grupo I (Figura 4a).
Os extratos etanol: hexano dos outros trés tratamentos (R6, R10 e S10) estdo no Grupo II. Isto
sugere que os metabolitos de S6 extraidos pela mistura etanol: hexano sdo diferentes dos
metabolitos extraidos de S10, R6 € R10.

Os resultados obtidos através da ACP foram confirmados por AH. Quando o
dendrograma ¢ analisado no ponto 0,6 discrimina trés grupos (Figura 6). O Grupo I (extratos das
misturas bindrias ou ternarias de acetona e diclorometano) (Figura 4a) encontra-se localizado a
direita deste dendrograma entanto que os extratos do Grupo II (misturas binarias ou terndrias de

etanol e hexano) estdo localizadas a esquerda. Um terceiro grupo ndo caracterizado na Figura 4a
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(Grupo III) contém os extratos obtidos com as misturas quaternarias dos solventes e aqueles obtidos
com a mistura etanol: diclorometano. Esta figura mostra que os tratamentos foram separados pelos
solventes puros etanol e diclorometano, indicando que os niveis de ACG e cafestol/caveol ou
cafeina poderiam discriminar estes tratamentos. Estes resultados podem ser comparados com
aqueles obtidos por espectroscopia UV-Vis para os extratos com etanol e diclorometano (Figuras 2a
e 2b). Os espectros dos extratos de etanol mostraram o perfil de ACG sendo o tratamento S6 o que
apresentou o maior teor destes acidos (Figura 2a). Na AH da impressdo digital no Infravermelho, o
extrato etandlico de S6 encontra-se isolado dos outros trés (S10 e, R6 e ¢ R10 ¢) no Grupo III
(Figura 6). No espectro UV-Vis da Figura 2b, o tratamento S10 exibe o maior conteudo de cafestol

e caveol e ele aparece separado dos outros no Grupo Il do dendrograma na regido do Infravermelho

(Figura 6).

Figura 6 - Dendrograma dos espectros FTIR dos extratos obtidos de graos crus de C. arabica,

cv. IAPAR 59.
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Os quatro espectros FTIR dos extratos obtidos com a mistura etanol:
diclorometano apresentaram perfis espectrais semelhantes (Figura 7a). As bandas em 3331 (N-H) e
1695, 1648 e 1604 cm! podem ser atribuidas ao estiramento das ligagdes C=C e C=N. Estes grupos
estio presentes na cafeina. As bandas em 1742 cm’! (estiramento C=0), 2841 e 2920 cm’
(estiramento C-H de grupos CH, e CH3) e 1165 cm™! (estiramento C-O) podem ser atribuidos a
triacilglicerois®'. A banda fraca em 3009 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo C-H no grupo

=C-H?, Isto indica a presenca de 4cidos graxos insaturados.

Figura 7 - Espectros FTIR de extratos de (a) etanol: diclorometano e (b) etanol obtidos de graos
crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Os espectros FTIR dos extratos etandlicos de S10 e R6 mostraram bandas em
varias regioes diferentes daquelas presentes nos espectros de S6 ¢ R10 (Figura 7b). Somente os
espectros dos dois primeiros tratamentos possuem uma banda larga na regidio de 3100 a 3600 cm™
atribuida a presenca de compostos com grupos O-H e N-H?. A banda em 1742 cm™ corresponde ao

grupo éster de triacilglicerdis sendo menos intensa que nos espectros etandlicos de R10 e S6. A
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regido entre 1700 e 1500 cm™ pode ser atribuida a absor¢do da ligacdo peptidica (C-NH) de
esqueleto proteico?. Eles também apresentam vérias bandas intensas na regido entre 1325 e 950 cm
!, que podem ser associadas a carboidratos®. Os espectros de S6 ¢ R10 tém bandas caracteristicas de
triacilglicerois: 1742 (intensa), a regido entre 3000 e 2800 cm™!, correspondente ao estiramento C-H,
1463 € 1379 cm™! (CH, e CH; scissoring) e 1121 e 720 cm™ (CH; e CH, wagging)?'. Isto sugere que

estes tratamentos podem ter maiores teores de triacilglicerdis que S10 e R6.

CONCLUSAO

A ACP dos espectros UV-Vis mostrou que as diferencas dos perfis
caracteristicos nesta regido foram atribuidas principalmente aos extratos etanodlicos que
apresentaram o perfil caracteristico dos ACG. O maior teor destes compostos foi encontrado nos
tratamentos de menor densidade de plantio (S6 ¢ R6). Os espectros dos extratos em diclorometano e
em hexano apresentaram bandas caracteristicas de cafestol e caveol. Em diclorometano, o extrato do
tratamento S10 continha o maior teor destes lipidios insaponificaveis. O extrato em hexano do
tratamento S6 apresentou um teor levemente maior destes alcoois pentaciclicos dos que os outros
tratamentos. Baseado nestas analises, os compostos bioativos do café podem ser extraidos utilizando
solventes puros. A analise hierarquica dos dados obtidos no infravermelho médio confirmarou que
os niveis de ACG e cafeina diferenciaram estes tratamentos. A analises dos espectros nesta regido
sugere que S6 ¢ R10 possuem maior teor de lipidios entanto que S10 e R6 se caracterizam por

maiores conteidos de carboidratos e proteinas.
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1 INTRODUCAO

A Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) ¢ utilizada
como ferramenta para discriminar amostras vegetais quando as plantas sdo submetidas a
diferentes condi¢des de plantio. RMN ¢ uma técnica universal, rapida e ndo destrutiva'. E
necessaria uma pequena quantidade de amostra e quase nenhuma manipulagdo ¢ exigida no
seu preparo. Em pesquisas realizadas com café, RMN 'H tem sido usada para estudo da
formagdo do complexo cafeina-clorogenato?, identificagdo de diterpenos’, analise de extratos
de grios crus de café*, estudo das mudancas que ocorrem durante o processo de torra>®,
quantificagdo dos aromas do café’ e analise de 6leo de café cru® entre outros.

Quando métodos quimiométricos sdo aplicados aos dados espectrais de
RMN, obtidos de amostras de café, estas podem ser classificadas ¢ os seus constituintes
identificados para ajudar a discriminar as amostras. Analise das componentes principais
(ACP), andlise discriminante pela proje¢do ortogonal para estruturas latentes (OPLS-DA) e
analise discriminante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA) foram usadas

em caracterizacdo geogréfica de cafés’!°

¢ para a caracterizagdo metabolica de cafés especiais
e comerciais'!. Desta maneira, métodos de analise multivariada podem ser aplicados a dados
espectrais de RMN 'H para extrair informacdo sobre a influéncia da densidade de plantio
sobre a produgdo de metabdlitos especializados em graos de café.

O objetivo deste capitulo foi analisar os dados espectrais obtidos por RMN
'"H dos extratos de grios crus de Coffea arabica cv. IAPAR 59 cultivados em arranjo

quadrado e em duas densidades de plantio. As andlises das Componentes Principais (ACP) e a

hierarquica (AH) foram aplicadas para estudar os efeitos da densidade de plantio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE CAFE

As amostras utilizadas para a analise por RMN 'H foram extratos dos
arranjos quadrados (S6 ¢ S10) obtidos por planejamento Simplex Centroide descrito no
Capitulo 4. A escolha dos arranjos quadrados foi realizada baseada em que estes apresentaram
as maiores diferengas em relagdo a producdo de compostos bioativos, resultados ja

apresentados no Capitulo 5.

2.2 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA RMN 'H

Para as analises por RMN 'H foi pesado 0.0300 g de cada extrato dos
tratamentos S6 e S10 (30 amostras) em balanga analitica Shimadzu modelo AY?220, utilizando tubo
do tipo eppendorf. A dissolucdo foi realizada com 0.5 mL de dimetilsulfoxido hexadeuterado
Sigma-Aldrich (DMSO-ds) 99.96% contendo 0.03% (v/v) de tetrametilsilano (TMS). A mistura foi
agitada em IKA Lab Dancer até completa dissolugio. Os espectros de RMN 'H foram obtidos no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da UEL com espectrometro Bruker Avance III,
operando a 400 MHz. Foi utilizada sonda multinuclear inversa de 5 mm (BBI). Os parametros de

aquisi¢cao sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros de aquisi¢@o dos dados espectrais

Parimetro 'H
Temperatura (K) 298.0
Janela espectral (Hz) 8012.820
Tempo de aquisi¢do (AQ) (s) 4.0894465
Numero de pontos coletados (TD) 65526
Numero de scans 64
Aumento do sinal (RG) 71.8
Intervalo de amostragem (DW) (us) 62.400
Resolucdo FID (Hz) 0.122266

Fonte: O proprio autor

2.3 PROCESSAMENTO DOS DADOS

A matriz de dados dos espectros de RMN 'H foi inicialmente construida no
programa Excel. Para diferenciar os extratos pela sua composi¢do, os dados espectrais foram
analisados usando o método das Componentes Principais (ACP) e andlise hierarquica (AH). Para
tais objetivos foi usado o programa Statistica 7.0. O processamento dos espectros foi realizado
usando os programas SpinWork 4.0 e Dmfit, alinhando o sinal do DMSO no espectro RMN 'H em
2.54 ppm como deslocamento de referéncia. Os espectros e o grafico dos loadings foram

plotados usando o programa Origin Pro 8.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de visualizar os grupos formados por causa das diferentes
densidades de plantio (6.000 plantas ha™! e 10.000 plantas ha™'), os dados espectrais de RMN 'H
foram submetidos a ACP. As intensidades dos sinais foram colocadas numa matriz formando 9490
linhas e 30 colunas. Cada linha continha as intensidades de cada sinal para um determinado valor de

deslocamento quimico (ppm) e cada coluna correspondia a um extrato. Os escores da primeira e
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segunda componentes principais explicaram 89,16% da variancia total dos dados e elas

providenciam importante informagado quimica (Figura 1)

Figura 1 — Grafico dos escores de CP1 x CP2 dos espectros de RMN 'H dos extratos brutos de
graos crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Fonte: O proprio autor

A componente principal 2 (CP2) separa os extratos em dois grupos. Os extratos
foram agrupados pela mistura solvente, formando duas linhas quase retas para cada um desses
grupos: um ¢ formado pelas misturas sem etanol ¢ o outro, por misturas de solvente contendo
etanol. O grupo ndo etandlico localizou-se nos escores positivos da CP2. Pertencem a este grupo os
extratos com os solventes puros acetona (a), diclorometano (d) ¢ hexano (4), e suas misturas
bindrias e ternarias (ad, ah, dh e adh). As misturas ternarias com etanol, diclorometano e hexano
(edh) também se encontram no lado positivo da CP2, mas na intersec¢do das duas linhas. Neste
grupo, os extratos obtidos com hexano para ambos os tratamentos e o extrato em diclorometano de
S10 estdo bem afastados dos outros pontos. Isto provavelmente indica uma diferenga na composigao

destes extratos. O grupo das amostras etandlicas tem escores negativos. Encontram-se aqui os
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extratos obtidos com etanol puro (e), suas misturas binarias com diclorometano (ed), acetona (ea) e
hexano (eh). As misturas terndrias de etanol com acetona/hexano (eah) e acetona/diclorometano
(ead) e a mistura quaternaria (eadh) estdo também nos escores negativos de CP2.

A Figura 2 mostra o grafico dos loadings da CP2. Ao longo de CP2, loadings
grandes e positivos sdo encontrados em 1.22, 1.25, 3.14, 3.30 ¢ 3.75 ppm. Em 7.69 ppm, observa-se
um loading muito pequeno e positivo. Estes deslocamentos identificam compostos extraidos por
solventes ou misturas de solventes do grupo ndo etandlico. Os extratos do grupo etandlico sdo
caracterizados por loadings grandes e negativos na regido entre 3.4 ¢ 5.4 ppm. Loadings moderados
sdo encontrados em 4.32 ¢ 4.36 ppm ¢ pequenos loadings, em 6.77, 6.94, 6.97, 7.05, 7.08, 7.42,
7.46,7.49 e 7.99 ppm aparecem na regido aromatica de RMN 'H (6.8 a 8.0 ppm)'2. Loadings muito

pequenos encontram-se em 8.78, 8.80 € 9.02 ppm.

Figura 2 — Grafico dos loadings dos espectros de RMN 'H dos extratos brutos de graos crus de
C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Wei e colaboradores* desenvolveram um trabalho detalhado sobre a atribui¢io
dos deslocamentos quimicos em espectros de 'H e *C RMN de grdos crus de café. Para este
proposito os autores utilizaram extrato aquoso, obtido com D,O. Para poder atribuir os
deslocamentos quimicos identificados na Figura 2 aos compostos bioativos do café cru, os espectros
de NMR das amostras de café foram divididos em trés regides. A regido em campo baixo (5.5 a 8.0
ppm) mostra os sinais caracteristicos de protons aromaticos. Os protons dos acidos clorogénicos
(ACQG), cafeina e trigonelina tém seus sinais nesta regido. Os deslocamentos quimicos dos atomos
de H dos isomeros dos ACG (3-ACG, 4-ACGe 5-), ligados aos atomos C1, C2, C4, C5 e C8
aparecem entre 6.25 ¢ 7.50 ppm*. O sinal do H aromatico da cafeina estd em 7.69 ppm ¢ a
trigonelina pode ser identificada pelos sinais em 8.04, 8.78, 8.80 ¢ 9.07 ppm. Estes deslocamentos
podem ser atribuidos aos dtomos de H do anel piridinico'>.

A regido de campo médio (3.0 a 5.5 ppm) tem sinais que correspondem a protons
anoméricos de agucares e protons olefinicos. Os isdmeros dos ACG mostram deslocamentos
quimicos nesta regido atribuidos aos atomos de H ligados aos carbonos C10, C11 e CI12* Os
atomos de H de acidos graxos insaturados, diterpenos (cafestol e caveol), trigonelina e trés sinais da
cafeina (3.14, 3.30 e 3.75 ppm) podem ser encontrados nesta regido. O deslocamento quimico da
trigonelina em 4.34 ppm corresponde ao grupo metila ligado ao nitrogénio do anel piridinico. Em
5.18 ppm encontra-se o sinal do grupo metileno benzilico'>!,

Na regido de campo alto (0.8 a 3.0 ppm) encontram-se os sinais correspondentes
aos grupos metila, metileno e metino. Os grupos metila terminais de 4cidos graxos mostram um
sinal em 0.90 ppm e os CH: da cadeia interna destes 4cidos tém um sinal em 1.28 ppm!. Desta
maneira, as misturas ndo etanolicas cont€ém uma maior propor¢do de cafeina e lipidios enquanto que
as misturas etandlicas extraem mais aglicares, ACG e trigonelina. Os espectros médios das regides
etandlica e ndo etanolica da Figura 1 foram plotados para confirmar as respostas observadas nos

loadings (Figura 2). Estes espectros sdo mostrados na Figura 3.
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Figura 3 — Espectros médios de RMN 'H dos extratos ndo etandlicos e etandlicos obtidos de grios
crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Fonte: O proprio autor

Os dois espectros da Figura 3 tém sinais comuns na regido de 0.8 a 3 ppm e na
regido dos ACG. Os sinais ja descritos para acidos graxos aparecem aqui: metila (0.90 ppm) e
metileno (1.23 ppm)'’. O gréifico de loadings (Figura 2) mostra valores positivos e negativos para
estes grupos. A presenca de lipidios nas misturas etanolicas e ndo etanolicas esta relacionado ao
hexano que tem sido usado com extrator de lipidios'". Os deslocamentos quimicos dos ACG foram
observados em campo baixo (6.25 a 7.50 ppm), campo médio (3.0 a 5.5 ppm) e campo alto (0.8 a
3.0 ppm)*.

Os espectros RMN 'H dos extratos etandlicos e ndo etandlicos apresentaram
diferengas na regido dos aguicares e nos sinais de trigonelina. Somente o espectro médio dos extratos
etanolicos apresentaram estes sinais caracteristicos. Sacarose € o principal agicar nos graos maduros
de café's. Os sinais (ppm) com seu correspondente H foram: 3.45 (HC4 glicose), 3.56 (HC2
glicose), 3.66 (HC1 frutose), 3.78 (HC3 glicose), 3.82 (HC6 glicose), 3.83 (HC6 frutose), 3.88

(HC5 glicose), 3.90 (HC5 frutose), 4.19 (HC4 frutose) e 4.21 (HC3 frutose). Os deslocamentos



119
quimicos da trigonelina foram observados em 4.35, 8.77, 8.87 ¢ 9.20 ppm. A solubilidade da
sacarose nas misturas etandlicas ¢ devida as ligagdes H entre os grupos OH da sacarose ¢ o grupo
OH do etanol. A trigonelina se solubilize nestas misturas porque ¢ um composto mesoidnico. Sua
estrutura apresenta uma carga positiva sobre o atomo de N e uma carga negativa no grupo
carboxilato. Sua molécula se estabiliza por ressonincia'>. Como os pontos dos extratos em
diclorometano e em hexano de S6 e S10 estdo bem separados na Figura 1, seus espectros foram
plotados para visualizar as diferengas entre ambos tratamentos. A Figura 4 mostra os espectros dos

extratos em diclorometano.

Figura 4 - Espectros de RMN 'H dos extratos em diclorometano obtidos de grios crus de C.
arabica, cv. IAPAR 59.
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Estes espectros mostram os deslocamentos quimicos caracteristicos dos grupos
N-metil da cafeina em 3.28, 3.44 ¢ 3.88 ppm!”. O sinal em 7.70 ppm corresponde ao atomo de H
ligado ao atomo de C8 do heterociclo aromatico da cafeina®. Os extratos em diclorometano também

contém 4cidos graxos. A regido entre 0.7 e 3.0 ppm ¢ atribuida a estes compostos'!. Os dois
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primeiros sinais correspondem aos grupos metila e metileno de acidos graxos’. Os deslocamentos
quimicos em 4.24 ¢ 4.29 ppm correspondem ao H ligado ao C12 do 5-ACG*.

Os espectros dos extratos em hexano (Figura 5) mostram os deslocamentos
quimicos caracteristicos de grupos metila em & < 1 ppm. O sinal do grupo metileno também esta
presente em 1.22 ppm. Seu sinal é mais intenso que os do grupo metila'?. Isto indica que hd um
grande niimero estes grupos e eles podem ser atribuidos as longas cadeias de 4cidos graxos. Os
deslocamentos quimicos dos ACG também estdo presentes nos espectros dos extratos de hexano.
Os sinais entre 1.90 ¢ 2.18 ppm podem ser atribuidos aos hidrogénios dos grupos metileno dos C13
e C15 nos acidos cafeoilquinicos (ACQ): 3-ACQ, 4-ACQ e 5-ACQ. Os sinais dos protons
aromaticos dos ACQ estdo entre 6.25 e 8.00 ppm. Os deslocamentos quimicos dos grupos N-metil

da cafeina estio presentes em 3.22, 3.35 e 3.88 ¢ 0 dos protons aromaticos, em 7.70 ppm!”.

Figura 5 - Espectros de RMN 'H dos extratos em hexano obtidos de grios crus de C. arabica, cv.
IAPAR 59.
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Os pontos terminais dos espectros de RMN 'H dos extratos do grupo etandlico,
ea ¢ eah (Figura 1), foram plotados com o objetivo de visualizar e identificar os deslocamentos
quimicos. As Figuras 6 ¢ 7 mostram estes espectros para os tratamentos S10 e S6. A regido dos
protons alifaticos esta presente nos quatro espectros: a regido entre 0.8 e 1.24 ppm corresponde aos
4cidos graxos e triacilglicerdis?; os metilenos do acido quinico, entre 1.88 ¢ 2.08 ppm* € o H ligado
aos C13 e C15 dos ACG sdo identificados entre 2.04 ¢ 2.24 ppm. Os deslocamentos quimicos dos
prétons aromaticos dos ACG foram observados na regido de 6.0 a 8.0 ppm. Os sinais da trigonelina
foram encontrados em 4.35 (N-metil), 8.0, 8.86 ¢ 9.2 ppm. Estes trés ultimos correspondem aos

protons arométicos ligados aos C5, C4/C6 e C2 respectivamente?.

Figura 6 - Espectros RMN 'H dos extratos em etanol/acetona (ea) e etanol/acetona/hexano (eah) do
tratamento S10 obtidos de gréos crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Figura 7 - Espectros RMN 'H dos extratos em etanol/acetona (ea) e etanol/acetona/hexano (eah) do
tratamento S6 obtidos de grdos crus de C. arabica, cv. IAPAR 59.
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Os deslocamentos quimicos dos carboidratos foram encontrados entre 3.5 ¢ 5.5
ppm'®. Os dtomos de H da sacarose apresentaram os seus sinais (ppm) em 3.46 (HC4 glicose), 3.57
(HC2 glicose), 3.68 (HC1 frutose), 3.78 (HC3 glicose), 3.82 (HC6 glicose), 3.83 (HC6 frutose),
3.87 (HCS glicose), 3.89 (HCS frutose), 4.18 (HC4 frutose) e 4.21 (HC3 frutose). O H ligado ao
carbono anomérico da glicose tem sinal em 5.41 ppm?*. Este sinal ndo foi facilmente observado nos
espectros (Figuras 6 e 7) devido a sobreposi¢cdo com os sinais dos ACG. Os espectros dos extratos
em eah de ambos tratamentos mostraram um deslocamento quimico em 2,11 ppm. Este sinal pode
ser atribuido a um grupo metileno ligado a C=C ou C=0", indicando a possivel presenga de 4cidos
graxos insaturados nos extratos contendo hexano.

O dendrograma obtido através da analise hierarquica ¢ apresentado na Figura 8 e
confirma os resultados da ACP. Quando o dendrograma é examinado no ponto 120.000 sgo
discriminados cinco grupos. Os Grupos I e II correspondem aos grupos nao etandlico e etanolico da

Figura 1. Um terceiro grupo ¢ formado pelos extratos localizados na intercessdo desses dois grupos
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(Figura 1). Os extratos em hexano de S6 e em acetona de S10 sdo andémalos (outliers). Isto indica
que suas composicoes sdo muito diferentes daquelas do grupo ndo etandlico, embora ambos

possuam escores positivos na CP2.

Figura 8 - Dendrograma dos espetros de RMN 'H dos extratos brutos de grios crus de C. arabica,

cv. IAPAR 59.
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Fonte: O proprio autor

Os espectros dos extratos em hexano ¢ a identificagdo dos sinais ja foram
descritos. O dendrograma mostra que os extratos em acetona separam os tratamentos S6 ¢ S10. Por
esta razdo, os espectros dos extratos em acetona dos dois tratamentos foram plotados para identificar
qual a diferenca na composi¢ao de S6 e S10 (Figura 9). A regido entre 0 e 4 ppm mostrou sinais em
1.98, 2.03, 2.16, 2.18, 2.20 ¢ 2.28 ppm atribuidos a estrutura base do acido quinico. Os sinais da
sacarose aparecem em 3.47 (HC4 glicose), 3.56 (HC2 glicose), 3.66 (HC1 frutose), 3.78 (HC3
glicose), 3.82 (HC6 glicose/HC6 frutose) e 3.88 (HCS glicose/HCS frutose) ppm como ja descrito
nas Figuras 6 e 7. Estes sinais ndo apareciam no espectro médio do grupo ndo etanolico (Figura 3)

ao qual pertence os extratos em acetona.
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Figura 9 - Espectros de RMN 'H dos extratos em acetona deF S6 e S10 obtidos de grios crus de C.
arabica, cv. IAPAR 59.
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As regides entre 4 e 8 (Figura 10a) e entre 8 e 10 (Figura 10b) ppm foram
expandidas para visualizar e identificar as diferencas entre os tratamentos S6 e S10. Os
deslocamentos quimicos da sacarose foram observados em 4.09 (HC3 frutose) ¢ 4.20 (HC4 frutose)
ppm. O sinal da trigonelina foi em 4.35 ppm e o sinal aromatico da cafeina foi em 7.69 ppm. O
deslocamento quimico em 5.19 ppm identificou a presenga do metileno do grupo benzilico. Os
sinais dos ACG foram observados entre 4.18 ¢ 7.50 ppm. A Tabela 2 mostra os deslocamentos
quimicos atribuidos aos atomos de H dos ACG e sua correspondéncia com os isomeros destes
4cidos®. Dois sinais em 4.14 ¢ 5.46 ppm foram encontrados apenas no espectro do extrato em
acetona de S6 (Figural Oa). O sinal em 4.14 ppm pode ser atribuido ao grupo metino ligado a OH na
estrutura do 4cido quinico ¢ o sinal em 5.46 ppm, pertencente ao H ligado ao carbono anomérico da

glicose®.
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Figura 10 - Espectros de RMN 'H dos extratos em acetona de S6 e S10 nas regides de (a) 4.0 -8.0
ppm e (b) 8.0-10.0 ppm. Os extratos foram obtidos de grdos crus de C. arabica, cv.
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos atribuidos aos atomos de H dos isdmeros dos ACG

apectiodeStn  cpectrodeSion  TACG  #ACG  SACG

418 419 CloH  ——

435-443 435-439 e CIOH/CI2H o
7R S — Cl1H
5.30 530 e e CI0H
5.37* 5.38% CI2H e
627 629 CIH CIH CIH

6.76—6.82 676 6.82 CAH/CSH ~ CAH/CSH  CAH/CSH
697 699 C8H C8H C8H
727 720 e C2H
7.50 750 C2H CH

* Sinal sobreposto
Fonte: O proprio autor

A abundancia relativa de dois sinais presentes em ambos espectros da Figura 10a
merece comparacio. E o caso do sinal da cafeina em 7.69 ppm e o C2H dos isdmeros 3-ACG e 4-
ACG em 7.50 ppm. No espectro de S6a, os dois sinais apresentaram a mesma intensidade enquanto
que no espectro de S10a, O sinal da cafeina diminui ¢ o dos isomeros do ACG aumenta numa
menor extensdo. Estudos mostraram que o contetido de cafeina era maior em folhas de café
expostas ao sol do que nas expostas a sombra®’. Da mesma maneira, os grios de café do tratamento
S6 (menor densidade de plantio) poderia produzir mais cafeina que os graos produzidos por S10
(maior densidade de plantio). Os ACG tiveram uma resposta fraca a exposi¢ao de radiagdo. Estudos
t€ém mostrado que 3-ACG diminui em condi¢ées de alta luminosidade enquanto que 4-ACG
aumenta®!,

Na regido entre 8.0 ¢ 10.0 ppm, o espectro de S6a mostrou os deslocamentos
quimicos de trigonelina em 8.13, 8.75, 8.85 ¢ 9.05 ppm (Figura 10b). O espectro de S10 apresentou
apenas os sinais 8.75 e¢ 8.85 ppm. Sinais largos foram observados em 9.42, 9.53 ¢ 9.62 ppm no
espectro de extrato em acetona de S6. Sinais de proton aldeidico sdo encontrados na regido entre 9.0

e 10.0 ppm com estas caracteristicas'>!”. Em pesquisas com café cru foi observada a presenca de
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aldeidos insaturados?’. Estes compostos foram formados por auto-oxidagdo de 4cidos graxos
insaturados, principalmente acido linoleico. As estruturas dos aldeidos foram elucidadas por
espectrometria de massas, FTIR ¢ RMN. Os deslocamentos quimicos encontrados pelos autores
possuiam os mesmos valores que aqueles da Figura 10b. O tratamento S6 estava mais exposto a
radiacdo solar do que S10 devido a maior separacdo entre plantas e radiagdo ¢ um dos fatores que
inicia a auto-oxidagdo de cadeias insaturadas de lipidios®. O deslocamento quimico em 9.95 ppm
apresenta um dublete e corresponde a um H aldeidico. Isto poderia indicar que o H estd proximo ao
um C sp?. O sinal em 8.57 ppm é atribuido a H ligado a C sp® é um heterociclo com nitrogénio e o

sinal em 8.13 ppm corresponde a H ligado a um grupo C=0 de éster ou amida”.

CONCLUSAO

A anilise das componentes principais (ACP) dos espetros de RMN 'H
mostraram diferencas na impressao digital entre os extratos etanolicos € ndo etanolicos. As regides
correspondentes aos acidos graxos e aos ACG estavam presentes nos espectros médios dos dois
tipos de extratos. Apenas o espectro médio dos extratos etandlicos apresentou os deslocamentos
quimicos caracteristicos de aglcares e trigonelina. Os espectros dos pontos extremos do grupo
etanolico (extratos ea e eah) mostraram deslocamentos quimicos correspondentes a acidos graxos,
acucares ¢ ACG. O sinal em 2,11 ppm nos espectros de S6eah ¢ S10eah indicaram a presenga de
acidos graxos insaturados

Os espectros dos pontos extremos do grupo ndo etandlico, representados pelos
extratos em diclorometano e em hexano de S6 ¢ S10, possuiam deslocamentos quimicos de acidos
graxos, cafeina ¢ ACG, ndo apresentando diferencas entre os dois tratamentos. Os extratos em
acetona ficaram bem separados na analise hierarquica. A comparacgdo das abundancias relativas dos

sinais de cafeina e ACG indicou que o tratamento de menor densidade de plantio produziu maior
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teor de cafeina, provavelmente por ter maior disponibilidade de luz. Somente o espectro do extrato
em acetona de S6 apresentou sinais caracteristicos de aldeido insaturado. A formagdo destes
compostos a partir de acidos graxos insaturados poderia ser induzida pela maior radiacdo solar a

qual esta submetido o tratamento de baixa densidade de plantio (S6).
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CONCLUSAO GERAL

A aplicagdo de planejamento fatorial permitiu concluir que o tipo de arranjo,
a densidade de plantio e a interagdo entre eles ndo influenciam nos teores de minerais totais
(cinzas) e lipidios das amostras de graos crus dos quatro tratamentos analisados no nivel de
95% de confianga.

A densidade de plantio influenciou no teor de minerais especificos
analisados por EDXRF, diferenciando os tratamentos através da andlise das componentes
principais. Os de menor densidade (S6 e¢ R6) apresentaram maior conteido de Mn ¢ P
enquanto que os de maior densidade (S10 e R10) se caracterizaram por um maior teor de Cu,
K e Ca. Fe e S foram os minerais que diferenciaram o tratamento R6 dos outros trés.

A polaridade dos compostos presentes no café foi determinante nos
rendimentos alcancados. Os solventes mais polares do planejamento Simplex Centroide,
etanol ¢ a mistura etanol: acetona, apresentaram os maiores rendimentos, enquanto que com
hexano (apolar) foram obtidos os menores rendimentos. Neste trabalho, o modelo quadratico
ajustou-se para o calculo dos rendimentos com coeficientes de determinagao > 0,9.

A espectroscopia UV-Vis permitiu caracterizar os perfis dos compostos bioativos
nesta regido. Os tratamentos foram separados pelos teores de acidos clorogénicos, cafestol e caveol.
O maior teor de ACG foi encontrado nos tratamentos de menor densidade de plantio (S6 e R6). Os
lipidios insaponificaveis e/ou cafeina, caracterizados nos extratos em diclorometano e hexano,
apresentaram-se em maior quantidade nos arranjos quadrados (S10 e S6). Esses resultados foram
confirmados pela analise hierarquica dos dados de FTIR. A analises de espectros nesta regido sugere
que os tratamentos S6 ¢ R10 possuem maior teor de lipidios enquanto que S10 e R6 se caracterizam
por maiores conteudos de carboidratos e proteinas. O estudo exploratério dos extratos lipidicos

na regido do infravermelho também indicou que os arranjos quadrados (S6 e S10) poderiam
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ser caracterizados por uma maior quantidade de cafeina enquanto que nos retangulares se
evidencia a presenga de acidos graxos insaturados.

Em relagcdo aos arranjos quadrados (S6 e S10), cujos extratos foram
analisados por RMN 'H, a ACP mostraram diferencgas na composigao entre os extratos etandlicos e
ndo etanolicos, sendo que apenas os etanolicos apresentaram os sinais caracteristicos de aglicares e
trigonelina. A presenca de acidos graxos insaturados foi confirmada também nos arranjos quadrados
por esta técnica. A influéncia da densidade de plantio pode ser observada nos extratos obtidos com
acetona, quando comparadas as abundancias relativas dos sinais de cafeina ¢ ACG. A maior
abundancia relativa de cafeina e a presenca de sinais caracteristicos de aldeido insaturado no extrato
acetonico de S6 indicariam que a formagdo destes compostos poderia ter sido induzida pela maior
radiacdo solar a qual esta submetido o tratamento de baixa densidade de plantio.

O uso de técnicas espectroscopicas com minima preparacdo de amostra
além do manejo simples dos equipamentos ¢ de seus softwares sdo recomendados para analise
de metabolitos presentes em amostras cruas e extratos vegetais. Estas técnicas associadas aos
métodos quimiométricos utilizados neste trabalho, permitiram diferenciar a producdo dos
metabolitos aos arranjos e densidade de plantio estudados. Cabe destacar que a RMN 'H

mostrou detalhes nos seus espectros que ndo foram observados nas espectroscopias UV-Vis e FTIR.



