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ALVES, Sandriel Trindade. Busca de informacéo: Desenvolvimento de metodologia
analitica para diferenciacdo de café torrado arabica (C. arabica) e conilon (C.
canephora) e misturas. 2004. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias de Alimentos).
UEL.

RESUMO

O elevado valor comercial do café arabica é um atrativo a adi¢ao fraudulenta de café
conilon. Os graos verdes podem ser visualmente identificados, porém, apds torra e
moagem n&o é possivel o uso desse critério. Como pertencem ao mesmo género, as
espécies possuem poucas diferencas na composicdo para detecgcdo e/ou
quantificacédo da adi¢cdo. Na literatura existem varias técnicas para diferenciacao,
algumas muito complexas, exigindo o uso de equipamentos sofisticados. Como a
avaliagdo de um unico parametro nao permite discriminacdo adequada, é
interessante o emprego de Estatistica Multivariada. O objetivo do trabalho foi o
desenvolvimento de metodologia analitica para diferenciagdo de café torrado arabica
(C. arabica) e conilon (C. canephora) e suas misturas. As amostras foram
submetidas a torra média e, apdés a moagem, foram preparadas misturas,
adicionando-se 5, 10, 15, 20, 25 e 50 % de café conilon ao arabica (IAPAR-59). No
método espectrofotométrico, as amostras foram saponificadas em KOH alcodlico,
extraindo-se a fase organica com terc-butil-metil éter e clarificando-se com agua.
Apoés evaporagao e secagem, o extrato foi ressuspenso em acido acético glacial, e
reagido com Kl e HCI. A diferenga de cor, verificada por medidas de absorvancia a
290nm e 630nm, foi atribuida aos baixos valores de caveol no café conilon. A
técnica mostrou-se também eficiente para discriminagao de outras variedades de
café arabica: Catuai, Acaia e Mundo Novo. A metodologia espectrofotométrica
desenvolvida mostrou-se eficiente, simples e robusta, podendo ser utilizada como
método de triagem na identificacdo da adicdo de café conilon ao arabica. Para
determinacao de trigonelina, acido clorogénico (5- ACQ) e cafeina foi desenvolvida e
validada uma metodologia por cromatografia a liquido de fase reversa utilizando
gradiente de acido acético e metanol e detecgdo no UV. A melhor condigdo de
extragao foi observada com emprego de agua a 80 °C. A identificagao foi feita com
base no tempo de retengdo e empregando-se co-cromatografia. A metodologia
permitiu, ainda, a separacao e detec¢cao dos acidos nicotinico, caféico, cumarico e
ferulico. Foram estudados como parametros para discriminacdo a absorbancia dos
extratos, a 290 e 630nm, apos reacdes colorimétricas e os teores de trigonelina,
acido clorogénico (5-ACQ) e cafeina obtidos por CLAE. A avaliagdo dos resultados
obtidos nas metodologias espectrofotométrica e cromatografica utilizando Analise de
Componentes Principais (ACP) e Analise de Agrupamentos (AA) permitiu a
separagao entre cafés conilon e arabica IAPAR-59 e misturas acima de 25%. Para
misturas com menos de 25% de café conilon possivelmente outras variaveis devem
ser consideradas para melhorar a discriminagdo. A técnica proposta mostrouse
eficiente na discriminagdo das variedades de arabica mais plantadas no Brasil,
minimizando tempo e custos da analise e possibilitando seu uso como método de
rotina para diferenciacdo de café torrado arabica (C. arabica) e conilon (C.
canephora) e misturas.

Palavras-chave: controle de qualidade, caveol, espectrofotometria, cromatografia
liquida de alta eficiéncia, analise mutivariada,



ALVES, Sandriel Trindade. Search of information: Simple and effective method for
differentiation between roasted arabica (C. arabica) and conilon coffee (C.
canephora) and their blends. 2004. Dissertation (Master’'s degree in Food Science) .
UEL.

ABSTRACT

Considering the high commercial value of arabica coffee, the fraudulent addition of
conilon coffee is very attractive. The green bean can be visually identified, however,
after the roasting process and grinding this criterion can not be applied. As they
belong to the same kind, the species possess few differences for detection and/or
quantification of the addition. There are several techniques for differentiation in the
literature, some of them very complex and demanding the use of sophisticated
equipment. The evaluation of a single parameter does not allow an appropriate
discrimination, being necessary the application of multivariate statistical analysis. The
aim of this study was to develop an analytical methods for discrimination between
arabica and conilon roasted coffees and blends. The samples were medium roasted
and ground. Blends were prepared adding 5, 10, 15, 20, 25 and 50% of conilon
coffee to the arabica IAPAR-59. Saponification in alcoholic KOH, extraction with terc-
butil-methyl ether and clean up with water were preparatory steps for the
spectrophotometric method. The dry extract was redissolved into glacial acetic acid
and reacted with KI and HCI. The difference in absorbance measured at 290nm and
630nm was attributed to lower content of kahweol in conilon coffee. The colorimetric
reactions were also efficient in discrimination of other arabica coffee varieties:
.Catuai., .Acaia. and .Novo mundo.. The described spectrophotometric method was
rapid, simple and rugged. It can also be used as a screening method in the
identification of the addition of conilon to arabica coffee. It was developed and
validated a method for simultaneous determination of trigonelline, chlorogenic acid
(5-ACQ) and caffeine by reverse phase liquid chromatography. A gradient of acetic
acid and acetonitrile was used as mobile phase and UV detection. The best
extraction condition was observed with water at 80°C. The identification was based
on retention time and cochromatography. The absorbance of the extract after colour
reactions measured at 290 and 630 nm and contents of trigonelline, chlorogenic acid
caffeine determined by HPLC were studied as discrimination parameters. These
parameters were submitted to Principal Component Analysis (PCA) and Cluster
Analysis (CA). The results allowed discrimination between coffees conilon and
arabica IAPAR-59 and 25% blends. For blends with less of 25% of conilon coffee the
introduction of other variables to improve the discrimination should be considered.
The proposed technique was efficient in the discrimination of brazilian arabica coffee
varieties decreasing time and costs of analysis. It can be applied as a routine method
for differentiation of roasted arabica (Coffea arabica) and conilon coffee (Coffea
canephora) and blends.

Key words: quality control, kahweol, spectrofotometry, liquid chromatography,
multivariate analysis.
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1 INTRODUCAO

Bebida aromatica e de habito disseminado pelo mundo, a produgao
e comercializagdo de café tém hoje peso relevante na economia, sendo um dos
principais produtos de exportacdo de cerca de 40 paises menos desenvolvidos
(ACHEIBEM, 2003). No Brasil, este grdao de grande produgédo nas regides sul e
sudeste, destaca-se por ser um simbolo tradicional consumido em grande
quantidade em todo territério. A sua producdo envolve milhdes de pessoas direta e
indiretamente, desde o plantio ao consumo final. Estima-se que cerca de 1700
municipios brasileiros sejam cafeeiros (CARVALHO et al., 2001).

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

Mais de 80 espécies do género Coffea sdo conhecidas, e dentre
estas as mais cultivadas sao Coffea arabica e Coffea canephora, com cerca de 75 %
e 24 %, respectivamente, da produgcdo mundial (CASAL et al., 2000). A produgao de
café de Brasil para 2003/04 esta prevista em 33,6 milhdes de sacas. A produgao de
café arabica esta projetada para 23,3 milhbes de sacas e a de conilon, para 10,3
milhdes de sacas (FAS, 2003). No Brasil, a variedade mais plantada do C.
canephora é o conilon, enquanto que, nos demais paises, € a variedade robusta.

Os cafés arabica e conilon diferem consideravelmente no preco,
qualidade e aceitabilidade, produzindo tipos de bebidas diferentes. Com o café
arabica sao feitas bebidas de melhor qualidade, enquanto que o conilon é utilizado

preferencialmente para a fabricacdo de cafés soluveis por apresentar elevado teor
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de solidos soluveis (MENDES, 1999). Os graos crus das duas espécies podem ser
facilmente distinguidos visualmente: o de arabica é verde claro e de forma oval,
enquanto que o de conilon tende a ser mais arredondado e castanho. Entretanto,
estes indicadores visuais sdo eliminados nos processos de torra e moagem,
requisitando métodos alternativos de diferenciagdo, pois, como as espécies
pertencem ao mesmo género, possuem poucas diferengas fisico-quimicas
(GONZALEZ et al., 2001).

As caracteristicas sensoriais da bebida café sao influenciadas pela
espécie utilizada, pelos tratos agricolas do grado e processos de secagem,
fermentacgao, torra, moagem e acondicionamento (MELLO, 2001). A torra é a etapa
mais importante para o desenvolvimento do sabor e aroma, que sao conferidos por
compostos presentes antes e, principalmente desenvolvidos apds a torra. Nesta
etapa, os componentes dos grdos sofrem reagdes quimicas e fisicas importantes,
necessarias a formagao da qualidade sensorial (LOPES, 2000).

Algumas torrefadoras, além de ndo atenderem aos requisitos
minimos de qualidade dos graos utilizados, adulteram seus produtos, através da
adicdo de matérias estranhas ao café antes da torra. No Brasil, as fraudes
encontradas com maior freqléncia sdo: a presencga de cascas do café, paus, milho
torrado, acgucar, cacau torrado, terra, areia (ASSAD et al. 2002). O aspecto
granuloso do café, sua caracteristica oleosa e aderente e a sua cor contribuem para
que tais substancias estranhas tornem-se quase imperceptiveis, tornando dificil seu
reconhecimento sem o auxilio de equipamentos e métodos analiticos especificos.
Devido a dificuldade na diferenciagao das espécies, outro tipo de fraude que ocorre

€ a adicao de café conilon, de menor valor comercial, ao arabica.
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Existem varias técnicas para diferenciacao das espécies arabica e
robusta geralmente baseada na analise de diversos compostos: metais, compostos
volateis, acidos clorogénicos, trigonelina, cafeina; cafeoiltirosina e acidos
hidroxicinamicos. A composicao de lipidios, e em particular, a fragcdo de esteroéis,
acidos graxos e alcoois diterpénicos, também tem sido empregada na diferenciagao
das espécies de cafés. Muitos trabalhos foram realizados com graos verdes para
diferenciagdo das espécies de cafés (KY et al., 2001; MARTIN et al., 1998;
ANDRADE et. al., 1998; CARRERA et al., 1998), sendo menos frequentes estudos
com produto torrado (CASAL et al., 1998; DAGLIA et al., 1994). Também é
importante considerar que, n&o necessariamente os compostos que foram
identificados como bons discriminantes para as espécies arabica e canephora em
outros paises serao eficientes para o produto brasileiro devido ao emprego de
variedades diferenciadas.

Observou-se, também, que varios desses compostos propostos
para a diferenciagdo apresentam uma grande variabilidade dentro da espécie e sao
fortemente influenciados pelas condigdes de torra. Assim, & necessario utilizar para
a analise dos dados, métodos estatisticos multivariados, onde a caracterizagao do
produto ndo é baseada em valores individuais de parametros, mas em sua
combinagcdo. Técnicas estatisticas como Analise de Componentes Principais e
Analise de Agrupamentos vém sendo empregadas para caracterizar ou agrupar
produtos (MARTIN et al., 1998; CASAL et al., 1998; TZOUROQOS et al., 2001).

As autoridades sanitarias, preocupadas com fraudes e visando
garantir ao consumidor as caracteristicas e qualidade dos produtos adquiridos, tém
atualizado a legislagao nacional na tentativa de coibir e impedir praticas que possam

vir a provocar danos econdmicos e/ou a saude das pessoas.
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A Portaria n 0 377 do Ministério da Saude (de 26 de abril de 1999),
que aprova o “Regulamento Técnico para Fixagcao de Identificacdo e Qualidade de
Café Torrado em Grao e Café Torrado e Moido”, permite um maximo de maximo 1%
para impurezas presentes no café e menciona que no rétulo pode constar a
variedade, origem e/ou denominacéao especifica (ANVISA, 2003).

No Estado do Parana esta em estudo a implementagdo de uma
legislacdo (Lei no 13.519, da Legislacdo Estadual da Secretaria do Estado do
Governo, de 08 de abril de 2002) (SECRETARIA DO ESTADO DO GOVERNO DO
PARANA, 2003) (ANEXOS) para estabelecer a obrigatoriedade de informacéo da
espécie, conforme o transcrito abaixo:

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

§ 1°. O produto comercializado no Parana com o nome de café,

independentemente de sua apresentacdo, somente poderd ser
produzido a partir de grédos de espécies vegetais do género Coffea.

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

Art. 5°. Constara das embalagens de todo o café comercializado no
Parand um selo da qualidade emitido pela producédo, através da Associacao
Paranaense de Cafeicultores — APAC, com a fiscalizacdo da EMATER-Parana e
aprovacao técnica, através de laudo laboratorial a ser fornecido pelo Instituto

Agronémico do Parana — IAPAR..”
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A deteccao da adigao fraudulenta ou acidental de café conilon é de
interesse das industrias de café e autoridades reguladoras, necessitando-se de
metodologias simples e quantitativas para monitoragdo da qualidade. Dessa forma,
destaca-se a importancia do estudo de pardmetros que permitam a identificacao
e/ou quantificacdo de café conilon em misturas com café arabica, bem como o

desenvolvimento de ferramentas analiticas para essa avaliagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

A palavra "café" vem do arabe .kahoua. ou .gahwa. (o excitante) e
designa: o grao do cafeeiro; a bebida preparada por infusdo de agua fervente com
café torrado e moido; o lugar publico onde se toma café ou outras bebidas, sem
esquecer a cor do café, um marrom escuro que lembra o grao de café torrado (CAFE
BEIRA RIO, 2003).

Originario da Abissinia, atual Etiopia, o café tem varias estorias
sobre seu emprego inicial e ndo se conhecem documentos que registrem com
clareza sua descoberta e aproveitamento. Uma das versdes diz que, por volta de
850 a.C., Kaldi, um pastor de um mosteiro, teria notado agitagdo no seu rebanho de
cabras quando comiam os frutos vermelhos de um certo arbusto. Provando-o, Kaldi
sentiu-se também bastante alegre e bem disposto. Seria o primeiro contato direto do
homem com a planta que mais tarde daria origem ao produto (CAFE BEIRA RIO,
2003).

O café espalhou-se pelo Norte da Africa e chegou ao mundo arabe.
A proibicdo de bebidas alcodlicas pela religido mugulmana ajudou na difusdo do
café, que passou a ser consumido por todos. Embora os arabes tenham tomado
certas medidas para manter o monopdlio da producdo do café, s6 permitindo a
exportacao de frutos previamente fervidos para evitar que germinassem em outras
terras, os holandeses conseguiram contrabandear frutos frescos para suas colbénias
asiaticas (Java, Ceildo e Sumatra) e posteriormente para as Antilhas Holandesas, na

América Central, e Europa (AGROFOOD, 2003).
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O café foi introduzido na Guiana Francesa através do Governador
de Caiena que conseguiu um punhado de sementes, colhidas dos cafeeiros que os
holandeses haviam plantado em Suriname, e as semeou no pomar de sua
residéncia (CAFE SANTA CLARA, 2003). Em 1727, o Governador do Maranhéo e
Grao Para, Jodao da Maia da Gama, contrabandeou da Guiana Francesa algumas
sementes e mudas que foram plantadas em Belém do Para. No ano seguinte o café
foi introduzido no Maranhdo migrando em pequenas plantagdes, aos estados
vizinhos, chegando & Bahia em 1770 (CAFE SANTA CLARA, 2003).

O café representava um novo e prospero ciclo econdmico para o
Brasil, contribuindo para a ocupagao econdémica do territorio, a elevagao das rendas
e da capitalizacido, o crescimento da classe média, a urbanizagdo e a criacdo de
atividades econdmicas conexas (MELITTA, 2003). No Brasil inteiro, a cafeicultura
gerou bilhdes em receita e o café passou a ser cultivado em varias regidées no pais.

Nas sesmarias de Vassouras, surgiria a primeira capital brasileira
do café, nas primeiras décadas do século XIX (CAFE DO SiTIO, 2003). Do Rio de
Janeiro o café expandiu-se pelos contrafortes da Serra do Mar, atingindo em 1825 o
Vale do Paraiba, tendo alcancado dai os Estados de Sao Paulo e Minas Gerais.
(CAFE SANTA CLARA, 2003).

No centro-sul, em condi¢gdes ecoldgicas altamente favoraveis, o
café atingiu o oeste paulista, em 1840 (CAFE SANTA CLARA, 2003), sendo que em
1890, Sdo Paulo produzia mais do que as outras regides juntas, alcangando em
pouco tempo, cinco milhdes de sacas. (MELITTA, 2003). Em 1920, iniciou-se o
plantio no Estado do Espirito Santo e o noroeste de Sdo Paulo. Entre 1928 e 1930, o
café chegou a Alta Sorocabana, a Alta Paulista e ao Estado do Parana (CAFE

SANTA CLARA, 2003).
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Durante trés quartos de séculos, concentrou-se na agricultura
cafeeira quase toda riqueza do pais. O Brasil dominava 70% da produgdo mundial e
ditava as regras de mercado. A produgao continuou a aumentar e a superprodugao
gerou varias crises desde o inicio do século XIX. Entre 1920 e 1930, o café
representava 70% das exportagdes brasileiras. A producdo era tdo grande que, as
vezes nao era possivel vendé-la toda. Com a crise, de 1929 sobrou café demais e o
governo nao comprou os estoques. Por esse motivo, os pregos baixaram e centenas
de fazendeiros e exportadores ficaram arruinados (MELITTA, 2003).

Mais tarde o centro de producdo desceu para o Parana, que
assumiu a lideranca na producado em 1960. As condicdes do solo e do clima, com as
possiveis praticas de cultura extensiva permitiram a expansao do ciclo cafeeiro
sustentado pela demanda crescente em decorréncia da elevagao das rendas do
mundo ocidental (CAFE DO SiTIO, 2003).

Atualmente, as areas cafeeiras estdo concentradas no centro-sul e
sudeste do pais. Destacam-se quatro estados produtores: Minas Gerais, Sao Paulo,
Espirito Santo e Parana. A regidao Nordeste também tem plantagdes na Bahia, e da
regido Norte pode-se destacar Rondonia (MELITTA, 2003).

Em 2002/2003, a distribuicdo da produgao brasileira de café por
Estado da Federacdo encontra-se da seguinte forma: Minas Gerais (52%), Séo
Paulo (12,3%), Espirito Santo (19%), Parana (4,9%) e os demais contribuem com
11,8% (CANCADO, 2003).

Segundo a Organizagao Internacional do Café (OIC), na safra
2002/2003 houve um recorde de produgdo mundial, com o Brasil respondendo por
cerca de 37%, Coldbmbia e Vietna por 9%, cada um. O Brasil colheu no ano-safra

2002/2003, a maior quantidade de café da sua histéria: 51,6 milhdes de sacas. Lider
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na producado e exportagcdo do produto, o pais superou o estagio do extrativismo.
Esse desempenho no rendimento da producéo cafeeira é o resultado do trabalho de
Institutos de Pesquisas, do Programa de Modernizagdo da Frota de Tratores
Agricolas e Implementos Associados e Colheitadeiras (MODERFROTA) e pelo
alongamento de dividas amparadas pelo Fundo para a Renovagao da Cultura do

Café (FUNCAFE).(CANCADO, 2003; FAS, 2003).

2.2 CARACTERISTICAS DAS ESPECIES E VARIEDADES

O género Coffea apresenta aproximadamente 100 espécies de
cafeeiros, mas apenas cinco sido cultivados comercialmente e, entre estes, Coffea
arabica (cafeeiro arabica) e C. canephora Pierre (cafeeiro robusta) sdo os mais
comercializados (CARVALHO et al., 2001).

A planta de Coffea ardbica tem a altura média de 3 a 5 metros,
podendo chegar a 10 metros. O tronco tem de 8 a 10 centimetros de didmetro e as
raizes podem chegar até 1,5 m de profundidade. Apresenta flores com fragrancia
préxima ao jasmim, e seus frutos vao do verde ao vermelho, passando pelo amarelo.
A espécie arabica é de grande significado econdmico para as regides que a
cultivam, especialmente nas Américas, uma vez que seu produto € de qualidade
sensorial superior e de maior aceitacdo em todos os mercados consumidores (CAFE
DO SiTIO, 2003).

Existe um grande numero de variedades, sendo que as duas mais
cultivadas no Brasil sdo o Catuai, com aproximadamente 60% do total, e o Mundo

Novo, com cerca de 35% (MATIELLO, 2004). A segunda tem esse nome porque
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teve origem na década de 1940, no municipio paulista de Mundo Novo, hoje
chamado Urupés. Essa variedade foi criada pelo IAC (Instituto Agrondmico de
Campinas), apresentando como uma das principais caracteristicas a alta
produtividade. Apesar dessa vantagem, o grande porte do Mundo Novo dificulta sua
colheita (COFFEEBREAK, 2003 b). Devido a essa constatagéo, o IAC realizou novos
estudos e o resultado foi o surgimento da variedade Catuai, que significa "muito
bom". Dentro desta variedade, existem duas linhagens: o Catuai Vermelho e o
Catuai Amarelo (COFFEEBREAK, 2003 b).

Mesmo estando presentes em grande parte da area brasileira
destinada ao cultivo de café, as variedades Mundo Novo e Catuai estdo sendo
lentamente substituidas por novas variedades. Atualmente, o produtor pode escolher
a variedade que vai plantar com base na produtividade que almeja, no espago que
tem a disposicao, no tipo de relevo do solo e de acordo com sua opg¢ao por lavoura
mecanizada ou manual. Além de observar as caracteristicas fisicas do cafeeiro, o
produtor hoje também pode avaliar o grau de resisténcia dos cultivares, que séo as
linhagens criadas por institutos de pesquisa, como o IAC e o IAPAR (Instituto
Agronémico do Parana) (COFFEEBREAK, 2003b).

As linhagens da variedade Acaia, por exemplo, tém boa capacidade
de adaptacao as diferentes regides e sendo especialmente indicadas para plantio
adensado. Outra caracteristica que o diferencia sdo os graos, maiores que os do
Mundo Novo e suas linhagens. E uma variedade especialmente indicado quando se
pretende utilizar colheita mecanica (IAC).

A variedade IAPAR 59 originou-se do cruzamento entre Coffea
arabica, Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2, realizado no Centro de

Investigacédo das Ferrugens do Cafeeiro em Portugal, onde recebeu a denominagao
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de H361. Apés bom desempenho nas regides de Londrina, Loanda e Carlopolis, foi
langada como variedade, passando a receber a denominacio de IAPAR 59. A média
da producdo anual por planta demonstrou que a variedade é altamente competitiva,
no mesmo espacamento em comparagao com as variedades comerciais em uso,
com a vantagem de n&o necessitar tratamentos quimicos para o controle da
ferrugem. E preferencialmente indicada para regides mais frias e chuvosas, por
amadurecer mais precoce e uniformemente que Catuai, antecipando a colheita e
escapando do dano das geadas precoces sobre frutos verdes. Deve ser plantada
preferencialmente em partes altas da propriedade, onde o calor e a geada sao
menos intensos (IAPAR).

Outras variedades de café arabica sao Icatu Vermelho e Amarelo,
Tupi, Obata, Catuai Rubi, Topazio, Katipd, Catucai Vermelho e Amarelo, Oeiras-MG
6851 e outras ainda com diversas linhagens estdo disponiveis para cultivos

comerciais (COFFEEBREAK, 2003

A Coffea canephora é uma espécie originaria da Africa Central, tem
um trato cultural mais rude e pode ser cultivada ao nivel do mar. Nao possui sabores
variados nem refinados como o arabica. Diz-se que tem um "sabor tipico e unico".
Sua acidez é mais baixa e, por ter mais solidos soluveis, € utilizado intensamente
nos cafés soluveis. Seu teor de cafeina € o dobro do arabica. O canephora adapta-
se melhor em regides quentes e umidas e é mais resistente a ferrugem do cafeeiro
(CAFE ALVORADA, 2003).

No Brasil, a quase-totalidade das lavouras de café canephora,

genericamente conhecido por robusta, € da cultivar Conilon, e o estado do Espirito
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Santo é o maior produtor nacional, destacando-se ainda os estados de Ronddnia,
Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Rio de Janeiro. Atualmente, mais de 60% do
café produzido no Espirito Santo se origina desta variedade, e o estado responde
por cerca de 70% da produgdo brasileira. Apesar de sua importancia sécio-
econdmica, a produtividade do café conilon ainda é baixa, aquém do potencial desta
variedade (BRAGANCA et al., 2001).

O fruto do cafeeiro é uma drupa, de 10 a 15 mm de didmetro, por
17 a 18 mm de altura (CAFE BEIRA RIO, 2003), composta do exocarpo ou epiderme
do fruto; do mesocarpo ou polpa - a mucilagem; do endocarpo ou pergaminho, e por
ultimo de dois grdos ou sementes (CAFE DO SiTIO, 2003). A FIGURA 1.1 mostra
uma comparagao entre os graos verdes das espécies Coffea arabica e a Coffea

canephora (CAFE ALVORADA, 2003).
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FIGURA 1.1 . Graos de café beneficiado das espécies Coffea ardbica e a Coffea

canephora
Fonte: (CAFE ALVORADA, 2003)
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2.3 POS-COLHEITA E PROCESSAMENTO

A qualidade do café depende na fase pré e pdés-colheita de uma
interacado de fatores que garantam caracteristicas desejaveis de sabor e aroma. Aos
fatores pré-colheita somam-se os cuidados exigidos nas fases de colheita e o
preparo do café. Finalmente, a realizacgdo adequada do processo de
armazenamento e beneficiamento, torra, moagem e preparo da infusdo, que
modificam a constituicdo quimica do grao, garantem a qualidade final do produto. A
incidéncia de microrganismos nas fases pré e pds-colheita tem sido um dos
principais fatores envolvidos na qualidade do café, principalmente na modalidade de
colheita e preparo adotados no Brasil (CARVALHO et al., 1997).

Da produgdo ao consumo o café passa por um longo ciclo. As
sementes sdo plantadas nos viveiros para obtencao, seis meses a um ano depois,
das mudas. Estas sdo plantadas no campo, e recebendo os tratos necessarios, os
cafeeiros crescem e aos 2,5 anos ja iniciam a produgdo. As plantas florescem,
frutificam e quando os frutos estdo maduros séo colhidos e postos a secar. O café é
entdo armazenado e beneficiado, eliminando-se a casca do fruto. O café, assim
preparado, esta em condicdes de ser exportado ou industrializado, quando o café é
torrado e moido ou solubilizado e tornando-se pronto para consumo (CAFE DO

SiTIO, 2003).
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2.3.1 Colheita, secagem e armazenamento

A colheita do café é feita quando a maioria dos frutos estdo
maduros ou secos. No centro-sul do Brasil isto ocorre de abril a agosto. A colheita
compreende varias operagdesque, no método mais usual, a derrica no ch&do abrange
(CAFE DO SITIO, 2003):

- arruacao ou coroacao: limpeza da area onde caira o café;

- varricao: levantamento do café caido naturalmente, antes da
derrica;

- derriga: derrubada dos frutos manualmente;

- levantamento: ajuntamento do café derricado em peneiras, onde
se efetua a abanacao;

- esparramacao: leiras ou .coroas. sdao desmanchadas apds a
colheita.

Depois de colhido, o café é transportado para ser preparado, o que
pode ser realizado por duas vias: a seca e a umida.

A via umida é empregada no Brasil quase que exclusivamente para
producdo de sementes. O café é despolpado em equipamentos especiais,
degomado e seco, sendo este um processo que requer maior demanda de trabalho
(CAFE DO SITIO, 2003).

Pela via seca, o café colhido é conduzido aos terreiros ou aos
secadores para secagem. Nos terreiros os cafés sao revolvidos constantemente,
para expor os graos ao sol, e a secagem se completa em 15-20 dias. Nos secadores

o café é seco pelo calor produzido pela queima de lenha ou de palha. A temperatura
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€ mantida em torno de 45/60°C, e a secagem se completa em dois ou trés dias
(CAFE DO SIiTIO, 2003).

Quando o café estiver com umidade em torno de 12% pode ser
recolhido, e armazenado Bem .coco. em tulhas nas préprias fazendas. O café
beneficiado é ensacado e guardado em armazéns. O combate as pragas com
produtos inseticidas é realizado periodicamente, visando eliminar carunchos e tracas

(CAFE DO SITIO, 2003).

2.3.2 Beneficiamento e classificacao

O beneficiamento € o conjunto de operagdes que retira a casca do
café, em “coco”, seco, a casca, elimina as impurezas e separa 0s graos em
diferentes tamanhos de favas, sendo posteriormente ensacados em sacos de juta de
60,5kg. A retirada da casca € feita por uma peca cilindrica giratéria, que atrita os
graos, descacando-os. A separagao das impurezas e a classificagao sdo efetuadas
através de peneiras, ventilagdo, catadores de pedras e separadores magnéticos.
Quando se deseja um café com melhores caracteristicas comerciais faz-se o
rebeneficio, que padroniza o tipo, aspecto, e tamanho de fava. Isto é feito pela
separagao manual, mecanica ou eletrénica, segundo os principios de tamanho e
forma do gr&o, peso especifico e cor (CAFE DO SITIO, 2003).

A classificagado do café pode ser efetuada através da determinacao
do tipo e da bebida.

A classificagao por tipo admite 07 tipos de valores decrescentes de

2 a 8, em fungao dos defeitos constatados numa amostra de 300 gramas, segundo
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as normas estabelecidas na Tabela Oficial Brasileira de Classificacdo. Os defeitos
podem ser de natureza intrinseca, que se constituem de grdos alterados pelos
processamentos agricolas e industriais, por modificagdes genéticas ou fisiolégicas
(graos pretos, ardidos, verdes, chochos, mal granados, quebrados, brocados), e
extrinseca, que sao representados pelos elementos estranhos ao café beneficiado
(cocos, marinheiros, cascas, paus e pedras). O tipo 4 é denominado .tipo base. por
corresponder a grande porcentagem dos cafés que aparecem nos lotes para
exportagcao, principalmente no Porto de Santos. A classificagdo por tipo ainda
considera outras caracteristicas como: tamanho e forma da fava, aspecto, cor e teor
de umidade (CAFE DO SITIO, 2003).

A classificagdo por bebida é o fator mais importante na
determinacao da qualidade do produto. A avaliagao é realizada por provadores que,
em prova de xicara, determinam a qualidade sensorial do produto, sendo um
trabalho complexo, exigindo ndo somente conhecimento e grande pratica, como
também treinamento prolongado. Esse treinamento visa possibilitar a distingdo com
precisdo, ndo apenas das categorias de bebidas que vao desde um padréao
estritamente mole (bebida de sabor suavissimo e adocicado) a um gosto rio (bebida
com sabor forte e desagradavel, lembrando iodoférmio ou acido fénico), mas
também das suas respectivas nuances como aroma, corpo, acidez e adstringéncia
que se constituem em .marcas. de cada regidao e determinam a forma dos famosos
.blends. (CARVALHO et al., 1997). A Organizacao Internacional do Café utiliza uma
descricdo de atributos sensoriais para a bebida do café, designando para o
sabor/aroma caracteristicas como animal, borracha, caramelo, cereal/malte,
chocolate, cinza, fruta/citros, grama/mato/ervas, madeira, nozes, queimado/fumaca,

quimico/medicinal, rango/podre, tabaco, terra e vinho. Para o gosto descreve: acido,
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amargo, azedo, doce e salgado e ainda as caracteristicas corpo, cobertura na
lingua, e adstringéncia e ardido/acre e picante correspondendo as sensagdes bucais
(PEREIRA et al., 2000).

Deve-se considerar também, na apreciacdo da bebida, a
possibilidade de ocorréncia de gostos estranhos. O café tem grande capacidade de
absorver aromas de outros produtos que estejam préximos (perfumes, inseticidas,

combustiveis etc) (CAFE DO SiTIO, 2003).

2.3.3 Torra e moagem

A torra provoca mudangas nos graos tanto fisicas, com
modificagcdes na forma, cor, tamanho, quanto quimicas, devidas principalmente as
reacgdes piroliticas que provocam alteracées nos compostos organicos do grao cru
gerando produtos como caramelos, &cidos, carbonilas e sulfetos (CAFE
ALVORADA, 2003).

O tempo total gasto na torra, desde a entrada do gréo verde até a
descarga, varia em geral de 5 a 10 minutos em torrador continuo até mais de 20
minutos em torrador ndo continuo. A maioria das maquinas artesanais de torra
funciona a gas. Durante o processo atingem-se temperaturas de cerca de 290 °C.
Os equipamentos de maior dimensédo fazem circular os grdos no interior de um
tambor até a altura de um parafuso. Quando os graos atingem a extremidade desse
parafuso significa que o processo encontra-se concluido. Existem ainda torradores

que consistem num tambor que gira na horizontal.
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O processo pode ser dividido em trés estagios consecutivos:
secagem, torra e resfriamento (BORGES et al., 2002).

O estagio de secagem é caracterizado pela liberagdo de agua e
compostos volateis. No inicio, a cor muda de verde para amarelo e o grao perde
agua, enquanto sua temperatura permanece constante ao redor de 100 a 104°C
(BORGES et al., 2002). Quando o teor de agua evaporada chega a 10% do peso, a
temperatura comeca a se elevar lentamente. Até esse ponto, ocorrem apenas
mudangas fisicas no grao sem desenvolvimento de sabor do café (VILAS BOAS et
al., 2001).

No segundo estagio, ou torra propriamente dita, a cor dos graos
varia de marrom claro a escuro (BORGES et al.,, 2002). Em torno de 204°C, a
temperatura do grao é acentuadamente aumentada pela liberagdo de calor
produzido nas reacdes de pirdlise que se processam no interior dele. A pirdlise é
uma reagao quimica na qual ocorrem simultaneamente degradacgédo e sintese de
compostos. Apesar das altas temperaturas, a torra do café ndo provoca a queima
dos graos, porque ocorre dentro das células e na auséncia de ar. Os produtos da
pirdlise sdo os agucares caramelizados, carboidratos, acido acético e seus
homodlogos aldeidos, cetonas, furfural, ésteres, acidos graxos, aminas, CO2, sulfetos
etc. Todos esses constituintes contribuirdo para um desenvolvimento do sabor do
café. A reagao ocorre em intervalos de tempo muito curto (décimos de segundo) e
deve ser paralisada abruptamente no ponto de torra desejado, determinado pela
mudancga de coloragao do grao (VILAS BOAS et al., 2001).

A partir deste ponto, faz-se necessario o resfriamento imediato dos
graos (terceiro estagio), para evitar a carbonizacdo (BORGES et al., 2002). Os

torrefadores usam resfriamento com banhos, o que provoca uma absorgdo de agua
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pelos graos. Para evitar efeitos sensoriais indesejaveis, € necessario que a umidade
maxima na torra seja de aproximadamente 3%, valores superiores correspondem a
graos amolecidos, reduzindo onumero de particulas finas na moagem (CARVALHO
et al., 1997).

Existe escassez de informacdo que permita o estabelecimento de
correlacao entre as caracteristicas da matéria-prima, os parametros do processo de
torra e a qualidade final do produto (BORGES et al., 2002). A unica terminologia
universal usada entre os torrefadores de café, sdo os termos subjetivos "baixa",
"média" e "elevada" ou, por vezes, "ligeira", "média" e "escura". Os graus de torra
sao avaliados pela sua cor externa, sabor e aroma dos graos.

O grau de torra também pode ser avaliado pela relagdo entre as
concentragdes de 5-ACQ e cafeina (VITORINO e FRANCA, 2001). A evolucdo da

razdo entre as concentragcdes de 5-ACQ/cafeina e trigonelina/cafeina durante a torra

pode ser observado na FIGURA I1.2.
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FIGURA 1.2 - Evolugdo da razdo entre as concentragdes de 5-ACQ/cafeina (a) e
trigonelina/cafeina (b) durante a torra.

Obs: C1 - café bebida riada/rio e C2 . café bebida mole. Fonte: (VITORINO e FRANCA,
2001).
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A torra escura da ao grao um aspecto oleoso, que € o resultado da
perda dos 6leos aromaticos do café, produzindo uma bebida com pouco aroma e
sabor mais amargo. A torra clara preserva mais os Oleos aromaticos (os graos
permanecem secos), mas acentua a acidez da bebida. A TABELA 1.1 mostra as
caracteristicas sensoriais do café em decorréncia dos diferentes tipos de torra

(CAFE ALVORADA, 2003).

TABELA 11.1. Caracteristicas sensoriais do café quanto aos diferentes tipos de torra

Grau de torra Caracteristicas

Clara Acentua acidez, suavidade do aroma e sabor; menos amargor
Média Acentua o aroma e o sabor

Escura Diminui a acidez e acentua o sabor amargo

Fonte: (CAFE ALVORADA, 2003).

Com relagdo a cor do café, MONTEIRO (2002) trabalhou para
amostras de Coffea arabica com temperatura/tempo médios de 165,55°C/ 9,09
minutos, 226,66°C/ 10,62 minutos, 226,66°C/ 11,63 minutos para as torras clara,
expresso e escura, respectivamente. Obteve-se, respectivamente, valores médios de
L, a, b, de 17,2; 21 e 10,9 para torra clara com 10,5% de perda de peso; 9,98, 16,9
e 6,16 para torra expresso com 14% de perda; e de 8,14; 14,7e 5,07 torra escura
com 17,2% de perda de peso.

MENDES et al. (2001) estudou a otimizagédo das condigbes de torra
do café conilon aplicando Metodologia de Superficie de Resposta e avaliando
medidas instrumentais de coloragao (com os parametros L*, a* e b*) e aceitabilidade
sensorial. As condi¢des ideais de torra encontradas quanto ao tempo e temperatura

foram: 22 a 28 minutos e 225 a 230°C, respectivamente, com valores dos



37

parametros de cor entre 37,05 e 40,69 para L* entre, 2,29 e 4,15 para a* e entre
2,70 e 6,29 para b*.

Observa-se que a luminosidade decresce ao longo da torra, em
funcdo do escurecimento dos graos devido a caramelizagdo dos agucares e reagoes
de Maillard. (BORGES et al., 2002).

Assim como a torra, a moagem € fundamental para a obtengao da
bebida, se grande quantidade de calor é gerada, ocorre perda de volateis
imprescindiveis na composicdo do aroma e outros produtos, influenciando a
qualidade do produto final.

A granulometria do café é definida industrialmente como grossa,
média e fina, seguindo as recomendacdes dos fabricantes de moinhos. Na pratica, o
método de filtragdo ou extragao é que ira definir as caracteristicas da moagem do pé
de café.

O tempo de preparo do café é diretamente influenciado pela
moagem. A extratividade e a velocidade de fluxo durante o preparo da bebida
dependem do tamanho médio das particulas produzidas no processo. A
granulometria também pode ser relevante para a extracdo de sodlidos totais,
relacionando-se com a composi¢cao quimica e definindo de forma direta o rendimento
do produto (MORAES et al., 2001). Com moagem muito fina, a agua levara mais
tempo para passar pelo po, resultando numa extracao superior. A temperatura final
da bebida pode diminuir, tornando-a desagradavel. Porém, se a moagem for muito
grossa, a agua passara rapidamente pelo pd, ndo permitindo extragdo adequada.
Por isso, a moagem média é a mais encontrada no mercado (CAFE ALVORADA,

2003).
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MORAES et al. (2001) estudaram o efeito da torra e da
granulometria na composigdo quimica do café, analisando teores de trigonelina,
cafeina, acido 3-cafeoilquinico e acido 5-cafeoilquinico. Foram utilizados 10 g de pé
para 100 mL de agua, a primeira fervura, extraidos em coador de pano e filtro de
papel (Melita, n°® 103). A variacdo da concentracdo (em g%) dos analitos nos
diferentes extratos de café do tipo arabica (bebida do tipo riada, do Espirito Santo,
safra de 2000, 11,8% de umidade) avaliando-se. dois pontos detorra comercial: torra
média e torra escura (TM e TE) e trés granulometrias diferentes: fina, média e
grossa (MF, MM e MG) é apresentado na FIGURA 11.3. Nao foi observada diferenca
na extratibilidade de sodlidos totais nem na distribuicdo dos compostos quimicos com

as diferentes granulometrias e métodos de extragcdo empregados.
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FIGURA II.3 - Concentracdes dos analitos nos diferentes extratos de café arabica.
TM: torra média; e TE: torra escura; MF: granulometria fina; MM: granulometria média e MG:
granulometria grossa. Concentragdes em %. Fonte: MORAES et al. (2001)
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Na TABELA 11.2 pode-se verificar que as caracteristicas da bebida,
em cada grau de torra, dependem também da moagem dos grdos de café (CAFE

ALVORADA, 2003).

TABELA I1.2 . Caracteristicas sensoriais da bebida obtida a partir de diferentes tipos

de torra e moagem de gréos de café

Torra Moagem média Moagem grossa
Clara Bebida fraca Bebida mais fraca
Média Bebida ideal Bebida fraca
Escura Bebida mais forte Bebida forte

Fonte: (CAFE ALVORADA, 2003).

2.4 CoMPOSICAO, CARACTERISTICAS SENSORIAIS E ESTABILIDADES A TORRA DE

ComMPOSTOS DO CAFE

Durante o processamento tecnologico do café cru, diversas
transformagdes quimicas ocorrem, principalmente devidas as altas temperaturas
utilizadas na torra. Todas essas transformag¢des que ocorrem no grao de café cru,
verde, extremamente duro, amargo e sem nenhum atrativo sensorial, irdo gerar um
produto fragil, de coloragcdo marrom escuro, de aroma caracteristico e acentuado,
cuja bebida é extremamente agradavel e de grande aceitacdo e consumo em todos
os paises (TRUGO, 2001). A composi¢cdo quimica do grao cru € apresentada

resumidamente na TABELA 1.3 (CARVALHO et al., 1997).



TABELA 1.3 . Composi¢cao quimica aproximada (em base seca) do grao cru.
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Classes e componentes Solubilidade em Agua Porcentagem
Acucares redutores Soluvel 1,0
Sacarose Soluvel 7,0
Pectina Soluvel 2,0
Amido Facilmente solubilizado 10,0
Pentosanas Facilmente solubilizado 5,0
Hemicelulose Hidrolisaveis 15,0
Celulose Fibra ndo-hidrolizavel 18,0
Lignina Fibra ndo-hidrolizavel 2,0
Oleos Insoltveis 13,0
Proteinas Depende do grau de desnaturagao 13,0
Cinza Depende da percentagem hidrolisada 4.0
Acidos Clorogénicos Soluvel 7,0
Acidos Oxalico Soluvel 0,2
Acidos Malico Soluvel 0,3
Acidos Citrico Soluvel 0,3
Acidos Tartarico Soluvel 0,4
Trigonelina Soluvel 1,0
Cafeina Soluvel arabica 1%
robusta 2%

Obs: Composicao em base seca. Fonte: (CARVALHO et al., 1997).

O café € uma bebida com potencial para "bebida funcional", oferece
célcio, vitamina B (niacina) e nutrientes basicos para a saude humana. Contém
cafeina, que apresenta diversas propriedades fisiolégicas, como por exemplo a
estimulagcdo do musculo cardiaco e do sistema nervoso central e a diminuigdo do
sono. Recentemente outros compostos presentes no café tém despertado o
interesse de diversos pesquisadores devido as suas fungdes bioldgicas. Compostos
fendlicos, classificaveis no grupo dos chamados &cidos clorogénicos, e seus
derivados parecem desempenhar papel relevante na neutralizacado de radicais livres.
(TRUGO, 2001).

O aroma do café é responsavel por todos os atributos do sabor, a
excegao dos que sao percebidos pela lingua, sendo percebido por dois mecanismos
diferentes: detectado através do nariz ao cheirar o café ou retronasal. A percepcgao

de retronasal ocorre quando o café esta presente na boca ou, ao ser engolido, os
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compostos aromaticos temporarios dirigemse para a passagem nasal (COFFEE
RESEARCH INSTITUTE, 2004).

O numero de compostos aromaticos descritos no café tem
aumentado a cada ano, sendo atualmente ja superior a 800, e com 0 avango na
sensibilidade dos métodos analiticos novos volateis poderdo ser detectados
(COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2004).

A percepcao do aroma é dependente da concentragao do composto
e do limiar de deteccdo. E provavel que um grupo relativamente pequeno dos
compostos que compartilham uma concentracédo elevada e um ponto inicial baixo do
odor sejam responsaveis pelo aroma caracteristico do café. As principais reagdes
através das quais sdo formados os compostos volateis do café sao do tipo Maillard
(entre substdncias que contém nitrogénio e trigonelina ou carboidratos);
degradagdes de aminoacidos individuais, trigonelina, compostos fendlicos e lipidios
de baixo peso molecular; e interagao entre produtos intermediarios de decomposicao
(COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2004).

O sabor caracteristico do café deve-se a presenca e aos teores de
varios constituintes, destacando-se, entre eles, os &cidos, aldeidos, cetonas,
agucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos, compostos fendlicos, e também a
acgao de enzimas em alguns destes constituintes (COFFEE RESEARCH INSTITUTE,
2004).

No café o sabor amargo esta associado ao procedimento (tempo,
teor de minerais e temperatura da agua) e a extensdao da extragdo (que é
dependente da torra e do tamanho das particulas), podendo ser correlacionado com

o teor de sodlidos soluveis totais. Para reduzir o sabor amargo podem ser
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considerados a reducdo na intensidade da torra e a descafeinagdo (COFFEE
RESEARCH INSTITUTE, 2004).

MENDES (1999) conclui em seu trabalho que a mistura com 20%
de café robusta ndo alterou as caracteristicas sensoriais da bebida se comparada
com a de arabica 100%. Houve aceitagdo acima da média em misturas com até 50
% de robusta, por provadores profissionais.

A acidez estd associada aos cafés plantados em alturas muito
elevadas e em solos vulcanicos ricos em minerais (COFFEE RESEARCH
INSTITUTE, 2004), sendo o sabor acido também extremamente dependente do grau
de torra, do tipo de torrador e do método de extracao.

Na TABELA 11.4 pode-se observar os principais acidos encontrados
no café e, na TABELA II-5, os compostos responsaveis pelo sabor amargo, com a
concentragcdo no grao torrado e limiar de detecgao.para percepgao do amargo

(COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2004).



TABELA I1.4 - Principais acidos encontrados no café.
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cis- e trans-but-2-endico

4-feruloilquinico

cis- e trans-2-metilbut-2-endico

5-feruloilquinico

3-metilbut-2-endico

3,4-p-cumaroilquinico

Metilpropendico

3,5-p-cumaroilquinico

Acidos Classe Acidos Classe
Férmico a Malico b
Acético Tartarico b
Propandico Cis- e trans-butenodiodico b
Butandico Cis- e trans-metilbutenodidico b
Metilpropandico Metilenobutanodidico b
Pentandico Citrico b
2-Metilbutandico Propeno- 1,2,3-tricarboxilico b
3-Metilbutandico 2-furdico C
Hexandico 3-monocafeoilquinico d
Heptandico 4-monocafeoilquinico d
Octandico 5-monocafeoilquinico d
Nonandico 3,4-dicafeoilquinico d
Decandico 3,5-dicafeoilquinico d
Lactico 4 ,5-dicafeoilquinico d
Piruvico 3-feruloilquinico d
d
d
d
d
d
e
e
e
f

O|T|C|TC|T|C|C|T|T(T|T|0 (0|00 0|00 0|00 0|0

Oxalico 4,5-p-cumaroilquinico
Malbnico Quinico
Succinico Ferulico

3-metileno butanodidico Caféico
Glutarico Fosforico

Obs.: a - carboxilicos alifaticos volateis; b - carboxilicos alifaticos nao-volateis; ¢ - carboxilicos

furandicos heterociclicos; d - clorogénicos; e - aliciclicos/fendlicos; f - inorganicos.
Fonte: COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2004
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TABELA I1.5 - Compostos que contribuem para o sabor amargo em café.

Composto Concentracéo no Café Limiar de detec¢do (mg/mL)
Torrado (mg/L)
Quinico 3200-8700 10
5-hidroximetilfurfural 10-35 200
2-Metil Furano 0.05
Furfuril Alcool 300 25
Trigonelina 3,000-10,000 25
Acido Clorogénico 20-100 25
Acido Caféico 10-90
Acido Citrico 1,800-8,700 96-590
Acido Malico 1,900-3,900 107-350
Acido Léctico 0-3,200 144-400
Acido Pirtvico 400-1,700
Acido Acético 900-4,000 22-70
Pirazina 17-40 1
Tiazol
Quinolina
Fenil piridina
Cafeina 10,000-20,000 78-155
Peptideos
Proteinas
Cetonas Aliciclicas
Cetonas Aromaticas

Fonte: COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2004

A cafeina (TABELA 11.6) é o principal alcaléide presente no café,
porém quantidades reduzidas de teofilina e teobromina também estao presentes. Os
trés compostos contém um esqueleto de purina que é amplamente difundido pela
natureza, sendo detectado em componentes metabdlicos importantes, tais como a
xantina, acidos nucléicos e acidos urico (TRUGO et al., 2000). A cafeina tem um
gosto amargo distinto e tem um baixo Limiar de detecgcao (TABELA 11.5).

O conteudo de cafeina no café verde varia amplamente de uma
espécie para outra, sendo possivel, também, encontrar variagcées significativas
dentro de uma mesma espécie. A literatura descreve também possibilidade de
variagdes relacionadas a utilizacao de diferentes métodos analiticos. Valores médios

entre 0,9 e 1,3% foram relatados para o café arabica, e entre 1,2 e 2,5% para o café
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robusta. Para o café torrado, resultados de 1,0% e de 2,0% foram encontrados nas
variedades arabica e robusta, respectivamente (TRUGO et al., 2000; KY et al.,
2001).

Quanto a estabilidade térmica, a cafeina é relativamente resistente
as temperaturas utilizadas na torra do café. Na substancia pura, perdas pequenas
de cafeina podem ocorrer por

sublimacdao a 178°. Como o processo de torra é realizado a
temperaturas em torno de 200- 230°C, uma perda consideravel deveria ser
observada durante o processamento mas isso nao ocorre. Os dois fatores que mais
contribuem para a estabilidade sdo provavelmente, um aumento no ponto de
sublimagao da cafeina, como resultado de pressdes internas mais elevadas geradas
dentro do grdo e uma baixa taxa de difusdo do vapor através das camadas externas

do grao (TRUGO et al., 2000).
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TABELA I1.6 — Caracterizacado de alguns compostos do café.
Composto Formula Estrutura
o rver
. . . . CO0O
Trigonelina C;HNO; L ,
1-Metilpiridinium-3- PM SN
carboxilato monohidrato)| 155.133 (l‘H
3
Acido clorogénico _
acido 3-[[3-(3.4- P s
. . [[ . ( 5 Ci15H130g J ) oi
dihidroxifenil)-1-oxo0-2- PM ! -
propenil]oxi] 1.4 5- 354"; 1-78 EP
trihidroxiciclohexanocar T \ I
by e
boxilico SN gy
0
e CsHgN.O5 \““N) N
Cafeina PM -
1.3 7-trimetilxanting A
3 imetilxantina 1941926 }\ /
]
HO oH
Acida caféica CegH:O
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A trigonelina (TABELA 11.6) é percebida como amarga em
concentragbes de 0,25% (TABELA 11.5). A literatura cita variagdes significativas no
teor de trigonelina com a espécie e dependendo do meétodo analitico empregado.
Sao reportados valores de 0,3 a 0,9 % no café robusta e de 0,6 a 1,2% no arabica. A
trigonelina é sensivel a altas temperaturas, e o grau de degradacgao térmica varia
conforme as condi¢gbes (tempo e temperatura) de torra do café. Somente 15% da
trigonelina inicial permanece apds o processo de torra a 230 °C por 15minutos. A
180°C, foi observada perda pequena apos 15 min (2%), chegando a 60 % com o
aumento do tempo de torra para 45 min. A degradacdo da trigonelina gera

compostos nao volateis e volateis, sendo um deles o acido nicotinico (TRUGO et al.,

1999).
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Os acidos clorogénicos (ACGs) (TABELA 11.6) sdao os principais
compostos fendlicos n&o-volateis encontrados no café. Sao formados pela
esterificacdo do acido quinico com os acido caféico, ferulico ou p-cumarico. A
esterificacdo também pode ocorrer entre 0 acido quinico e dois acidos caféicos ou,
entdo, entre o acido quinico mais o ferulico. Isso explica a pequena quantidade dos
acidos fendlicos livres encontrados no café verde. Os principais grupos de ACGs séo
os cafeoilquinicos, os feruloilquinicos e os dicafeoilquinicos, sendo cada um
composto por trés isdmeros constitucionais. (TRUGO et al., 1999; MAZZAFERA,
1991).

O conteudo total de ACGs citado em cafés varia conforme a
espécie e a variedade, assim como com a técnica de extracdo e o método de analise
empregados. Com o uso de uma técnica de espectrofotometria na regido do UV na
faixa de 320-330 nm, com purificagdo prévia do extrato de café verde por
cromatografia ou precipitagdo com acetato de chumbo, foram relatados valores em
torno de 6,9 a 8,0% e 10,8 a 11,7% para arabica e robusta, respectivamente. Em
analises por CLAE, foram descritos valores na faixa de 5,5 a 6,5% e 9,0 a 10,0%
para arabica e robusta, respectivamente. Estudos dos isbmeros individuais, também
por CLAE, descrevem valores de 5,8%, 0,87% e 0,25% para os &acidos
cafeoilquinicos, os dicafeoilquinicos e o 5-feruloilquinico, respectivamente no café
arabica. Para o café robusta, os resultados foram de 6,8% para o acidos
cafeoilquinicos, 1,4% para o dicafeoilquinicos e 0,6% para o 5-feruloilquinico.
(TRUGO et al., 1999).

Os ACGs sofrem degradagdo durante a torra (FIGURA I1.4).
Estudando o efeito da temperatura (TRUGO et al., 1999), observou-se perdas de

60,9% e 59,7% para arabica e robusta respectivamente, apds torra leve do café
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(205°C por 7 minutos) e aumento da perda em condigdes mais severas.

Aproximadamente metade do conteudo total de ACGs perdidos na torra pode ser

encontrada na fragéo pigmentos, na forma de acido quinico livre e como

compostos

fendlicos de baixo peso molecular. Foi verificado ainda, que parte dos produtos da

degradacdo desses acidos foi perdida por volatilizagdo, porém uma grande

quantidade permaneceu sem caracterizagao. Os ACGs sao, portanto, percussores

importantes dos acidos fendlicos livres e, por conseguinte, dos compostos fendlicos

volateis que participam da formag¢ao do aroma do café processado (LELOUP et al.,

1995; TRUGO et al., 1999)
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FIGURA I1.4 — Provavel via de degradacdo do 3.5 diACQ durante a torra.
Fonte: (LELOUP eral., 1995).

Os compostos fendlicos, principalmente os acidos clorogénicos e

caféico, exercem uma acao protetora antioxidante dos aldeidos. Quando ha
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qualquer condicdo adversa aos graos, como colheita inadequada, problemas no
processamento e armazenamento, as polifenoxidases agem sobre os polifénois
(TRUGO et al., 1999).

Além dos componentes discutidos anteriormente, varias outras
classes de compostos aparecem com teores expressivos no café como carboidratos,
proteinas, lipidios e minerais (TABELA 11.3).

Os polissacarideos da parede constituem a metade de peso seco
do café nativo mas ainda existe muito a ser revelado sobre a estrutura detalhada dos
polissacarideos individuais e como estes interagem para dar a estrutura integral da
parede da célula. (FISCHER et al., 2001).

No gréo cru, a sacarose € encontrada em torno de 7%, sendo
termicamente instavel, decompondo-se a mais ou menos 130°C. Durante a torra, a
sacarose é transformada em produtos caramelizados, que sao os responsaveis pela
cor marrom do café torrado. A sacarose sofre inicialmente uma desidratacao,
seguida de hidrdlise, transformando-se em agucares redutores, devido a elevagao de
temperatura na pirédlise. Esses compostos sao desidratados, polimerizados e
parcialmente degradados a acidos carboxilicos, agua e gas carbdnico, ou reagem
com outros componentes, como aminoacidos e proteinas. Durante o processo de
torra ocorrem simultaneamente formagao e decomposicao de acidos (FIGURA 11.4),
acarretando um alto pH (em torno de 6,0) em bebidas de torragdes leves. Noventa
por cento da sacarose presente no grao cru € degradada por uma torra leve, e a
degradacgao é completa no café com torra escura (CARVALHO et al., 1997, VILAS
BOAS et al., 2001,).

Os lipidios do grao de café verde (.6leo de café.) estdo presentes,

principalmente, no endosperma e pequenas quantidades de ceras encontram-se na
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camada externa do grao. O teor de lipidios aumenta proporcionalmente apés a torra
devido a degradagao de carboidratos. No café arabica o aumento relatado foi de
11,4 para 15,4% e, no robusta, de 6,1% para 9,6% . Além dos triacilglicerdis
observa-se proporcdo consideravel de outros componentes lipidicos especificos

(TABELA 11.7) (LAGO, 2001).

TABELA IL.7 — Principais lipidios em grios de café.

Classes Café Arabica _C.‘afé Robusta
Cru Torrado Cru Torrado
AGL 0.95 0.72 0.98 0,09
Nio-Idenrtificados 0.33 0.86 tr tr
Esterois 0.06 0.06 tr tr
DG+ AD 15.46 14.15 7.04 10.95
TG+ E 83 84.21 G1.98 88.95

Obs: AGL=acides graxos livres, DG=diacilglicerdis; AD=alcoois diterpénicos; TG=
triacilglicerdis: E= ovtros ésteres. o = gquantidades trage. nas condigdes utilizadas.

Resultades expressos em % Fonte: (LAGO, 2001).

O teor de matéria insaponificavel (MI) em éleos vegetais € em geral,
ao redor de 1%, porém no 6leo de café este valor € anormalmente alto, em média
12%, com autores citando valores entre 9,0 e 13,4%. Os principais constituintes do
material insaponificavel sdo dois alcoois diterpénicos, cafestol e caveol, que ocorrem
na forma livre ou como monoésteres de acidos graxos. Para café arabica, o
percentual de caveol em relagdo ao de cafestol variou de 1,0% (amostra proveniente
das Filipinas) até 7% (amostra proveniente da Uganda), mas em nenhum caso foi
observado auséncia do composto. O caveol esta também presente em cafés
robusta, porém em quantidades baixas. Outro diterpénico, o 16-O-metil-cafestol, foi
encontrado apenas em cafés robusta e excelsa, encontrando-se no café robusta o
total de 0,67 a 1,54 g de 16-O-metilcafestol/kg de amostra (base umida), sendo 1,7%

na forma livre. Esse diterpeno ndo sofre modificacdes com a torra, enquanto cafestol
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e o caveol podem sofrer desidratagcdo formando dehidroderivados (LAGO, 2001;
KURZROCK e SPEER, 2001).

Em teores de aproximadamente 13% no grao cru, as proteinas dao
contribuicdes marcantes ao sabor do café através dos produtos de sua
decomposicdo nas reacdes de pirdlise durante a torra. Durante a torra ocorre
hidrolise das ligacbes peptidicas das moléculas protéicas com liberagdo de
carbonilas e aminas, os aminoacidos reagem com carboidratos, polimerizam e
produzem produtos caramelizados escuros. Ha também produgcdo de aminas
responsaveis pelo odor de peixe e de amoniaco dos cafés excessivamente torrados.
Nenhum aminoacido esta ainda livre apds a torra por 5 minutos em 220°C. Uma
outra contribuicdo importante para as caracteristicas do café, ligada a substancias
protéicas, deve-se ao fato de as particulas insolluveis de proteinas se ligarem a
substancias graxas formando no café coado particulas coloidais responsaveis pela
turbidez da bebida (CARVALHO et al., 1997).

Os minerais existentes nos cafés durante a torra sdo separados dos
compostos organicos e catalizam as reagdes de pirdlise (CARVALHO et al., 1997). O
conteudo de alguns elementos quimicos para amostras de café torrado de diferentes
espécies foi determinado por MARTIN et al. (1999) conforme apresentado na

TABELA 11.8
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TABELA ILS - Teor de minerais em café torrado.
ROBUSTA ARABICA

Zn 3.94E-04 4 50E-04

P 0.174 0.1352
Mn 1.39E-03 2.68E-03
Fe 3.96E-03 4.87E-03
Mg 0.1664 0.1808
Cu 1.38E-03 1.30E-03
Ca 0.1114 0.0988
Sr 6.39E-04 5. 16E-04
Ba 343E-04 4.97E-04
Na 2.35E-03 2.03E-03
K 1.44E-03 1.39E-03

Obs: E-x = 107 (% m'm em base seca). Fonte: (MARTIN aral, 1999}

2.5 DIFERENCICGAO DAS ESPECIES

O elevado valor comercial do café, principalmente da espécie
arabica, € um atrativo para adicdo fraudulenta de materiais estranhos. O material
para fraudar o café tem que ser o mais barato possivel, estar disponivel em grande
quantidade e apresentar perfeita semelhanca com o café ao ser torrado e moido
(AMBONI et al., 1999). Sdo misturados cascas, paus, milho torrado, cascas de
sementes, cevada, arroz, entre outros. Como esses materiais possuem
caracteristicas fisico-quimicas e histologicas diferentes do café existem métodos que
permitem, com relativa facilidade, a identificacdo destas substancias. O processo
convencional consiste na preparacao de laminas microscopicas com analise visual
usando microscoépio eletrdnico e os métodos mais recentes que utilizam camera de
video para captura de imagens (ASSAD et al.,2002). Existem métodos que utilizam
cromatografia de troca ibnica de alta eficiéncia e agua como fase mével, onde os
cromatogramas obtidos do extrato de café puro sdo comparados com os de

amostras suspeitas (HENSHALL, 1999).
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Um outro tipo de fraude é a adi¢cao do café conilon ou robusta ao café
arabica. Antes de serem torradas, as espécies de café podem ser facilmente
identificadas, pois apresentam caracteristicas visuais suficientes para diferenciacao.
O grao de café arabica € verde claro e tem uma forma mais ovalada, enquanto que
0s graos de robusta tendem a ser mais arredondados e de cor castanha. Porém,
apos a torra e moagem, € impossivel distinguir as espécies visualmente, tornando-se
necessario a aplicacdo de outros métodos para diferenciacdo. Como ambas
pertencem ao mesmo género, possuem poucas diferengas fisicoqu imicas
significativas que possam ser medidas para detectar e quantificar esse tipo de fraude
(GONZALEZ et al., 2001).

Com o uso de provadores treinados € possivel detectar misturas
contendo 15% de café robusta em arabica, por andlise sensorial, mas esses
resultados sdo baseados em impressdes subjetivas (SPEER et al.,, 1991). O
aumento no tempo de torra e a adicdo de impurezas no café podem mascarar o
sabor do café robusta dificultando a sua diferenciacdo sensorial (MENDES, 1999).

Uma caracteristica que tem sido bastante estudada quanto ao
potencial para discriminagao é o teor e composi¢cao da matéria insaponificavel (Ml).

O diterpénico 16-o-metilcafestol, presente apenas na espécie
canephora, poderia permitir a discriminagdo. O método por CLAE pode detectar
0,1g/kg de 16-O-metilcafestol em um café torrado desconhecido o que corresponde
de 7 a 13% de robusta adicionado a café arabica, com 80% de probabilidade de
acerto (SPEER et al.,, 1991, KAMM et al., 2002). Porém, n&do existe para esse
diterpeno um padrao comercial disponivel com um grau de pureza certificado. Os

trabalhos encontrados empregando-se Cromatografia Gasosa (CG) ou CLAE usam o
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composto obtido de fragbes do dleo purificadas e caracterizadas por Espectrometria
de Massas, o que inviabilizaria como método de controle de rotina.

Outro alcool diterpénico de interesse € o caveol, que pode ocorrer na
forma livre ou como monoéster de acidos graxos e corresponde a 20% da MI, com
teores de 430 a 660 mg/100g de lipidios no café verde e 370 a 670 mg/100g no
torrado, para café arabica, e de 14 mg/100g no verde e 3 a 12 mg/100g no torrado,
para robusta (LAGO, 2001). A literatura cita que os graos de café verde e torrados
poderiam ser identificados utilizando algumas reagdes colorimétricas do extrato de
éter de petroleo com iodeto de potassio e acido acético glacial.

Outros componentes da MI citados como tendo potencial para
diferenciagao sao o sitostanol e o A5-avenasterol (LAGO, 2001).

Outros trabalhos empregando as mais diversas técnicas de analise,
mostraram algum sucesso no propésito de diferenciagdo das variedades, porém
muitos deles sdo excessivamente onerosos, além de exigir o uso de equipamentos
bastantes sofisticados. Além disso, a maior parte dos trabalhos citados faz
diferenciagdo apenas entre os graos verdes. Na revisdo apresentada por
GONZALEZ et al. (2001) s3o citados como pardmetros utilizados para
caracterizagcao de arabica e robusta o teor de metais; compostos volateis; acidos
clorogénicos e cafeina; e a composi¢cao de lipidios, em particular a fragdo de
esterdis, acidos graxos e alcoois diterpénicos. ANDRADE et al. (1998) relata o
emprego de lipidios em geral, cafeina, trigonelina, terpenos e acidos clorogénicos,
sendo, ainda, mencionados cafeoiltirosina e acidos hidroxicindmicos. O Laboratério
de Bordeaux (LABORATOIRE DE BORDEAUX, 2003) faz diferenciacdo das
espécies, por ACP, utilizando teores de metais, analisados por ICP, e teores de

cafeina e acidos fenodlicos.
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BICCHI et al. (1995), realizou testes sensoriais e analise de ACGs
(cafeoilquinico, dicafeoilquinico, feruloilquinico e isémeros) por CLAE-UV em café
verde e torrado visando a diferenciagdo quanto a origem da espécie, processos de
torra e de misturas (80, 60, 50, 40, 20 % de café robusta), conseguindo
diferenciagao entre amostras contendo 80 e 20 % de robusta.

ANDRADE et. al. (1998) isolaram e caracterizaram os acidos p-
cumarico, ocum arico, ferulico, caféico, sinapico, 3,4-dimetoxicinamico e o 3,4,5-
trimetoxicindmico e 4- metoxicinamico de graos verdes de café e concluiram que a
variedade robusta contém maiores quantidades de 3,4-dimetoxicindmico e ferulico
comparadas ao arabica. Os acidos caféico e ferulico foram encontrados em todas as
amostras.

Em 2001, GONZALEZ et al. utilizaram os teores de tocoferdis (a, B e
y- tocoferéis) e de triglicerideos como parametros de caracterizagdo das duas
espécies de café verde. Os pesquisadores utilizaram CLAE de fase reversa e de
fase normal para as analises.

Conforme discutido anteriormente, os teores dos compostos quimicos
nas duas espécies apresentam uma grande amplitude. Dessa forma, para se
conseguir discriminagdo adequada, os dados obtidos por diferentes técnicas devem
ser analisados com auxilio de técnicas Estatisticas Multivariadas, como Analise de
Componentes Principais (ACP) e Analise de Agrupamentos (AA).

A Analise de Agrupamento (AA) tem por objetivo agrupar os dados de
forma a permitir identificar semelhangas entre objetos. E um problema de otimizacdo
em que se pretende de uma forma geral maximizar a semelhanga inter grupo e a
dissemelhanga entre grupos. Sao utilizadas diferentes técnicas para associagéao e

medida da similaridade para conseguir a separagdo das amostras em grupos. No
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método por agrupamentos hierarquicos, parte-se de uma matriz simétrica de
coeficientes de associagédo entre itens. Para a combinagdo dos mesmos, segundo
niveis hierarquicos de similaridade, utiliza-se de um procedimento aglomerativo de
tal modo que cada ciclo de agrupamento obedega a uma ordem sucessiva no
sentido do decréscimo de similaridade. As medidas de similaridade podem ser, mais
comumente, obtidas pela distdncia entre pares de pontos num espago
multidimensional. A forma grafica mais usada para representacéo dos resultados é
feita num grafico com uma estrutura de arvore denominado dendrograma (SIOTANI,
1985).

A Analise de Componentes Principais (ACP) € uma das técnicas
estatisticas mais utilizadas e apropriadas para detectar a importancia relativa das
variaveis individuais na caracterizacido e separagao dos dados. A técnica visa reduzir
o numero de dimensdes do espacgo criando eixos ortogonais que sao combinagdes
lineares das variaveis originais denominados componentes principais. Assim, a ACP
€ empregada para transformar um determinado numero de variaveis em um numero
menor de componentes, de maneira que o primeiro componente tenha maxima
correlagdo com as variaveis e seja o maior responsavel pela variancia observada. O
segundo componente seria o responsavel pela segunda maior variancia, e assim
sucessivamente. As variaveis sao distribuidas em graficos bidimensionais ou
tridimensionais onde os eixos ortogonais sd0 os componentes principais. E medido o
peso de cada variavel no seu respectivo componente, o que permite diminuir a
estrutura de variaveis originais numa nova estrutura menor que a inicial. Os dados
de cada amostra podem, entdo, ser representados como um ponto no espaco;
amostras com similaridades em uma ou mais propriedades ou relacdo de

propriedades serdo pontos proximos nesse espaco padrao (SIOTANI, 1985).
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Embora, do ponto de vista matematico, a Analise de Agrupamentos
apresente uma metodologia bastante simples e a Analise de Componentes
Principais uma metodologia mais complexa, espera-se uma boa concordancia entre
os resultados de ambas, podendo ser utilizadas de forma complementar.

Entre as técnicas analiticas mais utilizadas pela industria, ainda, tem
tido destaque o emprego de infravermelho, porém o equipamento e sua manutengao
sao relativamente caros. A calibracdo do aparelho é bastante complexa, sendo feita
com base em espectros da cafeina e outros alcaldides do café, exigindo um grande
numero de analises, a diferenciacdo das espécies também ¢é obtida por Analise

Multivariada (DOWNEY & BOUSSION, 1996; BRIANDET et al., 1996).

2.5.1 Reacgbes colorimétricas da matéria insaponificavel

Wurziger, no decorrer da década de setenta, desenvolveu uma
metodologia para diferenciacdo de graos de café verde e torrado das espécies
arabica e robusta e alguns blends, utilizando reagdes colorimétricas do extrato de
éter de petréleo ressuspenso em acido acético glacial com iodeto de potassio e
acido cloridrico. A diferenca de cor entre espécies, verificada por medidas de
absorvancia a 290nm (A maximo do caveol) e 630 nm (A maximo dos produtos de
reacao), era devida aos baixos valores de caveol no café robusta (WURZIGER,
1985).

A reacao proposta esta baseada no fato do caveol, diferentemente do
cafestol e outros diterpenos, apresentar uma dupla ligagao na posigao 1-2 (FIGURA

I1.5).
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Cafestol Caveol

FIGURA I11.5 . Estruturas do cafestol e do caveol

No método apresentado por WURZIGER et al. (1979), foi feita a
extragdo da fragao lipidica de 10 gramas de café em extrator Soxhlet usando éter de
petroleo por 3 horas, tempo que o autor cita ser insuficiente para uma extracao
quantitativa. Apos a extracdo, o volume final foi completado com solvente e
adicionou-se 2 mL de solugdo de hidroxido de potassio alcodlico, a frio. Apds a
separacao das fases, a fase aquosa foi usada para outras medidas de absortividade
e 1 mL da fase organica (correspondente a 0,1 g da massa inicial de café) foi usada
nas reacgdes colorimétricas. Foram, entdo, adicionados 2 mL de acido acético glacial
e 0,1 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio, e a mistura foi aquecida em ar
seco a 105 JC por 10 minutos. Apés o aquecimento, a solugdo adquiriu uma
coloracdo amarela (café robusta) ou verde-azulado (café arabica). Em seguida foi
adicionado um pequeno cristal de tiossulfato de sodio, o que tornou a solugao incolor
para o robusta e fortemente azulada para o arabica, e mediu-se a absortividade a
630 nm.

O acido acético funcionaria apenas como solvente para a dissolugao
do extrato etéreo. A reacdo de adigao se processaria em duas etapas. Na primeira
etapa, a dupla ligacdo aceitaria um proton do haleto de hidrogénio, formando um

carbocation (muito endotérmica e com energia livre de ativagdo muito elevada). Na
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segunda etapa, o carbocation, muito reativo, se estabilizaria pela combinagdo com o
ion haleto (essa reacdo é exotérmica e tem energia livre de ativagao muito baixa e
se passa muito rapidamente) (FIGURA 11.6). A presenca de agua no meio de reagao
€ indesejavel porque poderia provocar a adicao desta a dupla ligagdo, reacgéo

catalisada por acido, formando um alcool (SOLOMONS, 1996).
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FIGURA 11.6 . Mecanismo de adigédo de haleto de hidrogénio a dupla ligagao.
Fonte: (SOLOMONS, 1996).

O iodeto em solucdo pode se oxidar a 12, que, em solventes polares,
apresenta coloragéo castanha. O 12 também pode reagir com o ion iodeto formando
o ion castanho de I3 -. O tiossulfato age como agente redutor eliminando o iodo
formado em solugédo que pode interferir nas medidas de absortividade (VOGEL,
1981). A reagdo que ocorre rapida e estequiometricamente sob as condi¢des
experimentais (pH <5) esta descrita nas equacgdes 1 e 2:

2807 + Ty S40 + 2T (1)
2 890 + 15— 54065 + 3T (2)

A adicao de tiossulfato requer cuidado, pois o acido correspondente,
acido tiossulfurico, € instavel mesmo em solugcdo. Ao se acidular uma solugao de
tiossulfato ha formagao de enxofre primeiro como um coldide e depois como uma

suspensao leitosa, que geralmente se coagula e sedimenta (VOGEL, 1981).
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O autor publicou varios trabalhos nessa linha de pesquisa
(WURZIGER et al., 1976; WURZIGER ,1977; WURZIGER et al., 1979; WURZIGER,
1985) e relatou que depois de prolongado tempo de armazenamento as
propriedades dos extratos de graos arabica tendem a assemelhar-se aquelas de
robusta, mas a possibilidade de discriminagao ainda existe (WURZIGER, 1976). A
reacao colorimétrica do caveol pode também ser aplicada ao café torrado ou residuo
de producao de extrato de café (WURZIGER, 1977). Este autor (WURZIGER, 1985)
também discutiu e apresentou dados referentes as medidas de cor e reagdes para
café robusta, arabusta, catimor e arabica de diferentes paises, alguns subprodutos
destes e misturas arabica:robusta (50:50 e 65:35). No entanto, como o método
empregado era empirico e pouco quantitativo, nao foi mais encontrada referéncia a

sua aplicacao a partir desse periodo.

2.5.2 Andlise de trigonelina, cafeina e compostos fendlicos por CLAE

A técnica de cromatografia a liquido (CLAE) é amplamente
empregada para determinagdo de diferentes compostos em café, sendo a mais
utilizada para deteccao e quantificagao.

A seguir temos a descrigdo das condi¢des de analise de cafeina,
trigonelina, acido nicotinico, acidos cinamicos, outros alcaldides e alguns produtos
de degradacao em café por CLAE. Foram selecionados os trabalhos mais relevantes
consultados para escolha das condicbes de analise a serem testadas no
desenvolvimento da metodologia analitica. Os resultados estdo separados por tipo

de amostra: metodologias que foram empregadas somente para café verde
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(TABELA 11.9) ou torrado (TABELA 11.10) e aquelas que relatam o uso tanto para

amostras verdes quanto torradas (TABELA 11.11).

TABELA II.9 — Analize de cafeina, trigonelina e compostos fendlicos em cafe verde por

CLAE.
Composto Amostra E stal::?usrféria Fase Moved Qﬁaeflt Ref.
Waters IC Pack
Fefluxo de 3gde | C M/D (Coluna
Trigondina | amostrasecacom | de Troca IGmca) 1 mLfmin 254 nm
HzO quente (80°CY | (150 = 3,9 mum),
por 1 h Injecdo: 100 J =45 pum M‘&EREEEE:
Cafena e WL (Trigonelina) e | Lichrosorh BP- Isocratica; &
acido 20 L (Cafeing E 15 20:80 MeCH: H; O 254 o
1 . Acido Clorogénico) | (150 x4 min), (pH4.5)
clorogenco @i=5 jim 1,5 mLimin
.. 5z depd fo1 extraido HyOHCOOH (A)
Ac. caf€ico, p |\ " WeOH HyO (19:1)
Ef;;“ﬁgﬂ“;“’ (40:60) por 24h. MeOH (B)
napico 4:111& (_Znnc_mtrnu-se ® Spherizorh ODS2 Gradiente:0°-15%B, | 320 il
tuxil:ilém ico hidrolizou-se com (250124, frmrn) 10°-2 5948, 25 {arranjo | ANDRADE
34—l:|.imetuxi—, N:ELDH ZM por 2407 Qi:,ﬂ ’ 3084B, 30°- . de atal, 1998
S Ajustou-se o pH T e K. 35%B,347-50%EB, | diodog)
cindmico, 3 4, . . * = :
S trimetoxici. exiraiu-se os fendis 417-70%B,43° -
o com etil acetata. T5EB, 4T 309 B
namieo Irjecdo; 20 pL 0,9 mLitnin
50 gréns foram Merck S -
congelados em Ma, Superspher 100 Trietlatmina e &cido Trizoneli
moido e peneirado. RE 1% acético (pH 5,30 (A) ia
Cafdina e 50 g do pd + 500 (250 2 4 mrm) e MeQOH(B). 26301 & KY et ai,
trigondina |mg de MgO+ 25 mL =5 um " |Gradiente linear: A-B cafeina 2001.
de H,O foi aquecidos K. (700300 por 157 73
al05°C por 207 g | L Coperaura 1,0 mLimin. nm.
filtrado. ambiente
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TABELA I1.10 — Analise de cafeina, trigonelina, compostos fendlicos, outros alcaldides e

produtos de degradacfio em café torrado por CLAE.

Composto Amostra E ml;;?niéria Fase Movel Qﬂ:ﬁt Ref.
- . Waters |1 "
] g6 gdepd com 150 mL Isocrdtica: 8:92 wiv BLAUCH &
Cafeina e de H;O Bondapak C18 MeCN:H;0 2450m |\ Capies
teobromina o (300 = 39 mm), -
Injecdo: 20 pL @ =5 um 2,0 mLimin 1983
- - Gradiente; MeOH | Trigoneli
. . Amostra seca (6g) for | Lichrosorb 100 - e
Trigonelina, extraida com lli'IiDiLde RP13 (ﬁ)e 1mM d_,e acido na
ac. caféico, . L hidrocloridnco (B), | 260nm,
afei dgua em ebulicio por {250 4 mm) H3 97 cafeing | DAGLLIA
Catema, at. | min Uma aliquota de = S5um PR o al, 1994
RICOUMCD, = | \0mL foi dilvidapara | C%=214 07 kA |Zidnme
HMF, 5ACQ Ty dipitel 12°-23% A 5-ACQ-
B 1 mL{min 320nm
Extracio de 20g depd
IMerck ODS
com 250mL de HyO. "Rpl3 25:75 wiv CAMARGO
Cafana Limpera com acetato de (1504, 6rmm) IMeOH:HaO 254 nm | e TOLEDO
chumbo hésico. o= 5 m 1,0 mL{min 1998
Injecio: 5 UL H
2tiposde F M.
) EtOH. HaOrac
Cafeina, . acético (20:75:5) e BISPO
teobromina e Bondesl C18 ’ i 273 nm.
teofili MeOH HyOrac. et al 2002
acético (20:75:5).
0, 7mLimin.
0,2 g de café soluvel
dissolvido em 100 mL
Cafdina e de HyO dest. a 80 °C,
trigonelina cotnpletado para 250
mL. Limpeza com
acetato de chumbo.
0,5 g de café soluwvel
dissolwido em 80 mL de RP C18 H0 para trigonelina NOGUEIR
MeOH:HyO (40%%), . e MeOH:H;O (40%%) Aetal
(250 % 4,6 mm)
completado para 100 ’ para acafeina 2003
Adid mL. Limpeza com 2mL
cluruﬂ&?icn de solucio 21,9% de
2 acetato de zinco em
dcido acético e 10,6% de
KFeCHN em acido
acético
Injecdo: 20 puL

Ohs: HMF - Hidroxim etilfirfural; ACQ - Acido cafeilogquirico.
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Fase . Det/
Composto Amostra Fstacionaria Fase Moved Quant Rdf.
3ACQ;5ACQ;
;igﬁ’ 20 g foram extraidas com 200mL Gradiente Linear:
Q; de HyO por 7min, clarificada em ODA 15% de MeOH em
4AF(), . . 325 nm
3.5 DIACO: cartucho sep-pak C138. Hypersil tarnpdo ctrato- - |BICCHT 2t
3-,4—Di.ekCQ: Cartucho foi eluido com 20mL (2004, 6mm)| HCIO; pH 3 para (ME?]D 21 1995
4,5-DiACQ: de MeOH HiO (40°60) O elufds | @=5yum. | 45% MeOHem | g 7e o | 7
’ Q& foi diluido 50 vezes T=25 °C tampdo citrato-
ACFQ-L; Injecin: 20 pL HC105 ap s 20 mi
ACFQ-2; mjeqdn: 20 zapos 20 min.
ACFQ3
5_HMF, L | Sehensorb o iente HyOuac | 230 8 | cHAMBE
Extraciio com dgua em ehuligio oDs 2 o {arranjo
furfural, 5 e filtracio (250x4, 6rmm) acético (0,29%) (A) de L et al,
ACQ, cafeina @ =5 um e MeOH (B) diodos) 1997
Gradiente:
Sphensorh U—iilnpa?-liogﬁti Trigoneli
Trigonelina, | 2g de amostra em 20mL de H,O oDs2 1M (pH 4,0) (£) na 268
e . o ] MeOH (E) CASAL et
cafeina eac. | foram aguecidas com agitagio. | (250x4.6 . . nm,
s - 077948, 47-9%%E, . af, 1998
nicotinico Inyecdo: 20 pL. i) o . cafeina
Ci=5 67-25%B,137- 376
=R gesE, 21 sowE. | <0 P
1,0 mL/min
Estuda-se preparo de amostra:
(1) 4g of 120mL de Hy0, 83 °C,
(2)4g o 120mL de H;O em
Trigonelina, ebuligio por 2 min,, - . _
cafeina eac. | (3)4g o/ 120mL de HpO em | LAChr0sFher | lsocrética MeOH: | 272 nm | e op g
. C18 HyO: ac. acético | (arranjo
clorogénico, Soshlet, (250%4, 6mm)|  (20:80:1 wiv) e | O
simultinea- |(4) 2g of 20mL de HyO agitando o= 5 | L fmin diodos) 2001,
mente por 3min., et banho maria em = opm f—
ebuligio,
{53 1gcf 200mL de 1sopropanol/
H,O (70:30), em refluxo pord h

Obs: HMF - Hidroximetilhafiwal, ACQ - Acido cafeoilgquinico, AFQ - Acido ferrunilgquinico; DiACQ - Acido
dicafeoilquinico; ACFQ - Acido cafenil-fermioilguirico.
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TABELA II.11 - Analise de cafelna, trgonelina, acido nicotinico, acides

clorogénicos e compostos de degradaciio em caf€ verde e torrado por CLAE (Continuagio).

Fase . Det/
Composto Amostra Fsta cionaria Fase Mavel Quant Rdf.
Estracio a 30°C. Correspondente a Vardn:
Injecio: 20 WL extracio '
H; O deton. H; O deton. 0,5
H:O deton. H; O deton. n,9
MeOH 70% H;O deton. n.e
. |MeOH7m% + HO pH .
H,Od . 1,1
1;‘;.13,"“‘3]“‘3 3,0 TSK G3000 2 e | ERENm | e R
“l emna eac. I11.0H 70% + H,0 pH| W HPGF ':E“EE'HJD R et al,
CLOFOZENICO | 3§ (MeOH subst por | (30 0zSmm) H;O deton. LT 14 de 2002
H: O apds ext) odos).
H;0O deion. pH 3,0 HyO deion. pH 3,0 1,1
WeQH 70% + HyO pH HyO pH 3+ MeOH 0.9
1,5 (9010} ’
o
IeOH 70% + HyO pH H,0 deionizada
1,5 (MeOH subst. por fervida com tra 1,1
HaO apdis extt) 3

Com relagao ao preparo de amostra, foram descritas a quantidade de
amostra, métodos de extragdo e limpeza empregados, diluigdo/concentracdo da
amostra necessarios para injegdo. Quanto as fases movel e estacionaria e
condigbes de operagcdo empregadas foram descritos: tipos de fase movel, condigdes
de eluicdo (isocratica, gradiente), vazdo, temperatura, especificagbes das colunas,
tipo de detector e condi¢cbes de detecgao, entre outros.

As técnicas de preparo da amostra empregadas foram muito variadas
em relacdo a massa de amostra, solucdo extratora, temperatura e diluicao final. A
temperatura da solucdo extratora utilizada variou de 80°C até temperatura de
vaporizagdo da agua, empregando-se diferentes tempos (de 3 minutos a 1 hora).
Alguns autores descrevem, ainda, o emprego de refluxo (MARTIN et al., 1998) ou
mesmo o uso do Soxhlet (VITORINO et al.,2001). Existem também grandes
diferengas na proporgdo amostra/solvente empregada, sendo citados desde 1/10

(BICCHI et al.,1995; CASAL et al.,1998) até 1/200 (VITORINO et al.,2001). O
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solvente mais utilizado nas extragdes foi a agua sendo também relatado o uso de
misturas metanol/agua (BICCHI et al.,1995; ANDRADE et al., 1998; NOGUEIRA et
al., 2002) e isopropanol/agua (VITORINO et al., 2001).

VITORINO et al. (2001) estudaram diferentes solventes para extragao
de cafeina, 5-ACQ e trigonelina, concluindo que todas as metodologias permitiram a
extracdo simultdnea dos compostos. As extracbes com H20 a 83 °C; H20 em ponto
de ebulicdo e H20, agitando por 3 min., em banho maria em ebulicdo,apresentaram
valores similares de eficiéncia.

No trabalho de NOGUEIRA et al (2002) a melhor condicdo de
extragao foi obtida com solugdo de metanol 70% em H20 acidificada com HCI 0,1 N
até pH 1,5. Segundo os autores, a acidificagdo foi realizada para evitar a
isomerizagao dos acidos clorogénicos durante a extragao. Apos a extracdo o MeOH
deve ser evaporado e o volume completado com H20 antes da injegdo no
cromatégrafo. Essa observagao também foi feita por VITORINO et al. (2001),
utilizando solugao de isopropanol:H20 (70:30).

A limpeza da amostra pode ser feita com MgO (KY et al. 2001),
cartuchos ou colunas de limpeza Sepack C18 (BICCHI et.al. 1995) e acetato basico
de chumbo (CAMARGO e TOLEDO 1998). A combinagédo de acetato de chumbo e
acetato de zinco em acido acético pode ser usada para determinar cafeina e
trigonelina (NOGUEIRA et al. 2003) e quando complementada com KFeCN em &cido
acético prepara a amostra para analise de acidos clorogénicos. Outros estudos
recomendam somente a filtragdo da amostra antes da analise cromatografica da
amostra.

Como fase estacionaria foram empregados principalmente colunas

de fase reversa C18, com 250 x 4,6 mm, e didmetro de particula de 5um, variando
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bastante as caracteristicas das colunas (porcentagem de recobrimento, formato de
particulas, etc). Além da fase reversa é citado o emprego de permeagao em gel
(NOGUEIRA et al.,2002) para analise simultdnea de cafeina, trigonelina e acido
clorogénico, coluna de troca idnica para analise de trigonelina (MARTIN et al,1998).

A fase movel também foi muito variada, sendo empregadas
principalmente misturas isocratica e gradiente de MeCN:H20 e MeOH:H20, com pH
na faixa de 2,5 a 3,5. E citado o uso de acido férmico, hidrocloridrico e acético. O
Laboratério de Bordeaux (LABORATOIRE DE BORDEAUX, 2003) analisa cafeina
usando como fase movel mistura de H20:MeOH:acido acético e os acidos fendlicos
usando como fase mével acido acético 5%: MeCN. Alguns trabalhos fazem, ainda,
uso de tampao (BICCHI et al., 1995; CASAL et al.,1998) e par i6nico (KY et al.,
2001). Sao descritas vazbes de 0,5 a 1,5 mL/min.

A deteccgao é feita no comprimento de maxima absorg¢ao ou na regiao
proxima a este. Foram citados para trigonelina detecgédo na faixa de 254 a 272 nm,

para cafeina, de 254 a 282 nm, e, para 5-ACQ e fendis livres, de 320 a 325 nm.



67

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de metodologia analitica para diferenciagdo de café

torrado arabica (C. arabica) e conilon (C. canephora) e misturas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma metodologia espectrofotométrica baseada em
reacdes colorimétricas da matéria insaponificavel para discriminacdo de espécies de
café.

e Avaliar o comportamento da metodologia desenvolvida frente a
pequenas alteragdes nas condigdes de analise, utilizando um planejamento fatorial
fracionado.

e Estudar a eficiéncia da metodologia desenvolvida para
diferenciagao de variedades de café arabica (IAPAR 59, Acaia, Catuai, Mundo Novo)
e conilon e misturas.

e Desenvolver uma metodologia analitica para determinagéo
simultdnea de acido nicotinico, trigonelina, acido clorogénico (5-ACQ), cafeina e
acidos cinamicos livres, por cromatografia liquida de fase reversa e detecgao no UV.

e Validar a metodologia cromatogréfica.

e Analisar café arabica IAPAR 59, conilon e misturas utilizando as

metodologias cromatografica e espectrofotométrica desenvolvidas.
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e  Caracterizar e separar misturas de café arabica (IAPAR 59) e
conilon empregando técnicas estatisticas multivariadas (Analise de Componentes

Principais e Analise de Agrupamentos).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

As amostras de café verde de origem conhecida foram obtidas junto
ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR). Utilizou-se café arabica das variedades
IAPAR 59, Acaia, Catuai, Mundo Novo. O café conilon foi obtido no comércio local.

A torra foi feita em um torrador marca Rod-Bel, com a temperatura
variando de 160 a 170 [/C de 8 a 13 minutos de acordo com a variedade de café. As
amostras foram moidas a uma granulometria em torno de 500 mm (peneira ABNT

35), armazenadas em sacos plasticos e acondicionadas em camera fria (101C).

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE CAFE

4.2.1 Andlise de Umidade

A umidade foi determinada para 3 g de amostra pela secagem em

estufa (105°C) com circulacao de ar, até obtencéo de peso constante (AOAC, 1995).

4.2.2 Andlise de Cor

As amostras de café foram compactadas em placas de petri de vidro,

sendo tomadas as imagens digitais utilizando-se um scanner comum de mesa, com
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resolugcao de 9600 DPI. O brilho e o contraste do equipamento foram regulados em
75 e 80 % respectivamente. As anadlises foram realizadas conforme descrito por
OLIVEIRA et al., (2003). No programa .Microsoft] Paint Versao 5.1., selecionou-se,
para cada figura scanneada da placa, uma &area da regidao central de,
aproximadamente, 3x3 cm2. Empregandose o programa .Conversor em cor média
RGB para imagens BMP. (SACHS et al., 2002), as imagens foram convertidas a
valores RGB meédios, utilizando-se um aplicativo de leitura de cor pixel a pixel.
Posteriormente, converteram-se os dados para o sistema CIELAB pelo programa
.Munsell Conversion versdo 4.01. (COLORPRO, 2002), obtendo-se valores de
Luminosidade (L*), componente vermelho-verde (a*) e componente amarelo-azul

(b%).

4.3 REAGENTES

Solventes: terc-butil-metil éter, hexano, dietil éter e etanol 96/ 1GL de
grau analitico; metanol, acetonitrila e acido acético de grau cromatografico; acido
férmico (P.A.), acido sulfurico (P.A.) e acido fosférico (P.A.). A agua empregada no
preparo de padrdes e solugdes foi obtida por sistema de purificacéo e filtragcao Milli-Q
(Millipore). Todos as fases moveis foram filtradas em sistema Millipore de filtragcéo a
vacuo, utilizando-se membranas de 0,45um (Millipore) e degaseificadas, por 25
minutos antes de sua utilizagdo, em degaseificador (Shimadzu, modelo DGU-2A).

Padrées (de grau analitico): acido caféico (acido 3,4-

dihidroxicinamico ), acido ferulico (acido 4-hidroxi .3 .metoxicindmico), acido
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cumarico (acido 4-hidroxicinamico), acido clorogénico (acido 1,3,4,5-
tetrahidroxiciclohexanocarboxilico - 5-ACQ) , &cido nicotinico, cafeina e trigonelina;
Outros Reagentes (de grau analitico) : acido cloridrico, hidroxido de

potassio, iodeto de potassio, tiossulfato de sddio.

4.4 EQUIPAMENTOS

Para as analises espectofotométricas foi utilizado um
espectofotbmetro UVVis ivel GBC Cintra 20, com faixa de deteccido de 190 a
1000nm e abertura de fenda de 2nm.

Para as analises cromatograficas foi utilizado um cromatégrafo a
liguido Shimadzu, constituido de um sistema de bombeamento de solvente (duas
bombas modelo LC10AD) e valvula injetora Rheodyne, com alga de amostragem de
20 pL. O sistema esta acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel
Shimadzu (modelo SPD-10A) conectado por uma interface (CBM . 101) a um

microcomputador para processamento de dados.

4.5 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA

4.5.1 Avaliacdo dos Parametros Experimentais

Como o objetivo é a obtencdo de maior massa ou concentragao de

caveol e a sintese de uma substancia derivada deste, a escolha da propriedade a



72

ser otimizada recaiu sobre a extracdo e a quantidade de derivado colorido a ser
produzido. Nesse caso a eficiéncia dependeria de diversos fatores ou propriedades,
tais como: concentragcdo dos reagentes que participam da extragcdo e sintese,
condicdes e temperatura de reagao, etc. Para o estudo do rendimento,
selecionaram-se as variaveis que poderiam ser responsaveis pela maior ou menor
obtencgao do produto desejado.

No desenvolvimento do método, a partir do proposto por WURZIGER
(1985), foram otimizadas a extracdo do caveol e as condicdes das reagdes
colorimétricas para amostras de café arabica IAPAR59 e conilon. Para se obter
extracdo quantitativa, foram estudados a técnica e os possiveis solventes de
extracao, testando-se condicdes mais especificas para caveol utilizadas por autores
que trabalharam com técnicas cromatograficas (URGERT et al., 1995). Para as
condi¢gbes de reagao, devido a falta de informag¢des no método original, foram feitos
testes de padronizagao das quantidades e forma de adigdo dos reagentes usados.

Como resposta foram obtidas leituras em espectofotometro a 290 e
630 nm do extrato apds reagcdao com HCI e KI. As medidas de absorvancia foram
corrigidas em fungdo da massa de amostra inicial para eliminar a variabilidade
devida a diferengas na pesagem.

Avaliou-se a rusticidade da metodologia utilizando um planejamento
fatorial fracionado (26-3). As variaveis escolhidas foram: massa de amostra (MA),
tempo de saponificacdo (TS), tempo de centrifugagcédo (TC), volume de H20 para
limpeza do extrato (VL), volume de Kl (VR) e tempo de reagao (TR) (TABELA IV.1).
Como variavel resposta foi utilizado KI 630 nm. Os resultados foram analisados

utilizando-se o procedimento “Experimental design” do programa Statistica 6.0
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(STATSOFT, 2001), obtendo-se os efeitos e correspondentes niveis de significancia

para cada variavel.

TABELATIV.]1 - Matriz de planejamento fatorial das vaniaveis selecionadas.
Nivel MA | TS T!‘.L‘ YL VR TB
(@ | (h) | (min) | (mL)| {(mL) | {(min)
+ 0,20 1 1 1 0,2 5
- 0,25 | 34 2 2 0,1 10
Andlise | MA | TS TC VL VR TR
1 + + + + + +
2 + + - + - -
3 + - + - + -
4 + ; ] ; - n
5 - + + - - +
6 - + ] ] n -
7 - - + + - -
8 - - - + + +
M& - massa de amostra, TS - tempo de saponificagdo, TC - tempo de centrifugagdo, VL - wolume de HO para
limpeza do extrato, KI - volume de KI, TR - tempo de teaglo, p* - nivel de significincia,

4.5.2 Estudo da eficiéncia do método para outras variedades

Como no desenvolvimento da metodologia utilizou-se apenas

amostras de café arabica da variedade IAPAR 59, foram feitos testes para verificar a

aplicabilidade do método para outras variedades de café arabica (Acaia, Catuai,

Mundo Novo) e algumas misturas (20% e 50%) com o café conilon.

Para analise dos dados empregou-se Analise de Agrupamentos e

Anadlise de Componentes Principais das variaveis medidas experimentalmente

utilizando-se os procedimentos .Multivariate Exploratory Techniques. . .Cluster

Analysis” e .Principal Components & Classification Analysis. do programa Statistica

6.0 (STATSOFT, 2001). Na elaboragdo do dendograma (cluster analisys) a



74

estratégia utilizada foi a de Agrupamento Nao Ponderado aos Pares e, como

coeficiente de semelhanga, empregou-se a Distancia Euclidiana.

4.6 METODOLOGIA CROMATOGRAFICA

4.6.1 Preparo de Padrdes

Foram preparadas solugdes estoque com concentragdo de 500 mg/L
para cafeina e de 100 mg/L para trigonelina, acido nicotinico, acido clorogénico (5-
ACQ) e acidos cinamicos (caféico, ferulico e cumarico).

A partir das solucdes estoque foram preparadas novas solucdes por
diluicdes sucessivas para melhoramento das condi¢bes cromatograficas, preparo
das curvas de calibragao e determinacao dos limites de deteccdo e quantificagao de

cada composto estudado.

4.6.2 Estudo das Condi¢cbes Cromatograficas

Para encontrar as melhores condigdes cromatograficas para
separacao e quantificagdo dos compostos foram testadas duas colunas Spherisorb
(Phase Separations) de mesma dimenséao e tamanho de particula (4,6mm x 250mm,
particulas esféricas de 5um) mas com diferentes taxas de recobrimento (ODS-2,
capeada com 12 % de carbono em peso, e ODS-1 , ndo capeada, e 7 % de

recobrimento). No desenvolvimento, foram estudadas como fase modvel misturas
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isocraticas e gradiente de MeCN/H20 e MeOH/H20, testando-se diferentes valores
de pH pela adigcao de acido acético, acido férmico, acido sulfurico e acido fosforico.
As analises foram realizadas a temperatura ambiente, aproximadamente 25 °C.

No detector, foi empregada inicialmente uma programacédo de
comprimento de onda, de maneira a detectar cada composto no comprimento de
onda de sua maxima absorbancia na regido do ultravioleta. A trigonelina foi

detectada a 260 nm, a cafeina a 272 nm, 5-ACQ e acidos cinamicos a 320 nm.

4.6.3 Identificacdo e Quantificacéo

A identificacdo dos compostos foi feita no proprio cromatégrafo a
liquido, com base nos tempos de retencdo dos solutos eluidos da coluna
comparados com o do padrdo e por co-cromatografia. A quantificagcao foi feita por
padronizagao externa, construindo-se as curvas de calibragdo, na qual a area do

pico cromatografico é proporcional a quantidade de padréao injetado.

4.6.4 Extracao

Como a literatura citava diferentes técnicas para preparo de amostra
(BICCHI et al.,1995; CASAL et al.,1998; MARTIN et al., 1998; ANDRADE et al.,
1998; VITORINO et al.,2001; NOGUEIRA et al., 2002) foram testadas trés condi¢des
de extragdo: H20 a 80 °C e 100 °C, solugdo MeOH/solugéo de acido acético 5%

(10:90) a 80 °C. As amostras (0,500 g) foram extraidas com 30ml das solug¢des por
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10 min., filtradas com papel de filtro qualitativo. Uma aliquota do filtrado foi
transferida para um baldo, completando-se o volume com a solugao de extracdo. A
solugédo final foi filtrada em membrana Millipore de 0,45 uym e entdo injetada

diretamente no cromatégrafo sem etapas de limpeza.

4.6.5 Validacado do Método

Para validagao do método, seguiram-se as recomendacgdes da ABNT
(ABNT, 1998), estudando-se a linearidade, repetibilidade, recuperagdo e
sensibilidade.

A linearidade do método foi determinada pela analise em triplicata de
misturas padrdo em cinco diferentes concentracdes, construindo-se a curva analitica
e calculando-se o coeficiente de determinagcédo (R2ajustado) e nivel de significancia
().

Para determinagdao da repetibilidade, foram analisados a mesma
extragdo da amostra (0,500g) com cinco repeticbes de injegdo, no mesmo
equipamento, no menor espaco de tempo possivel. Para reprodutibilidade, foram
analisadas cinco extragdes diferentes (0,500g) da mesma amostra, sujeitas as
mesmas condicdes de extragdo e analise, no mesmo equipamento, no menor
espaco de tempo possivel. Avaliou-se também a reprodutibilidade em momentos
diferentes, com intervalos de 24 horas, analisando-se uma mistura padrdo dos
compostos, que foi preparada e congelada a fim de evitar degradacgao.

A recuperacgao foi determinada a partir da adicdo de uma quantidade

de padrdo a amostra, de forma que a concentragao adicionada fosse superior a 50%
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da concentragéo inicialmente presente na amostra. Foi estudada também a resposta
do equipamento pela adicdo de diferentes concentracdes de solugao padrao apods a
extragao.

Na determinacdo da sensibilidade do método, o limite de deteccdo
(LD) foi estabelecido empregando-se de solu¢des de concentragdes decrescentes
até o menor nivel detectavel e, o limite de quantificacdo (LQ), até o menor nivel
determinavel com precisédo e exatidao aceitaveis. Os limites de deteccao (LD) e de
quantificacdo (LQ) foram estimados usando as equacbes 3 e 4 (FRANCOTTE,
1996).

LD =2 CS hn/hS (3)

LQ =6 CS hn/hS (4)

Onde: hn = variagdo maxima do ruido no tempo de retencdo do

composto; hS = altura do sinal cromatografico; CS= quantidade injetada do analito.

4.7 ANALISE DAS VARIEDADES E MISTURAS

Apds desenvolvimento, as metodologias espectrofotométrica e
cromatografica foram empregadas para diferenciacdo das espécies de café arabica
(IAPAR 59) e conilon e suas misturas nas proporgdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 50 %.

Para anadlise dos dados empregou-se Analise de Agrupamentos e
Analise de Componentes Principais das variaveis medidas experimentalmente,

conforme descrito no item 4.2 do MATERIAL E METODOS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas nas analises apresentaram perda de peso
apos a torra de aproximadamente 17 %, umidade de aproximadamente 5% e valores

de L*, a* e b*, descritos na TABELA IV.1.

TABELATIV.1 — Caracteristicas de cor dasz ameostras de café arabica e conilen.

AMOSTRA L* a* h*
IAPAR 59 1446 | 0,87 | 1,60
ACATA 1446 | 0,87 | 1,60
CATUAIT 1457 | 0,54 | 1,80
MUNDO NOVO | 1474 | 0,35 | 2.04
CONILON 1457 | -076 | 1,70

L*=luminos dade, a*= componente verm elho-verde, b¥=componerte amarelo-azil.

Os valores de L* medidos estdo situados entre os valores médios
encontrados por MONTEIRO (2002) para torra clara (L* =17,2) e torra expresso ou
média (L* =9,98), com valores de perda de massa para torra clara de 10,5%, para
torra expresso 14% e torra escura de 17,2% de perda de peso.

Com relagdo a perda de massa, BORRELLI et al. (2002)
caracterizam a torra como clara, média e escura para perdas a de 14,2, 16,2, e
18,9%, respectivamente, situando as amostra utilizadas no trabalho como tendo sido
submetidas a torra entre média e escura. Valores semelhantes de perda de massa

foram utilizados por DAGLIA (1994).
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5.2 METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA

5.2.1 Avaliacdo dos Parametros Experimentais

A metodologia desenvolvida esta representada na FIGURA V.1. O
emprego de diferentes cores permite caracterizar que parte da metodologia veio do
trabalho de WURZIGER et al. (1979) (azul), URGET et al. (1995) (vermelho) do que

desenvolvido e adaptado nesse trabalho (preto).

Fesar 02 gde pé omumfrasco Adicionar 2 mL de EOH o | Aguecer emhanhao o | Adicionar Il de
devilre para centrifuga ’ LEM { emEamwl % % " dermostatizado 4 bl H0 destilada
8 Cpox 1 hora

e

_...a--"'"’f Mdg'rm-bﬂneﬂ'-‘—-‘q—"‘“—m__ " Emuﬂm‘aﬁmem‘é:i:amun
éer _H_,_,_,..——-"'"- tibo tarade. Rapetir 3 vemes,

b
Adicionar 1 il de FO o exirain \T’/ t
Honwngansirar & dasrartar a fuve wyunea

Centrifugarpor 1 min a J00 KPM
ﬁL

w

b 4
Frapowmr na hanha o 80 2O

ﬂ__‘-'—_‘— S S
" Resswpenler o exirato etéres en TT—
T dmLdeAcidoacitio glaeid 00— Ik
b — -
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N . . n Esfriar a ternperatura anbiende &
P Medida de Absorvincia a0 c 63 (¥ adirimar 0,5 mL de Naz§eQel %

FIGURA V.1 — Fluxograma do método espectrofotomeétrico

Cores indicam que etapa é original de WURZIGER & ol (1979), URGET & @l (1925) ou foi
desenvolvido e adaptado nesse trabalho.

Com a relacao a técnica de extracao apresentada por WURZIGER et
al. (1979), o uso do Soxhlet tornava a extragdo muito onerosa e demorada. Para
uma extragao quantitativa da fracao lipidica seria necessario deixar a amostra de 6 a

8 horas em refluxo no aparelho e utilizar grande volume de solvente, bem como de
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massa de amostra. Além disso, extraindo-se toda a fracao lipidica poder-se-ia extrair
também interferentes que diminuiriam o rendimento da reacgao.

Como somente a matéria insaponificavel da fragao lipidica, que
contém o caveol, € de interesse, foi utilizada como técnica de extracdo uma
adaptacdo do método proposto por URGET et al. (1995) para quantificacdo de
diterpenos em café. As operagdes referentes a essa metodologia, que foram
utilizadas no desenvolvimento do método, estdo destacadas em vermelho na
FIGURA V.1.

Na extragdo proposta por URGET et al. (1995) era utilizado um
banho termostatizado com agitacédo (.shaking.). Testes preliminares mostraram que
o uso do .shaking. ndo melhorou a eficiéncia da extragcdo em relagdo ao uso de
banho termostatizado sem agitagcdo. Pela rotagdo elevada empregada, o uso de
shaking provocou o inconveniente de espirrar a borra de café nas paredes do tubo,
dificultando a extragao.

Deve-se também considerar que em relagdo ao método originalmente
proposto por Wurziger, no método desenvolvido, pode-se saponificar varias
amostras num mesmo banho, minimizando a perda de massa por transferéncia,
devido a troca de tubo acontecer apenas uma vez.

Com relacdo ao solvente utilizado na extragdo, KURZROCK &
SPEER (2001) citam que, na escolha deste, deve-se se levar em consideragédo que
os diterpenos e seus compostos sao relativamente polares. Assim solventes como o
terc-butil-metil éter (t-BME), dietil éter e diisopropil éter (utilizado por URGET et al.,
1995) devem ser usados preferencialmente em relagdo a solventes nao-polares,

como o éter de petrdleo, proposto por WURZIGER, ou o hexano.
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Foram realizados testes com hexano, dietil éter e t-BME. Para reagao
com 4acido cloridrico/ acido acético glacial, os valores médios de absorbancia a 630
nm, foram, respectivamente, 1,2 (1 0,2; 5,1 [1 0,2; 5,1 [1 0,6; dando uma indicagao da
maior eficiéncia do uso de solventes mais polares. Optou-se, entéo, pelo t-BME pela
maior facilidade operacional na extracao.

URGERT et al. (1995) recomendavam repetir a etapa de extragao por
trés vezes. Em testes preliminares realizados com a borra extraida do café
constatou-se a necessidade da repeticio desta operagao por trés vezes para
garantir a extragdo quantitativa.

O uso de solventes mais polares permitiu a solubilizacdo de parte da
fracdo pigmento do café, além de outras substancias que tinham afinidade por esses
solventes e que poderiam interferir nas medidas espectrofotométricas, deixando o
extrato com uma coloragédo escura. A introdugao de limpeza com agua mostrou-se
eficiente para reducdo da cor do extrato e testes realizados com a fase aquosa
descartada na limpeza demonstraram que a etapa nao implicava em perdas
significativas de caveol.

Quanto as reacgdes colorimétricas, no método originalmente proposto
por Wurziger (destacados em azul na FIGURA V.1) apenas o método de reagdo com
iodeto de potassio apresentava uma descri¢ao das condi¢des utilizadas.

No método originalmente proposto por Wurziger apds a evaporagao a
amostra foi ressuspensa em 2 mL de acido acético glacial. No entanto, a coloragéao
obtida na reagao, medida através da absorbancia, foi muito elevada. Para realizar a
leitura no espectrofotdbmetro com solugdes mais diluidas optou-se por ressuspender

o extrato em 4 mL de acido acético glacial.
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Para reacdo com acido cloridrico estudou-se o uso de acido
concentrado e algumas solugbes diluidas (0,1 M, 1 M, e 5 M). Os melhores
resultados foram obtidos com o uso de acido concentrado. O proprio calor de
dissolugéo do acido concentrado no meio ja foi suficiente para fornecer a energia de
ativacdo necessaria ao inicio da reagao, ocorrendo uma pequena modificacdo na
coloragado do meio. Também foram realizados testes para padronizacdo do volume
de reagente, ndo obtendo modificagdo na coloragdo do meio para adigao de volume
de acido superior a 0,3 mL.

Para reagcao com iodeto de potassio foram estudadas e padronizadas
concentragdes das solugdes e forma de adigdo dos reagentes inicialmente propostas
por Wurziger. No método original eram adicionados 0,1 mL de solugédo saturada de
iodeto de potassio, porém testes indicaram que com um volume de 0,2 mL
aumentava a eficiéncia da reacdo. A adicdo de tiossulfato era feita na forma de
pequenos cristais o que dificultaria a padronizacdo da reagao, optou-se assim por
trabalhar com uma solugao 1 % de tiossulfato. Foram feitos, também, testes para a
padronizagao do volume de tiossulfato adicionado para evitar a coagulagado no meio.

No método originalmente proposto por Wurziger a mistura foi
aquecida em ar seco a 105 [1C por 10 minutos. Optou-se por trabalhar em banho a
100 °C pela maior facilidade.

Observou-se diferenciagdo visual clara entre variedades apods as
reacdes: para HCIl as cores variaram de verde-escuro (arabica) a salméao (conilon) e,

para Kl, foram de verdeazulado (arabica) a amarelo/laranja (conilon) (FIGURA V.2).
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FIGURA V.2 — Cores relativas as reagdes colorimeétricas com HC1 (A) e com EI (B) para

café ardbica, contlon e misturas.

Antes da reacdo, os espectros de varredura do extratos com t-BME
obtidos com as duas espécies foram semelhantes, apresentando pequena absorgao
a 630 nm, como pode ser observado para amostras de café arabica na FIGURA V.3-
A. Apos reacdo com Kl e HCI (FIGURA V.3- B e D), os espectros de varredura dos
extratos de amostras de café arabica apresentaram grande absorbancia a 630 nm,
correspondente a absor¢cdo do produto de reacdo. A mesma absor¢do nao é
observada nos espectros de varredura dos extratos de amostras de café conilon

apos reagao (FIGURA V.3-C e E).
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FIGURA V.3 - Espectros de Absorgio dos extratos, com t-BME, de amostra 100% Arabica
antes da reacdio (A) e apds reacfio com KI, amostra 100% Ardbica (B) e 100% Conilon (C) e
apds reagdo com HCL, amostra 100% Arabica (D) e 100% Contlon (E).

5.2.2 Avaliagdo da Rusticidade do Método

Tendo-se em vista que se pretende utilizar o método para controle de
rotina em laboratério, apds o desenvolvimento da metodologia realizaram-se ensaios
para avaliacdo da rusticidade (TABELA V.2).

Os maiores efeitos foram observados para o volume de H20 de
limpeza do extrato (VL), melhorando a eficiéncia da extragdo com o aumento de 1mL
para 2mL, e o volume do reagente Kl (VR), que diminuiu significativamente a

eficiéncia da reacdo quando reduzido de 0,2 para 0,1 mL. Conclui-se que um maior
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VL deveria facilitar a solubilizagdo de possiveis interferentes, que estariam reagindo
com o iodeto e diminuindo sua disponibilidade, assim um maior valor de VL,

associado a um maior VR, aumentaram a eficiéncia da reacgao.

TABELA V.2 - Matriz de planejamento fatonal e estimativas dos efeitos das vanaveis

selecionadas.

Nove | A [ TS T TC T VL T VR T TR

{g) |(min) | (min) [{(mL) | (mL) | {(min) REPLICATAS
+ 0,20 | &0 1 1 0,2 5 (A 630nm)
- 0,25 | 45 2 2 0,1 10
Analise | MA | TS TC VL VR TR 1* 2* | Média
1 + + + + + + 16,67 (19,26 | 17,97
2 + + - + - - 107411295 | 11,85
3 + - + - + - 217412032 21,03
4 + - - - - + 12,91 (11,85 | 12,38
5 - + + - - + 1323 14,84 | 14,03
& - + - - + - 21152552 | 23,34
7 - + + - - 10,35 10,89 | 10,62
8 - - - + + + 16,99 15,82 | 1640
p* 0,699 (0,047 | 0,515 (0,001 [<0,001 | 0,065
Efeito | 0,29 | -169 | 0,08 | 349 | -746 1,5l|

MA - massa de amostra, TS - tempo de saponificacdo, TC - tempo de cerntrifugacio, VL - volume
de HaO para limpeza do extrato, KI - wolume de KI, TR - tempo de reagdio, p* - nivel de

signific@ncia.

As variaveis massa de amostra e tempo de centrifugagdo nao foram
significativas a um nivel de 5% e observou-se melhores resultados mantendo-se o
tempo de saponificagdo de 1h. Apesar de apresentar um efeito menos pronunciado
(p=7%), observou-se melhora com um aumento de TR, optando-se, entdo, pelo

tempo de reacédo de 10min.
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5.2.3 Estudo da eficiéncia do método para outras variedades

Apds o desenvolvimento da metodologia utilizando a variedade
IAPAR 59, estudou-se a eficiéncia do método para caracterizacdo de outras
variedades de café arabica. Com relacdo ao aspecto visual, observado para cores
das reacobes, todas as amostras apresentaram cores semelhantes a do IAPAR 59
(FIGURA V-2).

Na ACP, o maior autovalor (A [ 1,842) gerou o componente
principal que reteve quantidade maior da informacéo total, medida por sua variancia.
O segundo maior autovalor (A2 1 1,068) gerou o segundo componente principal, e
assim o terceiro autovalor (A3 [ 0,928) gerou o terceiro componente principal. Os
componentes principais 1 e 2 retiveram 73 % da variabilidade (FIGURA V-4).

Com relacdo a importancia das variaveis no processo classificatorio,
utilizou-se a correlacdo de cada variavel com o componente principal. No primeiro
componente, as variaveis mais importantes no eixo horizontal e com correlagao
positiva foram a HCI 630 e Kl 630, enquanto que no segundo componente principal,
as variaveis mais importantes foram HCI 290, com correlagdo negativa, e Kl 290,

com positiva (FIGURAS V.4 e V.5B).



MOV pm

CP1 CP2
; : Autovalor 1,842 1,068
£ et Var avel CP1 CP2

) HCL630 0,951848 |[-0,077204

HCL290 0,042245 | 0,745084

E1630 0,956857 |-0,058557

EI290 0,138147 | 0,709630

W 0N%

FIGURA V.4 - Grafico e matriz de correlagdes das variavets espectrofotométricas com os

Componentes Pnncipais 1 e 2, para reagdes colonmétricas de amostras arabica variedade

TAPAR-59, Acaa, Catual, Mundo Nove e Contlon.
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Analisando o dendrograma (FIGURA V.5-A) e o grafico de

componentes principais (FIGURA V.5-B) observa-se que foi possivel a separagéao

das amostras em dois grupos distintos: 1) café conilon, 2) misturas 50% e 20% e

amostras de café arabica puras.

Pode-se também observar na FIGURA V.5-B que, no geral, as

misturas estao localizadas na parte central do grafico enquanto que as amostras de

café arabica pura das diferentes variedades ficaram mais a direita, em relagdo ao

café conilon. O primeiro componente, associado as leituras a 630 nm, permite a

separacao das amostras de conilon das misturas.
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FIGUBRA V.5 - Dendrograma (4) e Anélize de Componentes Prncipais (CP1 e CP2) (B) a

partir dos resultados medidos para reagfes colonimetricas (HCl e EI a 630 & 290 nm) de

amostras ardbica variedade TAPAR 59 Acad, Catual, Mundo Move e Conitlon.
Amostras 100% ardhica JAPAR-59 (IF), Acaid (AC), Catal (CT), Mundo novo (M) e 100% comlon (C; e
misturas com 20%%(TP 20, AC:20, CT 20, MN:20 e 50% (IP:50, AC:30, CT:50, MM 500 de conilon aos ardbica.

Mimeros1, 2 e 3 afrente dos codigos correspondem & andlise de trés amostras,

Para uma avaliagao mais detalhada da capacidade de discriminacdo
do método, no APENDICE estdo apresentados os resultados, em separado da

analise multivariada para as variedades Acaia, Catuai e Novo Mundo e puras
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misturas com conilon. Para a variedade |IAPAR-59, a analise pode ser observada

nas FIGURAS V-21 e V-22 do item 3, do RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.3 METODOLOGIA CROMATOGRAFICA

5.3.1 Estudo das Condi¢cdes Cromatograficas

5.3.1.1 Testes com padrdes

Inicialmente trabalhou-se com a coluna Spherisorb ODS-2, utilizando
como fase mével uma mistura isocratica de MeOH/H20 (20:80) pH 3,2 pela adigéo
de acido férmico e programagao de comprimento de onda (A). Nessas condi¢des a
ordem de eluigdo foi a seguinte: trigonelina, acido nicotinico, 5-ACQ, acido caféico,
cafeina e acido cumarico, com tempo de retencdo de aproximadamente 36 min.
Observou-se que a trigonelina estava sendo encoberta (co-eluida) pelo acido
nicotinico, com o tempo de retengado para a trigonelina de 4,13 min. e do acido
nicotinico 4,27 min. A dificuldade na separagao dos dois compostos foi atribuida ao
fato do acido nicotinico ser um produto de degradacéo da trigonelina, apresentando

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.
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FIGURA V.6 - Cromatograma de uma mistura padrio de tngonelina (1) e acido nicotinico (2)
com eluigdo 1socratica empregando fase mdvel de acido fdrmico/metanol.

Condigcies: Coluna Spherisarh ODS-2 (Phase Separations), 4,6mm x 250mm, particulas esféricas de Spm; Fase
mavel: MeOH/solugdo de deido farmico pH3,2 (10:90 v+, wazdo: 0,7 mL min™. Deteccio : 260 mm.

Procurou-se, entdo, variar a proporcdo de MeOH da fase movel, a fim
de separar a trigonelina e o acido nicotinico. Testou-se MeOH/H20 pH 3,2 pela
adicdo de acido férmico nas seguintes proporgdes 10:90, 15:85 e 35:65, ndo se
obtendo sucesso na tentativa de separagéo (FIGURA V.6).

O principal problema na separacado dos dois compostos era devido ao
fato da trigonelina apresentar uma cauda, que ndo diminuia significativamente com

aumento ou reducao da polaridade da fase mével.
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FIGURA V.7 — Comparagiico de cromatogramas de mistura padriio de tnigonelina (1) e acido
nicotinice {2) empregando fase mdével 1socratica com adiclo de acide sulfirice ou acide
Férmico.

Condigies: Coluna Spherisarb OD3-2 (Phase Separations), 4.6mm x 250mm, particwas esféricas de Spm . Fase

mdvel: MeOHfsolugdo de dcido slfidrco pH 3.2 (10:90 v+ e MeOH/fso0lugdo de doido deido fdrmico qud?
(10:90 =), wazdo: 0,7 mL mint Deteccio: 260 nm.

Testou-se entdo o mesmo valor de pH (3,2) utilizando-se um acido
inorganico (H2S04). Observou-se melhora na separagao entre os componentes nao
sendo, no entanto, ainda possivel a quantificacdo dos compostos. A FIGURA V.7
mostra uma comparacado da eficiéncia na separagao utilizando acido organico

(férmico) e acido mineral (sulfurico).

—

FIGURA V.8 - Cromatograma de uma mistura padriio de trigonelina (27 e acido nicotinico (1)

[
H 1o 15 nin

cotn eluicdo isocratica empregando fase mével de acido sulfarico/metanol.

Condipies: Coluna Spherizorh ODE-2 (Phase Jeparations), 46mm x 250mm, particidas esféricas de Spm . Fase
m &vel: MeOH /fsolugdo de deido sulfirico 1,25 (1090 w&), wazdo: 0,7 mL.mirl'l_ Deteccdo: 260 nm.
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Estudou-se, entado, a diminuicdo do pH pela adicdo de H2SO4 para
2,25 e 2,5 e H3PO4 para 2,5, observando-se praticamente a mesma separagao
entre os compostos. Observou-se melhora consideravel em condicdes
extremamente acidas (pH = 1,5) (FIGURA V.8), porém esse pH inviabiliza o uso da
metodologia, pela diminuigdo da vida util da coluna.

Com adicao de acido mineral, observou-se um aumento no tempo de
retencdo dos outros compostos, principalmente os acidos cinamicos. Constatou-se
também que a ordem de eluicdo foi alterada quando se modificou o pH. A cafeina
em fase mével com pH mais baixo (2,5) eluia depois dos acidos cindmicos e, com
aumento de pH (3,2), eluia entre os acidos caféico e cumarico. Os acidos
clorogénico e caféico necessitam de maior quantidade de metanol para uma
separacao eficiente, acima de 30%. Para eluicdo de cafeina e acido cumarico
necessita-se teores de metanol acima de 35%. A melhor condicdo observada foi
utilizando-se gradiente nao linear metanol em H2S0O4 pH 2,5, mas ainda nao se

obteve separagao adequada da trigonelina e do acido nicotinico (FIGURA V.9).
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FIGURA V.9 - Cromatograma de uma mistura padriio de tigonelina (1), acido nicotinico (2),
5-ACQ (3, acido cafeico (4), acide cumarico (3), cafeina (6) com eluigio isocratica
empregando fase mdvel de acido sulfunco/metanol.

Condigies: Coluna Spherisarb ODE-2 (Phase Separations), 4,6mm x 250mm, partticulas esféricas de Spm . Fase
Mdvel: gradierte de solugdo de dcido sulfirico pH 2,5(4) e MeOH(E), 0" —15% B, 8" - 17% B; 10" 2 207 - 30%
B; 22— 35% B, wvazdo: 0,7 mL mirit Deteccdio: 260 mn de 0 a10°, 320 ram de 10 a20%e 272 nm até o final.

Como nao foi possivel a separagdo da trigonelina e do &acido
nicotinico com o uso de acido mineral estudou-se o0 uso de outro acido organico, o
acido acético. Com adicdo de 1% de acido acético (pH mais alto) ndo ocorreu
separacdao adequada e os picos ndo apresentavam boa resolucdo. Com acido
acético 5% ocorreu a troca na ordem de eluicédo (acido nicotinico/ trigonelina), o que
seria interessante pelo fato do acido nicotinico ser encontrado em menor proporgao
no café e a trigonelina apresentar cauda. Testou-se 0 uso de gradiente e eluigao
isocratica, sendo que a melhor condicdo foi obtida usando mistura isocratica

composta por MeOH/ solugao de acido acético 5% (25:75 v/v) (FIGURA V.10).
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FIGURA V.10 - Cromatograma de uma mistura padrio de trigonelina (2),acide nicotinico
(1), 5-ACQ (3), acido caféico (3), acido cumarice (3), acido ferilice (6) e cafeina (V) com
eluicio isocratica empregando fase mdvel de acido acéticofmetanol.

Condicies: Coluna Spherisorh OD3-2 (Phase Separations), 4,6mm x 250mm, particulas esféricas de Spm . Fase
mével isocratica; MeOH/ solugdo de deido acético 5% (2575 v&), vazdo: 0,7 mL min’. Detecgdo : 260 nm 0 a
27,320 B @25, 272 nm até o final.

Devido a dificuldade de separagao da trigonelina do acido nicotinico
decidiu-se, entdo, testar outra coluna, Spherisorb ODS-1, utilizando a fase movel
com acido acético 5%, que havia apresentado ordem de eluicdo e tempo de analise
mais interessante.

A coluna ODS-1 permitiu a separacao eficiente entre a trigonelina e o
acido nicotinico, apresentando melhor resolucdo para eluicdo isocratica em
proporgdes inferiores a 20% de MeOH. No entanto, nessas condi¢gbes o tempo total
de analise foi muito alto, com tempo de retencédo para a cafeina de 43 min. Ao se
aplicar gradiente, a cafeina passou a ser eluida entre o acido cumarico e ferulico.
Como a cafeina e os acidos cindmicos possuem propriedades fisico-quimicas
(polaridade, solubilidade) diferentes esperava-se melhorar a separagao variando as
condicdes da fase mével, mas nao se encontrou nenhuma condigao eficiente. Foram

testadas varias condi¢des de gradiente, porém, nao foi possivel obter um tempo de
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separacgao entre os picos que permitisse a mudanga do comprimento de onda para
realizar a quantificagao da cafeina e dos acidos ferulico e cumarico nos A de maxima
absorgao, optando-se por fazé-lo em comprimento de onda fixo (272 nm) (FIGURA

VA1),

o 3

f a X r B
FIGURA V.11 - Cromatograma de uma mistura padrio de acide nicotinico (1), trigonelina
(2), 5-ACQ (2), acido caféico (4), acido cumarico (3), acido ferdlico (6) e cafeina (/) com
eluicio gradiente empregando fase movel de acido acético/metanol.

Condicdes: Coluna Spherisorh ODS-1 (Phase Separations), 4.6mm x 250mm, particulas esféricas de Spm. Fase
mdvel: gradiente solugdo de dcido acético 5% (A) e MeOH (E), de 0 215" — 25 % B; 207 até o final - 30% B,
wvazdo: 0,7 mL mirl Detecgio: 260 mm de0 al07, 320 num de 10 a 20°, 272 rim até o final

5.3.1.2 Testes com Amostra Real

Apds os testes iniciais de desenvolvimento empregando padroes,
analisou-se uma amostra real (café arabica - IAPAR 59). Foram testadas trés
condi¢des de extracdo, conforme descrito no item 3.5 do MATERIAL E METODOS.
Extraiu-se 0,5 g de café com 30 mL da solugdo extratora, filtrando em papel

qualitativo para baldo volumétrico de 200 mL, filtrando novamente em membrana de
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0,45 uym. Os cromatogramas para as diferentes condicbes de extracdo estao
apresentados na FIGURA V.12.

A partir dos cromatogramas obtidos para as trés condigbes, observa-
se que elas nao interferiram na separagao e na area dos picos relativos a trigonelina,
acido clorogénico e cafeina. Para os compostos cindmicos, no entanto, o uso de
metanol favoreceu a extracdo. Como nas amostras a serem estudadas observou-se
quantidades muito pequena desses compostos, optou-se pela extragcdo com H20 a
80°C. Testes de recuperagao posteriores (item 4.2.3) adicionando-se quantidade de
massa conhecida dos compostos analisados a amostra de café confirmam a

eficiéncia dessa extracado para os compostos de interesse.
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FIGURA V.12 - Cromatograma de uma amostra de café 100 % Arabica (IAPAR 59)
submetida a diferentes condigdes de extracio: solucio MeOHisolugdo de acido acético 5%

(10:90) a 80 °C (A); Ha0 a 80 °C (B) e Ha0 a 100 °C (C).
Picos: (1) trigoneling, (2) 5-ACQ e (3) cafeina. Condiges: Coluna Spherisort ODS-1 (Phase 3 epar ations),
damm x 250mm, particulas esféricas de Spm. Fase movel gradiente de solugdo de deido acético 3% (A&) e
MeOH(B),0 a5 -20%B;10al15 -25% B e de 20 225 -30 % B, vazdo 0,7 mL.miril.Detec(;iiu:EED fim .

Para avaliagdo da melhor diluicdo a ser injetada no cromatografico
foram realizadas injecbes do extrato inicial, completado para 200 mL em baléo
volumétrico, e duas diluicbes: até volume final de 400 e 600 mL. Nenhuma das
diluicdes apresentou valores de absorbancia acima ou abaixo do limite de deteccéo
(LD), mas como na técnica cromatografica deve-se dar preferéncia a injegdo de
solugdes diluidas, optou-se por trabalhar com uma maior diluicdo. Para diminuir o

volume de solvente necessario, resolveu-se extrair a amostra em 100 mL, transferir



98

uma aliquota de 5 mL para um baldo de 25 mL, obtendo-se assim o equivalente a
um volume de 500 mL do extrato inicial. O fluxograma proposto para o preparo da

amostra esta apresentado na FIGURA V.13.

I 0,5g decafe ‘
1 30 L de HyO IVAlli - Q l

v

’ Banho 80 °C por 10 mun |

Filtrar em Baldo cle 100 wl
com papel de filho qualitativo

v

Transfein wua aliquota ce 5
L para wm baldo cle 25 mL

v

Filtrar 1 membrana
de 0,45;L1m

v

_CLAaE |

FIGURA V.13 - Condigdes propostas para extragio das amostras de cafée

No cromatograma da amostra real (FIGURA V.14), seguindo a
extragao proposta na FIGURA V.13, observou-se que a trigonelina estava sendo co-
eluida com outro composto, n&o identificado. Com relagdo aos outros compostos (5-
ACQ e cafeina), observou-se boa discriminagdo. Os acidos cindmicos e nicotinico
nao estdo indicados no cromatograma por estarem presentes em concentragbes
muito baixas, ndo sendo possivel a visualizacdo dos picos na atenuacao
apresentada. A deteccdo dos compostos nos testes iniciais com amostras foi
realizada em apenas um comprimento de onda (280 nm), para evitar oscilagbes na

linha de base até que estabelecesse as condigdes cromatograficas.
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FIGURA V.14 - Cromatograma do extrato de amostra 100% arabica (TAPAR 59).

Picos: trigonelina (1), 5-ACQ (), e cafeina (3). Condigies: Coluna Jpherisorh OD3-1 (Phase 3 eparations),
damm x 250mm, particulas esféricas de Spm. Fase mdvel gradiente de solugdo de dcido acético 5% (&) e
MeOH (BE),0 a 15" —25 % B; 207 até o final - 30 % B, vazdo 0,7 mL min. Deteccdo: 220 rm.

Testou-se entdo outras variagbes de gradiente, a fim de separar o
composto que estava sendo co-eluido com a trigonelina, sendo a melhor condigéao
obtida observada na FIGURA V.15. Nessas condi¢des, no entanto, ainda estava
sendo eluido um interferente (pico 3). Quando foram testadas outras modificagdes
na fase movel, outros interferentes, correspondentes aos picos 2 e 4, mais sensiveis

as variagdes na polaridade da fase mével, eram eluidos junto com a trigonelina.

FIGUBRA V.15 - Cromatograma do extrato de amostra 100% ardbica (JAPAER 59).
Picos: trigonelina (1), compostos nio identificados (2, 3 e 4). Condicies: Cauna Spherisorh ODE-1 (Phase
S eparati onsg), 4,6mmx250mm, particulas esféricas de Spm Fase mavel: gradiente de solugio de dcido acético 5%

(&) e MeOH(B), 0 a57-20 %B; 10 a 15°-25 %8B e de 20 225730 %B, vazdo: 0,7 mL.min'l. Deteccio: 220 nm.
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O detector utilizado permitia fazer programagdes de comprimentos de
onda durante a corrida cromatografica, decidiu-se, assim, avaliar o aumento na
sensibilidade do método, com a detecgdo de cada composto no A de sua maxima
absorbancia. Para escolha do A maximo analisou-se o espectro ultravioleta de cada

composto (FIGURA V.16).

N NN

- EE B BN EN B En Bw 6= BE B B e e B B @ e me  me  me o mm  ome

FIGURA V.16 - Espectros de varredura de trigonelina (&), cafeinath) e 5- ACOQ (o).

Como a mudanca de comprimento poderia acarretar oscilacdes na
linha de base e o A de maxima absorbancia da trigonelina e cafeina sdo préximos,
optou-se por detectar os dois compostos a 272 nm e 0 5. ACQ a 320 nm. A FIGURA
V.17 mostra o ganho de sensibilidade com a programacgao de comprimento de onda.
Na FIGURA V.17C, pode-se observar que 0s picos que aparecem com grande
absortividade no cromatograma sao pertencentes a classe dos acidos cinamicos

(absortividade alta a 320 nm), sendo provavelmente de outros acidos clorogénicos.
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FIGURA V.17 - Cromatograma do extrato de amostra 100% arabica (IAPAR 5%) com
detecciio a diferentes comprimentos de ondas: 272nm (&), 280nm (B) e 320nm (C)

Picos: trigonelina (1), 5-ACQ (2), cafeina (3). Condigdes: Coluna Spherisorh ODE-1 (Phase 3 eparations),
dbmm x 250mm, particilas esféricas de Spm. Fase mdvel: gradiente de solugio de dcido acético 5% (A) e

MeOH (B),0 2a5°-20%B; 10415 -25 % B e de 20 a 257 -30 % B, vazdo: 0,7 mL min!.
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Como o uso de gradiente ndo resolveu a separagao entre trigonelina

e os interferentes, optou-se entdo pela mudanga do modificador organico, trocando-

se 0 MeOH por MeCN, conseguindo uma melhor separagao e condigdo de analise. A

FIGURA V.18A ilustra o cromatograma do extrato de café 100 % arabica (IAPAR 59)

e a FIGURA V.18-B o cromatograma de uma mistura padrdo nas condi¢des

cromatograficas otimizadas.
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FIGURA V.18 - Cromatograma do extrato de amostra 100% arabica (4) e de uma mistura

padrio (B) com eluiclo gradiente empregando fase mével de acido acéticolacetonitrila.

Picos: dcido micotinico (1) trigoneling (2), 5-ACQ (3), dcido caféico (4), cafeina (3), deido ferdlico (6) e
cutnatico (7). Condigdes: Coluna Spherisorh OD3-1 (Phase Separations), 4,6mm x 250mm, patticulas esféricas
de Spm. Fase mdwvel: gradiente de solugdo de dcido acético 5% (A) e MeCH (B), 0 a3 - 3% B, 107 até o final

13% B, vazfo: 0,7 mL min Deteccio: 220 nm

Conforme discutido na revisao, o acido nicotinico tem sido descrito
como um bom diferenciador entre as espécies, nao havendo interesse em sua
quantificacdo. A separagdo deste do pico da trigonelina foi realizada para evitar
interferéncia na quantificagdo. Os acidos cindmicos encontravam-se em pequenas
concentracdes nas amostras a serem estudadas,assim apesar de ser possivel sua
quantificacdo, mesmo dentro do LQ para esses compostos, optou-se por nao

quantifica-los a principio.
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A FIGURA V.19 ilustra o cromatograma de uma mistura padrao dos
compostos que serdao analisados (trigonelina, 5-ACQ e cafeina), onde se verifica
uma resolugao satisfatéria dos picos em um tempo de analise relativamente curto

(menos de 30 minutos).

]
oy

FIGURA V.19: Cromatograma de mistura padrio de tngonelina (1), 5-ACQ (2) e cafeina(3)

com eluicio gradiente empregando fase mével de acido acéticol acetonitrila

Condigies: Coluna Spheriscrh OD3-1 (Phase Separaions), 4,6mm x 250mm, particidas esféricas de Spm . Fase
movel: gradiente de solugdo de deido acético 5%0A) e MeCH (B),: 0 a 5" — 5% B, 107 até o final 13% B, vazio:
0,7 mL mirit, Deteccdo: 0 a 15’ —272 fm_ 157 a23" —320 rm e de 237 até o final 272 nm.

Na TABELA V.3 tém-se os tempos para 15 injegdes consecutivas de
mistura padrao de trigonelina, cafeina e 5-ACQ, seus respectivos desvios padrdes e

coeficiente de variagao (C.V.), no método proposto.

TABELA V.3 - Tempos de retenciio para mistura padriio de trigonelina, cafeina e 5-ACQ

Compostos | Tempo de Retencéo (min) Desvio C.V. (%)

Trigonelina 8,3 0,2 1,88
5-ACQ 20,2 0.4 1,94
Cafeina 28,6 0,5 1,71

Obs :média de 15 analises no mesmo dia.
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A variacao nos tempos de retengao foi pequena, podendo, em parte,
ser atribuida ao fato das analises terem sido realizadas a temperatura ambiente. O
uso de um sistema de controle de temperatura provavelmente diminuiria a variacao.

As melhores condi¢gdes cromatograficas encontradas para analise de

café sao descritas na TABELA V 4.

TABELA V.4 - Eesumo das condigdes cromatograficas propostas

Spherisorb ODS 1 -250mm X 4,6 mm
Particulas de Sum (C18)
Composigio =solucio de acido acético 50 (A) e MeCH (B)
Vazio 0,7 ml/min
Fase Movel Gradiente :
Eluico Dad -5 B
10 —12% B
Dals —272nm, 15 a23 —5320nm e de 25°
Deteccéio ate o final 272 nm.
Sensibilidade: 0,008 TTA
Walvula Rheodyne com alga de amostragem

Fase Estacionana Coluna

Injecéo de20pl

- Corrida 30 tnin

Tempo de Andlise Estabilizagio 10 min
Temperatura de Ambiente

analise

5.3.2 Validacdo do método

5.3.2.1 Linearidade

A TABELA V.5 mostra as concentracbes de cada composto
empregados na constru¢gdo das curvas analiticas para quantificagdo. Os valores de
concentracdes padrao usadas na elaboragcdo das curvas analiticas foram definidos
com base nos teores médios desses compostos nas variedades de café citadas na

literatura. Utilizou esse valor como concentracdo central da reta, calculando-se
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valores equivalentes a 25% e 50%, a mais e a menos, para os demais valores de

concentracdo, sendo que cada concentracao foi analisada trés vezes.

TABELA V.5 - Concentragdes de trigonelina, cafeina e 5-ACQ usadas na construgio das

curvas analiticas

Compostos | Mistura | Mistura | Mistura | Misturad | Mistura | Mistura
1 mg.]_.'1 2 mg.L'1 3 mg.L'1 mg.L'l Smgl” mg.L'l
Trigonelina 3 5 / 10 15 -

5_ACO

1

3

5

10

15

30

Cafeina

5

10

15

25

35

A FIGURA V.20 ilustra, respectivamente, as curvas analiticas da

trigonelina (A), 5.ACQ (B) e cafeina (C).
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FIGURA V.20 - Curvas analiticas de tigonelina (&), 5-ACQ (B) e cafeina (C).
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Analisando-se as curvas analiticas (FIGURA V.20), observou-se que
todas apresentaram linearidade dentro da faixa de concentracdo utilizada com alta
correlagdo. Os coeficientes das retas (y = Ax + B), coeficiente de explicagéao (r2),
nivel de significancia (p) e intervalos de concentragao e correspondentes intervalos
de massa que compreendem as faixas de linearidade estudadas nas curvas

analiticas estdo na TABELA V.6.

TABELA V.6 - Pardimetros da reta (v = Ax + B) para as curvas analiticas de tngonelina, 5-
ACQ e cafeina.

Intervalo | Imtervalo

C omp ostos A B r* P de conc. de massa
mgL™ (pg

Trigonelina| 740451062 | 58283 785% | 099357 | 14787E-15 3-15 60— 300

S-ACQ | 178458,6821 | 140959465 | 09994 | 1,7359E-27 1-30 20—-600

Cafeina | 184407 8836 | 95477075 | 0,9584 | 84095E-17 5-35 100 —700

Obs: coeficiente de explicagdo ('R“'J, nivel de significincia (), intervalo de linearidade em termos de

concentragdo e massa

5.3.2.2 Precisao

Os coeficientes de variagao (C.V.) para os estudos de repetibilidade e
reprodutibilidade estdo apresentados na TABELA V.7. Conforme descrito no item
3.7, do MATERIAL E METODOS, nos testes de repetibilidade e reprodutibilidade
foram analisadas amostras reais e para a repetibilidade entre dias foi analisada uma

mistura padréo, por isso os valores médios sao diferentes.
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TABELA V.7 — Valores de média, desvio padrio e coeficiente de vanacio. para o5 ensalos
de repetibilidade e reprodutibilidade de trigonelina, 5-ACQ e cafeina

C omp ostos Precisio Media Desvio CV %
repetibili dade 7.8 0.6 1.5
Trigonelina reprodutibili dade 35,9 1,6 4.4
repetibili dade entre dias 6a.5 2.6 37
repetibili dade 22.6 0z 07
5-ACQ reprodutibili dade 231 0.8 3.3
repetibili dade entre dias 79,9 56 7.1
repetibili dade 62,5 1,1 1.7
Cafeina reprodutibili dade 62,5 1,4 2.2
repetibili dade entre dias 802 35 3.9

Ohs: média de cinco irgegies

Para os ensaios de repetibilidade, o valor maximo de C.V. foi de 1,7
% para cafeina indicando uma boa repetibilidade para o método proposto. Na
literatura sdo apresentados valores de repetibilidade no café torrado de 1,3% e 1,1%
para a trigonelina e cafeina, respectivamente (CASAL et al., 1998) e 0,62% e 0,14%
para cafeina e 5-ACQ, respectivamente (CHAMBEL et al., 1997).

Para os ensaios de reprodutibilidade, o valor maximo de C.V. foi de
4,4 % para trigonelina, indicando uma boa reprodutibilidade do método. Para os
ensaios de repetidos em diferentes dias, o valor maximo de C.V. foi de 7,1 % para 5-

ACQ, indicando também uma boa repetibilidade entre dias.

5.3.2.3 Exatidao

Foram realizados ensaios de recuperagdo adicionando-se uma

massa conhecida de padrao, e realizando-se a extracdo conforme apresentado na
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FIGURA V.13. A amostra final foi analisada em triplicata, sendo o valor médio de
recuperacao apresentado na TABELA V.8.

Os valores obtidos para os trés compostos estdo proximos de 100 %,
indicando que a recuperacao foi eficiente e dentro da faixa citada na literatura. Para
trabalhos que utilizaram condi¢cdes de extracao semelhantes sdo descritos valores
de recuperagcdo no café torrado de 99% a 103% para cafeina (CAMARGO e
TOLEDO, 1998) e 98% e 99% para trigonelina e cafeina, respectivamente (CASAL
et al.,, 1998.). NOGUEIRA et al, (2002) relatam recuperacéo de 100%, 91% e 98%
para 5-ACQ, trigonelina e cafeina, e CHAMBEL et al. (1997), entre 88 € 94% e 74 e

77% para 5-ACQ e cafeina.

TABELA V.8 - Eecuperagiio (%) observada para tnigonelina, 5-ACQ e cafeina.

C omp ostos Conc. Amostra (mg/L.) M adc. (mg)|Mrec. (img)| % Rec. | Media
20 8068 99 55
Trigonelina 36861 20,8000 19,7157 9433 | 9443
18,6881 89,42
17,0076 10873
5-ACQ 2,2856 15,5000 16,2166 104,62 | 104,87
15,5385 100,25
43 3887 108,20
Cafeina 6,2469 40,1000 41,1580 102,64 | 103,18
395737 98,69
M adec. = massa adicionada, M rec. = massa recuperada, % REC = Recuperagdo

Foi analisada também a resposta do cromatografo para os
compostos estudados, adicionando-se uma concentragdo conhecida de padrdao ao
extrato obtido para o ensaio de repetibilidade (TABELA V.9). Os valores também
foram préximos de 100 % indicando que a integragao dos picos, para determinagéo
da area correspondente a concentracdo dos compostos analisados, estava sendo

feita de forma eficiente.
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TABELA V.9 — Eecuperagio (%) observada para adicio de solucio padrio de concentracio

conthecida ao extrato obtide para ensaio de repetibilidade.

Compostos  |[Conc. Téorica (mg/L) Conc. Medida (img/L) | %eRec. | Meédia
2,9737 23,2765 110,18

Trigonelina 2.3520 2.8226 118,00 114,73
26829 31120 115,00
1,5385 1,4790 86,13

5-ACQ 1,7327 1,5976 g2.20 | 94,72
1,9269 1,8463 95,82
4,10%0 4,1292 100,50

Cafeina 46156 4,5907 8946 | 10046
5,1223 5,1341 100,23

5.3.2.4 Sensibilidade

Os limites de deteccdo e limite de quantificacdo do sistema
cromatografico para trigonelina, 5-ACQ e cafeina foram calculados utilizando as
equacdes (3) e (4) do item 5.5, do MATERIAL E METODOS. Como na literatura é
citado apenas que hS necessita ser de duas a dez vezes maior que hn, decidiu-se
trabalhar com um valor correspondente a 10 vezes para a trigonelina, que
apresentava menor absortividade e menor resolugéo, e, para os demais compostos,
uma razao igual a 6.

Na literatura séo apresentados valores de LD no café torrado de 0,15
Mg/ mL e 0,05 ug/ mL para a trigonelina e cafeina, respectivamente (CASAL et al.,
1998) e 0,1 pg/mL para a cafeina (BISPO et al., 2002). A TABELA V.10 descreve os

valores de LD dos compostos.



TABELA V.10 - Valores de limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificacio (LO), para

tngonelina, 53-ACQ e cafeina.

Compostos  |Arealhn| hs Cs LD (pgmL) |LOQ (pLgml)

Trigonelina  |4845/14]140] 0,075 0,15 0,45
5-ACQ 22741 20(126] 0,0125 0,04 0,12
Cafeina 2345|20(121] 0,0125 0,04 0,12

hy - variagdo méxima do raido no tempo de retencdo do composto; hs - altura do sinal
cromatogrifico; Cs - quartidade injetada do camposto.

5.4 DISCRIMINAGAO DAS ESPECIES, RARABICA (IAPAR-59) E CONILON, E MISTURAS

5.4.1 Metodologia Espectrofotométrica

110

Os valores referentes as analises para diferenciacdo das espécies

(arabica IAPAR- 59 e conilon) e das misturas (5, 10, 15, 20, 25 e 50% de café

conilon ao arabica) estdo apresentados na TABELA V.11. Foram analisadas trés

pesagens iguais da mesma amostra. Os resultados estdo expressos como

absorbancia a 290 e 630 nm apés reacdo com HCI e KI.
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TABELA V.11 — Medidas de aborvéncia a 290 e 630 nm apds reagiio colorimétnca com HCI
e KL
Reagio |Amostra|— A 630nm ‘ A 290nm
MEDIA |DESVIO| C.¥.% | MEDIA |[DESVIO| C.V.%

A 27,5 0,7 2,6 45,6 1.4 3,0

M5 26,3 1,3 5,0 41,7 6,2 14,5

10 27,0 1,9 7.0 45,5 0,2 0,5

HCL M5 32,6 0,4 1,2 40,0 8,7 21,7
20 29,6 3.3 11,1 45,4 0,4 0,9

M25 28,3 4,3 15,2 44,9 0,6 1,3

M50 25,3 4.5 17,9 57,1 6,8 18,2

C 5,0 0,8 9,2 32,3 2,5 7.8

A 26,7 0,8 3,1 28,8 0,8 2,9

M5 28,8 0,8 2,7 29,6 1,9 6,5

0 29,8 2,6 8,8 29,8 2,3 77

KI MIS 26,1 0,4 1,7 33,7 2,1 6,3
20 25,6 0,2 1,0 25,2 1,6 6,2

M25 23,6 4,0 17,0 27,1 3,6 13,3

M50 23,9 1,1 4.5 24,4 2,4 10,0

C 2,1 0,2 7.9 18,3 3,3 17,0

Amostras: 100% ardbica TAPAR-39 (A); 100% condon (C); misturas com 5%(M3Y, 10% (M10),
15% (M1, 20% (M20), 25% (M25) e 50% (M50) de conilon ao ardbica. Média de 3 repeticies

Pode-se constatar que existe diferenga numérica entre os resultados
obtidos para as duas espécies puras. Amostras da espécie conilon apresentavam
leitura de absorbancia mais baixa em todos os parametros analisados. No geral,
observou-se CV abaixo de 10%. As medidas a 290 nm, correspondentes a regiao do
ultravioleta, sofrem muita interferéncia, principalmente atmosférica, que foram
reduzidas na detecc¢ao na regido do visivel.

Quanto as misturas, analisando isoladamente cada parametro,
observou-se que a adigdo de conilon em proporgéao inferior a 50% nao poderia ser
detectada pelo método.

Para uma avaliagdo em conjunto da capacidade de discriminagao das
variaveis obtidas na metodologia espectrofotométrica empregou-se Analise de

Componentes Principais (ACP) e Analise de Agrupamentos (AA). O primeiro (A1
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112,915) e segundo componentes (A2 (1 0,720) explicaram em conjunto 90,88 % da
variabilidade dos dados (FIGURA V.21).

Com relacado a importancia das variaveis no processo classificatorio,
pode-se observar a correlagado de cada variavel com os componentes principais. No
primeiro componente, temos em ordem decrescente de importancia HCL 630nm, Ki
630nm, HCI 290nm e KI 290nm, com correlagao negativa. Amostras alocadas mais a
esquerda apresentavam maior absorbancia em todos os parametros, indicando um
alto teor de caveol caracteristico da espécie arabica. A medida que se aumentou a
proporgao de conilon (amostras 50% ou conilon puras) as amostras se configuravam
mais a direita. No segundo componente, temos as medidas de absorbancia a 290nm

(HCI290 nm e KI290 nm) (FIGURAS V.21 e V.22-B).

CP1 CP2
r k1630 nen Autovalor 2,915 0,720
: ‘ Vari avel CP1 CP2
: e HCLE30 -0,941777| 0,149746
5 13| 0,554938
-0,130291
} 280 5231 -0,610446

FIGURA V.21 - Grafico e matriz de correlagdes das variaveis espectrofotométricas (HCl e

P

Kla630e 290 nm) com os Componentes Principais 1 e 2.

Analisando-se o dendrograma (FIGURA V.22-A) constatou-se a
separacao das amostras em trés grupos distintos: 1) café conilon, 2) mistura 50%,

uma das triplicatas da mistura 15% e outra da mistura 5% 3) o restante das misturas
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e uma das triplicatas da mistura 50 % juntas com o café arabica.. No grafico de
componentes principais (FIGURA V.22-B) observou-se que foi possivel a separagéao
das amostras de café arabica e conilon e da mistura 50% pelo CP1, e que o
segundo componente nao contribuiu para a discriminagdo, podendo ainda ter

dificultado a discriminagao da M50:2 e M15:3 e M5:2.

4

4* - ettt
f "

19%

FIGURA V.22 - Dendrograma (&) e Analise de Componentes Principais (CP1 e CP2) (B) a

partir dos resultados do método espectrofotomeétrico (HCl e ET a 630 e 290 nm).
Amostras: 100% ardbica JAPAR-59 (A); 100% conilon (C); mistras com 5%(M5Y, 10% (M10), 15% (M1,
20% (MI20), 25% (M23) e 30% (MO0 de conilon ao ardbica. Mumeros 1, 2 e 3 & frente dos codigos

corresponide & andlise de tr8s amostras.
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(&) (B)
R
(1)
(2)
FIGURA V.23 — Relagio entre as variavers (4) e dendograma(B) a partir dos resultados das
reagdes colonmeétricas: com HCl e Kl para absorbancia a 620 nm (1) e a 290 nm (2)

Amostras: 100% ardbica JAPAR-39 (A), 100% comlon (C); mistwras cam 5%(I5), 10% (M10), 15% (W15,
20% (M20), 25% (M25) e 50% (M50) de conilon ao ardbica. Nimeros 1, 2 e 3 & frerte dos codigos

correspondem 4 andlise de tr8s amostras,

Para as medidas a 630 nm, FIGURA V.23-(1), observa-se que foi
possivel a separagdo das amostras em dois grupos distintos: 1) café conilon e 2) as
misturas juntas com o café arabica. Ja para as medidas a 290 nm, FIGURA V.23-(2),
algumas misturas 50% ficaram juntas com as amostras de café conilon.

No caso especifico analisado, as leituras de absorbancia a 290 nm
apdés reagdes colorimétricas mostraram-se pouco relevantes na caracterizacao,
optando-se por continuar o tratamento dos dados apenas com os resultados de Ki
630 e HCI 630. No entanto, como a leitura a 290nm pode ser feita facilmente nos

extratos apos reacdo quando se vai fazer a detecgdo a 630nm, nao implicando em
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nenhum trabalho adicional, recomenda-se que o parametro continue a ser estudado

em trabalhos com um maior numero de amostras para que sua capacidade de

discriminagao entre as espécies possa ser avaliada de forma mais abrangente.

5.4.2 Metodologia Cromatografica

Os valores referentes as analises dos teores de cafeina, trigonelina e

acido clorogénico (5-ACQ) por CLAE das espécies (arabica IAPAR-59 e conilon) e

das misturas (5, 10, 15, 20, 25 e 50% de café conilon ao arabica) estado

apresentados na TABELA V.12. As amostras foram analisadas em triplicata, sendo

apresentado o valor médio, em base seca, correspondente a g dos compostos

analisados por 100 g de amostra.

TABELA V.12 — Teores de trigonelina, 5-AC0Q e cafeina determinados por CLAE
TRIGONELINA 5-ACQ CAFEINA
Ameostra |MEDIA| D.P. |C.V.% |MEDIA| D.P. |[C.V.% |MEDIA| D.P. [C.V.%
A 0434 | 0,003 | 059 0246 | 0,004 | 149 1,68 0,02 0,98
M5 0410 | 0,007 | 1,63 0,235 | 0,004 | 1,87 1,66 0,01 0,49
M0 0418 | 0,005 | 1,24 0,254 | 0,007 | 2,55 1,76 0,02 1,04
MIS 0424 | 0,008 | 1,92 0,248 | 0,007 | 270 1,77 0,02 1,31
20 0420 | 0,006 | 1,33 0,248 | 0,003 | 1,18 1,83 0,03 1,35
W25 0424 | 0,009 | 2,00 0,265 | 0,007 | 2,59 1,92 0,05 | 241
M5S0 0,391 | 0,007 | 1,78 0,252 | 0,008 | 3,33 2,02 0,05 2,21
C 0,211 | 0,016 | 521 0,215 | 0,017 | 7,98 2,12 0,17 | 7,91
Amostras: 100% ardbica JAPAR-39 (A), 100% comlon (C); mistwras com 5%(0V5), 10% (IW10), 15% (W15,
20% (M20), 25% (M25) e 50% (M30) de conilon ao ardbica. Resultados em gfl00g de amostra (base secd),
média de triplicata.

Foram encontrados para a variedade conilon valores mais altos de

cafeina e mais baixos de trigonelina do que os constatados para o café arabica. Os

teores de 5-ACQ apresentaram pouca variabilidade entre o café arabica e conilon.
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Embora os valores de cafeina, trigonelina e 5-ACQ sejam
influenciados pelos origem do café, grau de torra e método de analise os resultados
encontrados foram compativeis com os descritos na literatura.

DAGLIA et al. (1994) analisou amostras de café arabica torrado de
varios paises (18 % de perda de massa apos torragdo) e encontrou teores na faixa
de 0,323 a 0,659 g/100g, para 5-ACQ, de 0,466 a 0,732 g/100g para trigonelina, e
de 0,884 a 1,084 g/100g para a cafeina. Para café robusta torrado (21 % de perda
de massa apos torragao), descreveu valores de 0,081 até 0,508 g/100g para 5-ACQ,
de 0,080 até 0,446 g/100g para trigonelina, e de 1,567 até 1,957 g/100g para
cafeina. No mesmo trabalho, foram utilizadas amostras de café arabica do Brasil,
com 18,7% de perda de massa ap0ds torragdo, encontrando-se valores médios de
0,323 g/100g para 5-ACQ, 0,466 g/100g para trigonelina, e 1,000 g/100g para a
cafeina.

CASAL et al. (2000), trabalhando com amostras de café arabica
torrado de varios paises, relatou valores na faixa de 0,525 até 0,748 g/100g para
trigonelina, e de 1,21 até 1,61 g/100g para cafeina. Para café robusta, encontrou
teores de 0,308 até 0,554 g/100g para trigonelina, e de 2,08 até 2,68 g/100g para
cafeina. Em outro trabalho, analisou amostras de café arabica do Brasil,
descrevendo valores de 0,891 £ 0,001 g/100g para trigonelina, e de 1,236 + 0,010
g/100g para cafeina; para amostras de café robusta, encontrou teores de 0,616 *
0,006 g/100g para trigonelina, e de 2,083 * 0,022 g/100g para cafeina (CASAL et al.,
1998).

NOGUEIRA et al. (2002) relata para amostras de café arabica
provenientes do estado de Sao Paulo teores na faixa de 0,57 a 0,78 g/100g para a

trigonelina e de 1,00 a 1,25 g/100g para a cafeina.
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No geral, constatou-se que a variedade arabica IAPAR 59 apresentou
elevado teor de cafeina e baixo teor de 5-ACQ. Encontrou-se também quantidades
menores de trigonelina do que as descritas na maioria dos trabalhos, no entanto,
DAGLIA et al. (1994), que trabalhou em condi¢gdes cromatograficas semelhantes e
utilizou grau de torra também parecido com o empregado nesse estudo, relatou
teores bem proximos.

Quanto a espécie conilon, houve maior concordancia com as faixas
de valores descritos na literatura apesar da provavel diferenca entre espécies
estudadas, devido a menor variabilidade destes compostos nas variedades de C.
canephora.

Para uma avaliagdo em conjunto da capacidade de discriminagao das
variaveis obtidas na metodologia cromatografica empregou-se ACP e AA. O primeiro
(A1 12,085) e segundo componentes (A2 [1 0,883) explicaram em conjunto 99 % da

variabilidade dos dados (FIGURA V.24).

CP1 CP2

Autovalor 2,085 0.883

Varavel CP1 P
Trigonelina -0,991512 |-0,014611
5-ACQ -0,780712 [-0,617892
Cafeina 0701970 |-0,707839

FIGURA V.24 - Grafico e matniz de correlagdes das vartaveis trigonelina, 5-ACQ e cafeina

com os Componentes Pnincipais 1 e 2
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Com relagdo a relevancia de cada parametro no processo
classificatério, a variavel mais importante no eixo horizontal e com correlagao
positiva € a cafeina, indicando que amostras configuradas mais a direita tinham
maior teor desse componente. Amostras mais a esquerda apresentavam maior teor
de trigonelina e 5-ACQ (correlagdo negativa). Ja no segundo componente principal,
todas as variaveis tiveram correlagdo negativa, sendo as variaveis mais importantes
cafeina e 5-ACQ, assim, amostras alocadas mais abaixo possuiam menor teor

desses compostos (FIGURA V.24 e V.25-B).
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FIGURA V.25 — Dendrograma (&) e Analise de Componentes Principais (CP1e CP2) (B) a
partir dos teores de trigonelina, 5-ACQ e cafeina obtidos no método cromatografico.

Amostras: 100% ardbica JAPAR-59 (A), 100% comlon (C); misturas com 5%(M5), 10% (M10), 15% (MW15),

20% (M20), 25% (M25) e 50% (MS0) de comlon ao ardbica. Nameros 1, 2 e 3 & frente dos codigos

correspondem a analise de trés amostras.
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Analisando o dendrograma (FIGURA V.25-B) constatou-se que foi
possivel a separacdo das amostras em quatro grupos distintos: 1) café conilon, 2)
mistura 50%, 3) mistura 25% e 4) o restante das misturas e uma das triplicatas da
mistura 25 % juntas com o café arabica. No grafico de componentes principais
(FIGURA V.25-A) pode-se observar no CP1 a separagao das amostras de café
conilon e misturas 50% das amostras de arabica pura (IAPAR-59) e misturas até
25%. O CP2 permitiu discriminar, de forma menos eficiente, a mistura 25% das

amostras de arabica pura e misturas até 20%.
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FIGURA V.26 — Eelacio entre as vartaveis (4) e dendograma(B) a partir dos resultados das
reagdes colonmétricas: cafeina x trigonelina (1), cafeina x 5-ACQ (2) e 5-ACQ % trigonelina
(3).
Amostras: 100% ardbica JAPAR-39 (A);, 100% comlon (C); misturas com 5%(IVI5), 10% (MLOY, 15% (W15,
20% (M20y, 25% (M25) e 50% (M30) de condlon ao ardbica. Mimeros 1, 2 e 3 & frerte dos codigos
cotrespandem & andlise de tr8s amostras.

Assim, como foi feito para os resultados espectrofotométricos,

estudou-se a relagao entre as variaveis. Na FIGURA V.26 temos o dendograma e o
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grafico dos resultados correspondentes, mostrando a boa capacidade de
discriminagao das trés variaveis.

Os resultados mostram que n&o necessariamente componentes
considerados na literatura como bons discriminadores para cada espécie poderiam
ser aplicados ao café brasileiro com sucesso, devido a maior amplitude de valores
de trigonelina, 5-ACQ e cafeina descritos para as espécies de café, enfatizando a
necessidade de se avaliar os parametros para as variedades e tipos de torra mais

usuais em cada local.

5.4.3 Diferenciacdo das espécies e misturas de café utilizando parametros

cromatograficos e espectrofotométricos

Para uma avaliagdo em conjunto da capacidade de discriminagao dos
parametros obtidos nas metodologia cromatografica e espectrofotométrica,
empregou-se ACP e AA aos parametros considerados como melhores
discriminadores anteriormente: cafeina, trigonelina, 5-ACQ, Kl 630 e HCI 630.

O primeiro (M [13,777) e segundo componentes (A2 [1 0,896)

explicaram em conjunto 95% da variabilidade dos dados (FIGURA V.27).
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CP1 CP2

5 Autovalor 3,777 0,896

WVaravel CP1 CP2
o Trigonelina -0,974449 | -0,049328
S0 SONEUNG e, 5-4C0 -0,746305| -0,644697
A ‘ ' Cafeina 0,714692] -0,681638
' HC1630 -0,918555] -0,058198
KI&630 -0,957032| 0,099733

1L 2 u

7554%

FIGURA V.27 - Grafico e Matriz de Correlagdes das vanavets cromatograficas (cafeina,
tngonelina e 5-ACQ) e espectrofotométricas (KI 630, HCL £30) com os Componentes

Principais 1 e 2.

Com relacdo a importdncia de cada variavel no processo
classificatério, em ordem decrescente de importancia no primeiro componente
principal, com correlagao positiva, cafeina, e com correlagdo negativa, trigonelina, Kl
630, HCI 630 (ndo apresentando diferenga significativa entre si) e 5-ACQ. No
segundo componente, temos a cafeina e 5-ACQ como principais variaveis
discriminadoras, positivas e sem diferenca significativa entre si (FIGURA V.27 e

V.28-B).



P
(&)
o P MS1 M N
N . " N1 ™ ™ A
Y
/
Blhinis
. W oo 2
zE-.] i | 1 iy
) o ey .
P

4%

FIGURA V.28 - Dendrograma (A) e Analise de Componentes Principais (CP1 e CP2) (B) a

partir de resultados obtidos nos métodos cromatografice (cafeina, trigonelina e 5-ACO) e
espectrofotom étrico (EI 630, HCL 630).

Amostras: 100% ardbica [APAR-39 (A), 100% conilon (C); misturas com 5%(M5Y, 10% (WL1OY, 15% (W15,
20% (M20), 25% (M235) e 50% (M50) de condlon ao ardbica. Mimeros 1, 2 e 3 & frente dos codigos

cottespondem & andlise de trés amostras.

Analisando o dendrograma (FIGURA V.28-A) constatou-se
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a

separagao das amostras em quatro grupos distintos: 1) café conilon, 2) mistura 50%,

3) mistura 25 % e 4) o restante das misturas juntas com o café arabica. No grafico

de componentes principais (FIGURA V.28-B) obteve-se no CP1 a discriminagédo das
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amostras de café conilon e misturas 50% das amostras de arabica pura (IAPAR-59)
e misturas até 25%. O CP2 permitiu discriminar, a mistura 25% das amostras de
arabica pura e misturas até 20%. Pode-se observar que a introdugado das variaveis

do método espectrofotométrico melhorou a discriminacao.
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6 CONCLUSAO

O método espectrofotométrico desenvolvido mostrou-se eficiente e
robusto, minimizando tempo e custos da analise, e permitindo a discriminacao entre
as espécies e variedades estudadas. Os resultados indicam que a técnica poderia
ser utilizada como método de triagem na identificagdo da adicdo de café conilon ao
arabica.

O método cromatografico desenvolvido e validado, utilizando fase
reversa e eluicdo por gradiente de acido acético e acetonitrila, mostrou-se bastante
eficaz e eficiente permitindo a separagédo e quantificagdo simultanea de trigonelina,
5-ACQ e cafeina. A metodologia permite, ainda, a separagao e detec¢ao dos acidos
nicotinico, caféico, cumarico e ferulico.

A avaliacdo dos resultados obtidos nas metodologias
espectrofotométrica e cromatografica utilizando estatistica multivariada (Analise de
Componentes Principais e Andlise de Agrupamentos) permitiu a separagao entre
cafés conilon e arabica IAPAR-59 e misturas acima de 25%. Para misturas com 25%
ou menos de café conilon possivelmente outras variaveis devem ser consideradas
para melhorar a discriminacdo. O método proposto mostrou-se eficiente na
discriminacdo das variedades de arabica mais plantadas no Brasil, minimizando
tempo e custos da analise e possibilitindo seu uso como método de rotina para
diferenciagdo de café torrado arabica (C. arabica) e conilon (C. canephora) e

misturas.
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7 SUJESTAO PARA PROJETO FUTURO

Neste trabalho foi dada uma contribuicao inicial a diferenciagcao das
variedades de café, onde se verificou a viabilidade do uso das metodologias
propostas.

Para o método espectrofotométrico, o emprego de um padréo
comercial de caveol permitiria trabalhar com a metodologia de forma quantitativa.
Outro ponto interessante, seria a avaliagao do impacto da presenca de impurezas na
eficiéncia do método.

A partir de todo trabalho realizado até o momento, avalia-se que a
metodologia desenvolvida para diferenciagdo das espécies de café precisa ser
estudada para as diferentes condicdes de torras, padronizando-se as medidas de
cor e avaliando-se a possibilidade de introdugéo de outras variaveis. Outra sugestao
€ a avaliagdo de amostras de diferentes processamentos pds-colheita (secagem via

umida e seca, café despolpado).
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APENDICE A - ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA DOS RESULTADOS
OBTIDOS PELAS REACOES COLORIMETRICAS COM MISTURA DE CAFE

ARABICA DE DIFERENTES VARIEDADES E CONILON

APENDICE A1l - Analise de misturas de café conilon e arabica variedade Acaia.

CP1 CP2
Autovalor 2,120 1,071
WVar avel
HCLE30 0407163 | 0,044381
HCL230 0,001372 | 0,792695
KI630 0434021 | 0,007027
KI230 0,157444 | 0,155897

FIGURA 1 - Grafice e matriz de correlagdes das vanaveis espectrofotométricas com os

Componentes Principais 1 e 2 para misturas de café conilon e arabica variedade Acala

(&) B)

FIGURA 2 - Dendrograma (&) e Analise de Componentes Principais (CP1 e CP2) (B) a
partir dos resultados do meétodo espectrofotomeétrico (HCl e KI a 630 e 290 nm). Amostras:
100% arabica Acaia (AC); 100% contlon (COMN); 20% (AC20%) e 50% (AC50%) de conilon
ac arabica Acata Mumeros 1, 2 e 3 & frente dos cédigos correspondem & analise de trés

amostras.
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APENDICE A2 — Analize de misturas de café comlon e arabica vanedade Catual.

CF1 P2
Autovalor 2,140 1,341
W an avel
HCLA&ZD 0413364 | 0073192
HCL250 0011785 [ 0577185

ET6E0 0430837 [ 0,034304

EI1280 0143804 [ 0315318

FIGURA 1 - Grafico e matriz de correlagfes das variaveis espectrofotométricas com os

Componentes Prncipais 1 e 2 para misturas de café conilon e arabica vanedade Catual.

P TN
() (B)

FIGURA 2 - Dendrograma (&) e Analise de Componentes Principais (CP1 e CP2) (B) a
partir dos resultados do método espectrofotométrico (HCI e KI a 630 e 290 nm). Amostras:
100% arabica Catual (CT), 100% comlon (CON), 20% (CT20%) e 50% (CT50%) de comlon

ao arabica Catuai. Mimeros 1, 2 e 3 & frente dos cédigos correspondem a analise de trés

amostras.
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APENDICE A3 — Analise de misturas de café contlon e arabica vanedade Mundo Novo

RN

CP1 CP2
Autovalor 2,066 1,227
WVan avel
HCL630 0,425301 | 0,040682
HCL2%0 0,162469 | 0276216

KI630 0,405824 | 0,048%09

KI2%80 0,005805 | 0,634193

FIGUERA 1 - Grafico e matriz de correlagdes das vanaveis espectrofotométricas com os

Componentes Principats 1 e 2 para misturas de café conilon e arabica vanedade Mundo Novo.

(&) ®)

v ) reu T . ) '

FIGURA 2 - Dendrograma (A) e Analise de Componentes Principats (CP1 e CP2) (B) a partir
dos resultados do método espectrofotomeétrico (HCl e KI a 630 & 220 nm). Amostras: 100%
arabica Mundo Nowvo (WMD), 100% contlon (CON), 20% (MN20%) e 50% (MMIN50%) de

conlon ao arabica Mundo Nove Numeros 1, 2 e 3 & frente dos cddigos correspondem a

analise de trés amostras.
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ANEXO - LEI N° 13519 da Legisla¢ao Estadual da Secretaria do

Estado do Governo - 08/04/2002
Publicade ne Didrie Cficial P 6205 de 0%/04/2002

Estabelece cbngatoriedade de informagio, conforme especifica, nos rétul os de embalagens de

café comercializado no Parana,
A Assembléia Legislativa do Estado do Parana decretou e eu sanciono a seguinte let:

Art. 1% Fica estabelecida a obrigatoniedade de informagio, nos rétulos das embalagens de café
comercializado no Parana, da percentagern de cada espécie wegetal de que se compde o
produto.

& 1° O produte comercializade no Parana com o nome de cafe, independentemente de sua
apresentacio, somente podera ser produzide a partir de grios de espécies vegetais do género
Coffea.

& 2° Mos casos em que se ubilizarem grios de plantas hibridaz de diferentes espécies do
genero Coffea, especificar-se-ano rétulo do produte a participagio percentual do hibndo.

At 2% Az disposipdes desta ler aplicam-se ao caf€ torrado em grio, ao café torrado moido, ac
café solivel e a todas as demais formas em que o cafe, destinade ao consumeo humane, pure
ol et mistura com outros produtos alimenticios, seja comercializados no Brasil.

Art. 3% Para os efeitos desta lel, adotam -se as seguintes definigdes:

I — Café Torrado em Grio & o endosperma beneficiado do frute madure de uma ou mas
especies do género Coffea, submetido a tratamento termico adequado, até atingir o ponto de
torra escolhido;

II — Café Torrado Moide: & o Café Torrado etn Grio submetido a adequade processo de
tmoagem,

IT - Café ZSeluwel: & o produte resultante da desidratacio do extrato agquoso obtido
exclusivamente do café torrado, através de métodos fisicos, utilizande agua como unico
agente extrator,

IV — Para oz efeitos desta let, entende-se por espécies do gnere Coffea as espécies "Coffea
Arabica" e " Coffea Canephora";

a) a especie Canephora serd referida no rétule de acordo com as variedades conhecidas come
"Eobusta" ou "Conillon"

by & especie Arabica serarefenida no rétulo com este proprio nome.
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Art. 4° O regulamento desta ler estabelecera, entre outros aspectos, os requisitos relativos a
caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas e microbiol dgicas, acondicionamento e higiene, os
teores maximos de impurezas ou contaminantes admitidos, os plancs de amostragem e os
métodos de analise a serem observados.

Art. 5° Constara das embalagens de todo o café comercializado no Parand um selo da
gqualidade emitide pela produgfio, através da Associagiio Paranaense de Cafeicultores —
APAC, com a fiscalizagio da EMATER-Parana e aprovagfo técnica, através de laudo
laboratonial a ser fornecido pelo Instituto Agrondmico do Parana — TATPAR.

Art. 6% Esta Lei entrard em wvigor 90 dias apds a data de sua publicagio, revogadas as

disposigdes em contrario.

PALACIO DO GOVERNO EM CURITIBA, em 08 de abril de 2002.

Jaime Lerner

Governador do Estado

Deni Lineu Schwartz

Secretario de Estado da Agricultura e do Abastecimento

Miguel Salomio

Secretario de Estade da Indistria, do Comeércio e do Turismo, em exercicio
Jose Cid Campélo Filho

secretario de Estado do Governo
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