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Navegar é preciso.
Um dia é preciso parar de sonhar e de algum modo partir... E melhor tomar um

caminho, desembarcar dos sonhos e tomar uma atitude! Mil vezes a perspectiva de
enfrentar a pior tempestade do que as normais calmarias

sem rumos, sem ir a lugar algum.

Fernando Pessoa



ZANIN, Rodolfo Campos. Perfil de Acidos Clorogénicos, Cafeina e Diterpenos,
em Cafés Ardbica Torrados Brasileiros. 2014. 69 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Cafés torrados e moidos comerciais sdo comumente blends das espécies C. arabica
e C. canephora, que resultam em bebidas com caracteristicas sensoriais adequadas
a preferéncia do consumidor. Contudo, € muito dificil a identificacido de cada espécie
num blend, ndo havendo na literatura definicdo de um perfil de composi¢ao que se
poderia preconizar como sendo caracteristico de café arabica. A cafeina e os
diterpenos, caveol e cafestol, sdo apontados como bons parametros discriminadores
por serem menos sensiveis ao processo de torra e estarem presentes em
concentragbes diferentes nas duas espécies. Os acidos clorogénicos (ACG)
compdem uns dos principais grupos de compostos fendlicos do café apresentando
efeitos benéficos a saude e seus teores afetam diretamente a qualidade da bebida.
Assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar o perfil de acidos clorogénicos, cafeina
e diterpenos de cafés arabicas torrados brasileiros, bem como avaliar a eficiéncia
das razdes caveol/cafestol e cafeina/caveol para caracterizacido de cafés arabica
permitindo seu uso como ferramenta de identificagdo da espécie C. arabica em
produtos comerciais. Foram analisadas 32 amostras de cafés arabica torrados
submetidas a diferentes processamentos (cereja natural e cereja descascado) e
provenientes de concurso de qualidade. Para quantificacdo, as amostras foram
extraidas com agua (acidos clorogénicos e cafeina) e por saponificacdo direta a
quente, extracdo com tercbutil metil éter (diterpenos). Foi empregada cromatografia
liquida fase reversa, usando-se um gradiente de acido acético 5 % e acetonitrila
para acidos clorogénicos e cafeina, e eluicado isocratica com acetonitrila:agua (55:45,
v/v) para diterpenos. Os cafés foram também caracterizados quanto a umidade e
cor. Os teores de ACG totais variaram de 1970 a 3520 mg 100 g'; e os teores de
acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), principal isbmero, foram de 800 a 1640 mg 100 g'1.
Cafeina, caveol e cafestol variaram de 676 a 1172 mg 100 g™, 175 a 1068 mg 100 g
' 176 a 966 mg 100 g"', respectivamente. Para os cafés estudados, ndo se
observou uma relagao entre os teores de acidos clorogénicos, cafeina e diterpenos e
0 processo poés-colheita, procedéncia e/ou qualidade de bebida. Variagdes mais
expressivas foram verificadas nas concentracdes dos diterpenos do que nos teores
de cafeina e ACG. As razbes caveol/cafestol variaram de 0,63 a 2,77 e
cafeina/caveol variaram de 0,84 a 5,15. Considerando a larga faixa de variagao dos
valores das razdes caveol/cafestol e cafeina/caveol, foi sugerido o uso da raz&o
cafeina/soma diterpenos (caveol + cafestol) (0,54 a 2,39). Esse novo parametro
apresentou menor variabilidade e pode ser utilizado, em conjunto com as outras
razbes, para caracterizagdo da espécie arabica em cafés torrados comerciais
brasileiros.

Palavras-chave: CLAE. Caveol. Cafestol. 5-ACQ. Coffea arabica.



ZANIN, Rodolfo Campos. Profile of chlorogenic acids, caffeine and diterpenes in
Brazilian arabica roasted coffee. 2014. 69 p. (Master Science in Food Science) -
State University of Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Commercial roasted and ground coffees are commonly blends of C. arabica and C.
canephora that result in brews with sensory characteristics that fit the consumer's
preference. However it is very difficult to identify each species in the blend since
there is no definition in literature regarding a characteristic profile of composition for
arabica coffee. Caffeine and diterpenes, cafestol and kahweol, are pointed as good
discriminating parameters because they are less sensitive to the roasting process
and present different concentrations in the two species. Chlorogenic acids (CGA)
comprise one of the main groups of coffee components, which provide beneficial
health effects and affect the cup quality. The aim of this research was characterize
the profile of chlorogenic acids, caffeine and diterpenes in Brazilian arabica roasted
coffees. The efficiency of kahweol/cafestol and caffeine/kahweol ratios to
characterize arabica coffees allowing the use as a tool of discrimination species in
commercial products was also studied. Arabica roasted coffees (32 samples)
subjected to different post-harvest process (natural and pulped) and from quality
competition were analyzed. For quantification, the samples were extracted with water
(chlorogenic acids and caffeine) and by direct saponification and hot extraction with
methyl tert-butyl ether (diterpenes). For reverse phase liquid chromatography, a
gradient elution of acetic acid 5 % and acetonitrile was used for chlorogenic acids
and caffeine, and an isocratic elution with acetonitrile:water (55:45, v/v) was used for
diterpenes. The coffees were also characterized for moisture and color. Total CGA
levels ranged from 1970 to 3520 mg 100 g ', and the levels of 5-caffeoylquinic acid
(5-CQA), the main isomer acid, ranged from 800 to 1640 mg 100 g™. Caffeine,
kahweol and cafestol ranged from 676 to 1172 mg 100 g™, 175 to 1068 mg 100 g,
176 to 966 mg 100 g, respectively. For the coffees studied, there was not
relationship between the levels of chlorogenic acids, caffeine and diterpenes and
post-harvest process, origin and/or cup quality. Greater variability was observed in
concentrations of diterpenes than for the caffeine and ACG contents. The
kahweol/cafestol ratio ranged from 0.63 to 2.77 and caffeine/kahweol ranged from
0.84 to 5.15. Considering the wide variation of the values of kahweol/cafestol and
caffeine/kahweol ratios it was suggested the use of the ratio of caffeine/sum of
diterpenes (cafestol + kahweol) (0.54 to 2.39). This new parameter showed less
variability and can be used in conjunction with the other ratios to characterize the
arabica species in Brazilian commercial roasted coffees.

Keywords: HPLC. Kahweol. Cafestol. 5-CQA. Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

O café é uma planta originaria da Etiépia, na regido da Africa central,
entretanto, a Arabia foi a responsavel pela propagagédo dessa cultura. O nome café
tem origem da palavra arabe gahwa que significa vinho e por esse motivo o café era
chamado de "vinho da arabia" quando chegou a Europa no século XIV. Chegou ao
Brasil apenas em 1727, em Belém - PA, e quando foi implantada no Maranhao ja
apresentava grande valor comercial. Com condigdes climaticas favoraveis, o cultivo
do café se espalhou para outras regides do Brasil como a Bahia, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana e Minas Gerais, com produgado visando o mercado interno e num
curto periodo de tempo ja se tornou produto base da economia brasileira (ABIC,
2013).

A producao brasileira de café na safra 2013 foi de 49,15 milhdes de
sacas de 60 kg, considerando as espécies Coffea arabica e Coffea canephora. Essa
producao foi 3,3% inferior a safra anterior resultado do ciclo de baixa bienalidade e
das adversidades climaticas no periodo. Houve reducédo de 0,15% da producdo de
café arabica devido a diminuicdo da area plantada, inversdao da bienalidade em
algumas regides, aliados ao menor investimento nas lavouras, reflexo da
descapitalizagao dos produtores decorrente dos baixos precos do café. Ainda assim,
o café arabica representa 77,9% da producao brasileira sendo o estado de Minas
Gerais, 0 maior produtor com 71,5% da produgdo de café arabica beneficiado
(CONAB, 2014).

O consumo de café entre os brasileiros aumenta a cada ano. Entre
novembro de 2011 e outubro de 2012 a ABIC registrou um aumento de 20,33
milhdes de sacas de café, 3,09% superior em relagdao ao periodo anterior. Ja o
consumo per capita foi de 4,98 kg de café torrado, aproximadamente 83 litros de
café para cada brasileiro por ano, uma evolucéo de 2,10% (ABIC, 2013).

Estudos relacionam o consumo moderado de café a beneficios a
saude (HIGDON; FREI, 2006; BUTT; SULTAN, 2011; CHU, 2011). A bebida é
considerada uma excelente fonte de antioxidantes da dieta pela presenca na
composicdo, entre outros, de cafeina, compostos fendlicos e seus produtos de
degradagéao, e os diterpenos caveol e cafestol (SVILAAS et al., 2004; GEORGE et
al., 2008; LIMA et al., 2010). Pesquisas relataram ainda que o consumo moderado

de café reduz o risco de desenvolvimento de varios tipos de cancer (NKONDJOCK,
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2009; ARAB, 2010; YU et al. 2011) e, num estudo recente de grande amplitude,
observou-se que ha associagao inversa entre o consumo de café e o numero de
Obitos por doengas cardiacas, problemas respiratérios, diabetes e infecgdes,
inclusive considerando individuos fumantes (FREEDMAN et al., 2012).

Sao conhecidas mais de 100 espécies do género Coffea L. sendo as
principais Coffea arabica (café arabica) e Coffea canephora (café canéfora). Essas
especies diferem consideravelmente em prego, qualidade, aceitabilidade e
composi¢cao quimica. A espécie arabica apresenta um sabor e aroma mais intenso e
fino, sendo considerada de melhor qualidade e de maior valor comercial do que o
café canéfora, mais neutro, muito usado em blends, e na producédo de café soluvel
por ter um preco menor, maior quantidade de sélidos soluveis e consequente maior
rendimento comercial (BRIANDET; KEMSLEY; WILSON, 1996; CARVALHO et al.,
2001; BRAGANCA et al.,, 2001; ANZUETO et al., 2005; RUBAYIZA; MEURENS;
2005; AMORIN et al., 2009).

A composicdo do café torrado € dependente da variabilidade
genética dos graos (espécie e cultivar), fatores agronémicos e edafoclimaticos
(altitude, temperatura, demanda hidrica, tipos e niveis de adubagao, maturagéo dos
graos, niveis de defeitos), e processos (pos-colheita, torra e armazenamento).
Devido a diversidade na genética do plantel, a grande variabilidade dos locais e
condigdes de cultivo, e o emprego de diferentes processamentos pds-colheita e de
torra, é possivel que os produtores brasileiros obtenham uma grande variedade de
tipos de cafés, com diferentes caracteristicas de composicao e sensorial (SILVA et
al, 2005, LEROY et al., 2006; SETOTAW, 2009). Entre os compostos do café, tem
sido muito destacada a importancia de se conhecer o teor de acidos clorogénicos,
que impactam na funcionalidade e qualidade dos produtos de café (FARAH;
DONANGELO, 2006).

A forma mais comum de comercializagéo de café é como blends das
espécies arabica e canéfora, pois resultam em bebidas com caracteristicas
diferenciadas. As duas espécies de cafés podem ser discriminadas visualmente
antes do processo de torra, no entanto, depois dos graos serem torrados e moidos,
a sua diferenciacdo visual fica impossivel tornando-se necessaria a utilizagado de
métodos quimicos para discriminagédo (LAGO, 2001).

Entre os compostos usualmente citados para discriminacdo das

duas espécies, os acidos clorogénicos sofrem alteragdes com perdas durante o
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processo de torra (KY et al. 2001, FARAH et al., 2005), tendo assim restrigdes para
serem utilizados como marcadores em produtos comerciais onde o grau de torra ndo
€ conhecido. Os diterpenos e a cafeina, que séo estaveis ao processo de torra e que
se encontram em concentragdes diferentes nas duas espécies, tem maior potencial
para discriminagdo (CAMPANHA; DIAS; BENASSI, 2010; De SOUZA et al., 2010;
DIAS et al., 2010).

De Souza e Benassi (2012) caracterizaram cafés torrados e moidos
comerciais utilizando variaveis de composigao (acido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ,
cafeina e diterpenos), empregando como padroes de referéncia cafés de espécies
conhecidas (arabica e canéfora). Os autores avaliaram a eficiéncia desses
parametros e verificaram que a cafeina e os diterpenos tiveram maior potencial de
discriminacao das espécies, atribuido a maior estabilidade desses compostos a altas
temperaturas. Os autores propuseram a realizagdo de um estudo utilizando as
relacdes caveol/cafestol e cafeina/caveol como forma de discriminagao das espécies
de cafés adicionadas em blends.

Tendo em vista o grande numero de variedades de cafés que podem
ser produzidos, e a restrita informacdo sobre os teores de diterpenos no café
brasileiro, € importante a obtencdo de dados de composi¢cao de cafés arabica para
que se obtenha faixas de valores tipicos para as relagbes caveol/cafestol e
cafeina/caveol. Dentro desse contexto, a presente dissertacdo faz algumas
abordagens distribuidas em trés capitulos.

O capitulo 1 apresenta a introducdo do trabalho, descreve seus
objetivos e uma revisdo da literatura sobre compostos bioativos de interesse (acidos
clorogénicos, cafeina e diterpenos) e caracterizagao de café arabica.

O capitulo 2 aborda uma caracterizagao de cafés arabica torrados,
com boa qualidade de bebida, provenientes de diferentes regides brasileiras e
submetidos a diferentes processamentos pés-colheita (natural e cereja descascado)
em relagdo ao teor de acidos clorogénicos.

No capitulo 3, os mesmos cafés foram caracterizados quanto as
concentragcdes dos diterpenos, caveol e cafestol, e cafeina, definindo uma faixa de
valores das relagdes caveol/cafestol e cafeina/caveol para caracterizagao de cafés
arabica brasileiros de maneira a permitir seu uso como ferramenta de discriminagao

das espécies em produtos torrados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de acidos clorogénicos, cafeina e diterpenos de

cafés arabicas torrados brasileiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar os teores de acidos clorogénicos caveol, cafestol e cafeina em cafés
arabica torrados brasileiros de diferentes regides do pais, com diferentes
tratamentos pds-colheita e boa qualidade de bebida.

» Descrever as relagcbes caveol/cafestol e cafeina/caveol para cafés arabica
torrados brasileiros e avaliar sua eficiéncia para caracterizacdo da espécie

arabica.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Acibos CLOROGENICOS

O café é uma das mais ricas fontes de polifendis da dieta ocidental
(HIGDON; FREI, 2006). Esse grupo engloba uma ampla classe de compostos cuja
molécula apresenta um ou mais grupamentos hidroxilas ligados a um anel
aromatico. Sdo metabdlitos secundarios de plantas e estdo envolvidos na defesa
contra a irradiagdo ultravioleta, ataque de patégenos e condi¢gdes de estresse
ambiental (MANACH et al., 2004; FARAH; DONANGELO, 2006).

Milhares de moléculas que apresentam estrutura polifendlica foram
encontradas em plantas superiores, e centenas em plantas comestiveis. Entre os
polifendis, destacam-se os acidos fendlicos, que se dividem em dois grupos: 0s
derivados do acido benzdico e os derivados do acido cinamico. O conteudo de acido
hidroxibenzdico nos vegetais usualmente consumidos é baixo, com excesséo de
frutas vermelhas e da cebola (SHAHIDI; NACZK, 1995). Os acidos hidroxicindmicos
sdo mais comuns e consistem principalmente dos acidos p-cumarico, acido caféico e

acido ferrulico. Esses compostos raramente sao encontrados na forma livre, mas sim
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como derivados glicosilados ou formando ésteres de acido quinico, chiquimico ou
tartarico. Os acidos clorogénicos (ACG), combinagao dos acidos cinamicos, sao
encontrados em muitos tipos de frutas e em altas concentracbes no café
(CLIFFORD, 1999; AZUMA et al., 2000).

Os ACG correspondem de 4 e 8,4% dos graos verdes de cafés
arabica e de 7 a 14,4% para café canéfora, em massa, e constituem-se na principal
fracdo fendlica do café (KY et al., 2001; FARAH et al., 2005). Destes, o principal
representante € o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) (FIGURA 1), estimado entre 80 e
84% dos acidos clorogénicos totais de café arabica verde (FARAH; DONANGELO,
2006; PERRONE et al., 2008; MONTEIRO; FARAH, 2012).

Nesse grupo de fendlicos inclui diferentes grupos de compostos e
isdmeros formados pela esterificacdo de uma molécula de acido quinico e de uma a
trés moléculas de um acido cindmico especifico (TRUGO; MACRAE, 1984;
MONTEIRO; TRUGO, 2005).

Figura 1 — Estrutura quimica do acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ).
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Fonte: Johnston, Clifford, Morgan (2003).

Durante o processo de torra os ACG sao isomerizados, hidrolisados
ou degradados em compostos de baixo peso molecular (TOCI; FARAH, 2008) e
também contribuem para a formacao de cor pela incorporacdo as melanoidinas
(STEINHART; LUGER, 1997; FARAH et al., 2006). Como resultado da reagao de
Maillard ha um aumento do amargor da bebida devido a liberagao de acido caféico,
formagdo de lactonas e outros derivados fendlicos (TRUGO; MACRAE, 1984;
VARIYAR et al.,, 2003; FARAH et al., 2006). A reducdo nos teores de acidos
clorogénicos é dependente da intensidade do processo de torra e pode chegar a
93% de redugdo (TRUGO; MACRAE, 1984; FARAH et al.,, 2006; PERRONE;
FARAH; DONANGELO, 2012).

A presenga dos ACG impacta diretamente nas caracteristicas

sensoriais do café torrado, e consequentemente nas bebidas de café, contribuindo
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para seu sabor (acidez, adstringéncia e amargor), aroma e cor. Farah et al. (2006)
descrevem que ha uma relagdo inversa entre o teor de acidos clorogénicos e a
qualidade da bebida, ou seja, maiores concentragdes de ACG é prejudicial a
qualidade. A diferenca nas concentragdes de ACG nos cafés da espécie arabica em
relagdo ao canéfora tem sido considerada como um dos fatores responsaveis pela
diferenca de sabor entre as bebidas das duas espécies, contribuindo para a melhor
qualidade de bebida de arabica (KY et al., 2001; BERTRAND et al., 2003).

Além do impacto sensorial, o interesse pelos ACG tem sido ampliado
pelos comprovados beneficios de sua ingestdo a saude, pois apresentam
propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas importantes como capacidade
antioxidante e hepatoprotetora e prevengdo do diabetes tipo 2 (SCALBERT;
JOHNSON; SALTMARSH, 2005; GOMEZ-RUIZ; LAKE; AMES, 2007). Outros efeitos
benéficos associados aos ACG tem sido descritos como atividade de inibicdo de
enzimas associadas a replicagao do virus HIV, acdo antimutagénica pela inibi¢ao da
metilacdo enzimatica do DNA, reduc&o da atividade da enzima glicose-6-fosfatase
(que mantém os niveis de glicose hepatica), desempenha atividade antagonista no
transporte de glicose para a corrente sanguinea, ag¢ao anti-hiperglicemiante
aumentando a sensibilidade a insulina (ROBINSON et al., 1996; ARION et al., 1998;
HERLING et al., 1998; McDOUGALL et al., 1998; ZHU et al., 1999; DE SOTILLO;
HADLEY, 2002; JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN, 2003; CAMMERER; KROH,
2006; HIGDON; FREI, 2006; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; FROST-MEYER;
LOGOMARSINO, 2012).

Os ACG destacam-se ainda, juntamente com outros componentes
do café torrado, pela agédo antioxidante (VIGNOLI et al., 2013). Os ACG atuam como
sequestrantes de radicais, e possuem capacidade doadora de hidrogénio e de
estabilizar os radicais fenoxil resultantes (MARINOVA; TONEVA; YANISHLIEVA,
2009). Thom (2007), trabalhando com cafés enriquecidos com acidos clorogénicos,
verificou maior reducdo da absorc¢ao de glicose pelo organismo em relacéo a cafés
tradicionais e consequente redugdo da massa corporal a longo prazo.

Alguns autores relataram os teores de 5-ACQ e acidos clorogénicos
totais em cafés arabica brasileiros.

Farah et al. (2005) reportaram teores de acidos clorogénicos totais
de 3,13 e 3,60 g/100g para cafés verdes de diferentes cultivares. Perrone et al.

(2008) encontraram concentracdes que variaram de 5,52 a 6,27 g/100g e Monteiro e
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Farah (2012) observaram teores de acidos clorogénicos totais de 6,06 a 6,57
g/100g. Para cafés arabica torrados foram descritos teores de acidos clorogénicos
totais de 1,61 a 1,69 g/100g (PERRONE et al., 2008) e 0,94 a 1,84 g/100g (FARAH
et al., 2005).

Quanto aos teores de 5-ACQ em cafés arabica torrados, Farah et al.
(2005) relatam faixa de 0,37 e 0,45g/100g para diferentes cultivares, e Perrone et al.
(2008) relatam variacbes de 0,67 e 0,76g/100g. Para cafés de mercado,
provavelmente blends das espécies C. arabica e C. canephora, sdo descritas
grandes variagbes nos teores de 5-ACQ, de 0,14 a 1,20g/100g (De SOUZA,
BENASSI, 2012).

Tendo em vista o impacto do teor de &acidos clorogénicos na
qualidade e funcionalidade do café, € importante caracterizar a faixa de

concentracido desses compostos no café arabica brasileiro.
3.2  CAFEINA

A cafeina é um alcaléide farmacologicamente ativo pertencente ao
grupo das xantinas, altamente resistente ao calor, inodoro, e com sabor amargo
bastante caracteristico que contribui para o sabor e aroma da bebida. E uma
metilxantina (1,3,7 trimetilxantina) - Figura 2 - sendo o componente do café mais
conhecido por ter propriedades fisiolégicas e farmacolégicas importantes: efeito
estimulante do sistema nervoso central e do musculo cardiaco (NEHLIG, 1999);
atuando na reducido dos efeitos da adenosina, um neurotransmissor cerebral que

causa o sono, e da microcirculagdo, melhorando o fluxo sanguineo (CIC, 2008).

Figura 2 — Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: Saldaria, Mazzafera, Mohamed, 1997.
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Apesar de tantos relatos, ndo ha um consenso na literatura em
relacdo aos efeitos da cafeina a saude. Tradicionalmente houve mais énfase em
estudos que reportavam problemas de saude com o consumo, sendo citados o
aumento da presséo arterial, velocidade metabdlica e diurese, e alteragbes no
sistema cardiovascular (aumento da frequéncia cardiaca e da resisténcia vascular
periférica e vasoconstriccdo). Foram ainda relatados efeitos indesejaveis na
reproducdo humana tais como diminuicdo do crescimento fetal, prematuridade e
malformagdes (LEONARD; WATSON; MOHS, 1987; AL-HACHIM, 1989; DLUGOSZ;
BRACKEN, 1992; GRANDJEAN et al., 2000; SUDANO et al. 2005; HIGDON; FREI,
2006; ARMSTRONG et al., 2007; BONITA et al., 2007).

Mais recentemente, os efeitos positivos a saude tem sido
reportados. Varios autores tem atribuido a cafeina uma acdo preventiva ao
desenvolvimento do diabetes mellitus. A ingestdo regular de cafeina diminui a
sensibilidade do organismo a insulina e resulta em uma menor concentragdo de
glicose na corrente sanguinea (GREER et al., 2001; KEIJZERS et al., 2002; SUZUKI
et al., 2008; BREZOVA; SLEBODOVA; STASKO , 2009).

Estudos epidemioldgicos sugeriram que o consumo de cafeina reduz
o risco de desenvolver a doenca de Alzheimer pelo efeito protetor do café/cafeina
contra a neurotoxicidade da proteina (-amildide, proteina que causa uma diminuigao
progressiva das capacidades cognitivas (LINDSAY et al., 2002; MAIA; DE
MENDONGCA, 2002; DALL'LGNA et al., 2003; ARENDASH et al, 2006). Ha
indicagdes que o consumo diario de uma xicara de café reduz em até 50% as
chances de se desenvolver a doenca de Parkinson, ndo sendo encontrado indicios
de redugdo com o consumo desse produto descafeinado (ASCHERIO et al., 2001;
CAVIN et al., 2008).

Pesquisadores da Universidade de Harvard publicaram um estudo
mostrando correlagédo entre o consumo de café com cafeina e a redugéo de chance
de desenvolver carcinoma basocelular, tipo mais comum e menos agressivo de
cancer de pele. Como ndo se observou reducao dos riscos de desenvolvimento
desse cancer com o consumo do produto descafeinado, os resultados sugerem que
é a cafeina a responsavel por esse beneficio (HAN, 2012).

Na América do Sul, os alimentos tipicos que contém cafeina incluem
0 guarana, o yoco, o cha, o chocolate, a cola, o mate e o café, sendo esse ultimo a
mais importante fonte dietética de cafeina (PAULA FILHO; RODRIGUES, 1985).
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Assim como em outros componentes do café, o conteudo de cafeina na bebida é
influenciado pelo tipo e processo utilizado no preparo do café. Uma xicara de 150
mL de café preparado por infusdo tem de 66 a 81 mg de cafeina, no café espresso
esse valor fica entre 58 a 76 mg (SPILLER, 1998; TOLEDO; CAMARGO, 1998;
MONTEIRO; TRUGO, 2005; BONITA et al., 2007).

A cafeina tem alta estabilidade ao processo de torra, sofrendo
variagbes muito pequenas na sua concentracdo. Vignoli et al. (2013), avaliando o
comportamento de compostos bioativos durante o processo de torra de cafés
arabica e canéfora, torradas em uma faixa de cor clara (L* 31 a 33) a escura (L* 12 a
14) verificou uma alta estabilidade da cafeina ao processo de torra.

De maneira geral, a literatura mostra expressiva diferenga nas
concentragdes de cafeina em cafés arabica e canéfora. Segundo Moura et al. (2007)
o café torrado e moido da espécie arabica tem um teor de cafeina em torno de 1,4%
e o café canéfora tem cerca 2,2% do alcaldide. Ky et al. (2001), determinaram
conteudos de cafeina que variaram de 0,96 a 1,62 g/100g em café arabica e 1,51 a
3,33 g/100g em café canéfora. De Souza e Benassi (2012) encontraram quantidades
de cafeina de 1,10 a 1,29 g/100g de cafés arabica torrados e para café canéfora
esse valor variou de 1,98 a 2,04 g de cafeina/100g. Alves et al. (2006) reportaram
valores de cafeina para café arabica e canéfora de 1,35 e 2,25 g/100g,
respectivamente.

Para cafés torrados comerciais, blends das duas espécies, verifica-
se que também ocorrem grandes variagdes nos teores de cafeina. Fujioka e
Shibamoto (2008), trabalhando com doze amostras de cafés torrado e moido
comerciais encontraram teores de cafeina de 1,09 a 1,65 g/100g. Monteiro e Trugo
(2005) relataram valores de 0,8 a 1,4 g de cafeina por 100g em dez cafés brasileiros
comerciais. Teores mais altos foram observados por De Souza et al. (2010)
estudando trinta e oito cafés comerciais do mercado nacional (1,00 a 2,02 g/100).
Esses resultados sdo condizentes com a Portaria n° 377, de 26 de abril de 1999 da
ANVISA que estabelece um teor minimo de 0,7% de cafeina, expresso em g/100g,
para café torrado em grao e café torrado e moido (BRASIL, 1999)

Mesmo estudando cafés de uma mesma espécie, variagdes sao
observadas. Aguiar et al. (2005), avaliando diversidade quimica de diferentes
cultivares de café da espécie C. canephora, obtiveram valores entre 2,12 e 2,89

g/100g no teor de cafeina. Fernandes et al. (2001) obtiveram teores de 0,94 a 1,08
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g/100g de cafeina em cafés arabica torrados. Licciardi et al., (2005) estudaram café
torrado e moido colhidos em diferentes épocas do ano e verificaram quantidades de
cafeina de 0,79 e 1,23 g/100g. Kitzberger (2012) relatou teores de 1,1 a 1,4 g/100g
para 8 cafés arabica puros ou vindos de melhoramento com canéfora.

Assim verifica-se que, apesar da grande diferenga observada entre
os teores de cafeina para as duas espécies, esse parametro também varia de
acordo com as cultivares e condicbes em que foram produzidos e,
consequentemente, a discriminacdo das espécies nos blends fica bastante
dificultada.

3.3 DITERPENOS

O café apresenta em sua composicao lipidica, como na maioria dos
Oleos vegetais, triacilglicerdis, esterdis e tocoferdis, entretanto, além desses
componentes, o 6leo de café contétm em sua matéria insaponificavel alcoois
diterpénicos pentaciclicos da familia dos caurenos. Esses diterpenos sao produzidos
apenas por plantas do género Coffea e sao de interesse por seus efeitos fisioldgicos
e pela capacidade de discriminacédo entre as espécies de café (URGERT; KATAN,
1997; SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

As espécies de cafés tem diferencas em relacdo a quantidade de
lipideos. Café verde da espécie C. arabica tem valores de 12,0 a 18,0% de conteudo
lipidico, no entanto, no torrado essa faixa vai de 14,5 - 20,0% (LAGO, 2001). Esse
aumento da concentragao dos lipidios ocorre principalmente devido a destruicido dos
carboidratos durante a torragdo (LERCKER et al., 1996). O grédo verde da espécie C.
canephora tem teor de lipideos na faixa de 9,0 - 13,0%; no café torrado os valores
ficam entre 11,0 - 16,0% (LAGO, 2001).

Os principais componentes da fracdo lipidica do café sdo os
triacilglicerois e os diterpenos - caveol e cafestol (CLIFFORD, 1975; LAGO, 2001;
SPEER; KOUJNG-SPEER, 2006; LERQY et al., 2006).

Os alcoois diterpénicos - caveol e cafestol - sdo encontrados na
matéria insaponificavel do café nas formas livres e esterificados com acidos graxos
(SPEER; KOLLING-SPEER, 2006). Urgert e Katan (1997) relataram que a maior
ocorréncia de diterpenos em café é na forma esterificada. O gréao cru de café

canéfora tem cerca de 225 a 700 mg/100g de diterpenos totais (conteudo de caveol
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mais cafestol), ja para café arabica esse valor é préximo de 1300 mg/100g (SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006). Teores de diterpenos em cafés arabica torrado brasileiros
variando de 1020 a 1300 mg/100g foram relatados por De Souza e Benassi (2012),
e na faixa de 975 a 1453 mg/100g por Kitzberger et al. (2013).

A diferenca estrutural entre esses dois componentes & muito
pequena. O caveol apresenta uma dupla ligacao entre os carbonos 1 e 2, e essa
caracteristica reflete num espectro de UV com pico de maximo de absor¢cdo em
diferentes comprimentos de onda (FIGURA 3) (DIAS, 2005).

Figura 3 — Espectro (190 a 800nm) de caveol (A) e cafestol (B) obtidos com padrao

comercial.
30 3
&
=
0 B A 0
. "'I
b‘!“". 1y 11r
S
0 — ALk e B 1 PR
L&
00 400 500 (nm) 800
- 7‘\‘.-._\ P & =
' CH{ | .._'}_:,CH‘-OH CH-[ J _CH,OH
90 ANe9)
0 N N il
f D f

Fonte: Dias (2005).

O cafestol esta presente em ambas as espécies (arabica e
canéfora), enquanto que o caveol é caracteristico do café arabica, sendo descrito
sua auséncia ou apenas tragos de caveol para café canéfora (KURZROCK; SPEER,
2001; RUBAYIZA; MEURENS, 2005; CAMPANHA; DIAS; BENASSI, 2010; DIAS et
al., 2010; De SOUZA; BENASSI, 2012).

Para diterpenos na forma livre (menos de 3,5% do total) séo
relatadas perdas expressivas quando submetidas a torra, mas a fracido esterificada
tem relativa estabilidade ao tratamento térmico (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).
Apesar da descrigdo da formagédo de produtos de decomposigédo (caveal, cafestal,
isocaveol e dehidroisocaveol, dehidrocafestol) com o processo de torra (SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006; DIAS et al., 2013), o teor (g/100g base seca) de caveol e
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cafestol € pouco alterado (DIAS et al.,, 2013). Urgert et al. (1995) relataram que,
mesmo considerando o processo de torra intensa (até cerca de 26,5% de perda de
peso), as concentragdes dos diterpenos variam muito pouco. O mesmo
comportamento foi descrito por Campanha; Dias e Benassi (2010) e Dias et al.
(2011) estudando cafés das duas espécies.

Os diterpenos tem sido tema de diversos estudos devido a influéncia
na saude humana e seus efeitos fisioldgicos por apresentarem potencial
antioxidante, efeito anticarcinogénico, e efeito no aumento da taxa de colesterol
plasmatico (JEE et al. 2001; DOREA; COSTA, 2005; HIGDON; FREI, 2006; SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006).

Até a ultima década, havia mais énfase em estudos que citavam os
diterpenos pelos efeitos prejudiciais a saude dos consumidores devido a agéo
hipercolesterolémica (elevagao do colesterol total e LDL) e consequente aumento
das chances de ocorréncia de doencas cardiacas (URGERT et al., 1995, HIGDON;
FREI, 2006). Atualmente esse efeito € atribuido principalmente ao cafestol
(SILLETTA et al., 2007; SOFI et al., 2007) e acredita-se que 0 mecanismo de agao
seja uma inibicdo da sintese de acido biliar que acarreta uma diminuicdo da
degradacéao de colesterol no figado (SMITH et al., 2006).

Os efeitos positivos a saude tem sido mais estudados e destacados.
Foi mostrado que o cafestol estimula a atividade da enzima glutationa-S-transferase
acelerando a decomposicdo de xenobidticos que incluem também a inibicdo de
enzimas do citocromo P450 e consequente reducdo na ativacdo de compostos
mutagénicas (LAM et al., 1982; CAVIN et al., 2001, HUBER et al., 2002). Outros
autores afirmaram que o cafestol e o caveol protegem contra a aflatoxina B1 que
induz efeitos genotdxicos (MILLER et al., 1993; CAVIN et al.,, 1998). O caveol e
cafestol também aumentam os teores de glutationa, o cofator da desintoxicagao
relacionada a glutationa-S-transferase, e de y-glutamilcisteinasintetase, a enzima
limitante da sintese de glutationa (HUBER et al., 2002; HUBER et al., 2003).

Choi et al. (2006) demonstraram que os diterpenos caveol e cafestol
tem atividade antioxidante em culturas de hepatécitos dando evidéncias da eficacia
do uso dos diterpenos contra doengas do figado. Huber et al. (2008) reportaram que
consumidores regulares de café tem um menor risco de desenvolverem cancer de
colon e atribui essa reducao ao alto conteudo de diterpenos da bebida pela proteg¢ao

contra a formacao de aductos de DNA. Lee; Chae; Shim (2012) citaram o caveol e
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cafestol como possiveis medicamentos ou agentes quimioterapicos contra tumores
malignos da pleura.

Importante ressaltar que os teores de caveol e cafestol nas bebidas
de café sao altamente dependentes do modo de preparo, e apresentam correlagao
direta com o teor total de lipidios da bebida (URGERT et al.,, 1995; SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006). O café fervido ou escandinavo tem uma maior
concentragdo de diterpenos com cerca de 6 a 12 mg/xicara enquanto que o café
filtrado e o instantédneo contem niveis mais baixos, de 0,1 a 0,2 mg/xicara (URGERT
et al.,, 1995, NAKASATO; GIORGI; ISOSAK, 2001; HIGDON; FREI, 2006; ZHANG;
LINFORTH; FISK, 2012).

Existem dados na literatura sobre o perfil e teores de diterpenos em
cafés das diferentes espécies, e poucos sao relativos a cafés brasileiros. De forma
geral, para o café arabica torrado sao descritos valores na faixa entre 100 e 1096 mg
de caveol e entre 100 a 700 mg de cafestol em 100 gramas. Para café canéfora
torrado, a faixa de cafestol varia entre 77 e 370 mg /100g, e para caveol, alguns
autores descreveram a auséncia do diterpeno, enquanto outros citaram presenca
apenas de tragos (teores inferiores a 13 mg /100 g) (NACKUNSTZ; MAIER, 1987;
PETTITT, 1987; FREGA, BOCCI; LERCKER, 1994; URGERT et al., 1995;
KURZROCK; SPEER, 2001; LAGO, 2001; RUBAYIZA; MEURENS, 2005;
CAMPANHA; DIAS; BENASSI, 2010; De SOUZA; BENASSI, 2012; KITZBERGER et
al., 2013).

Deve-se destacar que as variagdes dos diterpenos ocorrem nao
apenas em fungdo das diferentes espécies, mas também das diferentes origens
geograficas (KURZROCK; SPEER, 2001), enfatizando a importancia de caracterizar
esses parametros em cafés brasileiros. Lercker et al. (1995), estudando cafés de
diferentes origens, relataram para cafés arabica valores de caveol de 415 a 673
mg/100g e apenas tragcos em café canéfora; e de cafestol de 299 a 584 mg/100g
para café arabica e 77 a 190 mg/100g para café canéfora.

Para cafés brasileiros, Campanha; Dias; Benassi (2010) relataram
niveis de de 661 a 866 mg de caveol /100g e 360 a 478 mg de cafestol/100g para
café arabica e de 163 a 275 mg/100g de cafestol para café canéfora. Roos et al.
(1997) obtiveram valores de 236 a 251 mg/100g de cafestol em café canéfora.

Kitzberger et al. (2013) observaram grande variacdo no teor de

diterpenos em cafés arabica torrado de diferentes cultivares com valores para caveol
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que variaram de 439 a 1096 mg/100g e, para cafestol, de 246 a 668 mg/100g. Esses
resultados demostram a grande variacdo nos teores de diterpenos em cafés
brasileiros, notadamente na espécie arabica, mostrando a importancia de um estudo

mais abrangente.

3.4  DISCRIMINACAO DE CAFES ARABICA E CANEFORA

No Brasil, € bastante comum a comercializacdo de café torrado e
moido na forma de blends de cafés arabica e canéfora, permitindo obter produtos
que apresentem caracteristicas quimicas e sensoriais bastante particulares e ajustar
a bebida conforme a preferéncia do consumidor. Essa mistura resulta para a
industria num produto de menor custo, visto que o café canéfora tem um preco
menor de mercado (DE MARIA; MOREIRA, 2004; SPEER; KOLLING-SPEER, 2006;
EMBRAPA, 2013; ABIC, 2013;).

O blend ideal é definido como sendo aquele que utiliza a mistura
correta das variedades de gréos de café canéfora e arabica, de tal forma a se obter
um po6 de café que tenha um padrao de cor e de sabor que seja bem aceito pelos
mercados que se queira atingir (ABIC, 2013). Apesar dessa adicdo nao acarretar
problemas de qualidade, € importante informar ao consumidor a espécie de café que
se esta comprando. O procedimento de informar no rétulo do produto a composigao
do blend ja é sugerido pela ABIC e solicitado em algumas legislagdes especificas,
como a do Estado de Sao Paulo. Isso seria importante também para cafés gourmets
em que a legislagao prevé apenas emprego de gréos da espécie arabica.

Os gréos de cafés arabica e canéfora, antes de serem torrados,
podem ser facilmente diferenciados visualmente, pois apresentam cores, formas e
tamanhos bem diferenciados. Entretanto, depois do processo de torra e moagem
dos gréos, a diferenciagao visual fica impossibilitada e por isso se faz necessario o
uso de parametros quimicos para a discriminagado (LAGO, 2001). Entretanto, ndo ha
um consenso sobre quais componentes ou técnicas devem ser empregados para se
detectar a presenca e/ou porcentagem de café canéfora adicionado ao arabica.

Alguns parémetros tém sido citados como possiveis discriminadores
das duas espécies, tais como: conteudo de minerais, compostos volateis, acidos
clorogénicos, trigonelina, cafeina e lipidios (acidos graxos, esterdis, diterpenos e
tocoferdis) (GONZALEZ et al., 2001). Martin e Gonzales (1999) discriminaram cafés
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torrados das espécies arabica e canéfora usando como paradmetros o conteudo de
minerais: fésforo, manganés e cobre. Outros estudos demonstraram que parametros
como alteragdes no pH, densidade, teor de cafeina, umidade e acidez permitiram
identificar a adicdo de café canéfora em cafés arabica (MOURA et al., 2007, BICHO
et al., 2011). Spaniolas et al. (2006) relataram o uso da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para determinar contaminacao de café canéfora em café arabica.
Alves et al. (2009) discriminaram cafés arabica e canéfora verde e torrado utilizando
como parametro o conteudo de tocoferdis.

Diversos componentes que sao usados como paradmetros de
diferenciagcdo entre as espécies sdo sensiveis ao calor (acidos clorogénicos e
trigonelina) e, portanto, sofrem variagbes e a condigdo da torra interfere nos teores
desses componentes (DIAS et al., 2013).

Nesse contexto, a cafeina e os diterpenos sao apontados como bons
parametros discriminadores de cafés arabica e canéfora por estarem originalmente
presentes em concentracdes diferenciadas entre as espécies e pela relativa
estabilidade as altas temperaturas empregadas no processo de torra. A avaliagéo
desses compostos seria, portanto, uma alternativa na identificacido da presenca de
café canéfora em cafés torrados e moidos comerciais (DIAS, 2005; CAMPANHA,;
DIAS; BENASSI, 2010; De SOUZA et al., 2012).

De Souza e Benassi (2012), estudando diferentes componentes
hidro e lipossoluveis, verificaram maior potencial de discriminacdo quando utilizaram
a cafeina e os diterpenos como parametros. Uma diminuicdo da razéo
caveol/cafestol e um aumento na razdo cafeina/caveol indicaram maiores
proporcdes de canéfora adicionadas ao blend.

Kitzberger et al. (2013) analisando diterpenos em cafés verdes e
torrados produzidos nas mesmas condicoes edafoclimaticas observaram que a
relagado caveol/cafestol ndo foi afetada pelo processo de torra e que pode, portanto,
ser uma forma de caracterizar cultivares em produtos torrados.

Sabendo-se da dificuldade de se discriminar as espécies de cafés
que compdem os blends de cafés torrado e moido, visto que apenas parametros
quimicos sao eficientes para tal objetivo e, mesmo assim, alguns desses parametros
sofrem modificacbes durante o processo de torra, € importante que se apresentem

quantidades de parametros seguros, como € o caso da cafeina e dos diterpenos,
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bem como as relagdes entre esses parametros a fim de se possibilitar quantificar os

teores de cada espécie de café que formam o blend.
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RESUMO: Os acidos clorogénicos (ACG), cujo principal representante é o acido 5-
cafeoilquinico (5-ACQ), sdo um dos principais componentes do grédo do café e
contribuem para a funcionalidade e qualidade da bebida. Cafés arabica brasileiros
torrados (grau de torra padronizado), procedentes de concursos de qualidade, foram
analisados quanto ao teor de ACG totais e 5-ACQ por CLAE. Os cafés (32
amostras), torrados e moidos, eram de diferentes regides brasileiras e produzidos
com diferentes processamentos pds-colheita (cereja natural e cereja descascado) e
também apresentavam diversidade na qualidade de bebida. Observou-se teores de
ACG na faixa de 1,97 a 3,52 g 100 g e, de 5-ACQ, na faixa de 0,80 a 1,64 g 100 g’
' No geral, os teores de 5-ACQ corresponderam a um percentual na faixa de 38,3 a
50,4% em relacdo a concentracdo total de acidos clorogénicos. Mesmo para
produtos com boa qualidade de bebida e com grau de torra padronizado, observou-
se grande variagao nos teores de ACG totais (180%) e 5-ACQ (205%) de cafés
arabica brasileiro torrados provenientes de diferentes regides e submetidos a
diferentes processamentos (cereja natural e cereja descascado). Para os cafés
estudados, ndo se observou uma relagao entre os teores de acidos clorogénicos e o
processo pos-colheita, procedéncia e/ou qualidade de bebida.

Palavras chave: ACG. 5-ACQ. Cereja natural. Cereja descascado. Qualidade de
bebida.

1 INTRODUCAO

As principais espécies de cafés comercializadas no mundo sao
Coffea arabica e Coffea canephora, sendo que a primeira corresponde a cerca de
75% da producao brasileira (CONAB, 2013) e apresenta bebida de qualidade
superior, com aroma intenso e variacdes de corpo e acidez. A composi¢ao quimica
do café define as caracteristicas sensoriais e funcionais da bebida (KY et al., 2001;
FARAH et al., 2006; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Os compostos fendlicos estdo presentes no café e nas plantas
superiores usualmente consumidas na dieta, bem como nos produtos baseados
nessas matérias primas (CHEYNIER, 2005; SCALBERT; JOHNSON; SALTMARSH,
2005). Sao oriundos do metabolismo secundario de plantas onde desempenham
funcdes bioldgicas de defesa contra a radiagao ultravioleta e ataque de patégenos
atuando na adaptagado e protecdo ao estresse ambiental (MANACH et al., 2004;
FARAH; DONANGELO, 2006). Essa classe compreende uma familia com grande
numero de compostos e seus respectivos isdmeros (CLIFFORD, 2000) que se
constituem nos principais antioxidantes ingeridos na dieta (SCALBERT, JOHNSON;
SALTMARSH, 2005; GOMEZ-RUIZ; LAKE; AMES, 2007; TORRES; FARAH, 2010).

Entre os compostos fendlicos do café, destacam-se os acidos clorogénicos, cujo



41

principal representante é o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) (FARAH; DONANGELO,
2006).

Diversos efeitos benéficos a saude s&o atribuidos a ingestdo dos
acidos clorogénicos como inibigdo da atividade de enzimas associadas a replicagéo
do virus HIV, acdo antimutagénica pela inibicdo da metilagdo enzimatica do DNA,
reducdo da atividade da enzima glicose-6-fosfatase (que controla os niveis de
glicose hepatica o que seria interessante em individuos diabéticos) e atividade
antagonista no transporte de glicose para a corrente sanguinea, bem como atividade
hepatoprotetora (ROBINSON et al., 1996; ARION et al., 1998; HERLING et al., 1998;
McDOUGALL et al., 1998; ZHU et al., 1999; JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN,
2003; CAMMERER; KROH, 2006; HIGDON; FREI, 2006; LEE; ZHU, 2006;
ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; FROST-MEYER; LOGOMARSINO, 2012). Os acidos
clorogénicos destacam-se ainda, juntamente com outros componentes do café, pela
acao antioxidante (FARAH, 2012; VIGNOLI et al., 2013), atuando como
sequestrantes de radicais, pela capacidade doadora de hidrogénio e de estabilizar
os radicais fenoxil resultantes (MARINOVA; TONEVA; YANISHLIEVA, 2009).

Além dos beneficios a saude, o teor de compostos fendlicos impacta
diretamente nas caracteristicas das bebidas de café. Sdo um dos principais
responsaveis pela formagdo de cor, sabor (amargor e adstringéncia) (GINZ;
ENGELHARDT, 2001) e aroma no processo de torra (DE MARIA et al., 1995;
PERRONE et al., 2010), mas teores muito altos de compostos fendlicos tem sido
associados a reduc¢ao na qualidade das bebidas (FARAH et al., 2006).

Mesmo para uma mesma espécie de café, a composicao do produto
torrado € dependente da genética (cultivar), fatores agronémicos e edafoclimaticos
(altitude, temperatura, demanda hidrica, adubag¢ao, maturagao dos graos e defeitos),
e processos (pos-colheita, torra e armazenamento) (SILVA et al., 2005; LEROY et
al., 2006; SETOTAW, 2009). Devido a diversidade na genética do plantel, a grande
variabilidade dos locais e condigdes de cultivo, e ao emprego de diferentes
processamentos, o Brasil pode produzir uma gama de cafés, conferindo um
diferencial para comercializagao desses produtos no mercado interno e externo.

Assim, o trabalho teve como objetivo verificar o teor de acidos
clorogénicos de cafés arabica torrados, com boa qualidade de bebida, provenientes
de diferentes regides brasileiras e submetidos a diferentes processamentos poés-

colheita (natural e cereja descascado).
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2.1

MATERIAL E METODOS

MATERIAL
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Foram estudados cafés arabica (32 amostras) submetidos a

diferentes processamentos - natural (seco com casca e da origem ao café em coco)

e cereja descascado (café despolpado e, depois, seco) - procedentes das regides

sul (Parana) e sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) brasileiras,

cedidas pelo Instituto Agronédmico do Parana (IAPAR) (Tabela 1).

Tabela 1 — Cafés arabica procedentes do concurso estadual Café Qualidade Parana
ano 2012* e concurso nacional Cup Excellence 2011**

Amostra Tipo de Processo Procedéncia (Jualidade de Behida
1 Cereja Natural Regido Sul (Norte do Parana) Muito boa*
2 Cereja Natural Regido Sul (Norte do Parana) Muito boa*
3 Cereja Natural Reqgido Sul (Morte do Parana) Muito boa*
4 Cereja Natural Regido Sul (Morte do Parana) Intermediana®
5 Cereja Matural Regido Sul (Morte do Parana) Intermediaria*
6 Cereja Matural Regido Sul (Morte do Parana) Intermediaria*
7 Cereja Matural Regido Sul (Morte do Parana) Intermediara®
8 Cereja Natural Regido Sul (Morte do Parana) Intermediaria*
9 Cergja Descascado  Regido Sul (Morte do Parana) Muito hoa*
10 Cereja Descascado  Regido Sul (Norte do Parana) Muito boa*
11 Cereja Descascado  Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa*
12 Cergja Descascado  Reqgifo Sul (Morte do Parana) Intermediana®
13 Cergja Descascado  Regifo Sul (Morte do Parana) Intermediana®
14 Cergja Descascado  Regifo Sul (Morte do Parana) Intermediana®
15 Cergja Descascado  Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa*
16 Cereija Descascado  Reqido Sul (Norte do Parana) Muito boa*
17 MNio Informado Regido Sudeste Muito boa*™
18 MNio Informado Regido Sudeste Superior™
19 Nio Informado Regido Sudeste Muito boa**
20 Nio Informado Regido Sudeste Boa*™
21 Nio Informado Regido Sudeste Menor™
22 Nio Informado Regido Sudeste Boa*™
23 Nio Informado Regido Sudeste Boa*™
24 Mo Informado Regido Sudeste Muito boa**
25 Mo Informado Regido Sudeste Muito boa**
26 MNio Informado Regido Sudeste Boa*™
27 MNio Informado Regido Sudeste Superior™

28 Nio Informado Regido Sudeste Superior™
29 Nio Informado Regido Sudeste Menor™
30 Nio Informado Regido Sudeste Menor™
3 Nio Informado Regido Sudeste Muito boa*™
32 Nio Informado Regido Sudeste Superior™

*Cafés procedentes do concurso estadual Café qualidade Parana ano 2012 e **concurso

Cup Excellence 2011

nacional
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Os cafés apresentavam, como ponto em comum, boa qualidade por
serem provenientes de concursos (Concurso Café Qualidade Parana - 2012 e
Concurso Cup Excellence - 2011), mas diferiam no grau de qualidade das bebidas
(Tabela 1).

As amostras foram submetidas a torra média, usual para cafés
arabica de boa qualidade, num torrador marca Rod-Bel (Sdo Paulo), com
aquecimento a gas com capacidade para 300 g, com variagdo de temperatura de
190°C a 230°C até perda de peso ao redor de 17%. As amostras foram moidas em
moedor (Krups modelo GVX208, China) e a granulometria foi padronizada com
peneira (20 mesh).

As amostras foram caracterizadas quanto a umidade e cor (analises
em duplicata). A umidade (2,00 g) foi determinada em equipamento de infravermelho
(OHAUS-MB45, Parsippany, EUA), a 105 °C por 7 min (DIAS et aL, 2010). O valor
de umidade foi de 2,7 + 0,31 g 100g™", e os resultados foram utilizados para o calculo
das concentragbes dos compostos em base seca. Para analise de cor, as amostras
foram acondicionadas em recipientes de plastico (1 cm de altura e 4 cm de didmetro)
e utilizou-se um colorimetro (KONICA Minolta-CR400, Osaka, Japao), com
geometria 45/0 e iluminante D65. A luminosidade media foi 25,9 £ 2,5.

Os cafés torrados e moidos foram acondicionados em sacos

plasticos e armazenados em camara fria a 5 °C até o momento das analises.
2.2 REAGENTES E PADROES

O padrao de acido-5-cafeoilquinico (5-ACQ) foi adquirido da Sigma
(St. Louis, EUA). Foram utilizados como solventes para extragdo e preparo da fase
movel: acetonitrila grau HPLC (Fisher Scientific, EUA) e acido acético glacial (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) de grau cromatografico. A agua empregada no preparo de
padrdes e solugdes foi obtida por sistema de purificagéo e filtragdo Milli-Q (Millipore,
Molsheim, Francga). As fases moveis foram filtradas em membranas de 0,22 um

(Millipore, Brasil).
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2.3 DETERMINAGAO DOS AciDOS CLOROGENICOS

A extracdo foi baseada no descrito por Alves et al. (2006). Os cafés
(0,50 g) foram extraidos com 30 mL de agua ultrapura a 80 °C por 10 min, e filtrados
em baldo volumétrico de 100,0 mL. Dessa solugdo, uma aliquota (5,0 mL) foi
transferida para baldo volumétrico (25,0 mL) completando-se o volume com agua.
As extragdes foram realizadas em duplicata.

As anadlises foram realizadas em um cromatégrafo a liquido
(Shimadzu, Kyoto, Japao) com sistema de bombeamento de duas bombas (LC-
10AD), valvula injetora Rheodyne com al¢ca de amostragem de 20 uL, forno para
coluna (CTO-20A), detector espectrofotométrico UV/visivel (SPD-10A), interface
(CBM-101), e empregava o programa CLASS-CR10 v.1.2 (Shimadzu Corporation,
1993).

A analise foi realizada adaptando-se as condi¢gbes sugeridas por
Alves et al. (2006) e Corso (2013). Os compostos foram eluidos com acido acético
5% (A) e acetonitrila (B) com vazdo de 0,7 mL min™ utilizando o seguinte gradiente:
0-5 min: 8%; 5-35 min: 15%. Foi empregada uma coluna Spherisorb ODS1 (250 x
4,6 mm, 5 um) (Waters, Milford, EUA) e deteccdo a 320nm. A quantificacao foi feita
por padronizagao externa usando curva de calibragao (seis pontos, em duplicata, r’=
0,99) de 5-ACQ na faixa de concentracdo de 5 a 30 u9 mL™. O teor de &cidos
clorogénicos totais foi estimado pela soma das areas dos compostos detectados a
320 nm (BUDRYN et al., 2009; CORSO, 2013).

Empregou-se um delineamento inteiramente ao acaso, os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando-se a amostra como
causa de variagao, e teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Statistica
8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, pode-se observar um cromatograma tipico, e, na
Tabela 2, estdo os teores de acidos clorogénicos totais e acido 5-cafeoilquinico dos
32 cafés arabica torrados com diferentes tratamentos pds-colheita, procedéncia e

qualidade de bebida estudados.
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Figura 1 — Cromatograma de acidos clorogénicos tipico dos cafés arabica torrados.
Deteccao a 320 nm. Pico: acido 5-cafeoilquinico (1).
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Quanto ao teor de &cidos clorogénicos totais, houve variagdo na
faixa de 1,97 a 3,52 g 100g™", correspondente a um valor médio de 2,75 g 100 g™
(Tabela 2). Para cafés arabica brasileiros, Perrone et al. (2008) também relataram
variagbes nos teores de acidos clorogénicos em cafés das cultivares Mundo Novo
(de 6,13 a 1,59 g 100 g™') e Catuai Vermelho (de 5,44 a 1,69 g 100 g”') submetidas a
diferentes graus de torra, de clara (170 °C/ 6 min) a escura (170 °C/ 15 min). Farah
et al. (2005) reportaram, para cafés arabica brasileiros submetidos a torra desde
muito clara (230 °C/ 5 min) até escura (230 °C/ 9 min), teores de ACG que variaram
desde 5,90 a 0,60 g.100 g' para a cultivar Bourbon e de 6,23 a 0,54 a g 100 g™ para
a cultivar Longberry. Como nesse trabalho o processo de torra foi padronizado (torra
média), as variagdes expressivas encontradas (180%) foram devidas as diferencas
nas matérias primas (Tabelas 1 e 2). Mesmo dentro de uma espécie (C. arabica), é
interessante observar as variagdes nas quantidades de ACG, ja foi relatado por
Ivamoto et al. (2013) que ocorrem expressivas diferengas genéticas intra-espécie

relativas as vias metabdlicas da biossintese de ACG de café.
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Tabela 2 — Teores de acidos clorogénicos totais (ACG) e acido 5-cafeoilquinico (5-
ACQ) (base seca) de cafés arabica torrados.

Amaostras® ACG B-ACO
g 100 g~ g 100 g™ % do ACG**

1 1.97% £ 0,03 0.80° + 0,01 40,7
2 2.268% + 0,16 0,93% + 0,06 40,6
3 2,40 + 0,02 1,00%* = 0,01 M7
4 2.71%9 = 0,08 1,12%%+ 0,02 41,1
5 2.48%% + 0 06 1,07+ 0,04 43,0
G 2,889 £ 0 0g 1,279 + 0 01 440
7 2,68 + 0,21 117"+ 0,06 43,8
8 3,18%"+ 0,07 1,34%™ + 0 03 422
g9 2,83 40,00 1,21%+ 0,00 426
10 2,92'0 4 g 03 1,269 + 0 01 431
11 234"+ 0,00 0,97+ 0,00 41,6
12 2.26% + 0,00 0,95%%+ (.02 42,1
13 269% + 013 1,18%+ 0,05 438
14 3,00" + 0,06 1,36/ + 0 03 452
15 3.09™ + 0,04 1,18%'+ 0,01 38,3
16 2.26%¢+ 0,09 0.88%+ 0,01 39,1
17 3,03"" + 0,00 1.44™%+ 0,01 47,6
18 3.27M+ 0,07 1.57%+ 0,03 48,0
19 2,659+ 0,04 1,18 + 0,01 443
20 3.10% + 0,06 1,57+ 0,02 50,4
21 2.98"" + 0 04 1,46+ 0,03 49,0
22 3,03" + 0,01 1.46™°+ 0,00 48,0
23 2. 47%% + 0,00 1,05 + 0 00 427
24 2. 7659 + 0,01 1,259 + 0,01 451
25 310" = 0,06 1,429™° < 0,07 457
26 326M+ 0,12 1,50™® + 0,07 46,1
27 2 54%%0 + 0 05 1,13+ 0,05 443
28 2,815 = 0 30 1,2g"Em 4 0 07 459
29 2.43%% + 0 02 1,05 + 0,01 431
a0 2,809 + 0 17 1,32%7 + 0 05 45,6
31 2.24%+ 0,10 1.11%%+ 0,10 499
32 352™+ 0,11 1,647 £ 0,00 46,6

*Informacdes na Tabela 1. **% de 5-ACQ em relagéo ao total de acidos clorogénicos.

Médias (+ desvio padrado) seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
entre si (Tukey, p <0,05).

Monteiro e Farah (2012) nao reportaram variagao significativa no

teor total de ACG comparando quatro dos cultivares brasileiros mais usuais (Catuai

vermelho e amarelo, Bourbon e Mundo Novo) considerando de quatro a cinco safras

consecutivas, mas os cafés eram de uma mesma procedéncia e tipo (cereja

descascado).

Esses cafés provavelmente apresentavam genética bastante
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diversificada, e diferiam tanto na procedéncia quanto nos processamentos pos-
colheita (Tabela 1), o que justifica a maior diferenca observada (Tabela 2).

Os teores de 5-ACQ variaram de forma ainda mais expressiva
(205%) na faixa de 0,80 a 1,64 g 100 g”', com um valor médio de 1,22 g 100g™
(Tabela 2). Para cafés arabica brasileiros de diferentes cultivares e graus de torra
foram descritos teores de 5-ACQ na faixas de 0,22 a 3,10 g 100g™" (FARAH et al.,
2005; PERRONE et al., 2008). Kitzberger (2013) relatou faixa de valores mais
proxima a observada nesse estudo, com concentragdo de 5-ACQ 0,94 a 1,70 g
100g™" em cafés arabica brasileiros de diferentes cultivares, produzidos nas mesmas
condigdes edafoclimaticas, e que apresentavam cor de torra (L* 28,7) similar ao
desse estudo.

Farah et al. (2006) estudaram a relagdo entre composi¢cdo e a
qualidade de bebidas de café. Foram relatados teores de 5-ACQ de 0,2 a 1,3 g 100
g’ para cafés de melhor qualidade (bebida mole e dura) com graus de torra de clara
a escura. Para o produto de pior qualidade (bebida rio zona) com grau de torra clara
a média, foram descritos teores de 0,3 a 2,0 g 100g™", atribuidos a maior presenca
de graos defeituosos, principalmente imaturos. Os autores observaram que as
relagdes entre composi¢cdo e a qualidade podiam ser melhores observadas nos
cafés nio torrados e na torra clara.

No presente estudo, para cafés de torra média e com boa qualidade
(Tabela 1), encontrou-se teores de 5-ACQ mais altos (0,80 a 1,64 g 100 g™, Tabela
2) que os reportados por Farah et al. (2006). Esse resultado € interessante na
perspectiva da saude pelas propriedades benéficas, acdo antioxidante,
antimutagénica, atividade hepatoprotetora dentre outras, que s&o atribuidas a
ingestao desse composto.

No geral, os teores de 5-ACQ corresponderam a um percentual na
faixa de 38,3 a 50,4% em relagdo a concentragcédo total de acidos clorogénicos
(Tabela 2). A partir dos resultados reportados por Perrone et al. (2008) pode-se
estimar que o 5-ACQ correspondeu de 44,7% a 42,1% a do ACG, para cafés arabica
submetido a torra clara e escura, respectivamente. No estudo de Farah et al. (2005),
a percentagem de 5-ACQ em relagdo aos ACG para cafés arabica submetidos a
intensidade de torra diferentes foi 41,7% e 47,6% para a cultivar Bourbon e 40,7% e
49,7% para a cultivar Longberry. Interessante observar que apesar dos resultados

da literatura mostrarem que o percentual de 5-ACQ no teor de acidos clorogénicos
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totais varia com o processo de torra, variagbes mais expressivas ocorreram quando
se comparou cafés com diferentes tratamentos pds-colheita, procedéncia e
qualidade de bebida (Tabela 2).

Nesse estudo nao foi possivel verificar correlacdo entre os
processamentos (cereja natural e cereja descascado), procedéncia e as diferentes
qualidades de bebida dos cafés estudados com os teores de acidos clorogénicos.

Joét el al. (2010) compararam a composigdo de cafés frescos e
submetidos ao processo por via umida, e ndo observaram diferenca no teor de ACG
entres os cafés. Duarte, Pereira, Farah (2010) também né&o verificaram diferengas
significativas no teor de ACG em cafés produzidos por via Umida e cereja natural.

A concentracdo de 5-ACQ observada (Tabela 2) foi, no geral,
superior ao indicado por Farah et al. (2006). Verificou-se assim que, para o conjunto
de cafés estudados (com boa qualidade de bebida), o teor de 5-ACQ nao foi um
indicativo de classificacdo da bebida de café. Interessante observar que mesmo os
cafés que representavam os extremos de variagdo de composi¢ao - amostra 1, que
apresentava um menor teor de ACG total e 5-ACQ, e amostra 32, que tinha uma
maior concentragcdo tanto de ACG quanto de 5-ACQ- foram classificados como
bebida de qualidade muito boa e bebida superior, respectivamente (Tabelas 1 e 2).
Dessa forma, somente os conteudos de acidos clorogénicos ndo indicam qualidade
de bebida inferior e que os outros componentes do café também interferem na
qualidade da bebida.

Variagdes expressivas de composicao com relagdo aos acidos
clorogénicos podem ser observadas em cafés torrados brasileiros, sendo possivel,
portanto, a oferta de cafés com boa qualidade de bebida e com caracteristicas

diferenciadas quanto a composicao de ACG.

4 CONCLUSOES

Mesmo para produtos com boa qualidade, provenientes de concurso
de qualidade, e com grau de torra padronizado, observa-se grande variagdo nos
teores de ACG totais (180%) e 5-ACQ (205%) de cafés arabica brasileiro torrados
provenientes de diferentes regides e submetidos a diferentes processamentos

(cereja natural e cereja descascado). Para os cafés estudados, ndo se observa uma
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relagdo entre os teores de acidos clorogénicos e o processo pos-colheita,

procedéncia e/ou qualidade de bebida.
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RESUMO: O trabalho teve como objetivo quantificar os diterpenos, caveol e cafestol,
e cafeina de cafés arabica torrados brasileiros, bem como avaliar a eficiéncia das
razbes caveol/cafestol e cafeina/caveol para caracterizacdo de cafés arabica
permitindo seu uso como ferramenta de identificagcdo da espécie da espécie C.
arabica em produtos comerciais. Foram avaliados 32 cafés arabica das regides sul e
sudeste do Brasil submetidas a diferentes processamentos, cereja natural e cereja
descascado, e com diferentes qualidades de bebida. Os compostos foram
quantificados por cromatografia liquida de fase reversa, sendo verificadas variagdes
mais expressivas nas concentracdes dos diterpenos caveol e cafestol, do que nos
teores de cafeina. Teores na faixa de 676 a 1172 mg de cafeina 100 g, de 175 a
1068 mg de caveol 100 g, e de 176 a 966 mg de cafestol 100 g™ foram observados.
Verificou-se grande variagdo nos valores das razdes caveol/cafestol (entre 0,63 e
2,77) e cafeina/caveol (de 0,84 a 5,15), sendo sugerido entdo o uso da razéo
cafeina/soma diterpenos (caveol + cafestol) (valores de 0,54 a 2,39) que apresentou
menor variabilidade e pode ser utilizado, em conjunto com as outras razdes ja
propostas para caracterizacdo da espécie arabica em cafés torrados comerciais
brasileiros. A partir dos resultados desse trabalho, considera-se como possiveis
indicativos de café arabica valores de razdo caveol/cafestol acima de 0,50,
associados a valores na razéo cafeina/caveol, inferiores a 5,50 e valores na razéo
cafeina/soma inferiores a 2,50.

Palavras-chave: Caveol. Cafestol. Cafeina. C. arabica. Caracterizagao.

1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais conhecidas e consumidas
mundialmente, e o Brasil ocupa posicdo de destaque como o maior produtor e
exportador de café do mundo (BRASIL, 2014). O brasileiro consumiu em torno de 5
kg de café torrado por pessoa por ano em 2012 (ABIC, 2013). Nos ultimos anos o
consumo no pais tem aumentado a uma taxa média anual de 4,8%, contra 2,7% da
média mundial ao ano, e com uma estimativa de crescer 28,6% nos proximos 10
anos (até 2023) (BRASIL, 2013).

Centenas de espécies de café sdo conhecidas com destaque para
C. arabica e C. canephora, as principais comercializadas. Essas duas espécies
apresentam diferengas na composi¢cao que influenciam diretamente na qualidade
sensorial da bebida (ABIC, 2013; CONAB, 2014). A principal forma de
comercializacio de café torrado e moido no mercado brasileiro € na forma de blends
de cafés arabica e canéfora, obtendo-se bebidas com caracteristicas sensoriais
adequadas a preferéncia do consumidor e de menor custo (EMBRAPA, 2013; ABIC,
2013).
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O café arabica, que corresponde a 75% da produgao nacional, é
considerado de qualidade superior com sabor e aroma mais intenso e fino. O café
canéfora, de menor preco, € mais neutro e utilizado nos blends a fim de se conferir
corpo e equilibrio a bebida (KY et al., 2001; LAGO, 2001; ANZUETO et al., 2005;
AMORIN et al., 2009; ABIC, 2013; CONAB, 2014). Pela grande extensao territorial e
devido a diversidade de regides produtoras, o Brasil pode oferecer tipos variados do
produto, e permite o desenvolvimento de blends de café com caracteristicas
diversificadas (BRASIL, 2014).

Os graos crus podem ser diferenciados pelas suas caracteristicas
fisicas, verde claro e de forma oval para café arabica enquanto que os graos de
canéfora tendem a ser mais arredondados e castanhos. Entretanto, apés os
processos de torra e moagem, ndao se distinguem mais as duas espécies sendo
necessaria a utilizacdo de métodos fisico-quimicos para a discriminacdo (LAGO,
2001).

Com o objetivo de avaliar o conteudo de cada espécie em produtos
comerciais, sao propostos na literatura alguns componentes como parametros
discriminadores, por estarem presentes em concentracdes diferentes nas duas
espeécies, tais como acidos clorogénicos, trigonelina, minerais, acidos graxos,
cafeina, e os diterpenos caveol e cafestol (GONZALEZ et al, 2001; BICHO et al.,
2011; De SOUZA; BENASSI, 2012). No entanto, alguns deles, como os acidos
clorogénicos e a trigonelina, sdo termolabeis e, portanto, suas concentragdes variam
com o grau de torra (VIGNOLI et al., 2013), o que representa um problema em cafés
comerciais em que nao se especifica o grau de torra, dificultando a discriminagéo.

Destaca-se assim, a vantagem de avaliar componentes cuja
concentracido nao € dependente do processo de torra, como cafeina e os diterpenos
(CAMPANHA; DIAS; BENASSI; 2010; DE SOUZA et al.,, 2010; DE SOUZA;
BENASSI, 2012). De Souza e Benassi (2012) relataram, em estudo com cafés
comerciais e de espécies conhecidas, o bom potencial de emprego desses
compostos (cafeina, caveol e cafestol) na discriminacdo da espécies, tendo sido
proposto o uso das relagdes caveol/cafestol e cafeina/caveol como ferramentas para
avaliacdo da adicdo de café canéfora em produtos comerciais. No geral, maiores
teores de cafeina e menores de diterpenos foram relacionados a proporcboes de
canéfora mais elevadas, constatando-se uma tendéncia de diminuicdo na razao

caveol/cafestol e aumento na razdo cafeina/caveol.
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Nao ha, contudo, uma definicdo de uma faixa de valores que se
poderia preconizar como sendo caracteristica de café arabica. Kitzberger et al.
(2013) relataram em estudo com cafés arabica de diferentes cultivares, condi¢ces de
cultivo e processo padronizados, uma grande variagdo na relagado caveol/cafestol
mostrando que a diversidade genética dentro da espécie afeta esses parametros.

Dessa forma o trabalho teve como objetivo quantificar os diterpenos,
caveol e cafestol, e cafeina de cafés arabica brasileiros torrados, definindo uma faixa
de valores das razdes caveol/cafestol e cafeina/caveol, verificando sua eficiéncia
como ferramenta para caracterizacdo da espécie arabica em café torrados

comerciais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Foram utilizados cafés da espécie C. arabica provenientes das
regides do Brasil: Sul (norte do estado do Parana) (16 amostras) e Sudeste (estados
de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro) (16 amostras). As amostras foram
cedidas pelo Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) e eram procedentes de
concursos de qualidade - Concurso Café Qualidade Parana (2012) e Concurso Cup
Excellence (2011), apresentando qualidade de bebida diferenciadas. Alguns cafés
tinham especificacdo dos tratamentos pds colheita, 8 amostras eram de cafés cereja
natural e 8 de cereja descascado (Anexo 1).

Os cafés foram torrados (torra média) num torrador marca Rod-Bel
(S&o Paulo) com variagdo de temperatura de 190°C a 230°C até perda de peso de
aproximadamente 17%. As amostras foram moidas em moedor (Krups modelo
GVX208, China) e a granulometria foi padronizada (20 mesh).

Os cafés torrados e moidos foram caracterizados quanto a umidade
e cor (analises em duplicata) (Anexo 1). A umidade (2,00 g) foi determinada em
equipamento de infravermelho a 105°C por 7 min (DIAS et al., 2010), e os resultados
foram utilizados para o calculo das concentragbes em base seca. Para medida de
cor, as amostras foram acondicionadas em recipientes de plastico (1 cm de altura e
4 cm de didametro), e apds medida em colorimetro obtiveram-se os valores de

luminosidade (L*) e tonalidade cromatica [h° = tan™ (b*/a*)].
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As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
armazenados em camara fria a 5°C até o momento das analises. As analises foram

feitas em duplicata (de extragao).

2.2 REAGENTES, PADROES E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados como solventes para extracdo e preparo da fase
movel: hidroxido de potassio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), terc-butilmetiléter grau
HPLC (Acrés Organics, Nova Jersey, EUA); acetonitrila (Fisher Scientific, EUA) e
acido acético glacial (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) de grau cromatografico. A agua
empregada no preparo de padrdes e solu¢des foi obtida por sistema de purificagao e
filtracdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franga). As fases moéveis foram filtradas em
membranas de 0,22 um (Millipore, Brasil). O padrdo de cafeina foi adquirido da
Sigma (St. Louis, EUA) e os padrdes de caveol e cafestol da Axxora (San Diego,
EUA).

Utilizou-se um colorimetro KONICA Minolta-CR400 (Osaka, Japao),
com geometria 45/0 e iluminante D65, e equipamento de infravermelho para medida
de umidade OHAUS-MB45 (Parsippany, EUA),

As anadlises de cafeina foram realizadas em um cromatografo a
liquido (Shimadzu, Kyoto, Jap&do) com sistema de bombeamento de duas bombas
(LC-10AD), valvula injetora Rheodyne com alga de amostragem de 20uL, forno para
coluna (CTO-20A), detector espectrofotométrico UV/visivel (SPD-10A), interface
(CBM-101), e sistema de dados CLASS-CR10 v.1.2. Para a determinagdo de caveol
e cafestol, utilizou-se um cromatografo a liquido Surveyor Plus (Thermo Scientific,
San José, EUA) composto por um amostrador automatico com controle de
temperatura, bomba quaternaria (Surveyor LC Plus), detector de arranjo de diodos
(Surveyor PDA Plus) com injetor automatico, sistema de dados ChromQuest 5.0 e
interface SS420.

2.3 ANALISE DE CAFEINA E DITERPENOS

A extracao de cafeina foi feita baseada no proposto por Alves et al.

(2006) (Figura 1) e a extragdo de caveol e cafestol foi feita seguindo o protocolo

sugerido por Dias et al. (2010) (Figura 2). As condicdes cromatograficas descritas
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para determinacdo de cafeina e para diterpenos estdo detalhadas na Tabela

1(ALVES et al., 2006; DIAS et al., 2010).

Figura 1 — Fluxograma para extragao de cafeina.
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e
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l

Aquecer no banho-4maria a 80°C por 10 min

|
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e completar o volume com agua

Filtrar em baldo volumetrico de 1000 mLcom papel

Transferiruma aliquota de 5,0 mL
para um baldo volumétrico de 25,0 mL
e completar o volume com agua

Filtrar em membrana de nylon 0,45 um (Millipore)

!

| Analise por CLAE |

Fonte: Alves et al. (2006).

Figura 2 — Fluxograma para extragao dos diterpenos.
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Fonte: Dias et al. (2010).
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Tabela 1 — Condi¢des cromatograficas para analise de cafeina e diterpenos.

Condi¢c6es Cromatograficas Cafeina Diterpenos
Spherisorb ODS3-1: 250x 4.6 mm,
Fase particulas esféricas de 5 ym,
Estacionaria Coluna 7% de substituicdo, ndo capeada
Coluna de guarda de C18, particulas de 5
pm
HAC 5% (A) e MeCN
Composic&o (B) MeCN:H;O (55:45)
Fase Mével Vazio 0.7 mL/min 0.9 mL/min
o Gradiente: .
Eluicao 0as5-8%6 Isocratico
10' até final - 15% B
Deteccdio Programavel 272 nm 230 nm (cafestol) e
200 (caveol)

35 min {corida)e 10

min (estabilizacdo)
Temperatura 25°C

Fonte: Alves et al. (2006) adaptado; Dias et al. (2010) adaptado.

Tempo 20 min

A identificacdo foi feita no proprio cromatografo a liquido
comparando-se o0s tempos de retencdo dos solutos eluidos com padrdes. A
quantificacao foi feita por padronizacao externa, construindo-se curvas de calibragao
(seis pontos, triplicata). Para cafeina foram empregadas concentragdes no intervalo
de 50 a 3000 mg 100g™" (r>>0,99), e para os diterpenos, concentracdes de 50 a 1000
mg 100g™" (r*>0,99).

24 ANALISE DOS DADOS

Empregou-se um delineamento inteiramente ao acaso, os resultados
da composicdo em relacdo a cafeina e diterpenos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), considerando-se a amostra como causa de variagao, e teste de
Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA). Para
caracterizacao de faixas tipicas para cafés arabica, estimou-se razdes entre os

teores de diterpenos e entre diterpenos e cafeina.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo os teores (mg 100 g, base seca) de cafeina e
dos diterpenos, caveol e cafestol individualmente e somados. Estdo também
descritas as relacbes propostas: caveol/cafestol, cafeina/caveol e cafeina/soma
diterpenos.

Os teores de cafeina variaram de 676 a 1172 mg 100 g (174%)
com uma média de 993 mg 100 g (Tabela 2). Esses valores estdo dentro de uma
faixa de concentragdo de cafeina de 510 a 1380 mg 100 g descrita para cafés
arabica brasileiros de diferentes cultivares e qualidade de bebida (FRANCA;
MENDONCA; OLIVEIRA, 2005; De SOUZA; BENASSI, 2012; KITZBERGER, 2012).
Ky et al. (2001) estudando amostras de cafés arabica provenientes de diferentes
paises citaram, para cafeina, teores relativamente mais altos, de 960 a 1620 mg 100
g’ (teor médio de 1220 mg 100 g'). Ndo se observou relacdo entre os teores de
cafeina e os processamentos pods-colheita ou a procedéncia dos cafés. Podem ser
observados teores mais altos tanto para café da regido sul (amostra 13) quanto do

sudeste (amostra 25) (Tabela 2 e Anexo 1).
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Tabela 2 — Teores de cafeina, caveol, cafestol e soma (caveol + cafestol) (base seca), e razdes caveol/cafestol, cafeina/caveol e
cafeina/soma diterpenos de cafés arabica torrados.

Teores { mg 100g") Raziies
Amostra Cafeina Caveol Cafestol Soma™ caveol/ cafeina/ cafeina/ soma
cafestol cavenl
1 OE7edefs + | 4444 + B0 2513be + 31 B9 +109 1,77 2.18 1,39
2 7823 + B 9dne + 5 A01ah £+ 4 1435 + 225 1,86 0,84 054
3 105 4ahilkl + 25 789m + 10 5361 +13 1325 £ 149 147 1,34 0an
4 1007 defehi 4 12 T4 + 14 74tk £ 27 1315+ 89 1,249 1,36 077
5 103 3efahik + 5 791m + 15 40719 + 35 1198 + 2h5 1,54 1,31 0 86
5 1040fahik + 25 arimn 4+ 25 5350+ 18 14 B + 200 153 1,19 073
T 1065 2kl 1 1 1028 + 6 432fah 1 12 1460 £ 178 235 1,03 073
3 Gg7ed=fah 4 4 a7imn 4+ 34 J17ede £ 0R 1194 + 237 277 1,13 033
9 Q7gedefgh 4 5 1903 £ 22 200bed + 23 481 + 198 0ER 5,14 204
10 9105 + 1 GOoahi + 17 a0 + 5 1439 + 181 073 1,44 0R3
11 103 4efahii 4 1 a074ef + 10 527N + 45 1034 £ 210 056 204 100
12 BB £+ 16k 789m + 24 J12ede + 3 1101 £ 246 2463 0,86 1A
13 1164 + 83 £33defah + 35 REEmnap 4 532 1221 £103 077 2,19 095
14 G2Gedet 4 GO4ahi + 9 S6Et + 14 1671 £ 147 063 1,04 059
15 O3gedef 4 2 agefah + 35 J17mepd 4+ 17 1305 + 305 g2 1,54 072
15 109 1hik + 1 40400+ 12 G10=% + 30 1014 +£144 06R 2,70 108
17 11130 £ 52 4804 + 34 RS5mnop 4 55 1172 +80 =] 232 095
18 1037efahik + 5 A7 1=fahi 4 Faorar + 26 1356 + 101 073 1,52 076
19 102 1defchii 4 23 B19hi + 7 BOOKm 4+ 25 1219 £ 205 1,03 155 034
20 agree + 2 1753+ 11 1573t £ 5 72 +238 089 5,03 239
21 fozab 42 B9+ 90 JE5det £ 57 1047 £114 1,85 1,14 075
22 O7ede ¢ 12 3530 + 33 JoEdet + 42 F39 4+ 154 o9z 2 B0 1,24
23 1005¢edefghi 4 g 2950 + 320 17H@ + 33 471 £ 1R/3 158 3,40 213
24 105 4ahikl 1 3 TE2M £ 13 429fa + 24 1190 + 220 1,78 1,38 033
25 11721+ 34 1068r + B8 G7gimne 4+ 49 1747 £89 157 1,10 0E7
Zh 10 Fakikl + 19 G461 + 8 8009 + 26 1446 + 44 081 155 074
27 g2qedet 4 37 7424 119 fagepar 4 17 1501 £ 104 093 1,25 0g2
2d GE7edef 4 20 bES™ + 3 EaIkmn + 34 1319 + 148 1,02 1,45 073
29 g91be + 1 511defg 4+ 51 T1EmePd 4+ 77 1227 £ 83 a7 1,74 073
a0 100B=defahi + 3 BE2ik + 34 BoE=t + 77 1557 £ 136 074 1,52 055
31 1135M + 2 B350 + 25 A2k + 22 1221 £ 106 1,10 1,78 093
32 11479+ 3 g77mn + 531 5300k + 18 1457 £ 2700 151 1,31 079

*Caracterizacao dos cafés descritos no Anexo, ** Soma = soma dos teores de caveol e cafestol.
Médias (+ desvio padréo) seguidas de uma mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05).
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Em relagdo aos resultados de diterpenos houve variagao ainda mais
expressiva que a observada para cafeina, mas ndo se constatou também relacao
entre os processamentos poés-colheita ou a procedéncia dos cafés e os teores
individuais ou a soma de caveol e cafestol (Tabela 2 e Anexo 1).

A soma dos teores de diterpenos (caveol + cafestol) variou no
intervalo de 372 a 1747 mg 100 g (Tabela 2), uma variabilidade que ainda n&o
havia sido reportada na literatura. O menor valor observado para soma dos
diterpenos nesse trabalho ficou abaixo do valor minimo para cafés arabica torrados
(440 mg 100 g) relatado na abrangente revisdo sobre diterpenos de Kurzrock e
Speer (2001). Verificou-se, também, que o valor maximo ficou acima do reportado
em trabalhos com cafés arabica brasileiros, em que a faixa da soma, caveol +
cafestol, estava entre 769 e 1453 mg 100 g”' (CAMPANHA et al., 2010; DIAS et al.
2010; De SOUZA; BENASSI, 2012; KITZBERGER, 2012; KITZBERGER et al. 2013).
Destaca-se dessa forma a importancia de trabalhos em que um maior nimero de
amostras com variabilidade de procedéncia e processos sao avaliados, para
identificar e representar mais adequadamente as variagdes observadas na
composic¢ao dos cafés arabica.

O conteudo de caveol teve variagao na faixa de 175 a 1068 mg 100
g’ (610%) com um teor médio de 628 mg 100 g' (Tabela 2). Para cafestol,
observou-se variacéo de 176 a 966 mg 100 g~ (550%) e uma média de 535 mg 100
g’ (Tabela 2). O intervalo de valores relatados na literatura para cafés arabica
brasileiros & de 439 a 1096 mg 100 g™, para caveol, e 246 a 668 mg 100 g, para
cafestol (CAMPANHA et al., 2010; DIAS et al. 2010; De SOUZA; BENASSI, 2012;
KITZBERGER, 2012, KITZBERGER et al., 2013). Assim, cabe ressaltar que tanto
para caveol quanto para cafestol, os menores valores determinados nesse estudo
foram inferiores aos valores minimos ja relatados, e para cafestol o maior valor foi
superior ao valor maximo ja citado para cafés brasileiros, relatado por KITZBERGER
et al. (2013).

Em trabalho com discriminacdo de espécies em cafés comerciais foi
proposto, por De Souza e Benassi (2012), a utilizagao de relagdes entre os teores de
cafeina, caveol e cafestol, como uma forma de se verificar a adicdo de café canéfora
em cafés arabica. Os autores sugeriram que maiores valores na razéo
caveol/cafestol, acima de 1,00, associados a menores valores na razao

cafeinal/caveol, na faixa de 1,00 a 3,00, seriam indicativos de café arabica. Valores
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na razao cafeina/caveol superiores a 4,00 foram sugeridos como indicativos da
presenca de café canéfora.

Nesse estudo, a raz&o caveol/cafestol variou de 0,63 e 2,77 (Tabela
2). Interessante observar que quase 50% dos cafés estudados, 15 amostras (9, 10,
11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 22, 26, 27, 29 e 30), de diferentes procedéncias e com
diferentes processamentos pos-colheita, apresentaram valores da razéo
caveol/cafestol inferiores a 1 (Tabela 2 e Anexo 1). Nos estudos de Kitzberger
(2012) e Kitzberger et al. (2013) também foram relatados para cafés arabica
brasileiros de diferentes cultivares mas com condi¢gdes de cultivo e processo
padronizadas, grande variagao na relagao caveol/cafestol com valores de 0,6 a 3,5,
mostrando que a diversidade genética dentro da espécie arabica afeta
significativamente esse paréametro.

A razao cafeina/caveol teve ainda maior variacao, de 0,84 a 5,15
(Tabela 2), extrapolando tanto os limites inferiores quanto superiores da faixa
proposta por De Souza e Benassi (2012) como indicativa de café arabica (de 1 a 3).
Dois cafés (amostras 9 e 20), que tiveram os menores valores de caveol,
apresentaram razao cafeina/caveol superior a 4 (Tabela 2), sobrepondo-se a faixa
(acima de 4) que havia sido proposta como indicador da presenca de café canéfora
(DE SOUZA; BENASSI, 2012).

Os resultados reforcam o interesse por esses indicadores, mas
também a importancia de que sejam estudados de forma mais ampla antes de seu
emprego, avaliando-se um grande numero de amostras de maneira a tentar
representar mais adequadamente as variagdes que poderiam ser encontradas nos
cafés comerciais no mercado. Os cafés 9 e 20, por exemplo, apresentaram um
comportamento bastante atipico com razao caveol/cafestol abaixo de 1 e razao
cafeina/caveol acima de 4 (Tabela 2) e poderiam ser erroneamente classificados
como apresentando adicdo de canéfora, quando sao produtos arabica, que inclusive
apresentam boa qualidade de bebida (Anexo 1).

Como proposta para indicadores eficientes para o café arabica, a
partir de nossos resultados, sugerimos também a utilizagdo de um novo parametro:
a razao cafeina/soma diterpenos. Tendo em vista que a variabilidade nos valores
dessa razao, de 0,54 e 2,39 foi menor do que observada para a razao
cafeina/caveol, a avaliagao desse parametro em conjunto com os ja propostos por

De Souza e Benassi (2012) poderia permitir melhor caracterizagao de cafés arabica.
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A partir dos resultados desse trabalho propde-se que a principio as
faixas de valores dos parametros propostos deveriam ser ampliadas, considerando-
se como indicativos de café arabica valores de razdo caveol/cafestol acima de 0,50,
associados a valores na razao cafeina/caveol, inferiores a 5,50 e valores na razao

cafeina/soma inferiores a 2,50.

4 CONCLUSOES

Variagdes mais expressivas foram verificadas nas concentracdes
dos diterpenos caveol e cafestol do que nos teores de cafeina. Considerando a larga
faixa de variagdo dos valores das razdes caveol/cafestol e cafeina/caveol, foi
sugerido o uso da razdo cafeina/soma diterpenos (caveol + cafestol). Esse
parametro apresentou menor variabilidade e pode ser utilizado, em conjunto com
outros parametros ja propostos, para caracterizagdo da espécie arabica em cafés

torrados comerciais brasileiros.
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Cafés arabicas procedentes do concurso estadual Café Qualidade Parana ano

2012* e concurso nacional Cup Excellence 2011** e caracterizacao fisica das

ANEXO A

amostras
) L Qualidade de  Umidade
Amostra Tipo de Processo Procedéncia Bebida (@ 1Di]g'1] L*
1 Cereja Natural Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa* 3303 24203
2 Cereja Matural Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa* 2702 26201
3 Cereja Matural Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa* 2803 230201
4 CersjaNatural  Regido Sul (Norte do Parang) "ormedia® 30,06 259201
5 CerejaNatural  Regidio Sul {Norte do Parana) mermediana 5., 04 247202
& CerejaNatural  Regidio Sul (Norte do Parana) M=mediana  >=.00 264£00
7 Cereja Natural  Regifio Sul (Norte do Parang) "=™ed@i2 52404 282201
8 CerejaNatural  Regifio Sul (Norte do Parana) MS™MSdiana  5e.p4 228200
9 Cergja Descascado  Regido Sul (Norte do Parana) Muito boa® 2400 25601
10 Cergja Descascado  Reqgido Sul (Morte do Paranad) Muito boa® 27x01 265202
11 Cereja Descascado  Regido Sul (Morte do Parana) Muito boa* 28+02 267%203
i - .. Intermediaria
12 Cereja Descascado Regiao Sul (Morte do Parana) . 2702 258200
13 Cereja Descascado Regido Sul (Norte do Parang) "ormediaia  5e.p0 203202
14 Cereja Descascado Regifio Sul (Norte do Parang) MEMEdENa -2, 45 550:p2
15 Cergja Descascado  Regido Sul (Norte do Parana) Muito boa® 2600 23400
16 Cergja Descascado  Reqgido Sul (Morte do Paranad) Muito boa® 23x01 233z20.2
17 Mao Informado Regido Sudeste Muito boa* 28+01 315201
18 M&o Informado Regido Sudeste Superior** 35+01 282%0,2
19 Mo Informado Regido Sudeste Muito boa*™ 2701 27,0201
20 Mo Informado Regido Sudeste Boa** 27201 31,0z0,0
21 W&o Informado Regido Sudeste Menor** 30+03 28202
X2 W&o Informado Regido Sudeste Boa** 27102 25202
23 W&o Informado Reqgido Sudeste Boa** 25+00 243+0,0
24 W&o Informado Reqgido Sudeste Muito boa** 2900 289%03
25 W&o Informado Regido Sudeste Muito boa** 29+03 25605
26 Méo Informado Reqgido Sudeste Boa** 32+01 265%03
27 Mao Informado Regiao Sudeste Superior** 26201 245201
28 M&o Informado Regido Sudeste Superior** 22+01 267x03
29 Mo Informado Regido Sudeste Menor* 2402 219z03
30 W&o Informado Regido Sudeste Menor** 24+01 24502
3 W&o Informado Regido Sudeste Muito boa™ 2301 239200
3z W&o Informado Reqgido Sudeste Superior* 31+00 30602

L*= luminosidade
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Mesmo para produtos com boa qualidade de bebida e com grau de
torra padronizado, observa-se grandes variagdes nos teores de ACG totais, 5-ACQ,
cafeina, caveol e cafestol de cafés arabica brasileiro torrados provenientes de
diferentes regides e submetidos a diferentes processamentos (cereja natural e
cereja descascado). Variagbes mais expressivas s&o verificadas nas concentragdes
dos diterpenos do que nos teores de cafeina e acidos clorogénicos. Para os cafés e
compostos estudados, ndo se observa uma relacao entre o perfil de composicao e o
processo pos-colheita, procedéncia e/ou qualidade de bebida.

Foi proposto o uso da razdo cafeina/soma diterpenos (caveol +
cafestol), utilizado em conjunto com as razdes caveol/cafestol e cafeina/caveol ja
propostas na literatura, para uma caracterizacdo da espécie arabica em cafés

torrados comerciais brasileiros.



