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em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Em virtude da expanséo da cafeicultura no Brasil, pesquisas com enfoque na anélise quimica
revelam-se importantes para que a qualidade e especificacdo do produto sejam monitoradas.
Desse modo, a partir de amostras comerciais e um planejamento de mistura realizaram-se
duas pesquisas. A primeira teve énfase na discriminacdo de grdos verdes e torrados das
espécies Coffea arabica e Coffea canephora por meio das impressfes digitais obtidas por
espectrofotometria na regido ultravioleta. Em adicdo, desenvolveu-se uma segunda pesquisa,
cujo intuito foi identificar os metabdlitos que variaram a medida que Coffea arabica foi
adicionado ao Coffea canephora, uma vez que os cafés comercializados podem conter a
combinacdo de ambos. Por meio da Analise das Componentes Principais das impressdes
digitais verificou-se que a mistura binaria (etanol:agua 1:1 v:v) e ternéria
(isopropanol:etanol:dgua 1:1:1 v:v:v) sdo combinacdes de solventes que extraem metabolitos
que diferenciam os cafés, sendo eles acidos clorogénicos e metilxantinas. Os resultados da
Anédlise de Variancia por Componentes Simultaneos indicaram a partir da mistura binaria que
os fatores torra (processamento) e espécie sao significativos para a discriminacdo dos cafeés, e
para a mistura ternaria, os fatores espécie, processamento e a interacdo entre ambos foram
significativos para a discriminacdo. No estudo das proporcdes 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e
100:0 (%) de Coffea arabica:Coffea canephora, utilizando isopropanol:etanol (1:1, v:v)
verificou-se nos graos verdes que maiores propor¢cdes de C. canephora apresentam maior
abundancia relativa de acidos clorogénicos (219 e 332 nm). Nos grdos torrados averiguou-se
que maiores porcentagens de C. arabica apresentam maiores concentragdes relativas de
metabolitos com absorcdo em 289 nm.

Palavras-chave: quimiometria; planejamento estatistico de mistura; analise das
componentes principais; analise de variancia por analise de componentes
simultaneos; metabolitos.
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ABSTRACT

Due to the expansion of coffee production in Brazil, research focusing on chemical analysis is
relevant for the quality and specification of the product has been monitored. Thus, from
commercial samples and a mixture of planning took place two surveys. The first emphasized
the discrimination of green and roasted grains of the species Coffea arabica and Coffea
canephora by means of the fingerprints obtained using spectrophotometry in the ultraviolet
region. The second reserch aimed to identify the metabolites that varied as Coffea arabica
was added to Coffea canephora, since the commercialized coffees may contain the
combination of both. The fingerprints Principal Component Analysis found that the binary
(ethanol: water 1: 1 v: v) and ternary (isopropanol: ethanol: water 1: 1: 1 v: v: v) mixture are
combinations of solvents that extract metabolites that differentiate coffees, namely
chlorogenic acids and methylxanthines. The results of the Analysis of Variance by
Simultaneous Components indicated from the binary mixture that the factors roasting
(processing) and species are significant for the discrimination of the coffees. For the ternary
mixture, the factors species, processing and the interaction between both were significant. for
discrimination. In the study of the proportions 0: 100, 25:75, 50:50, 75:25 and 100: 0 (%) of
Coffea arabica: Coffea canephora, using isopropanol: ethanol (1: 1, v: v) showed that green
grains with higher proportions of C. canephora have a higher relative abundance of
chlorogenic acids (219 and 332 nm). In the roasted grains, the higher percentages of C.
arabica have more relative concentrations of metabolites at 289 nm.

Keywords: chemometrics; mixture design; principal component analysis; analysis of
variance by simultaneous component analysis; metabolites.



CAPITULO 2
Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4

CAPITULO 3
Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Principais estruturas dos acidos clorogénicos, sendo: a) acido fenilico;

b) &cido cafeico; c) &cido-5-cafeoilquinico; d) &cido-trans-cindmico;

€) D-(-)-ACIAO QUINICO ...eveevierieieieciese et 24
Estrutura quimica da cafeina............cccccveveiieiicic e 27
Estrutura quimica da trigonelina............ccccovveieeieiie e 29
Estrutura quimica do 5-hidroximetil-2-furfural ............cccocoiiiiiininnn 31

A) Gréfico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impressOes digitais espectrais na regido do UV dos
grédos de C. arabica e C. canephora torrados obtidos a partir do
planejamento estatitico de misturas. B) Grafico dos loadings para CP1
e CP2 dos grdos torrados. C) Gréafico dos escores da Andlise das
Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais
espectrais na regido do UV dos grédos de C. arabica e C. canephora
torrados obtidos a partir dos solventes selecionados. D) Gréafico dos
loadings para CP1 e CP2 dos graos torrados. ...........ccceeeevveieeviesiesinernenn 41
A) Gréfico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impress@es digitais espectrais na regido do UV dos
grdos de C. arabica e C. canephora verde obtidos a partir do
planejamento estatistico de misturas. B) Grafico dos loadings para
CP1 e CP2 dos graos verdes. C) Grafico dos escores da Analise das
Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais
espectrais na regido do UV dos gréos de C. arabica e C. canephora
verde obtidos a partir dos solventes selecionados. D) Grafico dos
loadings para CP1 e CP2 d0S graos VErdes..........ccccueeuveveeiiveesineenieesineannes 46
A) Grafico dos escores da Anélise de Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impressOes digitais espectrais na regido do UV dos
gréos de C. arabica. Verde e torrado obtidos a partir do planejamento
estatistico de misturas. B) Gréafico dos loadings para CP1 e CP2 dos

grdos verdes e torrados de C. arabica. C) Grafico dos escores da



Figura 4

Figura 5

Figura 6

Anélise de Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2) das
impressdes digitais espectrais na regido do UV dos graos de C.
arabica verde e torrado obtidos a partir dos solventes selecionados. D)

Gréafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes e torrados de

AT ADICA . e e

A) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impress@es digitais espectrais na regido do UV dos
grdos de C. canephora verde e torrado obtidos a partir do
planejamento estatistico de misturas. B) Grafico dos loadings para
CP1 e CP2 dos gréos C. canephora verde e torrado. C) Gréfico dos
escores da Analise das Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos grdos de C.
canephora verde e torrado obtidos a partir dos solventes selecionados.
D) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos C. canephora

VEIAE € LOITAUD ...t eea e

A) Grafico dos escores da Analise de Variancia por Analise de
Componentes Simultaneos (ASCA) (CP1 x F1) das impressdes
digitais espectrais na regido do UV dos grdos de C. arabica e C.
canephora obtidos a partir das réplicas de ea. B) Grafico dos escores
da Analise de Variancia por Analise de Componentes Simultaneos
(ASCA) (CP1 x F2) das impressdes digitais espectrais na regido do
UV dos gréos verdes e torrados obtidos a partir das réplicas de ea. C)
Gréafico dos loadings para as bandas de maior relevancia para as

ESPECIES € PrOCESSAMENTO......ccveeiiirieiiieite e e st te et sre e nas

A) Grafico dos escores da Analise de Variancia por Analise de
Componentes Simultaneos (ASCA) (CP1 x F1) das impressdes
digitais espectrais na regido do UV dos grdos de C. arabica e C.
canephora obtidos a partir das réplicas de iea. B) Grafico dos escores
da Analise de Variancia por Analise de Componentes Simultaneos
(ASCA) (CP1 x F2) das impressdes digitais espectrais na regido do
UV dos gréos verdes e torrados obtidos a partir das réplicas de iea. C)
Gréfico dos escores de Variancia por Analise de Componentes
Simultaneos (ASCA) (CP1 x Flx F2) das impressdes digitais

espectrais na regido do UV dos grdos de C. arabica, C. canephora,



Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

verde e torrado obtidos a partir das réplicas de iea. D) Gréfico dos
loadings para as bandas de maior relevancia para as espécies e

PrOCESSAMENTO ....ciiiii i iiitieiie e e e s s r e e e e e e s nnnnrnneas

Dendograma obtido pelo método de Ward das impressbes digitais
espectroscopicas na regido do UV da mistura C. arabica:C.
canephora para graos verdes. Os numeros referem-se a proporcéo de
C. arabica....60

Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impressoes digitais espectrais da regido do UV para
0s gréos verdes nas proporcdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0

(%) de C. @rADICA......cceeiieeiecieie et

Gréfico dos loadings da CP1 x CP2 para as impressoes digitais de UV

para as diferentes proporcdes de C. arabica........cc.ceevevveveveievese e

Espectros dos extratos de C. arabica e C. canephora verdes em

mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 ViV) ..cccoceeiiieieiie e

Espectros dos extratos médios das proporcdes de C. arabica e C.

canephora verdes em mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v) ........

Gréafico dos escores da Andlise das Componentes Principais (ACP)
(CP2 x CP3) das impressoes digitais espectrais da regido do UV para
0s grdos verdes nas proporcdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0

(%) de C. arabica:C. canephora...........cccccccveiieieiiese e

Gréfico dos loadings da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP2 x CP3) das impressoes digitais espectrais da regido do UV para
0s grdos verdes nas proporcdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0

(%) de C. arabica:C. canephora..........cccccveiieiiieiiie e

Dendograma obtido pelo método de Ward das impressbes digitais
espectroscopicas na regido do UV da mistura C. arabica:C.

canephora para grdos de café torrados. Os numeros referem-se a

Proporgao de C. ardbiCa .......ccccvvviieiiieee s

Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP)
(CP1 x CP2) das impressoes digitais espectrais da regido do UV para

0s gréos torrados nas proporgdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e

100:0 (%) de C. @rabiCa........cccviiiieieieriesie e

Grafico dos loadings da Anélise das Componentes Principais das



Figura 17

impressOes digitais espectrais da regido do UV para os gréos torrados
nas proporgdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C.
arabica:C. CaNEPNOra........ccccviiieiice e 71
Espectros dos extratos médios das proporcdes de C. arabica e C.

canephora torrados em mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v) ....... 71



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 3

Tabela 1 Parametros de Snyder para 0s solventes e misturas utilizadas:
acidicidade (xq), basicidade (xe) e dipolaridade (x») e polaridade (P) ....... 33

Tabela 2 Planejamento experimental centroide simplex para os solventes: dgua

ultrapura (a), etanol (e), hexano (h) e isopropanol (i)..........cccceeevevvervennnns 34
Tabela 3 Massa das amostras de café conforme planejamento de mistura de dois
COMPONENTES ...ttt nnne e 35
CAPITULO 4
Tabela 1 Parametros obtidos pela ASCA conforme as analises adicionais de
ETANOI € AQUAL ...t 54

Tabela 2 Pardmetros obtidos pela ASCA conforme as andlises adicionais de

isopropanol, etanol € AQUA...........ccueieeriieie i 55



1.1
1.2
1.2.1
1.2.2

2.1

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.5.1
3.5.2

411

4.1.2

4.1.3

414

4.1.5

SUMARIO

CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS......cccooveerereseeerersrnians 15
INTRODUGAD .....tieeiietesteieiesteste et siesee e te st ste st esesbe st ebesbe st eneebesteneeneste e enensens 16
OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt sttt he et e skt e e b e e e st e e s bt e st e et e e e neeesbeeenneeanee s 20
ODJELIVO GIAL ... e 20
ODjetivos ESPECITICOS .....icviiiieiecie et 20

CAPITULO 2 - BREVE DESCRICAO DA COMPOSICAO QUIMICA

DO CAFE ..ottt 21
COMPOSIGAO QUIMICA DO CAFE ..ottt 22
CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS.........cooniiiniineineieeeeseneneeeenns 33
MATERIAL VEGETAL ..ttt ittie ettt ettt ettt nmte e nss e e b e e nn e e snnneesnnne e 34
PLANEJAMENTO DE MISTURA E PREPARAGAO DOS EXTRATOS ....ccvevevreierieniennns 34
PREPARAGAO DAS PROPORGOES DAS ESPECIES C. ARABICA E C. CANEPHOR....... 35
ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA ....ttiiiiiiiesitieesiteeesiiee ettt e e snene e 37
ANALISE MULTIVARIADA ..ottt ittt ettt ettt sttt et essise e ssseeannneeseneeanes 37
Anélise Exploratoria Para Todos Os Pontos Do Planejamento...............cccc....... 37
Analise Exploratdria Das Proporcdes Das ESPECIES ........ccceevvevveveciecieeiieeiein 38
CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES........oooeereeeeeeeeeereeene. 39

DiscrIMINACAO Dos GRA0OS DE CAFE VERDE E TORRADO DAS ESPECIES C.
ARABICA E C. CANEPHORA .....ooiitiatiieiiie sttt ettt ettt 39
Analise Exploratéria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV
De Grdaos De Café Torrado Entre Espécies De C. Arabica E C. Canephora......39
Analise Exploratoria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV
De Gréos De Café Verde Entre Espécies De C. Arabica E C. Canephora......... 45
Analise Exploratéria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV
De C. Arabica Entre Graos Verdes E TOrrados ..........ccceveverenenenenenienieenienns 48
Analise Exploratoria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV
De C. Canephora Entre Graos Verdes E TOrrados .........ccccevvvevveeveeiiiesieesneene 55
Avaliagdo Dos Efeitos Espécie E Processamento Em Gréos De Café Usando



4.2
421

4.2.2

EsTuDO DAS PROPORCOES ENTRE As ESPECIES C. ARABICA E C. CANEPHORA....61
Anélise Exploratoria Das Misturas De C. Arabica E C. Canephora Para

Gra0S DE Caf WVEIUE ..ot ee s 62
Analise Exploratéria Das Misturas De C. Arabica E C. Canephora Para

Graos De Cafl TOITAUO ...t 68
CAPITULO 5 - CONCLUSAO ...ttt 72
CONCLUSAOD ..ttt e e e et e e e et e e e e et e e e et e e e et e e e eeereeeaeeees 73

REFERENCIAS ..o oottt e e e et e et e e e et e e et e et et e e et e e es et e s et es e aees e 74



Introducéo e objetivos




16

11 INTRODUCAO

Responsavel por uma parcela expressiva do faturamento agricola do Brasil,
o café é uma commodity que nos Ultimos anos apontou uma renda de US$ 5,2 bilhdes de
dolares (BRASIL, 2020). Apesar do contexto pandémico causado pela Covid-19 em 2020, as
exportacGes mundiais foram 5,72% superiores ao ano anterior, o que expressa 0,5 milhdes de
sacas a mais (OIC, 2021). Entre o primeiro e terceiro trimestre de 2020 o nimero de sacas
exportadas no Brasil foi na ordem de 30 milhdes, movimentando aproximadamente US$ 3,9
bilhdes de ddlares (CCCMG, 2020). Embora o lucro apresente maior énfase em alguns
estados brasileiros, como em Minas Gerais, em diversas localidades do territorio brasileiro o
café atua na geracdo de empregos, exportacdo e principal renda familiar de agricultores
(MESQUITA et al., 2007).

A demanda comercial do café esta relacionada com diferentes tipos e
espécies. Ao estar apto para a colheita, o grdo cru, conhecido como verde (desprovido de
qualquer processo fisico ou quimico) é submetido a procedimentos como lavagem, secagem e
outras etapas pos-colheita. Em seguida, esse material é direcionado para processos que
originam outros grdos conforme a especificidade do produto final, como o café torrado, que é
formado por meio do aquecimento (até 240°C) dos graos verdes (GARG, 2016; LIM, WANG,
2019).

Dentre as espécies que despertam maiores interesses comerciais, destacam-
se 0 Coffea arabica (C. arabica) e Coffea canephora (C. canephora). Os gréos de C. arabica
possuem caracteristicas acidas e aromas mais intensos, enquanto os de C. canephora
caracterizam-se pelo amargor mais evidente (AGNOLETTI et al., 2019). No entanto, a
espécie C. arabica tem maior procura por parte dos consumidores, exportando ao redor do
mundo em 2019 aproximadamente 40,58 milhdes de sacas a mais que o C. canephora (OIC,

2020; BRASIL, 2020). No Brasil houve um acréscimo médio de 16,19% no plantio de C.
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arabica entre 2017 e 2019 (CONAB, 2020). A diferenca entre as espécies C. arabica e C.
canephora se d& tanto geneticamente (44 cromossomos para C. arabica e 22 para C.
canephora) como no aspecto fisico e composicao quimica (MATULOVA et al., 2011).

Uma parcela expressiva do café comercial brasileiro é composta
predominantemente por C. canephora torrado, uma vez que essa espécie da mais corpo ao
café. Por apresentar maior quantidade de sélidos sollveis eles sdo mais rentaveis. No entanto,
andlises sensoriais evidenciaram uma qualidade inferior da bebida preparada somente a base
dessa espécie. Desse modo, antes da torrefacdo algumas industrias misturam os gréos verdes
das duas espécies (C. arabica e C. canephora) para elevar a qualidade da bebida (SANZ et
al., 2002; WONGSA, 2019). A partir dessa combinacdo, C. arabica contribui para o aroma e
ao C. canephora € atribuido a estrutura fisica e, juntos, aumentam o sabor da bebida. Adi¢Ges
de C. canephora a C. arabica também séo realizadas para diminuir o valor do produto, uma
vez que C. arabica apresenta maior custo (SANZ et al., 2002).

Pesquisas apontam que os graos verdes de distintas espécies além de serem
torrados exclusivamente para a bebida, podem ser utilizados para outros fins. Estudos clinicos
sobre glicemia, antiaderéncia de Streptococcus mutans nos dentes, refrescos a base dos
extratos de gréos verdes, complemento nutricional para trigo, e incorporacgdo ao leite de soja,
sdo alguns destinos alternativos (BUDRYN, 2013; BLUM, LEMAIRE, LAFAY, 2007,
DAGLIA et al., 2012). Logo, verificar os perfis quimicos das espécies verdes e torrados é
relevante para inferir acerca da composi¢do quimica, seja nos cafés analisados separadamente
ou em proporgoes.

A fim de assegurar a qualidade dos cafés e principalmente prolongar
vinculos de compra, as andlises quimicas, como espectroscdpicas e cromatograficas sdo
parametros para monitorar a qualidade desse produto. Na literatura, técnicas espectroscépicas

sdo utilizadas para a analise quimica do café, como infravermelho proximo, infravermelho por
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Transformada de Fourier, Raman e espectrofotometria na regido Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis) (ABREU et al.,, 2019; DANKOWSKA, DOMAGALA, KOWALEWSKI, 2011,
MOREIRA, SCARMINIO, 2013; TERRILE, 2016). Segundo Belay (2011) a técnica
espectrofotométrica € rapida, barata, simples, precisa e reprodutivel.

A composicdo quimica do café resulta de uma combinagdo complexa entre
lipideos, carboidratos, aminodcidos, &cidos, cetonas, aldeidos e compostos fendlicos, que
asseguram 0s principais aspectos sensoriais da bebida. Na &rea de ciéncias naturais tais
substancias séo classificadas como metabolitos, primarios e secundarios (especializados). Em
materiais vegetais, 0s metabdlitos primarios compdem macromoléculas, como lipideos,
proteinas e aglcares. Os secundarios apresentam aplicacdes diversas, como farmacoldgicas e
cosmeéticos, sendo ainda mais explorados, uma vez que possuem fun¢Ges como estimulantes,
fato que justifica seu crescente interesse comercial. Alguns dos principais metabdlitos
secundarios do café sdo acido nicotinico, trigonelina, &cido quinolinico, acido pirogéalico e
cafeina (FARAH, DONANGELO, 2006; FARAH, 2012; ELIXABET et al., 2019). O café
possui também alguns compostos fenolicos antioxidantes como acido cafeico e acidos
clorogénicos (ACGs) (FARAH, DONANGELO, 2006; BELAY, 2011).

Nesse contexto de composicdo quimica, uma das areas com crescente
expansdo no desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de qualidade envolve
abordagens metaboldémicas. Nesse cenario, a impressdo digital metabdlica pode permitir a
classificacdo rapida de amostras de diferentes origens bioldgicas e contribui no planejamento
e execucdo de uma série de experimentos e técnicas espectroscopicas (ELLIS et al., 2007;
JAN, AHMAD, 2019).

Em uma anéalise metabolémica o preparo de amostra é uma etapa relevante,
uma vez que a heterogeneidade das amostras bioldgicas exige a utilizacdo de aparelhagem

mecénica como ultrassom e shaker em conjunto com solventes organicos adequados e de
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diferentes polaridades, para que o tecido do material vegetal seja rompido e os metabdlitos
sejam extraidos com eficiéncia (CANUTO, et al., 2018). Frente a diversidade metabolémica
de amostras biologicas, métodos quimiométricos como analise exploratdria e planejamento
estatistico de misturas contribuem na identificacdo e escolha do melhor solvente extrator que
fornece informacBes quimicas significativas. O planejamento estatistico de mistura com
solventes permite uma otimizacdo da extracdo de compostos quimicos por meio de misturas
de solventes com distintas propriedades quimicas, que quando associada a analise
multivariada contribui na identificacdo e discriminacdo de espécies de café, bem como a
investigacdo de compostos bioativos (ELLIS et al., 2007; JAN, AHMAD, 2019; SOARES,
BRUNS, SCARMINIO, 2007).

As impressfes digitais espectrofotométricas, adquiridas por meio do
planejamento de mistura podem ser exploradas pela Analise das Componentes Principais
(ACP) (MARCHEAFAVE et al., 2019). Associado ao planejamento de mistura essa
ferramenta realiza combinag6es lineares nos dados espectrais cuja finalidade é diminuir a
dimensionalidade das varidveis do conjunto espectral que carrega as informacdes mais
importantes com o minimo de perda (FERREIRA, 2014).

No estudo metabolémico a ACP pode auxiliar na identificacdo e exploracdo
do (s) efeito (s) que discrimina(m) as amostras (TERRILE et al., 2016). Em adi¢do, uma
ferramenta alternativa é a Andlise de Variancia por Analise de Componentes Simultaneos
(ASCA, Analysis of Variance - Simultaneous Component) que no ambito da ciéncia natural
possibilita a identificacdo de efeitos ténues que podem estar mascarados por outras fontes
biologicas (JANSEN, ENGEL, 2018). Dessa forma a aplicacdo de ACP e ASCA contribuem
para explorar as informacOes e inferir acerca dos efeitos mais relevantes para as classes

contidas na amostra.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.2 Objetivo Geral

Discriminar, a partir de um planejamento estatistico de mistura com
solventes, as impressoes digitais espectroscopicas na regido do UV de graos verdes e torrados

das espécies C. arabica e C. canephora.

1.2.2 Objetivos Especificos

v' Explorar pela Analise das Componentes Principais os solventes mais
importantes na discriminacdo dos cafés de acordo com as espécies (Coffea arabica e Coffea
canephora) e processamento (verde e torrado), de modo a determinar os efeitos dos fatores
que discriminam tais amostras pela Andlise de Variancia por Analise de Componentes
Simultaneos;

v' Verificar as regides de discriminacdo nas impressdes digitais
espectrofotométricas (UV) a medida com que C. arabica € adicionado a C. canephora, tanto

em grdos verdes como torrados.
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2. BREVE DESCRICAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO CAFE

2.1 ComMPOsIGAO QuimMicA Do CAFE

Pesquisas realizadas a partir de impressbes digitais espectrais ou
cromatograficas sugerem que a composic¢ao quimica do café, tanto em gréos verdes, torrados
e de distintas espécies, estdo associadas a moléculas com estruturas ciclicas, aciclicas,
saturadas, insaturadas e com diferentes grupos funcionais. Em geral, a composic¢éo quimica do
café abrange acucares, lipideos, proteinas, aminoacidos, alcaldides, compostos fendlicos,
entre outros, sendo cada molécula com comportamento peculiar (KY et al., 2001; BELAY,
2011; FARAH et al., 2006, MOREIRA, TRUGO, DE MARIA, 2004).

Por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Ky et al., (2001)
concluiram que Acidos Clorogénicos (ACGs), os alcaldides (cafeina e trigonelina) e a
sacarose sao parametros determinantes para o aroma do café. Farah et al., (2006) também
confirmaram por CLAE que as moléculas destacadas por Ky et al. (2001) estdo relacionadas
ao aroma, inclusive Farah et al., (2006) destacam que trigonelina e isdmeros de ACGs estdo
fortemente correlacionados a qualidade do cafés verde e torrado.

Estudos revelam que ha moléculas presentes somente em determinadas
espécies. Badmos, Lee, Kuhnert (2019) identificaram via Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) que metil cafestol € uma molécula especifica do C. canephora. Os mesmos autores
também verificaram que essa molécula ndo foi identificada nas amostras de C. arabica. Para
além da contribuicdo nos aspectos sensoriais e diferenciacdo de espécies, a composicao
guimica também atribui ao café efeitos especificos. Os lipideos, que representam cerca de
17% do peso seco dos graos de café, empenham fungdes no desenvolvimento desse material

vegetal e na saide humana. Segundo Silva (2020), a composicdo lipidica do café abrange
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classes de fosfolipideos, triglicerideos, entre outros, que possuem contribui¢des particulares
no café. Em sua pesquisa com foco na comparacdo de métodos de extracdo de moléculas no
café, Dias et al., (2013) observaram por espectroscopia na regido UV, que os lipideos
insaponificaveis podem apresentar absor¢des proximas a 230 e 285 nm. A partir da extragdo
de constituintes do café com diclorometano e hexano, Terrile et al., (2016) observaram sinais
desses metabolitos em 225 e 288 nm. Esses autores associaram 225 nm ao cafestol e 288 nm
para caveol. Além dos lipideos, outras moléculas sdo relevantes. Chu (2012) e Crozier et al.,
(2012) atribuem a cafeina a agdo como estimulante, e aos ACGs, atividade antioxidante.
Amuta et al., (2011) averigaram a partir de estudos envolvendo espectroscopia na regido UV
que alcaldides como a trigonelina, presente no café, podem influenciar positivamente a
inibicdo de crescimento microbiolégico como Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
favorecendo o tratamento de enfermidades infecciosas.

Os ACGs sdo os principais compostos fenélicos dos cafés. Em seu artigo
Belay (2011) inclui os ACGs a classe dos acidos hidroxicindmicos. Wei e Tanokura (2015)
realizaram um levantamento que indicou a presenca de pelo menos 30 ACGs no café. Nas
palavras de Belay (p. 6376, 2011), “os ACGs consistem em dacido cafeico (4cido 3.,4-
dihidroxicinamico), acido ferulico (acido 3-metoxi-4-hidroxicindmico), p - cumarico (acido 4-
hidroxicinamico) e acido sinapico (3,5-a4cido dimetoxi-4-hidroxicindmico).

Pelas pesquisas de Farah et al., (2005) e Rogers et al., (2010), os ACGs séo
constituidos basicamente (cerca de 80%) de &cidos cafeoilquinicos, que segundo outros
autores (Belay, 2011; Perrone et al., 2008) podem apresentar subclasses. Farah e Donangelo
(2006) estimam que cada grupo que compdem 0s ACGs podem apresentar no minimo 3
isbmeros nos graos verdes. Badmos, Lee, Kuhnert (2019) afirmam que ha isbmeros de ACGs
gue sdo potenciais marcadores para inferir sobre a autenticidade de gréos verdes. Na Figura 1

sdo dispostas algumas das principais estruturas que compdem os ACGs.
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Figura 1 — Principais estruturas dos acidos clorogénicos, sendo: a) &cido ferdlico; b) &cido
cafeico; c) acido-5-cafeoilquinico; d) acido-trans-cinamico; e) D-(-)-acido quinico.
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Leituras espectroscopicas na regido ultravioleta (UV) de padrdo de ACGs
em agua e etanol sdo discutidas na pesquisa de Belay e Grolap (2009) e Navarra et al., (2017).
No estudo de Belay e Grolap (2009) na qual o padrdo de ACGs foi dissolvido em &gua, ha 2
regides. A primeira banda apresentou sinal em 217 nm com ombro em 240 nm e a segunda
com sinais maximos em 324 nm e ombro em 296 nm. Belay e Grolap (2009) comentam que a
banda préxima a 324 nm pode ser um meio promissor para a identificacdo de ACGs nos gréos
de cafés. De acordo com Cornard et al., (2008) os sinais na regido 324 — 330 nm podem estar
relacionados com transigdes eletrdnicas entre orbitais de maior e menor energia nas cadeias
fechadas insaturadas de ACGs. Para Belay e Grolap (2009) essa interpretacdo também pode

ser aplicada nas absorces em 217 nm. Belay (2011) afirma que alem de serem utilizadas para
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leitura de padrdo, técnicas espectroscopicas também podem ser aplicadas para analises
qualitativas de moléculas em amostras de café. Salienta-se que a absor¢do dos isomeros no
UV pode sofrer oscilagcBes e regiBes peculiares. O &cido 5-cafeoilquinico por exemplo,
apresenta absor¢do maxima em 320 nm (MARCUCCI et al., 2013).

Os ACGs podem sofrer variagbes na concentracdo, tanto em relacdo a
espécie como processamento. Marcucci et al., (2013) observaram que cafés gourmet e
descafeinados apresentam maiores teores de estruturas que compoem o0s ACGs, inclusive
essas autoras determinaram que a quantidade de de acido 5-cafeoilquinico pode variar entre
0,38 22,66 g 100 g em amostras brasileiras. Ky et al., (2001) encontraram via CLAE teores
superiores de ACGs na espécie C. canephora comparado ao C. arabica, assim, ACGs podem
ser utilizados para diferenciar espécies de café. Badmos e Kuhnert (2012) evidenciaram pelo
uso de CLAE em amostras de grdos torrados de diferentes processos agricolas que a
concentracdo de ACGs sdo parametros para discriminar essas amostras.

Farah e Donagelo (2006) apontam que ao serem submetidos ao processo de
torrefacdo (torra), os ACGs presentes nos grdos verdes podem sofrer hidrélise, degradacdo e
isomerizacdo, de modo que os produtos obtidos apresentem baixo peso molecular. As autoras
salientam, ainda, que as altas temperaturas podem induzir a polimerizacdo dos ACGs com
outros compostos. Segundo Moreira et al., (2015) e Nunes e Coimbra (2010) esses outros
compostos sdo aminoacidos, sacarose, proteinas e alguns carboidratos. Como produto dessa
polimerizagdo, melanoidinas sdo formadas. Embora néo estejam presentes exclusivamente no
café torrado, Gniechwitz et al., (2008) comentam que as melanoidinas sdo compostos
constituidos de grupos funcionais nitrogenados com alto peso molecular, sendo responsaveis
pelo aroma apds a torra, estando também associado a cor marrom dos grdos torrados. Estima-
se que 25% do peso seco dos gréos torrados correspondam as melanoidinas.

A partir de ultrafiltracdo e cromatografia de interacdo hidrofobica,
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Gniechwitz et al., (2008) isolaram as melanoidinas e verificaram que a fragdo dessa molécula
apresenta atividade antioxidante de trés a quatro vezes maiores do que a fracdo dos demais
constituintes do café. Com o intuito de estudar os teores de alguns metabdlitos no café
brasileiro, Marcucci et al., (2013) verificaram via cromatografia que as melanoidinas no café
brasileiro apresentam cerca de 0,253 a 0,476 ¢.100 g*. As autoras observaram que essas
moléculas apresentam absor¢Ges em 420 nm. Outras consequéncias da torra na composicao
quimica também sdo descritas na literatura.

Ao analisar o café torrado por RMN, Wei et al., (2012) verificaram que
concentrages relativas de acidos cafeoilquinico diminuem em relagdo aos verdes em virtude
da temperatura. No entanto, Wei et al (2012) averiguaram que as absor¢des de &cido quinico
aumentam na torra. Wei et al., (2012) e Scholz-Béttcher, Ernst, Maier (1991) sugerem que a
massa de ar quente na torrefacdo e niveis &cidos de pH contribuem para a formacgdo de
isdbmeros do &cido quinico. Assim, Wei e Tanokura (2015) afirmam que a decomposi¢do dos
ACGs podem ser utilizadas para inferir sobre o grau de torrefacdo. Outro metabdlito relevante
é a cafeina.

Conforme Mumin et al., (2006), a cafeina esta presente em folhas, frutos e
sementes de cerca de 63 espécies de plantas, apresentando diferentes proproc@es nos graos de
café verde e torrado em diferentes variedades. Os estudos de Silvarolla et al., (2004) e Ky et
al., (2001) revelam que grdos verdes apresentam altos teores desse alcaldide, sofrendo
variagfes conforme as espécies C. arabica e C. canephora. Por CLAE Ky et al., (2001)
quantificaram maiores proporcoes desse metabdlito em C. canephora. Analises desenvolvidas
por Belay (2011) estimaram que a porcentagem de cafeina é de aproxidamente 1,2% no C.
arabica, enquanto que no C. canephora esse valor é 2,2%. A estrutura quimica da cafeina

esta ilustrada na Fig. 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica da cafeina.
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Andlises espectroscépicas na regido UV com padrdo de cafeina utilizando
etanol, indicaram segundo Navarra et al., (2017) que esse metabolito apresenta absorcdes
maximas em 275 nm, sendo esse sinal possivelmente associado ao cromoéforo C=0 da
cafeina. Essa atribuicdo também é considerada por Lépez et al., (2003). Belay et al., (2008)
que similarmente analisaram o padrdo de cafeina na mesma técnica, porém, em 4&gua,
verificaram que em meio aquoso a cafeina apresentou absor¢des maximas em 272 nm. Outros
autores como Marcucci et al., (2013) também atribuem 272 nm para cafeina.

Belay et al., (2008) relatam que a leitura espectrofotométrica na regido UV
de cafeina realizada diretamente nas sementes de café é inviavel sem uma extragdo prévia. A
dificuldade em verificar nitidamente as bandas de cafeina sem a preparacdo dos extratos €
justificada pela sobreposicéo de bandas, uma vez que a composi¢do quimica do café abrange
varias moléculas que absorvem numa mesma regido. No paper esses autores descrevem a
preparacdo da amostra a partir da extragdo dos grdos com solvente. Zhang et al., (2005)
também defendem o uso de solventes para auxiliar na resolucdo dos dados obtidos para a
cafeina. No entanto, segundo Belay et al., (2008) mesmo que o solvente contribua para a

aquisicao, ainda pode haver sobreposicao.
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Embora a concentracdo da cafeina seja naturalmente alta nos cafés, ela pode
sofrer variagdes. Bell, Wetzel e Grande (1996) destacam que os métodos de preparagdo do
café podem sofrer modificagfes. No entanto, alguns estudos mostram que em virtude do
receio da acdo estimulante da cafeina e até mesmo o registro de alguns problemas associados
a esse metabdlito, ha amostras descafeinadas. Toci, Farah e Trugo (2006) averiguaram que 0S
cafés descafeinados (gréos verdes e torrados) das espécies C. arabica e C. canephora
apresentam composicdo quimica significativamente distinta em relagdo aos que possuem
cafeina. Esses pesquisadores verificaram que trigonelina, proteina, sacarose, ACGs e seus
isbmeros sdo 0s que tiveram maior alteracdo, o que sugere uma correlacdo da cafeina com
outras estruturas. Ja o conteddo lipidico e alguns carboidratos ndo apresentaram mudanca.

A trigonelina é uma espécie presente nos grdos verdes e torrados que
juntamente com a cafeina e outras moléculas compdem o grupo das metilxantinas,
apresentando nitrogénio em sua composicdo (Moraes et al., 2008). Estudos destacam que ha
maior abundancia da trigonelina em gréos verdes. Pelas analises de Marcucci et al., (2013) a
concentracdo de trigonelina nos cafés brasileiros varia de 0,47 até 2,15 g.100g!, sendo os
maiores niveis deste metabdlito em amostras descafeinados. Estudos cromatograficos indicam
maior concentracdo de trigonelina ao C. arabica (KY et al., 2001). Do ponto de vista
qualitativo, a trigonelina pode apresentar absor¢fes na regido UV em 216, 265, 280 nm
(AMUTA et al., 2011). No estudo de Marcucci et al., (2013) a trigonelina apresentou na
regido UV absor¢do méxima em 260 nm.

Na Figura 3 esta a estrutura da trigonelina.
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Figura 3 — Estrutura quimica da trigonelina.
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Para Wei e Tanokura (2015) a trigonelina passa por degradacdo em virtude
da temperatura, assim, durante a torra ha a formacéo de pirazina, alquil-piridinas, furanos e
pirrGis, que parecem contribuir diretamente para o sabor da bebida. Analises com RMN
mostram que N-metilpiridinio e acido nicotinico sdo os principais produtos da pir6lise da
trigonelina, sendo o &cido nicotinico o segundo produto de degradacdo com maior
concentracdo. Logo, essa molécula pode ser utilizada para inferir acerca do grau da torra, uma
vez que os dados espectrais de RMN indicaram que com o passar do tempo as concentracdes
relativas dessas moléculas parecem sofrer oscilacdes (WEI et al., 2011; VIANI, HORMAN,
1974).

Os cafés (verde ou torrado) apresentam uma parcela de agucares, dentre 0s
mais abundantes nos grdos verdes destaca-se a sacarose, que conforme Ky et al., (2001)
apresenta maior teor em C. arabica. Glicose, frutose, xilose e galactose sdo exemplos de
outros agucares no café.

Analises cromatograficas realizadas por Arruda et al., (2012) estimam que

7,54 + 0,235 ¢.100g" de grdos verdes da espécie C. arabica correspondem a aglicares
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soluveis, sendo a quantidade dessa macromolécula alterada conforme as variagdes que o fruto
dessa espécie pode apresentar, como a auséncia e presenga de casca.

Sanz et al., (2002) e Nakabayashi (1978) verificaram que ao ser submetida a
altas temperaturas, a sacarose da origem ha espécies com &cidos carboxilicos, furanos e
aldeido. Ressalta-se que ha indicios de que os compostos formados também contribuem com
uma parcela na melhora do sabor e aroma.

Além de estarem associados a propriedades organolépticas do café, os
acucares também sdo meios para determinar adulteracdo no café. Pauli, Cristiano e Nixdorf
(2011) verificaram por CLAE utilizando como detector UV-Vis, que altos teores de glicose e
xilose sugerem alteracdes na amostra, que podem ter resultado da adi¢do de cascas de café ou
substancias amilaceas as amostras. No mesmo estudo verificou-se que o aumento de espéceis
provenientes da sacarose e a diminuicdo da galactose também podem indicar erros nas
amostras.

Wei e Tanokura (2015) observaram que a torrefacdo resulta na diminuicéao
de alguns acidos e aumento de outros, que também podem estar relacionados aos acucares.
Acido citrico e 4cido maélico sdo exemplos de espécies que decréscem com a torrefacéo, logo,
h& maiores teores desses acidos nos grdos verdes. Terrile (2016) realizou no UV-Vis a leitura
de padrdo em etanol desses acidos, verificando que as regiGes proximas a 215 nm estdo
associados a tais estruturas. Acidos como latico, acético e formico, sdo exemplos de
substancias que apresentaram maiores concentragdes no café ap6s o aquecimento.

De modo geral, & degradacgdo de sacarose é atribuida a formacéo de &cidos
de cadeia aberta. Ressalta-se que demais agucares como frutose e glicose sdo reestruturadas
apos o processamento (GINZ et al., 2000). Assim, muitos subprodutos sdo formados, como o
5-hidroximetil-2-furfural (HF). Estudos com foco nesta molécula em especifico a associam

com um indicador de prejuizos causados pelas altas temperaturas. Consequentemente, HF é
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um pardmetro para melhores condicGes de torra, sendo utilizado ainda para acompanhar o
monitoramento do café durante no armazenamento (WEI, TANOKURA, 2015; LOCAS,
YAYLAYAN, 2008). Anélises voltadas para o Hf apresentam absor¢des em 280 nm (SILVA
et al., 2008). No entanto, dependendo do solvente utilizado essa regido de 280 nm também
pode apresentar sinais de acidos de baixo peso molecular em amostras de café (MOREIRA et

al., 2014). A estrutura do HF é apresentada na Fig. 4.

Figura 4 — Estrutura do 5-hidroximetil-2-furfural.
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Outro aspecto relevante sobre a torrefacdo e os aclcares envolve a
solubilidade de algumas moléculas. Wei et al., (2011), Wei et al., (2012), Wei et al., (2013)
confirmaram por RMN que a solubilidade de &cucares nos grdos verdes apresentam
comportamento distinto apds a torra. Segundo 0s papers supracitados, na qual extratos de
café obtidos por &4gua foram analisados, a solubilidade de &cucares aumenta em virtude do
desprendimento de carboidratos da parede celular em razéo do aquecimento.

Estudos mostram que exitem de 900 até 1000 compostos volateis formados
na torra (WEI, TANOKURA, 2015; MOREIRA, TRUGO, DE MARIA, 2000). Conforme a
pesquisa de Moreira, Trugo, De Maria (2000) tais compostos podem apresentar 0s grupos

funcionais alcool, fénol, cetona, lactonas, éster, éter, aminas, entre outros, tanto em cadeias
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abertas ou fechadas, como 2-furil metanotiol, caveofurano, N-furil-2-metil-pirrol, e demais.
Os autores ainda reforcam que esses compostos apresentam concentracfes baixas, dai a

dificuldade de estuda-los.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Os graos de café verde e torrado das espécies C. arabica e C. canephora
foram fornecidos pela Companhia Cacique de Café SollGvel (Londrina — Parand). Essas
amostras foram moidas em um moinho IKA Al1l, peneiradas (0,710 mm) e armazenadas em
recipientes fechados que ficaram em ambiente fechado sob ar condicionado com temperatura
média de + 16 °C. A empresa ndo informou as condi¢cBes de temperatura utilizadas no

processo de torrefacdo.

3.2 PLANEJAMENTO DE MISTURA E PREPARACAO DOS EXTRATOS

Para o preparo dos extratos foi usado um planejamento do tipo centroide
simplex de quatro componentes, cuja escolha dos solventes embasou-se nos parametros de
Snyder (BARWICK, 1997), sendo eles: &gua ultrapura (a) (18,2 MQ c¢m 60 Hz) preparada
usando um sistema de purificacdo Milli-Q Plus (Sdo Paulo, Brasil), etanol () Impex (S&o
Paulo, Brasil), hexano (h) Anidrol (Sdo Paulo, Brasil) e isopropanol (i) Impex (Sao Paulo,
Brasil), todos de grau analitico. Na Tabela 1 estdo dispostos os valores correspondentes as
propriedades quimicas de cada solvente utilizado. As proporcdes dos solventes utilizadas no
preparo dos extratos obtidas a partir do planejamento de mistura estdo apresentadas na Tab. 2.

Tabela 1 — Parametros de Snyder para os solventes e misturas utilizadas: acidicidade (Xa),
basicidade (xe) edipolaridade (xn) e polaridade (P).

Misturas Parametros de Snyder
Xd Xe Xn P
i 0,57 0,17 0,26 3,92
e 0,52 0,19 0,29 4,40
a 0,43 0,18 0,45 10,20
h 0,00 0,00 0,00 0,00
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Tabela 2 — Planejamento experimental centroide simplex para os solventes: agua ultrapura (a),
etanol (e), hexano (h) e isopropanol (i).

Extratos Solventes
Isopropanol Etanol Agua Hexano

i 1 0 0 0

e 0 1 0 0

a 0 0 1 0

h 0 0 0 1
ie Y Y 0 0
ia Y 0 Y 0
ih Y 0 0 Y
ea 0 Y Y 0
eh 0 Y 0 Y
ah 0 0 Y2 Y
iea 1/ 3 1/ 3 1/ 3 0
ieh 1/ 3 1/ 3 0 1/ 3
eah 0 1/ 3 1/ 3 1/ 3
iah s 0 s 3
ieahl 1/4 1/4 1/4 1/4
ieah2 1/4 1/4 1/4 1/4
ieah3 1/4 1/4 1/4 1/4

Para o preparo dos extratos pesou-se em balanca analitica (Schimadzu AY
220) 2,50 g de cada amostra (referente aos gréos de diferentes espécies e condi¢des de
processamento). Cada uma foi transferida para um erlenmeyer de 250 mL e foram
adicionados 60 mL do solvente extrator, conforme Tabela 2. Os erlenmeyers foram
submetidos a agitacdo orbital (Shaker ACB Labor) por 30 minutos a 150 rpm e temperatura
constante a 25°C. Na sequéncia a mistura foi filtrada. Esse mesmo procedimento foi realizado
outras 6 vezes, totalizando 420 mL. Apos a ultima filtragem, as solugdes ficaram expostas a
ventilagéo, e por fim, liofilizadas (Virtus SP Scientific a 81,5 £ 0,1 °C e 20 + 2 m Torr) até

massa constante.

3.3 PREPARACAO DAS PROPORCOES DAS ESPECIES C. ARABICA E C. CANEPHORA

Para o estudo das proporcées das duas espécies de café um planejamento de
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mistura de dois componentes foi utilizado. A escolha dos solventes etanol:isopropanol (1:1
v:V) se deu a partir dos resultados de discriminacdo obtidos pela Anélise das Componentes
Principais (ACP) (Figura 4 do capitulo 4), na qual essa mistura apresentou boa separacdo

entre as classes. As proporcdes estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Massa das amostras de café conforme planejamento de misturas de dois
componentes

Proporgdes das misturas

C. canephora C. arabica
Porcentagem (%) Massa (g) Porcentagem (%) Massa (g)
100 1,00 0 0,00
75 0,75 25 0,25
50 0,50 50 0,50
25 0,25 75 0,75
0 0,00 100 1,00

Conforme a tabela 3 as amostras foram pesadas em balanca analitica
(Schimadzu AY 220) e transferidas para um erlenmeyer de 250 mL, nas quais foram
adicionados 30 mL da mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v). Ambos solventes eram de
grau analitico, provenientes da empresa Impex (Sao Paulo, Brasil).

Os erlenmeyers foram submetidos a agitacdo orbital (Shaker ACB Labor)
por 30 minutos a 150 rpm e temperatura constante a 25°C. Posteriormente a mistura foi
filtrada. Esse mesmo procedimento foi realizado outras 6 vezes, totalizando 210 mL. Apds a
ultima filtragem, as solucGes foram encaminhadas para analise espectrofotométrica na regido
do UV. Ressalta-se que para cada propor¢do realizou-se seis replicatas, totalizando sete

amostras replicatas para cada ponto do planejamento.
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34 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA

As impressBes digitais espectrais na regido do Ultravioleta Visivel (UV —
Vis) foram adquiridas a partir de um espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo Evolution
60S (Massachusetts, Estados Unidos) acoplado ao software Vision Lite. Para cada leitura
utilizou-se uma cubeta de quartzo, com capacidade de 1 mL. A solucdo analisada foi
preparada a partir de 0,05 g do extrato, dissolvidos em 30 mL da respectiva mistura. A leitura
do branco acerca do respectivo solvente ou mistura de solvente de cada amostra foi realizada
a fim de ndo haver interferéncia nos resultados. A faixa espectral da analise adotada foi de
200 — 800 nm (tanto para o estudo com todos os pontos do planejamento como das

proporcoes). Para as leituras a resolucdo foi de 1 nm.

35 ANALISE MULTIVARIADA

3.5.1 Analise Exploratdria Para Todos Os Pontos Do Planejamento

Inicialmente foi selecionada a faixa que continha informacbes espectrais
(200 - 399 nm), e em seguida os espectros foram suavizados pelo filtro de Savitzky-Golay
com janela de nove pontos. Para a analise exploratéria por ACP de todo o conjunto de
extratos preparados de acordo com o planejamento estatistico de misturas, as absor¢des foram
organizadas em matrizes, sendo compostas por 34 linhas (17 de cada café), que correspondem
aos extratos provenientes das diferentes classes (C. arabica x C. canephora ou verde X
torrado) e 200 colunas que se referem aos comprimentos de onda (200 - 399 nm).

Para o modelo ASCA construiu-se uma matriz de 200 colunas
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(comprimentos de onda 200 - 399 nm) e 28 linhas (as absor¢des) correspondente aos extratos
preparados em etanol:dgua (1:1 v:v) e isopropanol:etanol:adgua (1:1:1 v:v:v). O processamento
dos dados e as andlises quimiométricas foram realizadas no software Matlab R2016 com

auxilio do PLS toolbox 8.7 da Eigenvector Research.

3.5.2 Anélise Exploratoria Das Proporc¢des Das Espécies

Para a andlise exploratdria as impressfes digitais na regido do UV foram
organizadas em matrizes, compostas por 200 linhas correspondentes as absorcdes e 35
colunas referentes as propor¢des 0:100, 25:75, 50:50, 75:25, 100:0 (%) de C. arabica. Os
dados foram submetidos & ACP e Andlise de Clusters no software Statistica 2010, sendo 0s

dados autoescalonados antes da aplicacdo da ACP.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DISCRIMINACAO Dos GRA0S DE CAFE VERDE E TORRADO DAs ESPECIES C. ARABICA E C.

CANEPHORA

As impressdes digitais espectrais na regido do UV para os grdos de cafée
verde e torrado das espécies C. arabica e C. canephora foram obtidas conforme o
planejamento estatistico de mistura de solventes. A fim de obter informagdes acerca dos cafés
em estudo, todas as impressdes digitais foram organizadas em matrizes e submetidas a ACP.
Além disso, utilizou-se para a validacdo da separacdo os solventes de extragdo que mostraram
maior tendéncia de separacdo entre as classes, tanto em razdo das espécies (C. arabica x C.

canephora) como do processamento (verde x torrado).

4.1.1 Andlise Exploratoria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV De Graos

De Café Torrado Entre Espécies De C. Arabica E C. Canephora

O grafico dos escores entre a Primeira Componente Principal (CP1) e a
Segunda Componente Principal (CP2) explicou 97,24% da variacdo total dos dados (Figura
1A). A CP1 mostra a formacdo de dois grandes grupos relacionados as caracteristicas dos
solventes utilizados na extracdo. Em outras palavras, 0s extratos dos gréos de café obtidos a
partir de solventes contendo agua (a), como as misturas binarias agua:etanol (1:1, v:v) - ea;
agua:isopropanol (1:1, v:v) - ia; dgua:hexano (1:1, v:v) - ah e ternarias (etanol:agua:hexano
(1:1:1, viviv) — eah; isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:viv) - iea tiveram valores mais
positivos na CP1. No lado negativo da CP1 ficaram agrupados os extratos constituidos em sua

maioria por isopropanol (i), etanol (e) e hexano (h), tanto puros como misturados.
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Figura 1 A) Gréfico dos escores da Anélise das Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos grdos de C. arabica e C. canephora
torrados obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. B) Gréafico dos loadings para
CP1 e CP2 dos graos torrados. C) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais
(ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos gréos de C.
arabica e C. canephora torrados obtidos a partir dos solventes selecionados. D) Grafico dos
loadings para CP1 e CP2 dos gréos torrados.
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De acordo com o gréafico dos loadings da CP1 (Fig. 1B) as bandas em torno

de 208, 280 e 326 nm, com 0s valores mais positivos, contribuiram para a formagéo do grupo
entre as amostras de café torrado obtidas a partir da composicdo extratora contendo igual ou
acima de 33% de &gua. A absorcdo em 208 nm pode ser de acidos organicos ou agucares
(VELOSO et al., 2013). A banda em torno de 280 nm pode ser devido a presenca de
compostos aromaticos, principalmente cafeina, trigonelina e aminoécidos aromaticos
(SUHANDY et al., 2016; MACRAE, BEAUMONT, 1987). O sinal em 326 nm pode ser
atribuido a classe dos é&cidos clorogénicos (ACGs), sendo essa absor¢do uma transicdo
eletronica HOMO — LUMO no anel benzbico (BELAY, GHOLAP, 2009). Esse metabdlito
também é absorvido em 249 e 334 nm, na qual 249 nm sdo de duas ligacGes insaturadas da
cadeia carbbnica dos ACGs (BELAY, GHOLAP, 2009; BELAY, 2011). Como destaca Belay
et al., (2011), as absorcdes espectrofotométricas na regido UV pode apresentar sobreposices
de mais de um metabdlito na mesma regido. Assim, salienta-se que as atribuicfes feitas nesse
paragrafo, assim como no corpo do texto, sdo possibllidades de associacdes entre sinais e

metabélitos conforme a literatura.

Os extratos das misturas ternarias de etanol:agua:hexano (1:1:1, v:v:v) — eah
e isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) — iea de grdos de C. canephora torrado apresentaram
0s maiores valores negativos na CP2, logo, séo caracterizados pelas bandas em 223, 249, 299
e 334 nm (Fig. 1B). Essas bandas, como ja mencionadas, podem ser caracteristicas dos ACGs
ou seus isoméros, como acido quinico, um &cido esterificado encontrado naturalmente em
café verde, cuja concentracdo é aumentada por se tratar tambeém de um produto de degradacao
devido a torrefagdo (AYSELI, KELEBEK, SELLI, 2021; BELAY, 2011; BELAY, GHOLAP,
2009; WEI, TANOKURA, 2015).

Os resultados da ACP também mostraram que o extrato obtido pela mistura

binaria de isopropanol:hexano (1:1, v:v) — ih, para o C. canephora torrado apresentou o maior
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valor de escore positivo na CP2 (Fig. 1A). Segundo os valores dos loadings positivos para a
CP2, a banda em 200 nm foi a que mais contribuiu para a separagdo desse extrato. A faixa
entre 190 — 210 nm pode ser atribuida a agUcares e acidos organicos (VELOSO et al., 2013),
logo, esse sinal esta relacionado a essa espécie.

A interpretacdo grafica dos escores da ACP sugere que quanto maior o
distanciamento entre os pares de escores de um mesmo solvente para diferentes classes, maior
a diferenca quimica entre as impressbes digitais. Logo, verificaram-se os solventes que
apresentaram maior separacdo em relacdo aos pares de extratos. Os extratos obtidos pelas
misturas binarias de etanol:dgua (1:1, v:v) — ea e isopropanol:hexano (1:1, v:v) — ih, bem
como as misturas ternarias compostas de etanol:dgua:hexano (1:1:1, v:viv) — eah e
isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) — iea foram selecionados e a ACP foi aplicada

novamente para as impressoes digitais obtidas dos extratos preparados nesses solventes.

O gréfico dos escores (Fig. 1C) indicou pela CP1 (89,84%) que hd uma
tendéncia de separacdo entre os cafés, na qual os valores mais positivos sdo de C. canephora
torrado. Os respectivos valores nos loadings (Fig. 1D) mostram que as bandas em torno de
213, 280 e 327 nm contribuiram para a separacao entre as espécies. Além disso, o extrato de
isopropanol:hexano (1:1, v:v) — ih, com valor mais positivo na CP2, mostra a contribuicdo da

banda em 205 nm na separacao dos graos de C. canephora.

Assim, os extratos de isopropanol:hexano (1:1, v:v) — ih, etanol:agua (1:1,
V:V) — ea, etanol:agua:hexano (1:1:1, v:v:v) — eah e isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:viv) —
iea para os grdos de C. canephora sugerem maiores concentracdes de agucares ou 4acidos
organicos em 205 nm, metilxantinas em 281 nm e AGCs (bandas em 213, 248, 295 e 330 nm)
guando comparadas ao C. arabica. Os espectros originais desses extratos confirmam os
resultados da ACP, em que as intensidades relativas para metilxantinas e ACGs foram

maiores para 0s gréos de C. canephora. Estudos atestaram que grdos de C. arabica possuem
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um menor conteddo de metilxantinas e ACGs em relacdo ao C. canephora, fato verificado

nesses extratos (DAGLIA et al., 2012; ELIXABET et al., 2019).

4.1.2 Anélise Exploratéria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV De Graos

De Café Verde Entre Espécies De C. Arabica E C. Canephora

A ACP das impressoes digitais espectrais na regido do UV dos gréos de C.
canephora e C. arabica verde mostraram comportamento analogo ao do café torrado, na qual
as duas primeiras componentes principais explicaram 97,87% da variacao total dos dados (Fig
2A). Os espectros relativos aos extratos obtidos a partir das misturas extratoras contendo agua
concentraram-se na regido positiva da CP1, onde os maiores valores sdo do C. canephora.

As bandas em torno de 213, 232, 290 e 327 nm (Fig. 2B) provavelmente de
ACGs (BELAY, 2011; BELAY, GHOLAP, 2009; NAVARRA et al., 2017) foram
responsaveis pela separacdao dos extratos contendo igual ou acima de 33% de agua. Inclusive
etanol:agua:hexano (1:1:1, v:v:v) — eah e isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) — iea de C.
canephora apresentaram os maiores valores na CP1 positiva, 0 que sugere que tais bandas
foram relevantes para estes solventes (Fig. 2A).

Além disso, essas misturas (etanol:agua:hexano (1:1:1, v:viv) — eah e
isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:viv) — iea de C. canephora tiveram 0s maiores valores
negativos de escore na CP2 (8,69%), logo, essas solu¢bes demonstram ser melhores extratoras
de ACGs (223, 248, 300 e 335 nm) (Fig. 2B) em relagcdo aos demais solventes e/ou misturas

explorados nesse trabalho.
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Figura 2 A) Gréfico dos escores da Andlise das Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos graos de C. arabica e C. canephora
verde obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. B) Gréfico dos loadings para
CP1 e CP2 dos graos verdes. C) Grafico dos escores da Andlise das Componentes Principais
(ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos gréos de C.
arabica e C. canephora verde obtidos a partir dos solventes selecionados. D) Grafico dos
loadings para CP1 e CP2 dos gréos verdes.
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A partir dos resultados da ACP (Fig 2A) dos grdos de café verde, foram
selecionados 0s extratos com as maiores diferencas quimicas, uma vez que os distanciamentos
dos pares de extratos podem indicar essa mudanga. Assim, selecionou-se &gua (a),
isopropanol:agua (1:1, v:v) — ia, etanol:agua (1:1, v:v) — ea, isopropanol:etanol:agua (1:1:1,
V:V.Vv) — iea e etanol:dgua:hexano (1:1:1, v:v:v) — eah. A ACP foi entdo novamente aplicada,
apenas para as respectivas impressdes digitais, a fim de confirmar as mudangas metabdlicas
observadas. No novo modelo verificou-se que os extratos dos grdos de C. canephora
encontram-se na parte mais positiva da CP1 (Fig. 2C). Por meio do grafico dos loadings da
CP1 (Fig. 2D) é possivel observar que as bandas em 217, 295 e 329 nm, caracteristicas dos
ACGs (BELAY, 2011; BELAY, GHOLAP, 2009) foram responsaveis pela explicacdo da
distincdo entre os extratos das diferentes espécies de café verde. Os resultados sugerem que
grdos de C. canephora possuem maiores intensidades relativas desses metabdlitos. Os extratos
obtidos por meio de &gua pura encontram-se mais distantes dos demais extratos, na parte mais
positiva da CP2 e negativa da CP1. A banda em torno de 200 nm foi a responsavel por essa
separacdo, de acordo com o valor mais positivo de loading na CP2.

A partir dos espectros originais dos extratos aquosos, pode-se observar
outras regibes em 275 nm e 320 nm que podem ser de metilxantinas e acido cafeico
respectivamente  (NAVARRA er al.,, 2017; SUHANDY et al., 2016), sendo que as
metilxantinas contém uma banda mais intensa na regido de 200 nm. Além disso, é possivel
observar gque os extratos para os gréos de C. canephora apresentaram valores de escores mais
positivos na CP1, indicando maiores intensidades relativas desses metabélitos (ACGs em 217,

295 e 329 nm) em relagéo a C. arabica.

4.1.3 Analise Exploratéria Das ImpressGes Digitais Espectrais Na Regido Do UV De C.

Arabica Entre Graos Verdes E Torrados
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Por meio do gréfico dos escores (Fig. 3A) verificou-se que misturas
contendo agua também formaram um grupo separado dos demais solventes entre verde e
torrado da espécie C. arabica. Na CP1 positiva dispuseram-se 0s extratos com maiores teores
de 4gua e na negativa as demais misturas (Fig. 3A). A regido negativa da CP1 com positiva da
CP2 foi composta por misturas de isopropanol (i) etanol (e) e hexano (h). Dessa forma, de
acordo com os valores de loadings positivos para CP1 (Fig 3B), as bandas possivelmente de
metilxantinas e acido cafeico em 200, 280 e 323 nm (MACRAE, BEAUMONT, 1987;

SUHANDY et al., 2016), foram responsaveis pelo agrupamento dos extratos mais aquosos.

Na CP2 (6,02%) verificou-se uma tendéncia de separacao entre os dois tipos
de café, na qual os verdes tiveram os maiores valores negativos na CP2, o que indica uma
associacdo com as bandas em 221, 247, 300 e 335 nm de ACGs (Fig. 3B) sendo o0s extratos
verdes de isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) — iea, etanol:dgua:hexano (1:1:1, v:v:v) — eah
e quaternarias (1:1:1:1 v:v:v:v) — ieah 0s que apresentaram 0s maiores valores negativos nesta
CP2. As maiores intensidades nos gréos verdes justificam-se pela torrefacdo que, dependendo
da temperatura, pode degradar até 30% da estrutura do ACG (LOPEZ et al., 2003).

Dentre os solventes extratores do planejamento, as misturas compostas de
isopropanol:agua (1:1, v:v) — ia, etanol:agua (1:1, v:v) — ea, etanol:agua:hexano (1:1:1, v:v:v)
— eah, isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) — iea e isopropanol:etanol:agua: hexano (1:1:1:1,
v:viv:v) — ieah foram as que demonstraram maior separacdo entre 0 processamento para 0s
gréos de C. arabica, por isso foram analisadas em uma nova ACP. Ao analisar tais solventes
(Fig. 3C), confirmou-se a separacdo entre grdos verdes x torrados pela CP2. Tal
comportamento no grafico dos escores é evidenciado pelos loadings (Fig. 3D), na qual os
gréos verdes apresentam sinais analiticos de ACGs (300 e 332 nm) superiores aos torrados

(BELAY; GHOLAP, 2009). A mistura obtida por isopropanol:etanol:dgua:hexano 1:1:1:1,
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v:v:viv) — ieah foi responsavel pelas maiores intensidades, j& que eles possuem 0s maiores

valores na CP2 negativa.

Figura 3 A) Gréfico dos escores da Anélise de Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos graos de C. arabica.Verde e torrado
obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. B) Grafico dos loadings para CP1 e
CP2 dos grdos verdes e torrados de C. arabica. C) Grafico dos escores da Analise de
Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais na regido do
UV dos grdos de C. arabica verde e torrado obtidos a partir dos solventes selecionados. D)
Gréfico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes e torrados de C. arabica.
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4.1.4 Andlise Exploratoria Das Impressdes Digitais Espectrais Na Regido Do UV De C.

Canephora Entre Graos Verdes E Torrados

Ao comparar as impressdes digitais dos grdos verdes x torrados de C.
canephora observou-se um comportamento distinto aos supracitados. Apesar da CP1 positiva
conter em sua maioria extratos aquosos, eles ndo separaram unicamente a classe de café.
Pode-se observar que isopropanol (i), etanol (e) e hexano (h) em misturas binarias
(isopropanol:hexano (1:1, v:v) - ih, etanol:hexano (1:1, v:v) — eh e etanol:isopropanol (1:1,
V:V) — ei e ternaria isopropanol: etanol:hexano (1:1:1, v:v:v) - ieh também separaram grdos
verdes x torrados. Em média os maiores valores de escore para a CP2 (7, 15%) foram do café
torrado, e os menores do verde (Fig. 4A), o que reforga por meio dos valores dos loadings
(Fig. 4B) a sugestdo de que os graos verdes independente da espécie indicam maior absor¢éo
de ACGs em 300 e 332 nm (BELAY; GHOLAP, 2009).

Para explorar as informacGes espectrais, 0s extratos obtidos por
etanol:hexano (1:1, v:v) - eh, isopropanol:etanol (1:1, v:v) - ie, etanol:agua (1:1, v:v) - ea,
agua:hexano (1:1, v:v) - ah, isopropanol:agua (1:1, v:v) - ia, isopropanol:hexano (1:1, v:v) -
ih, isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:viv) — iea e etanol:agua:hexano (1:1:1, v:v:v) eah
foram analisados por ACP. Na CP2 (Fig. 4C) verificou-se que a maior intensidade de
metilxantinas se deu nos extratos torrados, visto que o maior valor da CP2 positiva séo
extratos preparados em isopropanol:hexano (1:1, v:v) - ih conforme loadings em 207 e 272
nm. Ja nos graos verdes, verificou-se que ha maior teor de ACGs em 300 e 330 nm (Fig. 4D),
visto que sdo os valores mais negativos na CP2. Observa-se, ainda, que na CP1 estdo as

amostras extraidas por solventes aquosos.
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Figura 4 A) Gréfico dos escores da Anélise das Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)
das impressoes digitais espectrais na regido do UV dos graos de C. canephora verde e torrado
obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. B) Grafico dos loadings para CP1 e
CP2 dos grdos C. canephora verde e torrado. C) Grafico dos escores da Analise das
Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais na regido do
UV dos grdos de C. canephora verde e torrado obtidos a partir do solventes selecionados. D)
Gréfico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos C. canephora verde e torrado.
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4.1.5 Avaliacdo Dos Efeitos Espécie E Processamento Em Gréos De Café Usando ASCA

Por meio da ACP verificou-se que os solventes etanol:dgua (1:1, v:v) —ea e
isopropanol:etanol:dgua (1:1:1, v:v:v) — iea foram os melhores para a separacdo dos cafeés,
tanto entre espécies como processamento. Para avaliar se de fato estes fatores sdo
estatisticamente significativos nas mudancas metabdlicas, a ASCA foi aplicada a matriz
espectral das réplicas de etanol:adgua (1:1, v:v) — ea e isopropanol:etanol:agua (1:1:1, v:v:v) —
iea. Na ordem de examinar a significancia dos efeitos dos fatores na ASCA, o teste de
permutagdo com 10.000 randomizacGes foi utilizado, obtendo assim os respectivos p-valores
para cada fator. Na Tabela 1 sdo apresentadas numericamente as interagdes dos principais
efeitos associados as espécies (F1) dos tipos de café (F2) das réplicas dos solventes ea para

cada amostra.

Tabela 1 — Parametros obtidos pela ASCA conforme as analises adicionais de etanol e

agua.
Fatores CPs Efeitos p-valor
Espécie 1 11,88 0,0065
Processamento 1 51,50 0,0001
Interacdo (espécie x processamento) 1 0,78 0,5326
Média - 0,00 -
Residuos - 35,83 -

Pelos valores dispostos na Tabela 1 pode-se afirmar que espécies e
processamento sdo fatores que apresentam efeitos significativos na discriminagdo dos cafeés,
uma vez que o p-valor para ambos os fatores é inferior a 0,05. Todavia salienta-se que o
processamento (F2 = 51,50, com p-valor igual a 0, 0,0001) tem maior efeito que a espécie (F1
= 11,88, com p-valor igual a 0, 0,0065). Ressalta-se que a interacdo entre espécie e
processamento ndo foi significativa.

De acordo com os graficos do submodelo ACP da ASCA (Fig. 5A), os
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escores da espécie C. arabica (verde e torrado) concentraram-se na CP1 negativa enquanto
que a especie C. canephora apresentou os maiores valores na CP1 positiva. Logo, pode-se
afirmar que as bandas de metilxantinas (207 e 287 nm) e ACGs (240 e 328 nm) distinguiram
as espécies C. arabica x C. canephora (BELAY, 2011; NAVARRA et al., 2017; SUHANDY
et al., 2016). Os extratos de grdos verdes dispuseram-se na CP1 positiva, enquanto as
amostras torradas localizaram-se na CP1 negativa (Fig. 5B). Nos loadings (Fig. 5C) pode-se
averiguar que as bandas em 218, 300 e 328 nm (ACGSs) (processamento) tiveram maiores
sinais para o café verde.

Como mencionado, além de etanol:dgua (1:1, v:v) - ea, 0s extratos das
andlises adicionais adquiridos por isopropanol:etanol:dgua (1:1:1, v:v:v) - iea também foram
submetidos a ASCA, obtendo os valores da Tabela 2.

Os p-valores descritos na Tabela 2 mostram que espécies, processamento e a
interacdo (espécies x processamento) sao efeitos significativos nas mudancas espectrais. No
entanto, como a espécie (F1 = 58,40, com p-valor igual a 0,0001) foi superior ao
processamento (F2 = 14,83 com p-valor igual a 0,0005). Desse modo, pode-se afirmar que
para o solvente isopropanol:etanol:dgua (1:1:1, v:v:v) - iea as espécies demonstraram maior
efeito em relacdo as mudancas metabdlicas nos cafés do que o processamento. Os escores
para o0 solvente isopropanol:etanol:dgua (1:1:1, v:v:v) — iea mostram que os extratos de C.

canephora apresentaram valores positivos na CP1 (Fig. 6A).

Tabela 2 — Parametros obtidos pela ASCA conforme as analises adicionais de
isopropanol, etanol e 4gua.

Fatores CPs  Efeitos p-valor

Espécie 1 58,40 0,0001

Processamento 1 14,83 0,0005

Interacdo (espécie x processamento) 1 5,56 0,0166
Média - 0,00 -

Residuo - 21,21 -
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Figura 5 A) Grafico dos escores da Analise de Variancia por Andlise de Componentes
Simultaneos (ASCA) (CP1 x F1) das impressdes digitais espectrais na regidao do UV dos
grdos de C. arabica e C. canephora obtidos a partir das réplicas de ea. B) Grafico dos escores
da Analise de Variancia por Analise de Componentes Simultaneos (ASCA) (CP1 x F2) das
impressoes digitais espectrais na regido do UV dos gréos verdes e torrados obtidos a partir das
réplicas de ea. C) Grafico dos loadings para as bandas de maior relevancia para as espécies e
processamento.
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Os loadings (Fig. 6D) desses escores ndo apresentaram banda na regido
negativa, logo, os sinais em 206 e 287 nm (possivelmente de metilxantinas), 246 e 328 nm
(ACGs) referem-se ao C. canephora, confirmando que essa espécie possui maiores teores
destes metabdlitos. JA& na comparagdo em razd0 do processamento, 0s extratos verdes
dispuseram-se na CP1 positiva, 0 que nos loadings expressam 0s sinais em 218, 246 e 338
nm, reforcando que os metabdlitos presentes nessas regides sdo mais relevantes para os graos
verdes (Fig. 6D). Os extratos torrados ficaram na CP1 negativa (Fig. 6B), por isso, séo
relacionados a 206 nm, que pode ser de agUcares, acidos organicos ou metilxantinas
(VELOSO et al., 2013; NAVARRA et al., 2017; SUHANDY et al., 2016).

Ao analisar as interagOes entre verde x torrado e C. arabica x C. canephora
pode-se inferir que C. arabica torrado e C. canephora verde possuem 0s sinais mais positivos
da CP1, com maiores valores de loadings em 211, 246 e 328 nm, sendo 211 nm referente a
metilxantinas (SUHANDY et al., 2016). Desse modo, a partir das réplicas dessa mistura
verificou-se um efeito significativo da interacdo. Em outras palavras, houve uma mudanca nos

metabolitos que foi dependente de ambos os fatores (espécie e processamento).
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Figura 6 A) Grafico dos escores da Analise de Variancia por Andlise de Componentes
Simultaneos (ASCA) (CP1 x F1) das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos
grdos de C. arabica e C.canephora obtidos a partir das réplicas de isopropanol, etanol e agua
(iea). B) Gréafico dos escores da Analise de Variancia por Analise de Componentes
Simultéaneos (ASCA) (CP1 x F2) das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos
grédos verdes e torrados obtidos a partir das réeplicas de isopropanol, etanol e agua (iea). C)
Gréfico dos escores da Andlise de Varidncia por Anélise de Componentes Simultaneos
(ASCA) (CP1 x F1x F2) das impressdes digitais espectrais na regido do UV dos grédos de C.
arabica, C.canephora, verde e torrado obtidos a partir das réplicas de isopropanol, etanol e
agua (iea). D) Grafico dos loadings para as bandas de maior relevancia para as espécies e
processamento.

A) I @ C arabica
a| 8 C canephora
a a
2 I = a
B A B 2]
w1 .
@
%} B
a
o 0 & 4
< [
- ®
a -1 o ¢ e
S @ e
) Y
¢ o
-3
¢
4" - - L
5 10 15 20 25
.
B) e - : ® Verde
- A Torrado
2! J
.51 ¢
o o)
e ©
Qo
E » @
3 ®
v
8 o0s
e . - e
& ,\; < ~
= Of
o
© os : A A A A

10 15 20 25
Factor 2

I



C)

D)

((Species)) x ((Processing)) Scores on PC 1

9 C. arabica verde

8 C arabica torrado
AC. canephora verde
¥ C. canephora torrado)

““““““ =
yYvYY v |
v
'2.3 1 1 L L 1
5 10 15 20 25
Factor 1 : Factor 2
206 338
0.15
0.10 -
w
o
£
T 0.05-
o]
¥’
0.00 -
b — Espécies
-0.05 206 — Processamento
— (Espécies X Processamento)
L ». 1 ./ 1 =
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

60



61

4.2 EsTUDO DAS PROPORGOES ENTRE As ESPECIES C. ARABICA E C. CANEPHORA

4.2.1 Analise Exploratoria Das Misturas De C. Arabica E C. Canephora Para Gréos De
Café Verde

As impressoes digitais espectrais na regido do UV dos extratos preparados
em mistura binaria de etanol:isopropanol (1:1 v:v) — ei foram inicialmente submetidas a
Anélise de Clusters, cujo dendrograma esta apresentado na Fig. 7. Observa-se na Fig. 7a
formacdo de 4 grupos na distancia de ligagdo 12, na qual os extratos de 25 e 50% de C.
arabica apresentaram maior similaridade, uma vez que dentre os grupos eles tiveram o menor

distanciamento.

Figura 7 - Dendograma obtido pelo método de Ward das impressdes digitais espectroscopicas
na regido do UV da mistura C. arabica:C. canephora para graos verdes. Os numeros referem-
se a proporc¢do de C. arabica.
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As impressOes digitais espectrais na regido do UV preparadas em mistura
binéria etanol:isopropanol (1:1 wviv) - ei também foram submetidas a Anélise das
Componentes Principais. ACP1, na Fig. 8 se relaciona principalmente com a concentracdo dos
metabolitos que absorvem entre 275 — 332 nm. A CP2 discrimina nos escores positivos as
maiores proporcdes de C. canephora e negativos para as maiores proporcoes de C. arabica.

Os gréficos dos escores, Fig. 8 e loadings na Fig. 9, sugerem que existem
duas classes de metabdlitos na regido de sobreposicdo entre 250 - 350 nm fortemente
associada com acidos. Os acidos, maiores constituintes do café sdo os clorogénicos e seus
isdbmeros. Esses acidos compreendem alguns grupos de compostos formados principalmente
por esterificacdo de &cidos quinico com qualquer um dos seguintes acidos, cafeico, ferdlico ou
p-cumarico (FARAH, 2012).

A Fig. 9 mostra que as bandas de absor¢cdo em 219 nm e 332 nm sé&o
reponsaveis pela discriminacdo dos escores na CP2 positiva, anticorrelacionada com as
bandas em 259 e 301 nm, responsaveis pela discriminacdo na CP2 negativa.

As absor¢bes em 219 e 332 nm podem estar associadas aos ACGs ou
derivados (SOUTO et al., 2010). Segundo pesquisas realizadas por Belay e Gholap (2009), os
ACGs podem apresentar absor¢des com picos maximos proximas a 217 nm, logo, 219 nm
pode ser atribuido a uma transigéo eletronica dos elétrons do orbital = ligante e ©* anti-ligante
presente no anel benzeno de ACGs. Segundo esses autores, os ACGs tambem apresentam
absorcbes em aproximadamente 329 nm, sugerindo a possibilidade de a banda localizada em

332 nm estar associada aos ACGs.
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Figura 8 - Gréfico dos escores da Andlise das Componentes Principais (ACP) (CP1 X CP2)
das impressOes digitais espectrais da regido do UV para os grdos verdes nas proporcoes de
0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica.
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Figura 9 — Grafico dos loadings da CP1 X CP2 para as impressdes digitais de UV para as
diferentes proporgdes de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica.
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Estudos realizados por Ky et al., 2001 mostram que os ACGs podem apresentar
isdbmeros, além de derivados distintos, por isso ha sinais desse metabolito secundario em
regides diferentes. Esses autores estimam que para C. arabica o numero de estruturas
oriundas de degradacdo varia entre 40 — 50 e no C. canephora varia entre 70 — 80. Essa
afirmacdo de Ky et al. 2001 reforca a possibilidade do sinal corresponder aos ACGs e das
espécies com maior proporcdo de C. canephora apresentarem sinais mais intensos desse
metabolito.

A Fig. 10 mostra os espectros dos extratos da mistura binaria etanol:isopropanol (1:1
v:v) - ei, com 100% de C. arabica e 100% de C. canephora verdes. Observa-se maior
abundancia relativa de metabdlitos com o maximo de absor¢cdo em 328 nm para C. arabica
provavelmente de &cidos, enquanto para o C. canephora maior abundancia relativa em 275
nm, provenientes das metilxantinas, principalmente a cafeina. Observa-se um ponto isobéstico
em 284 nm, sugerindo que as concentracGes dos metabolitos nesse ponto sdo iguais.

A Fig. 11 mostra os espectros médios para C. arabica e C. canephora verdes puros
conforme a mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v) - ei (ponto central do planejamento
experimental da Tabela 3). Na Fig. 11 observa-se que a medida que aumenta a proporc¢do de
C. canephora aumenta a absorvancia em 284 nm. Para 100% de C. arabica a razdo ass/azss €
1,09 unidades de absorvancia. Para 100% de C. canephora é 0,91. Esse resultado corrobora

com os resultados da ACP.
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Figura 10 - Espectros dos extratos de C. arabica e C. canephora verdes em mistura binaria
etanol:isopropanol (1:1 v:v)
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Figura 11 - Espectros dos extratos médios das proporcdes de C. arabica e C. canephora
verdes em mistura binéria etanol:isopropanol (1:1 v:v).
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A Fig. 12, gréafico dos escores da CP2 com CP3 mostra a formag&o de cinco

grupos distintos das diferentes proporcGes. A CP2 separa na regido positiva amostras com
maiores proporgdes de C. canephora e no lado esquerdo (negativo) amostras com maiores
proporcdes de C. arabica. Pelos loadings pode-se observar que na comparagdo CP2 x CP3
(Fig. 13) as amostras com 25% e 100% de C. canephora séo discriminadas pela banda em 205

nm. Na CP2 os loadings sdo interpretados como na Fig. 9.

Figura 12 - Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP) (CP2 X CP3)
das impressbes digitais espectrais da regido do UV para os grdos verdes nas proporcoes de
0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica:C. canephora.
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Em estudo com padrdo de acidos com o solvente etanol, Terrile (2016)
verificou que sinais em 215 nm correspondem a acidos citrico ou malico. Autores confirmam
a existéncia desses acidos no cafe (ELIXABET et al., 2019), logo, as absor¢des em torno de

215 nm podem estar associadas a essas estruturas.
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A faixa entre 190 — 210 nm abrange as absor¢fes de aglcares ou acidos

organicos (VELOSO et al., 2013). Dessa forma, a disposi¢cdo dos escores na CP3 negativa
indica que os extratos de 100 e 25% de C. canephora apresentam maior abundancia relativa

de &cidos organicos ou agucares.

Figura 13 - Gréfico dos loadings da Anélise das Componentes Principais (ACP) (CP2 X CP3)
das impressbes digitais espectrais da regido do UV para os grdos verdes nas proporcoes de
0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica:C. canephora.
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4.2.2 Anélise exploratoria das misturas de C. arabica e C. canephora para gréos de café
torrado

As impressOes digitais espectrais na regido do UV preparadas em mistura

binéria etanol:isopropanol (1:1 v:v) — ei foram inicialmente submetidas a Analise Hierarquica

para observar a formacdo de agrupamentos naturais. O dendograma (Fig. 14) mostra a

formagéo de trés maiores grupos na distancia de ligacdo 15. Observa-se no grupo | amostras

com teores mais elevados de C. arabica, no grupo Il (centro do dendrograma) amostras com

proporcOes iguais de C. arabica:C. canephora e no Grupo Il amostras com teores mais

elevados de C. canephora. Vale ressaltar que os espectros 0 e 25% de C. arabica torrado

apresentaram maior similaridade.

Figura 14 - Dendograma obtido pelo método de Ward das impressdes digitais
espectroscopicas na regido do UV da mistura C. arabica:C. canephora para grdos de café
torrado. Os numeros referem-se a proporc¢édo de C. arabica.
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As impressdes digitais espectrais na regido do UV preparadas em mistura

binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v) também foram submetidas a Anélise de Componentes
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Principais. O gréfico dos escores da CP1 x CP2 esta apresentado na Fig.15. Ao contrario dos
escores para os grdos verdes que ndo houve significancia sequencial nas proporcdes, 0s
pontos para os gréos verdes estdo em uma linha reta, consequéncia de haver exatamente dois
metabdlitos dialmetralmente opostos, ou seja, correlacionados negativamente. Em outras
palavras, quando a concentracdo de um metabo6lito aumenta, a concentragdo do outro diminui.
Observa-se que as duas CPs estdo associadas as concentracdes de pelo menos dois principais
metabdlitos que estdo anticorrelacionados. Verifica-se que as amostras de C.arabica puro se
posicionam no gréfico dos escores em baixo valor de loading na CP1 e alto na CP2, enquanto
que C. canephora se posiciona em alto valor de loading na CP1 e baixo na CP2.
Figura 15 — Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (ACP) (CP1 x CP2)

das impressdes digitais espectrais da regido do UV para os grdos de café torrado nas
propor¢des de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica:C. canephora.
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Examinando as Fig. 15 e 16, pode-se observar quais os comprimentos de
onda estdo associados aos metabolitos ou classes de metabolitos. A posicdo das proporgdes na
CP1 (Fig. 15) esta associada com metabdlitos que absorvem em 227, 270 e 328 nm (positivos)
e 295 nm (negativo). Na CP2 os loadings com comprimentos de onda na regido positiva estéo
associados com metabolitos que absorvem em 215 e 289 nm. Analisando as Fig. 15 e 16,
observa-se que o0s escores na CP1 mais a direita tem maior contribuicdo dos loadings dos
metabdlitos que absorvem em 227 e 328 nm. Sendo assim, pode-se inferir que a medida que
aumenta a proporcao de C. canephora aumenta as abundancias relativas dos acidos (328nm).
Na CP2 mais positiva tem maior contribuicdo dos loadings dos metabdlitos que absorvem em
215 nm e 289 nm, sendo que 270 nm esta sobreposto com metabdlitos que absorvem entre
280 — 300 nm. Sendo assim, pode-se inferir que a medida que aumenta a proporcéo de C.
arabica aumentam as abundancias relativas das metilxantinas e dos metabdlitos que absorvem
em 289 nm na CP2 e 295 nm na CP1. A banda em 270 nm pode estar associada a cafeina,
uma vez que em amostras de café esse metabdlito possui picos maximos entre 270 — 280 nm
(SUHANDY et al., 2016; TERRILE et al., 2016)

Para extrair maiores informacfes sobre os metabdlitos, os loadings foram
interpretados com o auxilio dos espectros médios das proporcdes. A Fig. 17 mostra 0s
espectros médios para C. arabica e C. canephora torrados puros e para a mistura binéria
etanol:isopropanol (1:1 v:v) - ei (ponto central do planejamento experimental da Tabela 3).
Observa-se na Fig. 17, que quando C. canephora € adicionado na mistura, ha diminuicéo das
intensidades das bandas em torno de 280 nm e aumento em 328 nm. Assim, pode-se inferir
que esses sdo os dois metabolitos ou classes de metabolitos que diferenciaram a mudanca da
composicdo das misturas. Ressalta-se que como destacado por Belay et al., (2011), os sinais
no UV absorvem varios tipos de moléculas nessa regido, portanto, para inferir acerca desses

metabdlitos é necessaria a aplicacdo de técnicas quantitativas, como cromatografia.
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Figura 16 - Gréfico dos loadings da Andlise das Componentes Principais das impressoes
digitais espectrais da regido do UV para os grdos de café torrado nas proporcdes de 0:100,
25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 (%) de C. arabica:C. canephora.
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Figura 17 - Espectros dos extratos médios das proporcdes de C. arabica e C. canephora
torrados em mistura binaria etanol:isopropanol (1:1 v:v).

Absorvancia

= 100:0% C. arabica:C. canephora
= 50:50% C. arabica:C. canephora

= 0:100% C. arabica:C. canephora

T T T T T T
240 270 300 330 360 390

Comprimento de onda, nm



72

4

< 9
A
Q'

Capitule 5

Conclusao

« q
A

“




73

5. CONCLUSAO

5.1 CONCLUSAO

A partir dos experimentos e analises quimiométricas com 4 solventes,
conclui-se a partir da ACP que para as amostras comerciais em estudo, a mistura binaria
(etanol:agua 1:1 v:v) — ea e terciaria (isopropanol:etanol:agua 1:1:1 v:v:v) — iea sdo boas
extratoras de metabolitos que discriminan os cafés, sendo ACGs e metilxantinas esses
possiveis metabolitos. Os resultados da Analise de Variancia por Componentes Simultaneos
indicaram a partir da mistura binaria que os fatores torra (processamento) e espécie Ssao
significativos para a discriminacdo dos cafés, e para a mistura ternaria, os fatores espécie,
processamento e a interacdo entre ambos foram significativos para a discriminacao.

Nas misturas de C. arabica:C. canephora de gréos verdes e torrados a ACP
dos grdos verdes sugere que a medida com que se aumenta a proporcdo de C. canephora a
abundancia relativa de ACGs (219 e 332 nm) também aumenta. Essa conclusdo coincide com
0 estudo com 4 solventes, reafirmando que na espécie C. canephora verde os teores de ACGs
sdo superiores ao C. arabica.

A ACP dos gréos torrados mostrou que as maiores proporc¢des de C. arabica
apresentam abundancia relativa de metabdlitos que absorvem em 289 nm. Os extratos com
maiores proporcdes de C. canephora torrado mostrou que 227 e 289 nm séo regides espectrais

de metabdlitos que discriminan as espécies torradas.
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