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KITZBERGER, Cintia SoraneGood. Caracterizacdo e discriminacdo de cafés
arabica de diferentes variedades cultivados nas mesmas condicfes
edafoclimaticas. 2012. 146 f. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

Fatores edafoclimaticos, condigdes de cultivo, processos pods-colheita e a
diversidadegenética influenciam a composicéo, funcionalidade e qualidade sensorial
dos cafés.Dentre estes, a diversidade genética das cultivares tem sido pouco
estudada devido aorestrito acesso as informagdes e registros dos cruzamentos
realizados. Omelhoramento genético do café direciona seus esforgos para
desenvolver cultivarescom as caracteristicas agrondmicas desejadas e alta
qualidade de bebida. Atransferéncia de genes de resisténcia a doengas pode afetar
a composigao por criarcultivares de café arabica com presenga de material genético
do Coffeacanephora. Oobjetivo do presente trabalho foi comparar cafés arabica
tradicionais (Bourbonvermelho, Catuai vermelho e Icatu) e cultivares de
cruzamentos modernos (IAPAR 59,IPR 98, IPR 99 e IPR 103) produzidos nas
mesmas condi¢gdes edafoclimaticas eprocessos pos-colheita e de preparo
padronizadas, para verificar a influéncia dadiversidade genética em sua composigao.
Estudou-se o perfil de componentesbioativos e/ou de importancia para a qualidade
da bebida, a atividade antioxidante (AA)e as caracteristicas sensoriais das bebidas.
No café verde, foram avaliados sacarose,agucares redutores, acidos carboxilicos
(quinico, malico e citrico), compostos fendlicostotais, 5-ACQ, proteina, trigonelina,
cafeina, lipideos, cafestol e caveol. Apds torramédia, avaliou-se a composicdo de
bioativos (acido nicotinico, trigonelina, cafeina, 5-ACQ, melanoidinas, caveol e
cafestol), estimou-se a AA (Folin-Ciocalteau, ABTS einibicdo da auto-oxidagcdo do
acido linoléico) e as caracteristicas sensoriais (AnaliseDescritiva de Perfil Livre) dos
cafés. Nos cafés verdes, as cultivares tradicionais sediscriminaram das modernas,
caracterizando-se por altos teores de acidos malico e 5-ACQ, lipideos, caveol e
trigonelina. Nos cafés torrados, a diversidade genéticacontribuiu para a variabilidade
de composicdo, principalmente associada aos teores de5-ACQ, caveol e cafestol.
Cultivares com genes de C. canephoraforam diferenciadosdos cafés de genética
arabica, pelo perfil de diterpenos e apresentaram expressiva AA.Os parametros
caveol e a relagdo caveol/cafestol foram propostos como  ©0s
melhoresdiscriminadores entre cultivares modernas e tradicionais, tanto para grao
verde comopara o produto torrado. A introgressdo de genes de resisténcia de C.
canéfora aumentou os teores de caveol e os valores da relagao caveol/cafestol. O
uso dediterpenos na discriminagao foi estudado, ainda, em cafés verdes e torrados
de outroscruzamentos (IPR 100, IPR 102 e IPR 106) obtidos de duas safras. A
relagdocaveol/cafestol mostrou-se caracteristica para as cultivares, propondo-se
entdo seu usocomo discriminador entre cafés arabica com diferentes background
genético. Adiferenca de composicao refletiu-se nas caracteristicas sensoriais das
bebidas. O caféBourbon, descrito como menos encorpado, e com menor intensidade
de cor e de saboramargo, discriminou-se das cultivares IPR 99 e IPR 103,
caracterizadas pela maiorintensidade de cor de café, turbidez, aroma de café,
chocolate, caramelo, doce e maisencorpadas. As bebidas dos cafés IAPAR 59, IPR
98, Icatu e Catuai foram descritascomo similares entre si e apresentaram



comportamento intermediario. As diferengas nacomposicdo quimica, AA e
caracteristicas sensoriais mostraram influéncia dadiversidade genética na qualidade
do café arabica, e ressaltam a importdncia daavaliacdo desses parametros no
desenvolvimento de novas cultivares.

Palavras-chave: Diterpenos.Caveol/cafestol.Atividade antioxidante. CLAE, IPRs,
Perfil livre.



KITZBERGER, CintiaSorane Good. Characterization and discrimination of
arabica coffees of different varieties growning in the same edapho-climatic
conditions.2012. 146 p. Thesis (Doctor'sDegreeThesis) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

Edapho-climatics factors, growing conditions, post harvesting process and genetic
variability influence the composition, functionality and sensory quality of the coffees.
From these factors, the genetic diversity of cultivars was poorly studied due to
restricted access to information and registers of crossings carried out. Genetic
improvement of coffee directs its efforts to develop cultivars with desirable agronomic
characteristics and high quality beverage. The transference of disease resistance
genes should affect the composition of arabica coffees by developing cultivars with
presence of genetic material from Coffeacanephora. The aim of the study was to
compare traditional arabica coffees (Red Bourbon, Red Catuai and Icatu) and
modern crosses cultivars (IAPAR 59, IPR 98, IPR 99 and IPR 103) produced in the
same edapho-climatic conditions. Post-harvest and roasting processes were also
standardized to verify the influence of genetic diversity in its composition. The profile
of compounds with bioactivity and/or relevance in the cup quality, the antioxidant
activity (AA) and the sensory characteristics were studied. Sucrose, reducing sugars,
carboxylic acids (quinic, malic and citric acid), phenolic compounds, 5-CQA, protein,
trigonelline, caffeine, lipids, cafestol and kahweol were evaluated in green coffee.
Bioactives components (nicotinic acid, trigonelline, caffeine, 5-CQA, melanoidins,
cafestol and kahweol), the AA (Folin-Ciocalteau, TEAC, inhibition of the autoxidation
of linoleic acid) and sensory characteristics (descriptive analysis of Free Choice
Profiling) were evaluated after medium roasting process of the coffees. In green
coffees, the traditional cultivars are discriminated from modern cultivars by the high
levels of malic and 5-CQA acids, lipids, kahweol and trigonelline. In roasted coffees,
the genetic diversity contributed to variability in composition, mainly associated with
the contents of 5-CQA, kahweol and cafestol. Cultivars with C. canephoragenes were
differentiated from genetic arabica coffees due the profile of diterpenes and it
presented expressive AA. Kahweol and kahweol/cafestol ratio were proposed as the
best parameters for discrimination between traditional and modern cultivars for both
green beans and roasted coffees. The introgression of resistance genes from C.
canephoraincreased the content of kahweol and the values of kahweol/cafestol ratio.
The use of diterpenes in the discrimination was also studied in green and roasted
coffees from other crossings (IPR100, IPR 102 and IPR 106) obtained from two
harvests. The kahweol/cafestol ratio was a defining characteristic of each cultivar and
it was then proposed as a discriminator between arabica coffees with different
genetic background. The difference in composition resulted in variation of the
sensory characteristics of beverages. The Bourbon coffee was the least full-bodied
and by the lower intensity of color and bitter taste. It was discriminated from cultivars
IPR and 99 IPR 103, which were characterized as more full-bodied and by the more
intense coffee color, turbidity, and aroma (coffee, chocolate, caramel and sweet).
The brews of IAPAR 59, IPR 98, Icatu and Catuai were described as similar and
showed intermediate behavior. Differences in chemical composition, AA and sensory
characteristics demonstrated the influence of genetic diversity in arabica coffees



quality, and highlight the importance of evaluation of these parameters in genetic
improvement of new cultivars.

Keywords: Diterpenes. Kahweol/cafestol.Antioxidant activity. HPLC, IPRs. Free-
Choice Profiling.
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1.1. INTRODUCAO

A influéncia econ6mica do café esta fundamentada em sua colocagdo como o
segundo produto de importancia no comércio mundial (ICO, 2012).

A origem do café remonta do século Il d.C., quando Kaldi, um pastor de
cabras observou que os animais ficavam agitados ao se alimentarem com o
pequeno fruto de um arbusto e ao experimenta-lo sentiu uma energia estranha. Kaldi
levou os frutos ao mosteiro e seu consumo foi apreciado espalhando-se pelo mundo
(ABIC, 2012). Ha registros de que o oficial Francisco de Mello Palheta, em 1727, foi
o responséavel por introduzir as primeiras sementes de café no Brasil, no estado do
Par4. Palheta obteve clandestinamente com a esposa do governador de Caiena
(Guiana Francesa), uma pequena muda de café arabica que foi trazida escondida na
bagagem (ABIC, 2012). No Brasil, o cultivo de café se espalhou rapidamente devido
as condiges climaticas favoraveis e em sua trajetoria o café passou pelo Maranh&o,
Bahia, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana e Minas Gerais, e rapidamente evoluiu de
uma posicdo relativamente secundaria para a de produto-base da economia
brasileira (ABIC, 2012).

Entre aproximadamente 100 espécies descritas do género Coffea, somente
duas produzem frutos que tem importancia econdmica: Coffea arabica L. e Coffea
canephora Pierre ex Froehner e seus produtos séo designados como café arébica e
café C. canephora, respectivamente (SIMON, 2009). A origem mais provavel de C.
arabica é a hibridagdo natural entre as espécies diploides C. eugenioides e C.
canephora (SIMON, 2009).

O café arébica representa cerca de 70 % e o C. canephora cerca de 30 % do
mercado internacional. A ampla aceitacdo no mercado da espécie C. canephora se
deve ao fato de ter preco menor e do interesse para industria de café solavel devido
ao alto teor de sdlidos soluveis. A cultivar mais difundida para plantios no Brasil é o
robusta ou conilon, adaptada a regides de baixa altitude e temperaturas elevadas,
de grande rusticidade, vigor e resisténcia a deficiéncias hidricas prolongadas
(BRAGANCA et al., 2001). O café arabica produz uma bebida de qualidade superior,
com aroma intenso e sabores diversificados e com variagbes em seu corpo e acidez
(CEPLAC, 2012).
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O Brasil ocupa a posi¢éo de maior produtor e exportador mundial de café, e o
Estado do Parana se apresenta como um tradicional produtor de café ardbica. A
estimativa para 2012, ano de maior produgdo no ciclo bienal, indica que o Brasil
devera produzir entre 48,97 e 52,27 milhdes de sacas de 60 kg de café beneficiado
(CONAB, 2012).

O Parana registrou em 2011 uma producdo de 1.842 milhdes de sacas
beneficiadas (CONAB, 2012). A area em producdo no estado em 2012 esté
estimada em 72.989 hectares, sendo cultivado em aproximadamente 210 municipios
e correspondendo a 3,2% da renda agricola paranaense (CONAB, 2012). No Parana
o café é cultivado nas regides do Norte Pioneiro, Norte, Noroeste e Oeste do Estado.
As é&reas de cultivo sdo muito extensas, o que justifica a grande variagdo de
altitudes. A altitude média é de aproximadamente 650 metros, sendo que na regido
do Arenito, proximo ao rio Parana, a altitude é de 350 metros e na regidao de
Apucarana chega a 900 metros (ABIC, 2012). Segundo o CEPLAC (2012) as
cultivares mais indicadas para plantio sdo Mundo Novo, Catuai Amarelo, Catuai
Vermelho, Acaid e Icatu, que apresentam adaptacdo a regides de temperaturas
amenas e altitude elevada e, quanto a bebida, possuem potencial para producédo de
cafés finos.

A evolugdo do mercado de cafés tem sido impulsionada por mudancas de
hébito e perfil de consumidores que hoje se preocupam mais com a qualidade e
caracteristicas da bebida (RIZENTAL, 2011). A demanda por cafés de qualidade
aumentou a busca pelo consumo em cafeterias, a aquisicdo de maquinas
domésticas de café e o consumo de cafés especiais contribuindo para o surgimento
de um novo conceito - o café de “atitude”. O termo café de atitude reflete o perfil de
consumidores que estdo interessados em saber mais informagdes sobre o produto:
sua historia, regido e forma de produgéo, tipo de torra e caracteristicas da bebida
(RIZENTAL, 2011). Marcas de cafés como Starbucks®, Nespresso®, Caribou
Coffee®, dentre outras, vém ditando as tendéncias nessa area. Atualmente o uso da
identificacdo de origem geografica do café, que estabelece um processo de
marcacdo de area capaz de produzir cafés com qualidades especiais e
diferenciadas, como acontece em algumas regides de Minas Gerais e do Parand, é
uma estratégia de marketing que pode também conferir um diferencial ao produto
(ABIC, 2012).
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Dentro deste perfil de consumidores a ABIC realizou a pesquisa “Tendéncias
de Consumo do Café em 2010” e verificou que os determinantes de compra ainda
sdo a marca a qual estd habituado, a data de validade e a qualidade, que esta
relacionada ao aroma e sabor residual na boca (ABIC, 2010). A pesquisa destaca
ainda a citagdo de outros quesitos, antes ndo avaliados, como informacdes da
embalagem tais como tipo de café, o peso, a composi¢do do produto e dados do
fabricante. Os cafés chamados cafés especiais despontaram no mercado
consumidor com um crescimento de 73% e inclui o café gourmet, descafeinado,
organico, de regiao certificada e com certificado de origem, sendo relatado esse
interesse para todas as classes sociais, principalmente a classe A (ABIC, 2010).

Os cafés especiais também obtiveram um aumento de 3,3% em seu consumo
quando realizado fora de casa. Este consumo, principalmente em cafeterias ou
padarias aumentou 307% de 2003 & 2010, impulsionando ainda o aumento de
consumo por pessoas que ja possuiam este habito com regularidade (crescimento
de 13%). Quando se fala do apelo para aspectos de salde a pesquisa aponta
aumento de 3% (2003 a 2010) no interesse por novos produtos a base de café que
tragam em seu rétulo informacdes sobre os beneficios para a saude (ABIC, 2010).

Com relacdo ao conceito de café de qualidade observa-se que
saboroso/sabor que deixa na boca, aroma e vontade de repetir sdo elementos de um
bom café, apontados em todas as classes sociais. Os consumidores de classe A,
também associam um bom café a ter uma torra na medida certa. Essa percepgéo,
sem duvida, é fruto do esfor¢co que a industria vem fazendo nos ultimos anos de
esclarecimento ao consumidor sobre os atributos que compdem um bom café (ABIC,
2010).

Para descrever e caracterizar os atributos das bebidas de café é necessério o
emprego de técnicas sensoriais descritivas. Nos métodos descritivos em geral, o0s
provadores utilizam um vocabulario comum na caracterizacdo dos produtos, sendo
necessario treinamento longo para uso consensual das terminologias e escalas
(OLIVEIRA; BENASSI, 2003). Entre os métodos descritivos, uma das opcdes de
maior simplicidade de aplicacéo é o Perfil Livre (Free-Choice Profiling) desenvolvido
na década de 80 por pesquisadores ingleses, como alternativa para o uso de uma
terminologia mais proxima do consumidor. Esse método baseia-se no principio de
que as pessoas percebem as mesmas caracteristicas no produto, mesmo que

expressem de forma diferenciada. Como no Perfil Livre existe a liberdade de utilizar
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os termos descritivos na quantidade e da maneira que desejar desde o principio até
o final da avaliagédo, ndo € necessério que os provadores aprendam uma linguagem
comum para avaliar os produtos o que possibilita eliminar o treinamento da equipe
(WILLIAMS; LANGRON, 1984; LAWLESS; HEYMANN, 2010). O uso de Perfil Livre
para andlise de café ja tem sido descrito com sucesso na literatura (WILLIAMS;
LANGRON, 1985; JONG; HEIDEMA; VAN DER KNAAP, 1998; NARAIN;
PATERSON; REID, 2003; BASSOLI, 2006).

Ainda considerando estudos de andlise sensorial, na area de consumidor as
pesquisas tém cada vez sido mais focadas em saudabilidade e beneficios a saude
obtidos pelo consumo dos alimentos (MEISELMAN, 2012).

Higdon e Frei (2006) descreveram como sendo recomendada a ingestédo
méaxima de 3 xicaras diarias da bebida de café para gestantes e recomendam mais
estudos sobre o efeito do consumo de cafeina em criangas e adolescentes. Os
autores sumarizaram que, no geral, existem poucas evidéncias de risco a saude e
consideraveis evidéncias de beneficios no consumo moderado de café por adultos
saudaveis.

Diversos estudos clinicos e epidemiolégicos nos ultimos anos associaram o
consumo moderado de café a beneficios a saude. Dentre as propriedades da bebida
destacam-se o efeito estimulante do sistema nervoso central, agdo anticarcinogénica
e/ou antiteratogénica, atividade antioxidante, efeito hipoglicémico e hepatoprotetor,
reducéo de danos oxidativos ao DNA, na prevencéo e redugéo de risco de doengas
cronico-degenerativas e alguns tipos de céncer e diabetes tipo 2. Muitos desses
efeitos estdo associados a atividade antioxidante atribuida a compostos
naturalmente presentes no café (cafeina, trigonelina, acidos clorogénicos, caveol e
cafestol) ou formados durante o processamento (acido nicotinico e melanoidinas)
(HIGDON; FREIl, 2006; RUFIAN-HENARES; MORALES, 2007, GEORGE;
RAMALAKSHMI; RAO, 2008, GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2008; VIGNOLI;
BASSOLI; BENASSI, 2011; BUTT; SULTAN, 2011; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Na composicdo da bebida, e consequentemente sua funcionalidade e
aceitabilidade sensorial, destacam-se as diferengas entre os cafés relacionadas
tanto com a variabilidade genética (espécie e cultivar) quanto com fatores
agrondmicos e edafoclimaticos (altitude, temperatura, demanda hidrica, tipos e
niveis de adubacgdo, maturagdo dos gréos), e ainda com processos (pos-colheita,
torra e armazenamento) (KY et al., 2001; SILVA et al., 2005; LEROY et al., 2006;
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PIMENTA; VILELA, 2002, VIGNOLI, 2009). Dessa forma se houver interesse em
avaliar o impacto de uma varidvel especifica na composicdo, existe necessidade de
padronizar as outras condigdes do estudo.

Os programas de melhoramento genético de café tém desenvolvido
cruzamentos especiais para atender a essa diversidade de ambientes de cultivo
disponibilizando genoétipos que apresentem além de adaptacao, resisténcia a pragas
e doencas, bem como caracteristicas agrondmicas de interesse como alta
produtividade, porte baixo de plantas e maturagéo em épocas distintas.

Os estudos relacionados aos efeitos na composicdo decorrentes dos
cruzamentos realizados para a obtencdo de novas cultivares de café ainda séo
escassos e, geralmente tratam da influéncia das diferentes localidades de cultivo,
tipos de adubagdo, sistemas de cultivo e espécies (conilon ou arabica) (MALTA;
NOGUEIRA; GUIMARAES, 2003; SILVA et al, 2005; VAAST et al., 20086;
GEROMEL et al., 2008). Devido ao aumento de cultivares disponiveis para o cultivo
e comercializagdo € interessante o estudo sobre o impacto da diversidade genética
na composicdo do café, e, consequentemente, na sua funcionalidade, qualidade e
caracteristicas sensoriais.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar o perfil de substéncias
bioativas e/ou relativas a qualidade da bebida em cafés verdes e torrados e avaliar a
atividade antioxidante e caracteristicas sensoriais de cafés ardbica torrados
comparando cultivares tradicionais (Bourbon vermelho, Catuai vermelho e Icatu),
que ndo apresentam cruzamentos com outras espécies e/ou sdo extensamente
cultivados no Brasil, e cultivares modernas (IAPAR 59, IPR 98, IPR 99, IPR 103)
oriundos de cruzamentos diferenciados para conferir maior resisténcia a doencas e
melhor adaptagdo as condi¢des climéticas. Todos os cafés foram produzidos nas
mesmas condi¢cdes edafoclimaticas e tiveram seu tratamento pdés-colheita e
processamento/preparo da bebida (no caso de café torrado) padronizados, de
maneira que a diversidade apresentada pudesse ser atribuida somente as
caracteristicas genéticas.

A partir do exposto anteriormente, o capitulo 1 apresenta uma introducao
geral e uma reviséo bibliogréfica sobre a matriz do café verde e torrado, enfocando a
sua base genética, a sua composicdo associada a funcionalidade, em especial a

atividade antioxidante e as caracteristicas sensoriais da sua bebida.
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O capitulo 2 refere-se a composicdo da matriz de café arabica verde,
avaliando-se os teores de acgUcares totais e redutores, &cido quinico, mélico e citrico,
fendlicos totais, 5-ACQ, proteina, trigonelina, cafeina, lipideos, cafestol e caveol, e,
enfocando a influéncia da diversidade genética nas caracteristicas das cultivares.

O capitulo 3 refere-se a avaliagdo da influéncia da diversidade genética na
composicao (acido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ, cafeina, melanoidinas, cafestol e
caveol) e na atividade antioxidante, avaliada por Folin Ciocalteau, atividade
sequestrante do radical ABTS (expressa como TEAC), e auto-oxidagdo do &cido
linoléico nos cafés torrados.

O capitulo 4 enfoca a influéncia da diversidade genética nas caracteristicas
sensoriais dos cafés empregando Analise Descritiva por Perfil Livre.

Tendo em vista que teores de caveol e cafestol destacaram-se como de
grande interesse na discriminagdo, o capitulo 5 enfoca a relacdo existente entre o
teor de diterpenos de cafés de diferentes cruzamentos e o Catuai, trabalhando com
cafés verdes e torrados e analisando duas safras, de maneira a complementar o
estudo da aplicabilidade da relacdo caveol/cafestol como uma ferramenta na
discriminacdo de cultivares arabica com participacdo de diferentes cafés em seu

cruzamento.
1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Cultivares de café ardbica e seus cruzamentos

A primeira variedade de café arébica cultivada no Brasil recebeu o nome de
Tipica, Arabica, Nacional ou Crioulo. Por aproximadamente um século de expanséo
da cultura, cafezais brasileiros foram formados com progénies de pequena
introducdo, o que implicava em pequena variabilidade genética. Através de
mutagdes na cultivar Nacional produziu-se cultivares como Maragogipe (selecéo
datada de 1870), destacada por produzir grdos maiores, e a Amarelo de Botucatu
(1871), por produzir grdos amarelos, mas que ndo foram muito plantadas por
apresentarem produtividade inferior & da cultivar original (SIMON, 2009).

Em 1852, a cultivar Bourbon Vermelho, proveniente da llha de Reunion, foi
introduzida no pais, superando em produtividade a cultivar Nacional, e ocupando

lugar de destaque na cafeicultura brasileira. A selecdo, em 1930, de um provavel
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hibrido natural entre Bourbon Vermelho e Amarelo de Botucatu deu origem a cultivar
Bourbon Amarelo (SIMON, 2009; CNC, 2012).

Outra importante introdugdo ocorreu em 1896, com sementes provenientes da
llha de Sumatra. A cultivar Sumatra ndo teve a mesma expressdo da Bourbon
Vermelho, mas sua grande contribuigéo foi ter originado, por hibridagcdo natural com
Bourbon Vermelho, a cultivar Mundo Novo, selecionada em 1931. Uma selecdo em
Mundo Novo deu origem a cultivar Acaia, que apresenta sementes de tamanho
maior. O gene mutante que determina a reducdo do comprimento dos internédios foi
a mutagdo genética mais importante em café arabica, e ocorreu na cultivar Bourbon
Vermelho, dando origem, por selegcéo, em 1930, a cultivar Caturra (SANTOS, 2012).

Catuai Amarelo e Catuai Vermelho foram originadas de hibridagdo entre
Caturra Amarelo e Mundo Novo realizada em 1949. Estas cultivares apresentaram
caracteristicas de rusticidade e produg¢do semelhante ao Mundo Novo e o porte
reduzido da Caturra. As cultivares de Catuai sdo as mais plantadas atualmente no
Brasil, existindo grande numero de linhagens melhoradas de Catuai Vermelho e
Catuai Amarelo (SANTOS, 2012; SIMON, 2009).

Os programas de pesquisa em melhoramento possuem linhas de pesquisa
visando a sele¢do de plantas e progénies superiores derivadas de cruzamentos
interespecificos. Hibrido de Timor e Icatu, por exemplo, sdo hibridos interespecificos
utilizados para a transferéncia de genes de resisténcia a ferrugem-do-cafeeiro
(Hemileia vastatrix) da espécie C. canephora para a C. arabica (SIMON, 2009). A
ferrugem é a principal doenca da cultura do café no Brasil e o Instituto Agrondmico
do Parand vem estudando esse problema e desenvolvendo e recomendando o
cultivo de cultivares hibridas.

Icatu Vermelho é um hibrido interespecifico resultante do cruzamento artificial
entre C. canephora e C. arabica (Mundo Novo cv. Bourbon Vermelho) (SANTOS,
2012). Icatu Amarelo é um hibrido resultante do cruzamento natural entre Icatu
Vermelho e a cultivar Mundo Novo e Bourbon Amarelo, que tem despertado
interesse por apresentar plantas vigorosas com alta produtividade se igualando a
potencialidade da cultivar Mundo Novo, porém com porte um pouco mais elevado
(SANTOS, 2012). Icatu tem sido explorada em cruzamentos com cultivares arébica
como Mundo Novo, Bourbon Amarelo e Catuai (SIMON, 2009).

O Hibrido de Timor € resultante de hibridacdo natural entre essas duas

espécies, e seu cruzamento com as cultivares arabica Caturra e Villa Sarchi deram
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origem, respectivamente, as popula¢cdes denominadas Catimor e Sarchimor. Outras
combinagdes foram desenvolvidas pelos cruzamentos de Hibrido de Timor com
Catuai e Mundo Novo (SIMON, 2009).

As cultivares IAPAR 59, IPR 98 e IPR 99 originaram-se do cruzamento entre
Coffea arabica, Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2, realizado no Centro
de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal.

Em 1975, o IAPAR introduziu a geracdo F3 e por seu desempenho nas
regibes de Londrina, Loanda e Carlopolis, demonstrou condi¢cdes para seu
langcamento como cultivar, passando a receber a denominagéo de IAPAR 59 que
tem tido seu cultivo recomendado desde 1993 (REVISTA CAFEICULTURA, 2005a;
IAPAR, 2008a).

Apos selegdo para resisténcia a ferrugem e produtividade, o IAPAR lancou a
IPR 98, que se destaca pela boa qualidade de bebida (IAPAR, 2008b). A cultivar IPR
99 também apresenta resisténcia a ferrugem, boa qualidade de bebida e alta
produtividade nas condi¢gBes do Parana (REVISTA CAFEICULTURA, 2005b).

A IPR 103 tem suas origens no cruzamento entre Catuai e Icatu, realizado
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Em 1977, o IAPAR introduziu o
material em sua colecdo sob o coédigo IAPAR 77054 e, por meio de método
genealdgico, foi langada como IPR 103 que possui boa qualidade de bebida com
aroma suave, bom corpo e sabor levemente acido. Quanto a sua resisténcia a
ferrugem, nas condi¢cfes de clima e solo do Parana, a cultivar € tolerante (IAPAR,
2012; RODRIGUES, 2009).

1.2.2. Relagéo entre as condigdes de cultivo e produgdo com a composicéo e a

qualidade de café

Além da cultivar empregada, a diversidade observada nas caracteristicas do
café esta diretamente relacionada a forma de cultivo, processos pos-colheita e de
producdo. Fatores como a altitude, a temperatura, a demanda hidrica, aos tipos e
niveis de adubacdo, a maturagdo dos grdos e o0s processos de torra,
armazenamento e preparo de bebida influenciam diretamente a composi¢éo do cafeé,
definindo assim sua qualidade e aceitabilidade sensorial (PIMENTA; VILELA, 2002;
ARAUJO, 2007). O desenvolvimento de uma bebida de café de qualidade esta
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associado ao teor de proteinas, lipideos, amino&cidos, carboidratos, &cidos
carboxilicos e compostos fendlicos. Além das caracteristicas diretamente
relacionadas a esses componentes, eles sdo ainda precursores dos compostos
responsaveis pelo sabor e aroma formados durante o processo de torra
(MONTAVON et al., 2003; SILVA et al., 2005, ABRAHAO et al., 2010).

O zoneamento climatico da cultura de café foi estudado com base nos fatores
térmicos e hidricos, e definiu-se uma regido considerada apta para o cultivo de café
arabica na faixa de 18 a 22°C. Regifes de temperaturas médias anuais entre 17 e
18°C e entre 22 e 23°C sao avaliadas como uma &rea marginal, enquanto acima de
23°C e abaixo de 17°C sé&o consideradas inaptas (CARAMORI et al., 2001). Com
relacdo a altitude, as melhores bebidas sdo obtidas em regides acima de 1000 m,
onde o nivel de chuvas anuais permanece em 1500 mm (SILVA et al., 2005).

No Brasil, esta bem estabelecido que cafés de certas regibes como sul de
Minas Gerais apresentam melhor qualidade de bebida atribuida a menor
temperatura média observada. Possivelmente a baixa temperatura faz com que os
frutos de café sofram um processo de maturagdo mais lento, permitindo que o
produto passe por todas as etapas bioquimicas necessarias para o desenvolvimento
da qualidade de bebida (SILVA et al., 2005).

A regido cafeeira do Parana esta localizada em alta latitude, numa area de
transicdo climética que apresenta grande diversidade de clima e solo. Essas
condicbes interferem na formagdo e maturagdo dos frutos, alterando as
caracteristicas intrinsecas do gréo, possibilitando uma variedade de tipos de cafés
que apresentam potencial para exploragdo como cafés especiais (ANDROCIOLLI et
al., 2003).

Androciolli et al. (2003) estudaram a influéncia da temperatura da regido de
cultivo na qualidade de bebida avaliando-se os atributos aroma, acidez, sabor,
corpo, dogura e nota global em cafés da cultivar IAPAR 59 de lavouras de 43
municipios do Parana, empregando-se prova de xicara com escala de 1 a 10. Nas
regibes com faixa de temperatura de 19-20°C e 20-21°C a bebida apresentou
caracteristicas de sabor, aroma, acidez, corpo e dogura elevados, com nota global
média de 8,90 e 8,48, respectivamente. Os cafés das faixas de temperatura de 21-
22°C mostraram-se bem equilibrados e sua nota foi de 7,88. Os cafés das faixas de
22-23°C e 23-24°C foram muito semelhantes entre si, em todas as caracteristicas,

recebendo nota global de 7,57 e 7,40, respectivamente. A bebida de café advinda do
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cultivo em regido considerada apta (20-21°C) teve o perfil sensorial descrito como
bebida de sabor, aroma, dogura e corpo superior aquelas cultivadas em regifes
quentes.

A adubacéo e o estado nutricional da planta podem influenciar a composigéo
do gréo e, consequentemente a qualidade de bebida. O nitrogénio é o nutriente mais
exigido pelas culturas, tendo inimeras fungbes, como estimular a formagédo e o
desenvolvimento de gemas floriferas e frutiferas, aumentar a vegetacdo, o
perfilhamento e os teores de proteinas. Além disso, sdo componentes estruturais de
aminoacidos e proteinas, bases nitrogenadas e acidos nucléicos, coenzimas e
vitaminas, pigmentos e outros produtos secundarios. Uma adubagdo nitrogenada
aumenta o teor de nitrogénio no gréo, o que influencia negativamente a qualidade de
bebida (MALTA; NOGUEIRA; GUIMARAES, 2003). Malta et al. (2008) trabalhando
com sistema organico de cafés, observaram que, no segundo ano de cultivo
organico o emprego de esterco bovino isoladamente ou associado com casca de
café e adubacao verde, proporcionou cafés de melhor qualidade sensorial do que o
cultivo convencional.

Os tratamentos poés-colheita aos quais se submete ao café também
contribuem para a qualidade do produto. Tratamentos por via seca e Umida sdo
empregados, sendo o primeiro 0 mais usual no Brasil por sua simplicidade, baixo
custo e menor nivel de controle durante sua execugdo. Nesse caso todos os frutos
sdo secos em terreiro, imediatamente apds colheita, ou em secadores mecéanicos,
produzindo o café natural. Na producéo de café natural, o fruto é seco integralmente,
ocorrendo durante a secagem alteragdes quimicas que modificam o sabor do café.
Para que essas mudancas sejam positivas alguns cuidados no manuseio pré e pos-
colheita sdo necessérios para evitar o desenvolvimento de microrganismos
contaminantes (RIBEIRO et al., 2011).

A presenca de defeitos esta associada a problemas nos processos de colheita
e pos-colheita e altera de forma significativa a composi¢do e qualidade da bebida
(FARAH et al., 2006). Os defeitos intrinsecos aparecem devido aos processos
inadequados durante a conducdo da lavoura, na colheita e pos-colheita gerando
grédos verdes, pretos, ardidos, chochos, mal granados, conchas, quebrados,
brocados e preto-verdes. Os defeitos extrinsecos correspondem aos elementos

estranhos ou materiais diferentes dos grdos de café, como o café em coco, o
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marinheiro - café com pergaminho, e as cascas, 0os paus e as pedras, sendo 0s
dltimos também denominados como impurezas (QUEIROZ, 2008).

Além dos fatores edafocliméticos e do tratamento pés-colheita, a composi¢ao
do gréo de café sofre interferéncia do processo de torra aplicado. E nesta etapa do
processamento que ocorre o desenvolvimento de aroma e sabor caracteristicos do
café, envolvendo reagbes complexas com mecanismos ainda relativamente pouco
definidos (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2003; WANG et al., 2011).

As mudancgas que ocorrem nos graos durante o processo de torra sdo de
natureza fisica e quimica e envolvem rea¢des de desidratacdo, hidrolise, oxidagéo e
catilise, que liberam gases e formam compostos arométicos (LOPES, 2000;
FERNANDES et al.,, 2001; OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2003). A torra
afeta de forma diferenciada os diversos componentes do produto, como sera
discutido em detalhes no item 1.2.3. O processo de torra reduz os teores de &cidos
clorogénicos e de trigonelina, destacando entre os produtos de degradagédo deste
altimo o acido nicotinico (VIANI; HORMAN, 1974; CASAL; OLIVEIRA; FERREIRA,
2000; CHAVES et al., 2004; PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008). A cafeina &
termoestavel a temperaturas de até 230 °C, sendo o composto da fracdo
hidrossolavel do grdo menos afetado pelo processo (MOREIRA; TRUGO; DE
MARIA, 2000). Durante a torra, a sacarose € transformada em produtos de reacao
de Maillard (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2003), verificando-se a formagao
de pigmentos e volateis que dardo origem as caracteristicas especificas do café
(LOPES, 2000). Acido quinico apresenta ligeiro aumento durante a torra em
consequéncia da degradacdo dos &cidos clorogénicos, porém a degradagdo néo
acontece de forma proporcional, pois ocorre formacao de compostos como lactonas
de Acidos clorogénicos e lactonas de acido quinico (BALZER, 2001). Os é&cidos
malico e citrico sofrem degradacéo, formando a partir do citrico compostos como
acidos citracanico, glutarico, itacdnico, mesacdnico e succinico e, a partir do malico,
os é&cidos fumérico e maléico (BALZER, 2001). Alcazér et al. (2003) relata que para
cafés arabicas o acido citrico sofreu reducdo apds a torra de 852 para 522 mg 100 g’
! e de 414 para 174 mg 100 g™ para acido malico. Com relagéo a fracdo lipidica, a
torra aumenta seu teor proporcionalmente devido & degradacdo de outros
componentes, principalmente carboidratos (LAGO, 2001; SPEER; KOLLING-
SPEER, 2006). Os diterpenos caveol e cafestol, geralmente s&o descritos por
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apresentar uma relativa estabilidade a temperatura (URGERT et al, 1995;
CAMPANHA, 2010; DIAS et al., 2012).

Com base nestes dados, para uma avaliagdo da composi¢cédo e qualidade de
diferentes cultivares seria necessario empregar as mesmas condi¢cdes de cultivo

(clima, solo e adubagéo), processamento pds-colheita e processo de torra.

1.2.3. Compostos bioativos e de interesse para a qualidade de bebida
1.2.3.1. Acidos carboxilicos e agucares

A variabilidade genética é responsavel pela diversidade de composicdo do
café (SCHOLZ et al, 2000) e afeta a acidez e o conteudo de aguUcares e
consequentemente a qualidade sensorial (MEDINA FILHO, 2007). Os acidos no café
tém papel importante no desenvolvimento da planta por ajudar na quelagéo e
neutralizacdo da toxicidade do aluminio, promovendo rapida adaptacdo ao
metabolismo celular e também ativando e anexando nutrientes importantes ao redor
das raizes das plantas (PING; RONG, 2006). Em determinados estagios do
desenvolvimento dos frutos ocorrem o0 acumulo de acidos que compondo um grupo
metabolicamente diverso, como por exemplo, os &nions citrato e malato, s&o
metabolizados no ciclo de Krebs, enquanto o &cido quinico e ascorbico estdo
associados a outros mecanismos (FAMIANI et al., 2005).

Os principais &cidos no café verde sao citrico, malico, clorogénico e quinico
(estruturas no Anexo A), responsaveis por cerca de 11% do peso dos gréos de café
verde e por 6%, nos gréos torrados (BALZER, 2001). O contetdo de &cidos
carboxilicos em cafés esta altamente associado com o nivel de maturacéo dos graos
(ROGERS et al. 1999). Concentrages de acido quinico e malico diminuem com
desenvolvimento do processo de maturacdo (ROGERS et al. 1999). Acido citrico
tem comportamento oposto, apresentando menores valores nos estagios iniciais do
desenvolvimento do grdo com um aumento de 1280 e 1580 mg 100 g* durante a
maturacdo (ROGERS et al., 1999). Varia¢des no contetdo de acido citrico, quinico e
malico estdo associadas a variabilidade genética e tem sido relatado para outros
frutos climatéricos como péssegos (SOUTY et al., 1999).

Fatores como espécie e variedade, condigbes de cultivo, estadgio de

maturacédo, processo de torra e processo de preparo e armazenamento da bebida
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influenciam o perfil de acidos carboxilicos (ROGERS et al., 1999; VERARDO et al.,
2002). Os acidos acético e latico parecem ser gerados durante o processo de torra
por meio de precursores como carboidratos em especial a sacarose (BALZER, 2001;
GINZ et al., 2001). O contetido desses acidos, principalmente na forma livre, exerce
influéncia sobre a acidez da bebida de café (VERARDO et al., 2002).

Acido quinico apresenta ligeiro aumento durante o processo de torra em
consequéncia da degradacdo dos &cidos clorogénicos, porém a degradagdo nao
acontece de forma proporcional, pois ocorre formacao de compostos como lactonas
de Acidos clorogénicos e lactonas de acido quinico (BALZER, 2001). Os &cidos
malico e citrico também sofrem degradacgdo, formando compostos como acidos
citracanico, glutarico, itacénico, mesac6nico, succinico, fumarico e maléico
(BALZER, 2001).

Steiman (2003) descreve valores de 570, 410 e 1370 mg 100g™ para &cidos
quinico, malico e citrico, respectivamente em café verde. Em café torrado, Alcazar et
al. (2003) relataram teores de 174 e 522 mg 100g™ para &cidos malico e citrico,
respectivamente.

Acidos carboxilicos de baixa massa molecular contribuem para sabor e aroma
do café e a maioria deles séo volateis. A acidez da bebida de café (juntamente com
0 aroma e amargor) & reconhecida como um importante atributo na qualidade
sensorial. Em cafés ardbica, que apresentam alta qualidade sensorial em especial
nos graus de torra clara ou média, o gosto com maior destaque é o &cido (GALLI;
BARBAS, 2004).

Os correspondentes precursores e mecanismos de formacdo de acidos
alifaticos em café foram estudados por Ginz et al. (2000), onde a sacarose, se
apresentou como principal precursor de acidos férmico, acético, glicélico e latico.

A concentracdo e a presenca de acUcares, em especial sacarose, frutose e
glicose, estdo relacionadas principalmente ao estdgio de maturacdo do fruto. A
sacarose aumenta a medida que o café amadurece, enquanto que a frutose e a
glicose diminuem ao final do ciclo (MAZZAFERA, 1999; ROGERS et al., 1999).

A sacarose é o carboidrato mais abundante no café verde e atua como um
precursor de aroma durante o processo de torra gerando varias classes de
compostos tais como furanos, aldeidos e &cidos carboxilicos (OOSTERVELD;
VORAGEN; SCHOLS, 2003; PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008).
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Durante o processo de torra do café, os acUcares redutores reagem com
aminoacidos (reagdo de Maillard), dando origem a compostos coloridos desejaveis,
responsaveis pela cor marrom do café, e compostos como aminoacetonas e
aminoaldoses que apos algumas reagdes formam numerosos compostos volateis,
gue apresentam grande efeito no aroma do produto final (GINZ et al., 2000; PADUA:
PERREIRA; FERNANDES, 2012). As condi¢des de torra influenciam na degradacao
dos polissacarideos, sendo que a estabilidade térmica estd relacionada aos
diferentes tipos de aclUcares (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2003;
BEKEDAM et al., 2007; WANG et al., 2011).

1.2.3.2. Cafeina

Metilxantinas e acidos metillricos sédo derivados de alcaldides purinas. Dentre
0 grupo das xantinas, que incluem a teofilina e a teobromina, a cafeina (1,3,7 —
trimetilxantina) € a de maior acdo no sistema nervoso central. Esse composto
apresenta solubilidade em &gua quente, sabor amargo e é inodoro (ASHIHARA;
SUZUKI, 2004; MOREIRA; TRUGO; DE MARIA, 2005).

A cafeina (estrurura no Anexo A) é sintetizada em apenas alguns grupos de
plantas, sendo encontrada em todas as partes do cafeeiro, porém com mais
abundéancia nas flores, nas sementes e nas folhas mais novas (CHAVES et al.,
2004). O teor de cafeina nos gréos depende da espécie e cultivar, método de cultivo,
condigbes de crescimento e aspectos sazonais (HECIMOVIC et al., 2011). Em gréos
verdes de C. arabica, o conteido médio é de 1,0 g 100 g'l (CHAVES et al., 2004,
BAGGIO, 2006). Para café arabica torrados séo citados valores na faixa de 0,57 a
1,61 g 100 g'l (CASAL et al., 2000; FRANCA et al., 2005; ALVES et al., 2006).

A estabilidade da cafeina ao processo de torra € atribuida ao aumento de seu
ponto de sublimagdo com o aumento da presséo no interior do grdo e a uma baixa
taxa de difusdo do vapor através das camadas externas (MORAIS; TRUGO; DE
MARIA, 2000).

Quanto ao aspecto sensorial, a cafeina € um dos principais responséveis pelo
sabor amargo no café, também associado a presenca de trigonelina e compostos
fendlicos (SCHOLZ, 2008).

A cafeina apresenta a¢édo farmacoldgica variada, provocando, dentre outros

efeitos, o aumento da capacidade de alerta e reducdo da fadiga, concomitante
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melhora no desempenho de atividades que requeiram maior vigilancia. Em
contrapartida, o consumo de cafeina pode afetar negativamente o controle motor e a
qualidade do sono, bem como causar irritabilidade em individuos com quadro de
ansiedade (HIGDON; FREI, 2006; DE MARIA; MOREIRA, 2007; GLADE, 2010;
HECIMOVIC et al., 2011). Para avaliar este efeito farmacoldgico foram realizados
estudos de cultivares livres de cafeina (TEIXEIRA et al., 2012) e ensaios para
elucidar a relacdo precisa entre a quantidade consumida de cafeina e efeito
fisiolégico (HECIMOVIC et al., 2011).

Outro efeito atribuido & cafeina e seus metabdlitos no organismo é sua
capacidade antioxidante e o mecanismo de acado sugerido é devido a presenca de
um anel amidazol intacto e a existéncia de um doador de elétrons na posi¢do C8 do
grupo imidazol (GOMEZ-RUIZ; LEAKE; AMES, 2008). Cafeina também tem sido
investigada por sua agao antioxidante contra danos oxidativos em microssomas
hepaticos em ratos. A inducdo dos danos ocorre por trés espécies reativas de
oxigénio (hidroxil, peroxil e oxigénio singleto) que possuem ac¢des danosas sobre a
membrana in vivo. Testes foram realizados e os resultados mostraram que a
cafeina, em concentra¢c6es milimolares, inibiu a peroxidagdo lipidica contra as trés
espécies, e com maior eficicia contra oxigénio singleto (GEORGE; RAMALAKSHMI;
RAO, 2008).

Abreu et al. (2011) avaliando o efeito da ingestdo de cafeina e café em ratos,
relatam que, além de melhorar as fung8es cognitivas, o consumo de café modulou o
sistema antioxidante enddgeno no cérebro e apresentou acao protetora quando

administrada antes do agente genotdxico em Vvarios testes in vivo.

1.2.3.3. Trigonelina

A trigonelina é uma N-metil betaina (estrutura no Anexo A) e € conhecida por
contribuir para a formagdo de compostos com aromas e sabores agradaveis
(furanos, pirazina, alquilpiridinas e pirroles) ocorrida durante a torra do café
(PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008; KY et al., 2001).

Nos gréos verdes de C. arabica, a trigonelina esta presente em teores de
aproximadamente 0,6 a 0,9 g 100 g'l (FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005; KY

et al., 2001). Devido a instabilidade & temperatura, para café arabica torrado séo
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citados valores na faixa de 0,17 a 0,99 g 100 g'l (CASAL et al., 2000; FRANCA et
al., 2005; ALVES et al., 2006).

A trigonelina é soltvel em &gua e é responséavel por grande parte do amargor
encontrado no café. Os produtos de degradacgéo da trigonelina, derivados de pirrol,
sdo precursores de aroma e gosto amargo e isso se reflete nas caracteristicas de
bebida (VIANI; HORMAN, 1974; ZHENG; NAGAI; ASHIHARA, 2004; MALTA;
CHAGAS, 2009). Desmetilacdo da trigonelina durante a torra gera o acido nicotinico
(estrutura no Anexo A), que esta disponivel na bebida, em contraste com fontes
naturais onde esta presente na forma ligada (CASAL; OLIVEIRA; FERREIRA, 2000;
PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008). Esse composto, no entanto, € também
degradado com o aumento da intensidade do processo. Segundo Casal et al. (2000),
o teor de acido nicotinico aumenta com o aumento da intensidade da torra, porém
apdés 15 minutos a 240°C ocorre uma diminuicdo desse teor demonstrando a
instabilidade térmica desse composto.

A trigonelina apresenta atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans
(associada a céries dentarias), e in vitro possui atividade na regeneracdo de
neurdnios correlacionando-se este efeito & melhora da memoria espacial de ratos
(ALLRED et al., 2009). Apresenta também acao de inibicdo da invaséo de cancer em
células de figado in vitro e pode também atuar como um fitoestrogeno (ALLRED et
al.,, 2009). Lang et al. (2011) relataram ainda a redugao na incidéncia de diabetes
tipo 2, e acdo indutora de desintoxicacdo enzimatica e efeito quimioprotetora de N-
metilpiridina, produto de degradacéo da trigonelina com a torra. Daglia et al. (2004)
avaliando compostos com acdo antioxidante no café (capacidade de sequestrar
radicais OH) verificou que a concentragdo de 3 mM de trigonelina inibe a
degradacéo da deoxirribose em 19,3% in vitro e 15,7% em condi¢des ex vivo. Neste
mesmo estudo o acido nicotinico apresentou mesma eficiéncia de acdo antioxidante
empregando 0,15 mM de concentragéo in vivo e para ensaios ex vivo sua inibi¢céo foi
de 23,2%.

1.2.3.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabodlitos secundarios que atuam na
adaptacdo e protegcdo da planta ao estresse ambiental (FARAH; DONANGELO,
2006; MONTEIRO; FARAH, 2012). Os polifendis presentes no café exercem acao
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protetora e antioxidante dos aldeidos, quando em qualquer condicdo adversa dos
graos, como colheita inadequada, problemas no processamento e armazenamento.
Contribuem, ainda, para o sabor e aroma do produto final (FERNANDES et al.,
2012).

Esteres quinicos de &cidos hidroxicinAmicos, conhecidos como &cidos
clorogénicos (ACG), estdo presentes em quantidade de 5 a 8 g 100 g™ nos gréos
verdes de café ardbica (FARAH; DONANGELO, 2006). Os ACGs possuem
composicdo muito complexa e no café verde sdo encontrados cinco grupos
principais: monoésteres de &cido cafeico (acidos cafeiolquinicos), monoésteres do
acido p-cumérico (4cidos cumaroilquinicos, monoésteres de &cido ferulico (4cidos
feruloilquinicos, diésteres de &cido cafeico (acidos dicafeoilquinicos) e diésteres de
acido cafeico e ferdlico (4cidos dicafeoilquinico). Os ACGs séo sensiveis ao
processo de torra formando principalmente, o &cido quinico (BALZER, 2001). A
producdo excessiva e/ou a degradacdo do Acido quinico tem sido associada a
acidez indesejavel quando o café é excessivamente torrado (acima de 20% de perda
de peso) ou quando a bebida do café permanece em aquecimento apds o preparo
(SCHOLZ, 2008; COFFEE RESEARCH INSTITUTE, 2012).

O processo de torra ocasiona a destruicdo de alguns compostos fendlicos
devido a sua instabilidade térmica, e sdo degradados em fendis derivados. Durante
esta degradagdo térmica parte dos &cidos clorogénicos é isomerizada, outra é
transformada em quinolactonas por desidratacdo e formacdo de uma ligagéo
intramolecular e por fim outra parte é hidrolizada e degradada em compostos de
baixo peso molecular (LELOUP et al.,, 1995; DAGLIA et al., 2000; FARAH;
DONANGELO, 2006).

O representante majoritario dos ACG € o é&cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ)
(estrutura no Anexo A) (TRUGO; MACRAE, 1984; KY; NOIROT; HAMON, 1997; DE
MARIA; MOREIRA, 2004;), empregado nesse trabalho como um representante da
categoria. Em cafés ardbica torrados sdo citados valores na faixa de 0,09 a 0,47 g
100 g* (FRANCA et al., 2005; ALVES et al., 2006).

Entre as fung¢des biolégicas dos ACG sdo descritos a ligacdo a centros
opiodes do cérebro, atividade inibitéria de enzimas associadas a replicagcdo do virus
HIV, aumento da imunidade devido ao efeito indutor na replicagdo e na mobilidade
de macréfagos em camundongos, e acdo anti-mutagénica (MONTEIRO; TRUGO,
2005; HIGDON; FREI, 2006; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). Farah e Donangelo
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(2006) descrevem outras fungdes como atividade hepatoprotetora, hipoglicémica e
antiviral.

Os é&cidos clorogénicos tém atividade antioxidante, por atuarem como
sequestrantes de radicais, e pela capacidade doadora de hidrogénio e habilidade de
estabilizar os radicais fenoxil resultantes (MARINOVA; TONEVA; YANISHLIEVA,
2009; HECIMOVIC et al., 2011). Daglia et al. (2004) estudaram em cafés verdes e
torrados das espécies C. arabica e C. canephora a atividade anti-radicais hidroxil
avaliada in vitro e em sistema celular biologico. Ndo se observou diferenga in vitro,
mas nos ensaios bioldgicos foi observada uma maior prote¢do anti-radicais nas
amostras de café torrado de C. canephora e, entre os compostos avaliados, 0 5-

ACQ foi 0 mais eficiente nos ensaios biol6gicos.
1.2.3.5. Melanoidinas

Durante o processamento térmico de alimentos pode ocorrer a reacdo de
Maillard, que resulta numa grande variedade de produtos. Devido a alta reatividade
dos compostos intermedidrios formados, ocorrem ciclizacdes, reagdes de
desidratacdo, retroaldolizagdes, rearranjos, isomerizacbes e condensagoes,
resultando em compostos arométicos de baixa massa molecular e melanoidinas. As
melanoidinas sdo responséveis pela coloragdo marrom, possuem alta massa
molecular e a composicao final depende dos compostos precursores e da condi¢do
da reagéo (RUFIAN—HENARES; MORALES, 2007; BEKEDAM et al., 2008a; KIM;
LEE, 2009; WANG; QIAN; YAO, 2011).

As melanoidinas sdo um dos mais importantes componentes da bebida de
café, contribuindo com aproximadamente 25 g 100 g™ de matéria seca (VIGNOLI,
2009). Com relacdo ao efeito da torra na formacdo de melanoidinas do café,
Bekedam et al. (2008b) observaram que no inicio ocorre a formacdo de
melanoidinas de massa molecular (MM) intermediaria e a torra prolongada conduz a
formagado de melanoidinas de alta MM (>12-14 KDa). Em estudo para elucidagéo da
estrutura das melanoidinas de café, Bekedam et al. (2008c) descreveram a presenca
de produtos de degradacdo de ACG (acidos cafeico e quinico).

A formacdo de melanoidinas no café ocorre pela incorporacdo de acidos
clorogénicos, tornando-a ndo somente de interesse por conferir coloragdo marrom a

bebida, mas também por expressiva atividade antioxidante, que tem sido associada
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a capacidade quelante de metais e desativagdo de radicais (DAGLIA et al., 2000;
BORRELLI et al., 2002; BEKEDAM et al.,, 2008b). Vérios estudos avaliaram a
relacdo entre a atividade contra grupos peroxil, e radicais (AAPH e ABTS) e a
intensidade de cor das fracbes de melanoidinas (BORRELI et al., 2002; RUFIAN-
HENARES; MORALES, 2007; GOMEZ-RUIZ et al., 2008).

Bekedam et al. (2008d) estudaram a atividade antioxidante da melanoidina
empregando um radical (TEMPO) que néo é sequestrado por &cidos clorogénicos, a
fim de avaliar a atividade antioxidante sem a interferéncia de compostos fendlicos, e
outro (Fremy radical), para analisar a fragdo fendlica. Os autores relatam que a
manutencgdo da atividade antioxidante (AA) com o aumento da intensidade da torra
pode ser atribuida a incorporacdo de polifendis na estrutura das melanoidinas. Os
autores observaram que, apesar do processo de torra gerar compostos
antioxidantes, os compostos fendlicos possuiam maior contribuicdo para a atividade
antioxidante total da bebida.

Outras propriedades funcionais ligadas as melanoidinas foram estudadas
como atividade antimicrobiana (RUFIAN—HENARES; MORALES, 2008), acdo sobre
as enzimas xenobitdticas (WANG; QIAN; YAO, 2011), e acado prebidtica e
antihipertensiva (RUFIAN-HENARES; MORALES 2007).

Considerando que as melanoidinas séo produtos escuros formados na reagéo
de Maillard, a determinacéo de compostos escuros pela leitura da absorvancia a 420
nm tem sido tradicionalmente citada como uma forma de estimar a melanoidina em
produtos de café (LOPEZ-GALILEA; PAZ DE PENA, CID, 2007; RUFIAN-HENARES;
MORALES, 2007; WANG; QIAN; YAO, 2011).

1.2.3.6. Diterpenos

Os diterpenos sdo compostos formados por quatro unidades de isopreno
(CsHs) (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006), e estdo presentes no café em sua forma
livre ou esterificados com os acidos palmitico, linoléico e estearico (KURZOCK;
SPEER 2001). Nos grdos verdes de café sdo encontrados até quatro diterpenos
pentaciclos (caveol, cafestol, 16-O-metilcafestol e 16-O-metilcaveol), sendo os dois
primeiros os mais frequentes e relevantes (estruturas no Anexo A).

Kurzock e Speer (2001) relatam teores de 250 a 670 mg 100 g* e 90 a 350

mg 100 g* para cafestol e caveol, respectivamente, em cafés arabica verde.
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A estabilidade dos diterpenos em relagdo a torra ainda € controversa na
literatura. Speer e Kolling-Speer (2006) relataram que, com o processo de torra,
caveol e cafestol podem ser degradados formando dehidroderivados
(dehidrocafestol e dehidrocaveol) e outros produtos de decomposicdo (cafestal,
isocaveol e dehidroisocaveol). Os autores descrevem perdas com a torra para 0s
diterpenos na forma esterificada (KURZOCK; SPEER, 2001), e maior redugéo (de
até 80%) para os compostos na forma livre (3,5% do total de diterpenos no gréo
verde). Campanha, Dias e Benassi (2010) descreveram valores médios de 780 a
800 mg de caveol 100 g™ e 420 a 460 mg de cafestol 100 g™* para cafés arabica com
diferentes graus de torra, e ndo observaram reducéo de diterpenos com 0 aumento
de intensidade do processo. Urgert et al. (1995) relatam que em torras mais intensas
(até 26,5 % de perda de peso do gréo) ndo houve a reducdo no teor de diterpenos
no café arabica, se mantendo a concentragdo em 560 mg 100 g™ e 730 mg 100 g™
para cafestol e caveol, respectivamente.

Dias et al. (2011), avaliando a degradacao de cafestol e caveol (a 230°C por
2-10 min), observaram a formacdo de dehidro derivados (dehidrocafestol e
dehidrocaveol) em torras mais intensas. No entanto, os autores relatam que, tendo
em vista o aumento proporcional de lipidios no gréo com a torra (devido a perda de
outros componentes termo sensiveis), os teores de caveol e cafestol se mantiveram
estaveis durante este processo.

Os diterpenos tém chamado a atencdo por seus efeitos sobre a salde e tem
sido relatado em diversos trabalhos enfocando tanto aspectos positivos quanto
negativos de sua ingestao.

A ingestéo diaria de altas concentragfes de cafestol (10 mg) foi relacionada
com o aumento do colesterol sérico em humanos (CRUCHTEN et al., 2010). O efeito
de elevacdo de colesterol (total e LDL), triglicerideos e alanina aminotransferase
(ALT) tem sido atribuido & ingestéo de cafés fervidos sem um processo de filtracao
gue possa reter os diterpenos (SPEER et al., 1991; ROOS et al., 1997; KURZOCK;
SPEER, 2001, ARAUJO; SANDI, 2006; SPEER; KOLLING-SPEER, 2006;
CRUCHTEN et al., 2010). Urgert et al. (1995) avaliando bebidas de café preparadas
por diversos métodos verificaram que ocorre uma retengdo de diterpenos nos filtros
de café e que para cafés instantaneos o teor € desprezivel. Os niveis de diterpenos
s&o altos em cafés do tipo “French press” (3,5 e 4,4 mg 150 mL™ de cafestol e

caveol, respectivamente), “Escandinavo evaporado” (3,0 e 3,9 mg 150 mL* de
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cafestol e caveol, respectivamente) e “turco/grego” (3,9 e 3,9 mg 150 mL™" de
cafestol e caveol, respectivamente).

Em contraposicéo, os diterpenos tém sido associados com efeito protetor
contra cancer de colo, a inducdo da degradacdo de substancias tdxicas e a acao
protetora contra a aflatoxina B1l, agdo antioxidante e antiinflamatéria e efeito
hepatoprotetor (ROOS et al., 1997; CAVIN et al., 2002; KIM et al., 2006, LEE; CHOI;
JEONG, 2007; MURIEL; ARAUZ, 2010; CHU et al., 2011).

1.2.4. Atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante em alimentos deve levar em
consideragdo a composicdo e a propriedade antioxidante dos constituintes e os
efeitos biologicos que irdo depender da biodisponibilidade deste antioxidante
(ROGINSKI; LISSI, 2005).

Segundo Prior, Wu e Schaich (2005), por ndo haver um método que seja
universal para quantificar e medir precisamente a atividade antioxidante, a escolha
do método mais apropriado deve seguir critérios como: medir compostos que
realmente ocorrem em potenciais aplicagbes, fonte de radical com relevancia
biologica, deve ser de simples execuc¢do, mecanismo quimico definido, adaptaveis
para antioxidantes de natureza lipofilica e hidrofilica bem como em diferentes fontes
de radicais.

Duas categorias de métodos podem ser aplicados para a avaliagdo da
atividade antioxidante: diretos e indiretos. Os métodos diretos sdo baseados em
estudos do efeito de um alimento contendo antioxidante na degradagéo oxidativa de
um sistema teste. Os métodos indiretos estdo associados com a habilidade do
antioxidante em sequestrar alguns radicais livres que ndo estado envolvidos na real
degradagdo oxidativa, como os radicais livres estaveis e coloridos (ROGINSKI;
LISSI, 2005).

Na avaliagdo por métodos diretos, usualmente sdo empregados sistemas
onde ocorre competicdo, entre uma sonda oxidavel e o antioxidante, pelos radicais
gerados por uma fonte (ROGINSKI; LISSI, 2005). Como substratos para oxidagéo
podem ser utilizados lipidios, proteinas, DNA, ou espécies bioldgicas relevantes
como plasma sanguineo, membranas bioldgicas, etc. A peroxidagéo lipidica é a mais

conveniente, porque a cinética da lipoperoxidacao ja foi tedrica e experimentalmente
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bem estudada (ROGINSKI; LISSI, 2005). Entre esses métodos, a deteccao
espectrofotométrica de dienos conjugados formados (auto-oxidacdo de &cido
linoléico) em uma mistura do extrato com um sistema emulsdo de 4cido linoléico e
sob condicdes de oxidagdo acelerada em alta temperatura permite calcular a
porcentagem de atividade antioxidante do extrato (CHANDA; DAVE, 2009).

Em ensaios indiretos, diferentes mecanismos de atividade antioxidante sdo
explorados. Os processos muitas vezes empregam um radical livre ou oxidante,
geralmente uma sonda para monitorar a reagdo, associados ao antioxidante. A
sonda ao ser reduzida ou sequestrada pelo antioxidante sofre mudancas
colorimétricas, onde a intensidade é proporcional a atividade deste antioxidante ou a
concentracdo do mesmo (ROGINSKI; LISSI, 2005; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Dentre os métodos indiretos destaca-se o ensaio TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) que se baseia na habilidade dos antioxidantes em sequestrar o
cation radical de longa vida ABTS™, reduzindo a coloragdo do extrato.
Termodinamicamente, um composto pode reduzir ABTS™ quando tem um potencial
redox menor que o ABTS (0,68 V), o que acontece com muitos compostos fendlicos.
A atividade antioxidante é usualmente expressa em g de Trolox 100 g* ou mmol
equivalente de Trolox g™. Valores de 2,28 a 6,31 g de Trolox 100 g* s&o citados
para cafés torrados comerciais brasileiros (ALMEIDA; BENASSI, 2011).

O ensaio Folin-Ciocalteau, tradicional método de quantificacdo de compostos
fendlicos totais, mede a capacidade antioxidante de uma amostra pela presenca de

fendis que sdo oxidados em meio basico (reacdes de Oxi-reducdo), resultando na
formacéo do O2 , 0 qual reage com os acidos formando compostos (coloracao verde)

com uma intensa absor¢do préximo a 750 nm. Os resultados sdo usualmente
expressos em equivalente de &cido gélico ou g de acido galico 100 g™ de produto
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Valores de 1,58 a 4,11 g 100 g'l foram descritos
para cafés torrados comerciais brasileiros comercializados com varias
denominacdes (tradicional, forte, extra-forte, Premium, aralto, exportagdo, expresso
e gourmet) (ALMEIDA; BENASSI, 2011).
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1.3. OBJETIVO GERAL

Comparar o perfil de componentes bioativos e/ou de importancia para a
qualidade da bebida, a atividade antioxidante e as caracteristicas sensoriais de
cafés arabica de diferentes cultivares (IAPAR 59, IPR 98, IPR 99, IPR 103, Bourbon
vermelho, Catuai vermelho e Icatu) produzidos nas mesmas condigOes

edafocliméticas.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar e comparar os teores de cafestol, caveol, cafeina, trigonelina, 5-
ACQ, é&cidos carboxilicos (acidos quinico, malico e citrico), e aguUcares totais e
redutores nos cafés verdes.

Determinar e comparar os teores de cafestol, caveol, acido nicotinico, cafeina,
trigonelina, 5-ACQ e melanoidinas nos cafés torrados.

Avaliar e comparar a atividade antioxidante dos cafés torrados por diferentes
metodologias (Folin Ciocalteau, TEAC, e auto-oxidag&o do &cido linoléico).

Verificar a influéncia da composicdo na atividade antioxidante dos cafés
torrados.

Avaliar as caracteristicas sensoriais das bebidas de café através do método
Analise Descritiva de Perfil Livre.

Avaliar a aplicacdo da relagédo caveol/cafestol na caracterizacéo de diferentes

origens genéticas, avaliando duas safras em matrizes de café verde e torrado.
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IMPACTO DA DIVERSIDADE GENETICA NA COMPOSICAO DE CAFES
ARABICA VERDES PRODUZIDOS NAS MESMAS CONDICOES
EDAFOCLIMATICAS

(A ser submetido a revista Journal of Agricultural and Food Chemistry)
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Resumo

Fatores edafoclimaticos, condigbes de cultivo, processos pos-colheita e a
diversidade genética influenciam a composicdo dos grdos de café verde. O
melhoramento busca transferir genes de resisténcia a doencgas via introgressao de
genes de outras espécies como C. canephora. O objetivo do presente estudo foi
avaliar cafés arabica brasileiros de cultivares tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) e
de cruzamentos modernos (lapar 59 e IPRs 98, 99 e 103), produzidos nas mesmas
condi¢gbdes edafocliméticas e submetidos a colheita e tratamentos pds-colheita
padronizados, para verificar a influéncia da diversidade genética em sua
composicdo. Teores de sacarose, acUcares redutores, acidos carboxilicos (quinico,
malico e citrico), fendlicos totais, 5-ACQ, compostos nitrogenados (proteina,
trigonelina e cafeina) e lipideos, cafestol e caveol foram determinados. Observou-se
que a diversidade genética conferiu variabilidade de composicdo aos cafés
estudados, permitindo a discriminagdo de cultivares tradicionais e modernas. As
cultivares modernas apresentaram maiores teores de acidos malico e 5-ACQ,
lipideos, caveol e trigonelina. Os parametros caveol e a relacdo caveol/cafestol
foram propostos como os melhores discriminadores entre cultivares modernas e
tradicionais, observando-se que a introgressdo de genes de resisténcia de C.
canephora aumentou os teores de caveol e os valores da relagdo caveol/cafestol.

Palavras-chave: Cultivares IPRs, acido malico, caveol, cafestol, 5-ACQ, trigonelina.

2.1. Introducéo

Nos ultimos anos, tem sido desenvolvidas cultivares de café para atender as
demandas de diferentes regides de cultivo, buscando caracteristicas agrondmicas
especificas, como elevado potencial produtivo, associadas a menor custo de
producéo e diminuicdo da aplicacdo de agrotoxicos pela maior resisténcia a pragas e
doencas (MENDONCA et al.,, 2007). O grande desafio para pesquisadores e
melhoristas é desenvolver cafés com as caracteristicas agronémicas desejadas e
que apresentem ainda alta qualidade de bebida (BERTRAND et al., 2008).

No processo de melhoramento de cafés, o Instituto Agronémico do Paran&
(IAPAR) desenvolveu cruzamentos entre o Coffea arabica Villa Sarchi e o Hibrido de
Timor (Sarchimor) para obter diferentes cultivares resistentes a ferrugem (lapar 59 e
IPRs 98 e 99), e cruzamentos entre Icatu e Catuai, para obter cultivares com maior

tolerdncia a geadas, alto vigor vegetativo, adaptacdo a regides quentes e solos
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pobres e resisténcia a doengas como necrose dos frutos (IPR 103) (SERA et al.,
2007). Cruzamentos derivados de Coffea arabica Villa Sarchi e Hibrido de Timor,
que visam transferir genes de resisténcia a doencas, geram cultivares modernas
com substancial quantidade de material genético do C. canephora. A diferenca de
qualidade de bebida de cultivares tradicionais e aqueles obtidos de cruzamentos
direcionados (modernos) é sentido pela maioria dos comercializadores, que relatam
que estes cafés apresentam qualidade sensorial menor (BERTRAND et al., 2008).
O conhecimento acerca da composicdo fisico-quimica e sensorial aliado ao
aproveitamento da grande diversidade genética existente nos cafés pode ser uma
ferramenta atil para ampliar o mercado de exportacdes mantendo a qualidade e
competitividade.

Diversos estudos tém relacionado as diferengas na qualidade, composicao e
caracteristicas sensoriais do café com ambiente de produgéo, fatores agronémicos e
edafoclimaticos (altitude, temperatura, demanda hidrica, tipos e niveis de adubac¢éo)
(SILVA et al., 2005; VAAST et al., 2006; MALTA; NOGUEIRA; GUIMARAES, 2003;
GEROMEL et al., 2008), maturac@o dos graos, processamento (pds-colheita, torra e
armazenamento) (PIMENTA; VILELA, 2002; ROGERS et al., 1999; MONTAVON et
al.,, 2003; DUARTE et al., 2010; KNOPP et al.,, 2006; CAMPA et al., 2004;
RODARTE et al., 2009), porém existem poucos relatos associando estas diferencas
a variabilidade genética (espécie e cultivar) dos cafés (KY et al., 2001; LEROY et al.,
2006; BERTRAND et al., 2003; BERTRAND et al., 2006; BERTRAND et al., 2008).

O perfil dos componentes do café verde, como carboidratos, &cidos
carboxilicos, lipidios, compostos fendlicos e nitrogenados (proteinas, cafeina,
trigonelina), varia em funcdo de grande numero de parémetros (fatores

edafoclimaticos e tratos culturais, maturidade e sanidade dos graos e
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processamento pés-colheita), assim na maioria dos trabalhos nédo é possivel atribuir
as variagcOes descritas somente a origem genética dos cafés (BALZER, 2001; KY et
al., 2001; SRIDEVI et al.,, 2010; GEROMEL, et al., 2008; VAAST et al., 2006;
ROGERS et.al, 1999; STEIMAN, 2003). Além disso, muitos autores ndo tém
registros sobre as informacdes genéticas das amostras ou tem dificuldade em
informar o histérico de cruzamento das variedades empregadas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar graos de cafés verdes
arabica brasileiros de cultivares tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) e de
cruzamentos modernos (lapar 59 e IPRs 98, 99 e 103), produzidos nas mesmas
condi¢gbes edafocliméticas e submetidos a colheita e tratamentos poés-colheita
padronizados, para verificar a influéncia da diversidade genética em sua

composicao.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Cafés: especificacdo e processamento

Os cafés arabica foram coletados do Centro Tecnoldgico da Cooperativa
COCARI, Mandaguari, Parana - Brasil, durante os meses de maio a julho de 2009.
Foram coletados frutos de sete cultivares plantadas nas condi¢cdes de latitude (Sul)
23°32'52", altitude de 650 m e temperaturas médias anuais de 22 a 23°C. Foram
estudadas cultivares tradicionais com producdo bem estabelecida em diversas
regibes do Brasil (S8o Paulo, Minas Gerais, Bahia e Parand) e cultivares modernas.
Foram escolhidas cultivares modernas desenvolvidas pelo Instituto Agronémico do
Parand e registradas no Servigco Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC) (lapar
59, IPR 98, IPR 99 e IPR 103), que estdo disponiveis para plantio comercial (Tabela

2.1).
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Tabela 2.1 — Cultivares de café arabica avaliadas e sua origem genética.

Cultivar Origem genética

Bourbon vermelho Arabica puro

Catuai vermelho Caturra amarelo (mutagéo simples de Bourbon vermelho) x
Mundo Novo (hibridagéo do Bourbon vermelho com Sumatra)

Icatu amarelo Icatu vermelho (hibrido de C. canephora e arabica) x Mundo

Novo x Bourbon amarelo
lapar 59, IPR 98 e 99 Hibrido de Timor e Villa Sarchi (Sarchimor)
IPR 103 Catuai vermelho IAC 99 e Amarelo IAC 66 X Icatu

Fonte: SANTOS, 2011; SERA et al., 2007; FAZUOLI, 2009.

Os cafés foram coletados em estagio cereja e secos naturalmente ao sol
(cbco), beneficiados, padronizados em peneira 16 (6,5 mm) e todos os grédos com
defeitos foram retirados. Os cafés, mantidos congelados (-18°C), foram moidos em
moinho Perten 3600 (Hagersten, Suécia) imediatamente antes das andlises, usando
nitrogénio liquido para prevenir a oxidacdo dos compostos. O tamanho das
particulas foi padronizado para 24 mesh (0,5 mm).

Os cafés foram caracterizados quanto a umidade (estufa 105°C até peso
constante, andlise em duplicata), apresentando umidade média de 11,5 + 0,7 g 100

g*. Todos os resultados foram expressos em base seca.

2.2.2. Reagentes, materiais e equipamentos
Os seguintes reagentes foram empregados para a extragdo das amostras e
no preparo da fase movel: tercbutil-metil éter grau CLAE (Acr6s Organics, New
Jersey, EUA); KOH e éter de petréleo (Quimex, S&o Paulo, Brasil); acetonitrila grau
HPLC, e etanol 98% (J.T.Baker, Xalostoc, State of México); metanol, sulfato de
cobre e potassio (Nuclear, Diadema, Brasil); acido acético, acido cloridrico, acido

sulfdrico, tartarato duplo sodio/potassio, e arseniato dissodico (Merk, Darmstadt,
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Alemanha); hidréxido de sodio, 6xido de magnésio, e sulfato de sodio anidro (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil); cloroférmio, fosfato dissédico anidro, e molibdato de aménio
(F.Maia, Cotia, Brasil); e éacido borico (Biotec, Cotia, Brasil). Para analise de
compostos fendlicos totais foi usado reagente de Folin-Ciocalteou da Sigma Aldrich
(St. Louis, EUA). Caveol e cafestol (Axxora, San Diego, EUA), e acido 5-
cafeoilquinico, cafeina, trigonelina, e acidos gélico, quinico, mélico e citrico (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA) foram usados como padrdes. A agua empregada no preparo
de padrdes e solucdes foi obtida por sistema de purificacdo e filtragdo Elga® (Elga
Labwater, UK). As fases modveis foram filtradas em sistema Millipore de filtracdo a
vacuo utilizando-se membranas de celulose e nylon de 0,45 mm (Millipore, Billerica,
EUA). Para filtragdo das amostras foram empregados papel de filtro Whatman n°1
(Whatman International, Maidstone, Inglaterra) e membrana de nylon (0,45 um)
(Millipore, Billerica, EUA). Para extracdo em fase soélida foi empregada resina de
troca fortemente anidnica Dowex 1X4 200 mesh (Sigma Aldrich, St Louis, EUA).
Como equipamentos, foram usados centrifuga Sovall SS-3 (lvan Sorvall INC,
New York, EUA), banho ultrasénico FS110 (Fischer Scientific, Lafayete, EUA) e
espectrofotometro Evolution 300 UV-Vis (Thermo Scientific, San Jose, EUA).
Empregou-se ainda um cromatografo a liquido Surveyor Plus (Thermo Scientific,
San Jose, EUA) que consiste de um amostrador automatico Peltier com controle de
temperatura e forno integrado, bomba quaternéria, e detector de arranjo de diodos.
O equipamento foi acoplado a uma interface SS420 e sistema de aquisicdo de

dados ChromQuest 5.0 (Thermo Scientific, San Jose, EUA).

2.2.3. Determinacgdo de sacarose e agucares redutores
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O café (1,0000 g) foi adicionado de 30 mL de &gua e aquecido a em banho
(70°C, 30 min). Apés o resfriamento, adicionou-se 3,0 mL de acetato de zinco e 3,5
mL de ferrocianeto de potassio. Para obtencdo do extrato, completou-se o volume
em baldo volumétrico de 100 mL com agua e filtrou-se em papel de filtro (SCHOLZ
et al., 2011).

Os agucares redutores foram determinados pelo método de Somogyi &
Nelson (SOUTHGATE, 1976). O extrato (1 mL) foi adicionado de reagente de Nelson
(3 mL), e mantido em banho-maria em ebulicdo por 10 min, com posterior
resfriamento em banho de gelo. Apés esta etapa, adicionou-se 1 mL de reagente de
Somogyi e 7 mL de &gua, sob agitagéo. Foi feita leitura a 535 nm. A curva padréo foi
obtida empregando glicose em &cido benzéico 0,1% como padrédo (1 a 10 mg 100 g
1). As extracdes foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em
mg 100g™ de café.

O teor de sacarose foi calculado pela diferenca entre acuUcares totais e
acucares redutores. Para andlise dos acUcares totais, 25 mL do extrato foi
hidrolisado com 2,5 mL de HCI 1:1 durante 16 horas em temperatura ambiente. A
solugéo foi neutralizada com solu¢gdo de NaOH 20% até pH 7,0 e completou-se o
volume em bal@o volumétrico de 50 mL com &gua destilada. Os acUcares totais
foram determinados no extrato hidrolisado, conforme descrito para os agucares

redutores.

2.2.4. Determinagao dos &cidos quinico, malico e citrico
A extracdo foi baseada no procedimento sugerido por Rodrigues et al.
(2007). Café (0,5000 g) foi submetido & extragdo em 20 mL de 4gua sob agitagédo a

80°C por 30 min. Apés resfriado em banho de gelo, o pH do extrato foi ajustado para
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7,0 com NaOH 0,1N, completou-se o volume com agua para 50 mL em baldo
volumétrico e filtrou-se em papel. O filtrado (5 mL) foi submetido a extracdo em fase
sélida em cartucho com aproximadamente 1 cm de resina de troca fortemente
anidnica, montado em suporte a vacuo. A resina foi condicionada com 6 mL de agua
destilada e, ap6s a passagem da amostra, 10 mL de agua foi usada para a limpeza.
Os acidos foram eluidos com 5 mL de HCIl 1M e, na sequéncia, 2 mL de &gua
destilada. O eluato foi coletado em baldo de 10 mL e completou-se o volume com
agua destilada, este extrato foi filtrado em membrana de nylon antes da inje¢&do. As
extragOes foram realizadas em duplicata.

A analise por CLAE foi feita conforme descrito por Kitzberger et al. (2012).
Foi utilizada coluna de fase reversa ACE 5 C18 (250 mm x 4.6 mm d.i., 5 pym)
(Advanced Chromatography Technologies, Aberdeen, Escdcia) e detec¢do a 210
nm. Empregou-se elui¢do isocréatica de H,SO, 0,005 N (pH 2,5) com programacgao
de vazdo: 0-2 min, 0,7 mL mint; 2-15 min, 0,4 mL min%, e de 15-20 min, 0,7 mL min’
! Empregou-se temperatura do forno de 30°C, e temperatura da bandeja de
amostras de 5°C. A identificacdo foi baseada no tempo de retencdo, co-
cromatografia e espectros no UV. A quantificacdo foi realizada por padronizagéo
externa, construindo-se curvas de calibragdo (7 pontos em triplicata) para os &cidos
quinico e citrico (na faixa de 125 a 2000 mg 100 g™) e para acido malico (50 a 800

mg 100 g™).

2.2.5. Determinagado de compostos fendlicos totais
Café (0,1500 g) foram extraido em agua sob agitacdo durante 5 min
completando-se o volume para 100 mL, e apds a filtracdo, coletou-se o filtrado (1

mL) em tubo de ensaio. Adicionou-se 5 mL do reagente Folin Ciocalteau 0,04 N, e 4
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mL de solucdo de carbonato de sédio (75 g L™) e agitou-se em Vortex. Apés banho-
maria (50°C por 5 min) e resfriamento, foi feita a leitura & 760 nm. As andlises foram
realizadas em duplicata. Para a curva de calibracdo, empregou-se o &cido galico
como padrdo (1 a 10 mg 100 g?), e os resultados foram expressos em mg de

equivalente em &cido galico 100g™.

2.2.6. Determinacgdo de trigonelina e acido 5 — cafeoilquinico

A determinacgao foi realizada conforme sugerido por Alves et al. (2006). O
café (0,5000 g) foi extraido em 30 mL de solu¢do agua: acetonitrila (95:5 viv), por 10
minutos em ebulicdo. Apoés filtracdo em papel de filtro, 10 mL do extrato foram
diluidos em 25 mL da solucdo de extracdo e filtrado em membrana de nylon. As
extragOes foram realizadas em duplicata. Na analise por CLAE, empregou-se como
fase moével &cido acético 5% (v/v) (A) e acetonitrila (B) em eluicdo gradiente: 0 a 5
min, 5% de B; 5 a 10 min, 5 a 13% de B (linear); 13 a 35 min, 13% de B, e 35 a 45
min de 5% de B. Foram empregados vazdo de fase mével de 0,7 mL min™ e
temperatura do forno de 25°C. Como fase estacionaria, foi utilizada coluna de fase
reversa Spherisorb ODS 1 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 ym) (Waters, Milford, EUA). A
deteccdo foi feita & 264 nm (trigonelina) e a 325 nm (5-ACQ). A identificagdo foi
baseada no tempo de retengdo, co-cromatografia e espectros no UV. A
quantificagdo foi realizada por padronizagcdo externa, construindo-se curvas de
calibracdo (6 pontos em triplicata) para trigonelina (72 a 2400 mg 100 g*) e 5-ACQ

(150 a 5000 mg 100 g™).

2.2.7. Determinagdo de proteinas



64

Café (0,1000 g) foi transferido para tubo de digestdo e misturado a 0,2 g de
mistura catalitica (sulfato de potéssio e de cobre 10:1) e 3 mL de H,SO, concentrado
e aquecido em bloco digestor (300°C). Apds resfriamento acrescentou-se 10 mL de
adgua, e antes da destilagdo (Microkjedahl), adicionou-se 15 mL de NaOH 40%.
Coletou-se o destilado em erlemmeyer de 125 mL contendo &cido bérico 2% com
indicador vermelho de metila e verde de bromocresol. A titulagéo foi realizada com
H.SO,4 0,04N. Para teor de proteinas, considerou-se o fator 6,25, e os resultados

foram expressos em g 100 g™ de café (AOAC, 1990).

2.2.8. Determinacgao de cafeina

Café (0,2000 g) foi acrescido de 0,2 g de MgO e 15 mL de &gua fervente e
extraido a 80°C por 30 minutos em banho-maria. Apés resfriamento transferiu-se
para baldo e o volume foi completado para 50 mL. O extrato foi filtrado e 2 mL foi
adicionado a 0,2 mL de solugédo aquosa de H,SO, (1:9) e 4 mL de cloroférmio em
tubo rosqueado. Realizou-se agitacdo por 10 min e separou-se a fase cloroférmio
em tubo de ensaio (2,0 mL) para posterior evaporagdo completa do solvente em
banho-maria. Ressuspendeu-se o extrato em 10 mL de &gua fervente e fez-se a
leitura a 272 nm. As analises foram realizadas em duplicata. Para a curva de
calibracéo utilizou-se cafeina como padréo (1 a 9 mg 100 g%), e os resultados foram

expressos em mg 100 g™ de café (AOAC, 1990, SCHOLZ et al., 2011).

2.2.9. Determinacgéao de lipideos
O café (1,0000 g) seco em estufa a 105°C por 3 horas, foi transferido para
cartucho de papel e colocado em extrator de Soxhlet. A extragdo empregou éter de

petroleo durante 16 horas sob refluxo. ApGs a extracdo, secou-se os cartuchos em
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estufa a 105°C e fez-se pesagem. Os lipideos foram expressos em g 100 g™ de café

(AOAC, 1990).

2.2.10. Determinacéo de caveol e cafestol

A andlise foi realizada conforme sugerido por Dias et al. (2010). Os cafés
(0,2000 g) foram saponificados a 80°C por 1 h com 2,0 mL de hidroxido de potassio
2,5 M L™ (em etanol 96%, v/v). Ap6s adicdo de 2,0 mL de agua, foi feita extragéo
dos insaponifichveis com 2,0 mL de tercbutil-metil éter, e posterior agitacdo e
centrifugacdo (3 min a 3000 rpm) recolhendo-se a fase organica. Este procedimento
de extracdo foi repetido trés vezes. Adicionou-se 2,0 mL de &gua destilada (para
limpeza) e o extrato foi evaporado em banho-maria a secura (70 °C). Apéds
ressuspensao em 4,0 mL de fase movel, o extrato foi filtrado em membrana de
nylon. As extracdes foram realizadas em duplicata. Na andlise por CLAE foi utilizada
coluna de fase reversa Spherisorb ODS 1 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 ym) (Waters,
Milford, USA), eluicdo isocratica de acetonitrila: &gua (55:45, v/v) na vazédo de 0,9
mL min™, e detecgdo & 220 nm e a 290 nm, para cafestol e caveol, respectivamente.
Empregou-se temperatura do forno de 25°C, e tempo de corrida de 20 minutos. A
identificacdo foi baseada no tempo de retengdo, co-cromatografia e espectros no
UV. A quantificagéo foi realizada por padronizagdo externa, construindo-se curvas
de calibragdo (6 pontos em triplicata) na faixa de concentragdo de 50 a 1000 mg

100g™ para os dois compostos.

2.2.11. Anédlises estatisticas
Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA),

considerando-se como causa de variacdo as cultivares de café, e teste de médias
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(Tukey, p < 0,05) empregando o programa Statistica 6.1 (Statsoft, 2006). Os
resultados foram ainda avaliados por Andlise de Componentes Principais (ACP) e
Analise Hierarquica de Agrupamentos (AHA) empregado o software XLStat verséo
2008.4.02 (Addinsoft, 2008). Para obter as associagfes hierarquicas, considerou-se
como medida de similaridade a distancia Euclidiana e a média ponderada por

grupos.

2.3. Resultados e Discusséao

A composi¢cdo quimica dos cafés verdes de diferentes cultivares esta
apresentada na Tabela 2.2.

Foram observados valores de sacarose entre 6193 e 9266 mg 100 g*. O
maior teor foi encontrado para Bourbon, e IAPAR 59, IPR 99 e IPR 103
apresentaram teores de sacarose inferiores aos cafés tradicionais e IPR 98 (Tabela
2.2). Em cultivar Acaié (cruzamento natural de Sumatra e Bourbon) processadas por
via seca, Umida e semi-seca, Knopp et al. (2006) encontraram valores de 7600 a
9250 mg 100 g™ de sacarose. Vaast et al. (2006) reportaram 7800 a 8400 mg 100 g*
para o Costa Rica 95 (Catimor) e Geromel et al. (2008) descreveram valores mais
altos (8510 mg 100 g*) para a cultivar IAPAR 59.

Aclcares redutores tiveram uma variagdo de 200 mg 100 g™ (Catuai) a 525
mg 100 g™ (IPR 99). Geromel et al. (2008) citaram para IAPAR 59 um teor de 190
mg 100 g, semelhante ao menor valor observado no estudo.

Com relacdo aos acidos carboxilicos, pode-se verificar uma variagdo de 264
a 553 mg 100 g™ para quinico, entre 300 a 540 mg 100 g™ para acido malico, e entre

926 e 1309 mg 100 g™ para &cido citrico (Tabela 2.2).
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Cultivar Bourbon Catuai Icatu IAPAR 59 IPR 98 IPR 99 IPR 103
Aclcares Red. 478+10°¢ 2004 489+2° 348+1° 464+7° 525+0° 222+2°
Sacarose 9266+10° 7897+125" 7887+29" 6917+57¢ 7971+12° 6193+18° 7248+27°
Ac. Quinico 444+18%P 459+33%P 5534522 355+7°°¢ 385+8"° 264+7° 330+50"°
Ac. Mélico 456+19%° 327+6°¢ 300+9¢ 428+12°° 466+8%° 403+64 540+0°
Ac. Citrico 1309+30° 1224+74%° 1121+41°¢  1002+22°¢ 9263 997+21%¢ 1064+12°¢
FT 5331+159% 4551+Q° 5209+15% 5308+15% 5157+43% 4697+60° 4579+67°
5-ACQ 4997+72%° 4175+159° 4536+1°° 5354+276%  4870+146%" 4856+40*° 4685+197°
Proteina 16,5+0° 17,6+0%° 17,3+0,1° 17,9+0,3° 17,3+0,1° 16,1+0,1° 18,0+0°
Trigonelina 1096+602" 1057+13%P 1080+442° 1196x8° 964+84° 12304297 1140+35%°
Cafeina 1320+35°¢ 1385+38"¢ 1477+4° 1521+15° 1491+5° 1285+2° 1447+14%°
Lipideos 13,6+0° 12,6+0,1° 12+0° 13,8+0° 13,2+0,1° 14,4+0,1° 14,2+0,2°
Cafestol 476+25"° 60482 501+37" 326+25¢ 490+21"¢ 4362 "¢ 39945 °¢
Caveol 313+7° 371+6° 433+18"° 898+35° 644+39° 785+2° 721+30°°¢

Lipideos e proteinas expressas em g 100g™” de café e demais resultados em mg 100g™” de café.FT= Fendlicos Totais.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre cultivares (p>0,05).
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Todos os valores encontrados foram superiores aos descritos para café
arébica: 30 a 67 mg 100 g* para acido quinico, 27,3 a 70 mg 100 g™ para é&cido
malico, e de 70 a 150 mg 100 g'l para acido citrico (BALZER, 2001; ICO, 2012;
ROGERS et al., 1999; MENDES, 2005). Para café conilon relatou-se 160 a 860 mg
100 g para acido quinico, 180 a 730 mg 100 g™ para acido malico e de 330 a 1010
mg 100 g* para &cido citrico (BALZER, 2001).

Verificou-se teores entre 4551 a 5331 mg de compostos fendlicos totais em
100 g* de café. Os cafés Bourbon, Icatu, IAPAR 59 e IPR 98 apresentaram 0s
maiores valores (Tabela 2.2). Os teores de 5-ACQ apresentaram variagao entre as
cultivares de 4175 a 5354 mg 100 g™. IAPAR 59 apresentou maiores teores de 5-
ACQ do que IPR 103, Catuai e Icatu (Tabela 2.2).

Bertrand et al. (2003) relataram que cruzamentos genéticos empregando a
introgressédo de genes de C. canephora de resisténcia a ferrugem através de
cruzamentos com o Hibrido de Timor devem resultar em cultivares com altos teores
de acidos clorogénicos e compostos fenodlicos totais. Mendonca et al. (2007),
também relataram para cafés com genes resistentes a ferrugem (Acaud, Canério,
Catucai Amarelo e Icatu Amarelo) teores mais altos de compostos fendlicos, que
foram atribuidos a participacdo de C. canephora nos cruzamentos. Nesse trabalho,
no entanto, observou-se valores mais altos em cultivares com insercdo desses
genes (Tabela 2.2).

Observou-se teor de proteina de 16,1 a 18,0 g 100 g™, sendo os menores
valores referentes a IPR 99 e Bourbon. Para cafés brasileiros de diferentes
cultivares e qualidade de bebida sdo descritos valores na faixa de 14,5 a 17 g de
proteina 100 g'l (FRANCA et al, 2005; GEROMEL et al.,, 2008; SCHOLZ et al.,

2011).
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Observou-se para a trigonelina, uma variagédo de 964 a 1196 mg 100 g™
(Tabela 2.2). Esses valores estdo concordantes com o descrito na literatura tanto
para cafés arabica de diferentes procedéncias, de 880 a 1770 mg 100 g™ (KY et al.,
2001), como para cafés brasileiros com diferentes qualidade de bebida e origens
genéticas, de 1000 a 1350 mg 100 g'l (RODARTE et al., 2009; MALTA; CHAGAS,
2009). Observou-se que IPR 98 apresentou teores de trigonelina inferior ao das
cultivares IAPAR 59 e IPR 99 (Tabela 2.2), que apresentam origem genética similar.

Para o teor de cafeina pode-se observar variagdo de 1285 a 1521 mg 100 g
! (Tabela 2.2). Observou-se que, IPR 99 apresentou teor de cafeina inferior ao das
cultivares IAPAR 59 e IPR 98 (Tabela 2.2), de origem genética similar. Para café
conilon sdo descritos valores de cafeina mais altos do que para cafés arabica.
Duarte et al. (2010) avaliando cafés hibridos e ardbicas puros produzidos em Minas
Gerais/Brasil, com tratamento pds-colheita por via seca, encontraram valores na
faixa de 1050 a 1530 mg 100 g™*. Cruzamentos empregando Hibrido de Timor e Villa
Sarchi apresentaram grande variabilidade nos teores de cafeina, de 700 a 1700 mg
100 g, sendo os maiores valores observados para os cafés hibridos (MAZZAFERA,
et al., 1992).

Os teores de lipideos variaram de 12 a 14,4 g 100 g™, sendo que as maiores
concentragdes foram observadas para as cultivares IPR 99 e 103 e os menores
teores foram encontrados para as cultivares Catuai e Icatu. Valores de 10,8 a 15,2 g
de lipidios 100 g* foram citados para cafés arabica de diferentes origens
geogréficas, cultivares e porcentagem de defeitos (OLIVEIRA et al.,, 2006;
GEROMEL et al., 2008; MAZZAFERA et al., 1998).

Os valores de diterpenos totais (caveol + cafestol) variaram de 788 a 1223

mg 100 g%, sendo valores mais altos para as cultivares modernas (Figura 2.1).
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No presente estudo, cafestol e caveol variaram de 326 a 604 mg 100 g* e
de 313 a 898 mg 100 g™, respectivamente. Catuai apresentou o maior teor de
cafestol, e para caveol observaram-se teores mais altos para as cultivares modernas
gue para as tradicionais (Tabela 2.2). Comportamento similar foi relatado por
Kitzberger, et al. (2010), que verificaram para outras cultivares modernas (como IPR
100, IPR 102 e IPR 106) maiores teores de caveol e menores de cafestol quando

comparado a cafés sem a introgressao genética.
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Figura 2.1 — Relagao caveol/cafestol (W) e diterpenos totais (—) das cultivares.

Na literatura sédo descritos para cafés arabica valores de 100 a 736 mg de
caveol 100 g™, e de 150 a 700 mg de cafestol 100g™* (URGERT et al. 1995; ROOS et
al, 1997; KURZOCK; SPEER, 2001; RUBAYIZA; MEURENS, 2005). E interessante
mencionar que para cafés C. canephora sédo descritos valores de caveol inferiores a
10 mg 100 g™ ou a auséncia do composto (SRIDEVI et al.,2010, SPEER; KOLLING-
SPEER, 2006; URGERT et al. 1995; ROOS et al, 1997; DIAS et al., 2010).

Na andlise da relacé@o caveol/cafestol, verificou-se que os cafés de cultivares

tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) apresentaram relacdo abaixo de 1,00 (na faixa
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de 0,61 a 0,86) por apresentarem maior teor de cafestol (Figura 2.1). Os
cruzamentos modernos (IAPAR 59, IPR 98, IPR 99 e IPR 103) devido ao maior teor
de caveol, apresentaram uma relacdo caveol/cafestol variando de 1,31 a 2,75
(Figura 2.1). Esta inversdo da relacdo caveol/cafestol para cruzamentos com
introgressé@o de genes de resisténcia de C. canephora foi anteriormente citada por
Kitzberger et al. (2010) com respeito a Catuai e Icatu e IPRs 100 (cruzamento com
Catuai), IPR 102 (Icatu X Catuai) e IPR 106 (Icatu), mostrando que esse
comportamento acontece mesmo que haja a participagédo do cultivar tradicional no
cruzamento. De Souza e Benassi (2012), trabalhando com cafés torrados e moidos,
relataram valores de relacao caveol/cafestol de 1,73 a 3,40 para cinco cafés arabica
e valor médio de 1,07 + 0,38 para 38 cafés comerciais brasileiros, que poderiam ser
blends de arabica e conilon.

Verifica-se que os teores de caveol e a relagéo caveol/cafestol discriminaram
melhor as cultivares modernas das tradicionais que os outros parametros estudados
como compostos nitrogenados (proteina, cafeina, trigonelina), aglcares (sacarose e
acucares redutores), acidos carboxilicos (&cido quinico, malico e citrico) e
compostos fendlicos (totais e acido clorogénico) (Tabela 2.2 e Figura 2.1).
Observou-se assim, em condi¢des fixas de cultivo e origem geogréfica, o efeito da
genética, pela introgressé@o de genes de resisténcia de C. canephora, que pode ser
melhor observado avaliando-se o conteddo e a propor¢éo de diterpenos.

Mesmo para cultivares de origem genética semelhante, como cruzamentos
de Hibrido do Timor e Villa Sarchi, foi dificil fazer uma associacéo entre os diferentes
cruzamentos e a composicao. Leroy et al. (2006) relataram vérios estudos sobre
hereditariedade dentro de cruzamentos com reflexos na qualidade de bebida, e

citaram a trigonelina entre os compostos fortemente influenciados pela genética. No
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presente estudo, no entanto, observou-se para trigonelina que, IPR 98 apresentou
teores inferiores ao das cultivares IAPAR 59 e IPR 99 (Tabela 2.3), de origem
genética similar (Tabela 2.1). De forma semelhante, ndo foi observado maior
similaridade de composicéo entre a cultivar moderna IPR 103 e suas cultivares de
origem (Catuai e Icatu) (Tabela 2.1) do que com os outros cafés em estudo (Tabela
2.2). Campa et al. (2004) descreveram que a trigonelina é altamente dependente da
cultivar, mas também relataram que espécies parentais podem apresentar grandes
diferencas no seu conteudo.

Ao padronizar as condi¢des edafoclimaticas e de pds-colheita, avaliou-se de
forma independente as diferencas de composicdo devidas a genética, mas cabe
ressaltar que as cultivares podem apresentar diferentes niveis de adaptacdo a
regido estudada.

Pela Analise de Componentes Principais (ACP) é possivel observar a
influéncia das caracteristicas de composicdo para a separagdo de cultivares de
origem ardbica (tradicionais) e cruzamentos com a presenca de genes do C.
canephora (modernos). A projecdo dos cafés cultivados nas mesmas condi¢des
edafoclimaticas no biplot da ACP pode ser visualizada na Figura 2.2.

Os dois primeiros componentes explicaram 61,5% da variancia total, sendo
gue o componente 1 (CP1) contribuiu para 41,6% da explicacdo, e o CP2, 19,9%. As

equacdes 1 e 2 descrevem a formacao das componentes.

CP1 = -0,86 cafestol +0,94 caveol + 0,70 5-ACQ - 0,73 sacarose + 0,85 lipideos
+0,67 trigonelina - 0,88 quinico + 0,59 malico -0,67 citrico (Equagéo 1)
CP2 = - 0,72 acUcares redutores -0,22 fendlicos totais + 0,82 cafeina + 0,96

proteinas (Equagéo 2)
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Figura 2.2 — Biplot dos cafés de diferentes cultivares considerando variaveis de

composicao.

As cultivares tradicionais Bourbon, Catuai e Icatu, com uma constituicdo
genética de cafés ardbica, foram discriminadas das cultivares modernas na Anélise
de Componentes Principais e pela Andlise Hierarquica de Agrupamento (Figuras 2.2
e 2.3, Tabela 2.3).

A CP1 foi negativamente correlacionada com cafestol, sacarose, acidos
quinico e citrico e, positivamente, com caveol, 5-ACQ, lipideos, trigonelina e acido
malico (Figura 2.2, equacao 1). As cultivares IAPAR 59, IPR 98, IPR 99 e IPR 103,
alocados mais a direita na ACP, se caracterizaram por maiores teores de acidos
malico e 5-ACQ, lipideos, caveol e trigonelina. Os cafés tradicionais, alocados a

esquerda na ACP, apresentam maiores teores de cafestol, sacarose, acido quinico e
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citrico (Figura 2.2, Tabela 2.3). A cultivar IPR 98 apresentou um comportamento

intermediario entre os modernos e tradicionais (Figura 2.2).
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Figura 2.3 — Dendograma da Andlise Hierarquica de Agrupamento dos cafés de

diferentes cultivares considerando variaveis de composicao.

Tabela 2.3 — Valores médios de composicdo* dos grupos formados pela Anélise

Hierarquica de Agrupamento.

Grupo** Ac. Red. Sacarose Quinico MaAlico Citrico FT 5ACQ Prot Trig Cafeina Lip Cafestol Caveol

1 389 8350 485 361 1218 5030 3984 17,1 1017 1394 128 527 372

2 390 7082 334 459 997 4935 4378 17,3 1074 1436 13,9 422 772

* Lipideos e proteinas expressas em g 100g™ de café e demais resultados em mg 100 g de café.
** Ejgura 3. Grupo 1 — Bourbon, Catuai e Icatu. Grupo 2 — IPR 98, 99 e 103 e IAPAR 59.

Os compostos nitrogenados cafeina e proteina, fendlicos totais e agucares
redutores, principais participantes da CP2 (Figura 2.2, equagdo 2) permitiram
discriminar o Bourbon e IPR 99, que apresentaram baixos teores de cafeina e
proteina, das outras cultivares tradicionais e modernas, respectivamente.

Em conclusdo, observou-se que as caracteristicas genéticas conferiram
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variabilidade de composi¢do as cultivares de café estudadas. De forma geral, o
grupo das cultivares modernas (IAPAR 59, IPR 98, IPR 99 e IPR 103) caracterizou-
se por maiores teores de acidos malico e 5-ACQ, lipideos, caveol e trigonelina. Os
parametros caveol e a relagdo caveol/cafestol foram propostos como os melhores
discriminadores entre cultivares modernas e tradicionais, observando-se que a
introgresséo de genes de resisténcia do C. canephora aumentou os teores de caveol

e os valores da relagéo caveol/cafestol.

Agradecimentos
Ao CNPq pela concessdo de bolsas de Doutorado e Produtividade em
Pesquisa e pelo financiamento do projeto, e ao Centro Tecnoldgico da Cooperativa

COCARI pelo fornecimento dos cafés.

Referéncias

(1) Addinsoft. (2007). XLStat: software for statistical analysis. Versédo 2008.4.02
2008. Paris. 1 CD-ROM.

(2) Alves, S. T.; Dias, R.C.E.; Benassi, M.T.; Scholz, M.B.S. Metodologia para
andlise simultdnea de acido nicotinico, trigonelina, acidos clorogénicos e cafeina em
café torrado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Quim. Nova 2006, 29, 1146-
1148.

(3) ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods
of analysis. 15th ed. Arlington, 1990. 1298 p.

(4) Balzer, H.H. 1 B Acids in Coffee, In: Coffee Recent Developments; Clarke,

R.J., Vitzthum, O.G., Eds.; Blackwell Science: Berlin, Germany, 2001, 18.



76

(5) Bertrand, B.; Villarreal, D.; Laffargue, A.; Posada, H.; Lashermes,
P.;Dussert, S. Comparasion of the effectiveness of fatty acids, chlorogenic acids, and
elements for the chemometric discrimination of coffee (Coffea arabica L.) varieties
and growing origins. J.Agric.Food Chem. 2008, 56, 2273-2280.

(6) Bertrand, B.; Guyot, B.; Anthony, F.; Lashermes, P. Impact of the Coffea
canephora gene introgression on beverage quality of C. arabica. Theor. Applied
Genet. 2003, 107, 387-394.

(7) Bertrand, B.; Vaast, P.; Alpizar, E.; Etienne, H.; Davrieux, F.; Charmetant, P.
Comparison of bean biochemical composition and beverage quality of Arabica
hybrids involving Sudanese-Ethiopian origins with traditional varieties at various
elevations in Central America. Tree Phys. 2006, 26, 1239-1248.

(8) Campa, C.; Ballester, J.F.; Doulbeau, S.; Dussert, S.; Hamon, S.; Noirot,
M. Trigonelline and sucrose diversity in wild Coffea species. Food Chem. 2004, 88,
2,39-43.

(9) Dias, R. C. E.; Campanha, F. G.; Vieira, L. G. E.; Pereira, L. P.; Pot, D.;
Marraccini, P.; Benassi, .M. T. Evaluation of kahweol and cafestol in coffee tissues
and roasted coffee by a new High-Performance Liquid Chromatography
Methodology. J. Agric.Food Chem. 2010, 58, 88-93.

(10) De Souza, R. M. N.; Benassi, M. T. Discrimination of commercial roasted
and ground coffees according to chemical composition. J. Brazil. Chem. Soc. 2012,
23, 1347-1354.

(11) Duarte, G.S.; Pereira, A.A.; Farah, A. Chlorogenic acids and other relevant
compounds in Brazillian coffees processed by semi-dry and wet post-harvesting

methods. Food Chem. 2010, 118, 851-855.



77

(12) Farah, A.; Donangelo, C. M. Phenolic compounds in coffee. Brazilian
J.Plant Phys. 2006, 18, 23-26.

(13) Fazuoli, L.C. (2009). Melhoramento de Coffea arabica - Melhoramento do
café - Mesa redonda, Centro de Café ‘Alcides Carvalho’ — IAC, Guarapari, 11- 08 —
20009.

(14) Franca, A.S.; Mendonga, J.C.F.; Oliveira, S.D. Composition of green and
roasted coffees of different cup qualities. LWT. 2005, 38, 709-715.

(15) Geromel, C. Ferreira, L. P.; Davrieux, F.; Guyot, B.; Ribeyre, F.; Scholz,
M.B.S.; Pereira, L.F.P.; Vaast, P.; Pot, D.; Leroy, T.; Androcioli Filho, A.; Vieira,
L.G.E.; Mazzafera, P.; Marraccini, P. Effects of shade on the development and sugar
metabolism of coffee (Coffea arabica L.) fruits. Plant Phys.Biochem. 2008, 46, 569-
579.

(16) ICO - INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION. Arquivo disponivel
em: http://www.ico.org/event_pdfs/patarroyo.pdf. Acesso em: 29 de margo de 2012.

(17) Kitzberger, C.S.G.; Scholz, M.B.S.; Pereira, L.F.P.; Vieira, L.G.E.; Sera, T.;
Silva, J.B.G.D.; Benassi, M. T. Analysis of diterpenes in green and roasted coffee of
Coffea arabica cultivars growing in the same edapho-climatic conditions. In: 23
International Conference on Coffee Science, 2010, Bali - Indonesia. Abstracts 23
International Conference on Coffee Science. CD ROM.

(18) Kitzberger, C.S.G.; Scholz, M.B.S.; Benassi, M.T. Method for
determination of carboxylic acids in green coffee beans by RP-HPLC, In: XVI World
Congress of Food Science and Technology, 2012, Foz do Iguagu — Brasil. Abstracts
XVI World Congress of Food Science and Technology. CD ROM.

(19) Knopp, S.; Bytof, G.; Selmar, D. Influence of processing on the content of

sugars in green Arabica coffee beans. Eur.Food Res.Tech. 2006, 223, 195-201.



78

(20) Kurzrock, T.; Speer, K. Diterpenes and diterpene esters in coffee. Food
Rev.Internat. 2001, 17, 4, 433—-450.

(21) Ky, C. L.; Louarn, J.; Dussert, S.; Guyot, B.; Hamon, S.; Noirot, M.
Caffeine, trigonelline, chlorogenic acid and sucrose diversity in wild Coffea arabica L.
and C. canephora P. accessions. Food Chem. 2001, 75, 223-230.

(22) Leroy, T.; Ribeyre, F.; Bertrand, B.; Charmetant, P.; Dufour, M.;
Montagnon, C.; Marraccini, P.;Pot, D. Genetics of coffee quality. Braz.J.Plant Phys.
2006, 18, 229-242.

(23) Malta, M.R.; Chagas, S.J.R. Avaliagdo de compostos néo-volateis em
diferentes cultivares de cafeeiro produzidas na regido sul de Minas Gerais. Acta
Scient.Agron. 2009, 31, 57-61.

(24) Malta, M.R.; Nogueira, F.D.; Guimardes, P.T.G. Composi¢do quimica,
producdo e qualidade do café fertilizado com diferentes fontes e doses de nitrogénio.
Cién.Agrotec. 2003, 27,1246-1252.

(25) Mendes, L.C. Estudos para determinagdo das melhores formulagdes de
blends de café arabica (C. arabica) com café robusta (C. canephora) para uso no
setor de cafés torrados e moidos e de cafés espresso. Tese (doutorado) —
Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos, 2005.
Disponivel em: http://www.fea.unicamp.br/alimentarium/ver_documento.
php?did=131.

(26) Mazzafera, P.; Carvalho, A.; Fazuoli, L.C.; Medina Filho, H.P.
Variabilidade do teor de cafeina em sementes de café. Turrialba, 1992, 42, 231-237.
Mazzafera, P; Soave, D.; Zullo, M.A.T.; Guerreiro Filho, O. Oil content of green

coffee beans from some coffee. Bragantia, 1998, 57, 45-48.



79

(27) Mendonca, L.M.V.L.; Pereira, R.G.F.A.; Mendes, A.N.G.; Borém, F.M,;
Marques, E.R. Composicao quimica de grédos crus de cultivares de Coffea arabica L.
suscetiveis e resistentes a Hemileia vastatrix Berg et Br. Cién.Agrotec. 2007, 31,
413-419.

(28) Montavon, P.; Mauron, A.F.; Duruz, E. Changes in green coffee protein
profiles during roasting. J.Agric.Food Chem. 2003, 51, 2335-2343.

(29) Oliveira, L.S.; Franca, A.S.; Mendong¢a, J.C.F.; Barros-Junior, M.C.;
Proximate composition and fatty acids profile of green and roasted defective coffee
beans. LWT - Food Sci.Tecn. 2006, 39, 3, 235-2309.

(30) Pimenta, C.J.; Vilela, E.R. Qualidade do café (Coffea arabica L.) colhido
em sete épocas diferentes na regido de Lavras-Mg. Ciénc.Agrotec. ed especial,
2002, 1481-1491.

(31) Rodarte, M.P.; Abrahdo, S.A.; Pereira, R.G.F.A.; Malta, M. R. Compostos
ndo voléateis em cafés da regido sul de Minas submetidos a diferentes pontos de
torracdo. Ciénc.Agrotec 2009, 33, 1366-1371.

(32) Rodrigues, C.I.; Marta, L.; Maia, R.; Miranda, M.; Ribeirinho, M.; Maguas,
C. Application of solid-phase extraction to brewed coffee caffeine and organic acid
determination by UV/HPLC. J. Food Compos.Anal. 2007, 20, 440-448.

(33) Rogers, W.J.; Michaux, S.; Bastin, M.; Bucheli, P. Changes to the content
of sugars, sugar alcohols, myo-inositol, carboxylics acids and inorganic anions in
developing grains from different varietires of Robusta (Coffea canephora) and
Arabica (C. Arabica) coffees. Plant Sci. 1999, 149, 115-123.

(34) Roos, B.; Van Der Weg, G.; Urgert, R.; Van De Bovenkamp, P.; Charrier,
A.; Katan, M. B. Levels of cafestol, kahweol, and related diterpenoids in wild species

of the coffee plant Coffea. J.Agric.Food Chem. 1997, 45, 8, 3065-30609.



80

(35) Rubayiza, A. B.; Meurens, M. Chemical discrimination of Arabica and
robusta coffees by Fourier transform Raman spectroscopy. J.Agric.Food Chem.
2005, 53, 12, 4654-4659.

(36) Santos, J.C.F. Origens e caracteristicas das cultivares de café.
Disponivel em:  <http://www.revistacafeicultura.com.br/index.php?tipo=ler&mat=
3696>. Acesso em: 03 abril de 2011.

(37) Scholz, M.B.S.; Figueiredo, V.R.G.; Silva, J.V.N.; Kitzberger, C.S.G.
Caracteristicas fisico-quimicas de graos verdes e torrados de cultivares de café do
lapar. Coffee Sci. 2011, 6, 3, 245-255.

(38) Sera, G.H.; Sera, T.; Ito, D.S.; Mata, J.S.; Doi, D.S.; Azevedo, J.A,
Ribeiro Filho, C. Progénies de Coffea Arabica cv IPR-100 resistentes ao nematoéide
Meloidogyne paranaensis. Bragantia 2007, 66, 43-49.

(39) Silva, E.A.; Mazzafera, P.; Brunini, O.; Sakai, E.; Arruda, F.B.; Mattoso,
L.H.C.; Carvalho, C.R.L.; Pires, R.C.M. The influence of water management and
environmental conditions on the chemical composition and beverage quality of coffee
beans. Braz. J. Plant. Physiol. 2005, 17, 229-238.

(40) Southgate, D.A.T. Determination of Food Carbohydrates. Applied Science
Publishers, Londres, 1976. 197p.

(41) Speer, K.; Kolling-Speer., I. The lipid fraction of the coffee bean —
Minireview, Braz. J. Plant. Physiol. 2006, 18, 1, 201-216.

(42) Sridevi, V.; Giridhar, P.; Ravishankar, G.A. Free diterpenes cafestol and
kahweol in beans and in vitro cultures of Coffea species. Curr.Sci. 2010, 99, 8, 1101-
1104.

(43) Statsoft. STATISTICA for Windows: computer program manual. Versao

7.1.Tulsa: Software Inc., 2006.



81

(44) Steiman, S.R. (2003). Method development for green coffee analysis and
its possible application for group discrimination and correlation of green coffee
chemistry with cupping quality. Master of science thesis. Disponivel em:
http://scholarspace.manoa.hawaii.edu/bitstream/handle/10125/6988/uhm_ms_3785
r.pdf?sequence=2.

(45) Urgert, R.; Van Der Weg, G.; Kosmeijer-Schuil, T. G.; Van De
Bovenkamp, P.; Hovenier, R.; Katan, M. B. Levels of the cholesterol elevating
diterpenes cafestol and kahweol in various coffee brews. J.Agric.Food Chem. 1995,
43, 8, 2167-2172.

(46) Vaast, P.;Bertrand,B.; Perriot, J.J.; Guyot, B.; Génard, M. Fruit thinning
and shade improve bean characteristics and beverage quality of coffee (Coffea

arabica L.) under optimal conditions. J. Sci. Food agric. 2006, 86, 1, 197-204.



82

CAPITULO 3

INFLUENCIA DA DIVERSIDADE GENETICA NA BIOATIVIDADE DE CAFES
ARABICA PRODUZIDOS NAS MESMAS CONDICOES EDAFOCLIMATICAS

(A ser submetido a revista LWT - Food Science and Technology)
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Resumo

A composicdo do café torrado é afetada pela genética, condicdes de cultivo,
processos pos-colheita e de torra. Por meio do melhoramento transfere-se genes de
resisténcia a doencgas, afetando a composicdo por desenvolver cultivares de café
arabica com presenca de material genético do C. canephora. Compostos presentes
no café (acido clorogénico, trigonelina, cafeina, cafestol, caveol) e outros formados
na torra (acido nicotinico, melanoidinas), influenciam as caracteristicas da bebida e
possuem comprovada contribuicdo a salde, atuando principalmente como
antioxidantes. O objetivo do trabalho foi estudar cafés ardbica de -cultivares
tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) e cruzamentos modernos (IAPAR 59 e IPRs
98, 99 e 103) submetidas as mesmas condi¢des edafocliméticas, e padronizando
cultivo, colheita, e processos pos-colheita e de torra a fim de avaliar a influéncia da
diversidade genética na composicéo e atividade antioxidante (AA). A composicao de
bioativos foi determinada por CLAE e espectrofotometria. Para estimar a AA, foram
determinados fendlicos totais (Folin-Ciocalteau), a atividade sequestradora de
radical livre (ABTS) e a inibicdo da auto-oxidacdo do &cido linoléico (dienos
conjugados). As caracteristicas genéticas conferiram variabilidade de composicdo
aos cafés de cada cultivar, principalmente associada aos teores de 5-ACQ, caveol e
cafestol. Cultivares com genes do C. canephora foram diferenciados dos cafés de
genética arabica, apresentando um perfil diferenciado de diterpenos e expressiva
atividade antioxidante.

Palavras-chave: Coffea arabica, cultivares IPRs, compostos bioativos, atividade

antioxidante.

3.1. Introducéao

Atualmente o interesse e o consumo de café estdo associados a discusséo e
divulgacéo dos seus efeitos na saude atribuidos a bebida (Butt & Sultan, 2011). O
Brasil, maior produtor e segundo maior consumidor de café, apresenta cultivo
representativo tanto da espécie Coffea arabica (café arabica), quanto do C.
canephora. Destaca-se ainda pela ampla &rea territorial destinada a cultura do café,
diversidade de condic¢des de cultivo e variabilidade genética entre cultivares.

As diferencas entre os cafés estdo relacionadas tanto com a variabilidade
genética (espécie e cultivar) quanto com fatores agronémicos e edafoclimaticos
(altitude, temperatura, demanda hidrica, tipos e niveis de adubac¢éo, maturacdo dos

gréos) e ainda com processos de pds-colheita, torra e armazenamento, que
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influenciam a composicéo definindo a qualidade e aceitabilidade sensorial do café
(Ky, Louarn, Dussert, Guyot, Hamon, & Noirot, 2001; Pimenta & Vilela, 2002; Silva,
Mazzafera, Brunini, Sakai, Arruda, Mattoso, Carvalho, & Pires, 2005; Leroy, Ribeyre,
Bertrand, Charmetant, Dufour, Montagnon, Marraccini, & Pot, 2006).

Os trabalhos na literatura estdo usualmente mais focados nas diferencas
associadas ao ambiente de producdo e processamento do que nas cultivares de
café empregadas. E importante caracterizar cada cultivar sob o aspecto sensorial,
funcional e agronémico, potencializando a qualidade juntamente com aspectos de
produtividade e resisténcia a doencas, e permitindo desta maneira a indicacdo de
cultivares especificos para cada regido produtora de café, considerando a
diversidade de clima, solo e disponibilidade hidrica.

O café arabica, em contraste com o C. canephora, que exibe uma grande
diversidade de genes de resisténcia a varias doengas, é caracterizado pela maior
susceptibilidade a pragas e doencas. As pesquisas de melhoramento de café
buscam, no geral, transferir genes de resisténcia do C. canephora para o arabica via
um hibrido interespecifico (Hibrido de Timor). Assim, novas cultivares de arébica séo
muitas vezes linhas introgressas que contém substancial quantidade de material
genético do C. canephora. O Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) lancou
diferentes cultivares de café resultantes de cruzamento original entre o Coffea
arabica Villa Sarchi e o Hibrido de Timor (Sarchimor), que apresentam resisténcia a
ferrugem (IAPAR 59 e IPRs 98 e 99) e de outros cruzamentos entre Icatu x Catuai
com caracteristicas agrondmicas especiais e de resisténcia a doengas como
necrose dos frutos (IPR 103) (Sera, Sera, Ito, Mata, Doi, Azevedo, & Ribeiro Filho,
2007).

Deve-se considerar, no entanto, que a introgressao pode carregar néo
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somente genes de resisténcia, mas também outros genes indesejaveis envolvidos
na reducdo da qualidade da bebida (Bertrand, Villarreal, Laffargue, Posada,
Lashermes, & Dussert, 2008).

A qualidade da bebida esta associada a precursores de sabor e aroma
naturais do café, como compostos nitrogenados, carboidratos, lipidios e fendlicos, e
outros formados no processo de torra (produtos da reacdo de Maillard e &cido
nicotinico) (Montavon, Mauron, & Duruz, 2003; Oosterveld, Voragen, & Schols, 2003;
Silva, Mazzafera, Brunini, Sakai, Arruda, Mattoso, Carvalho, & Pires, 2005). Alguns
desses compostos como cafeina, trigonelina, acido nicotinico, acido clorogénico (5-
ACQ), melanoidinas, diterpenos (caveol e cafestol) tem sido destacados pela
importancia nutricional e funcional associada principalmente ao potencial como
antioxidante (Rufian-Henares & Morales, 2007; Goméz-Ruiz, Leake, & Ames, 2008;
Butt & Sultan, 2011; Vignoli, Bassoli, & Benassi, 2011).

Em virtude do grande numero de parametros que podem influenciar a
composicado dos cafés e sua funcionalidade, o objetivo do presente estudo foi
estudar cafés arabica brasileiros de cultivares tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu)
e de cruzamentos modernos (IAPAR 59 e IPRs 98, 99 e 103), produzidos nas
mesmas condigbes edafoclimaticas e submetidos a colheita, tratamentos pos-
colheita e processo de torra padronizados, a fim de avaliar a influéncia da

diversidade genética na composi¢ao e atividade antioxidante.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Cafés: especificacdo, processamento e caracterizacéo
As amostras de café arabica foram coletadas do Centro Tecnoldgico da

Cooperativa COCARI, Mandaguari, Parana - Brasil, durante os meses de maio a
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julho de 2009. Foram coletadas sete amostras provenientes de um pool de plantas
cultivadas nas condigcbes de latitude (Sul) 23°32'52", altitude de 650 m e
temperaturas médias anuais de 22-23°C. Foram estudadas cultivares tradicionais
(com sua producao ja bem estabelecida em diversas regides do Brasil) e modernas
(cruzamentos langados e registrados pelo Instituto Agrondmico do Parand). Entre as
tradicionais avaliou-se Bourbon vermelho, Catuai vermelho (cruzamento de Caturra
amarelo x Mundo Novo) e Icatu amarelo, cruzamento de Icatu vermelho (hibrido de
C. canephora e arabica) x Mundo Novo x Bourbon amarelo. Das cultivares
modernas, avaliaram-se IAPAR 59, IPR 98 e 99 as quais sdo resultantes de
cruzamento do Hibrido de Timor e Villa Sarchi (Sarchimor) e a IPR 103 que € um
cruzamento de Catuai vermelho IAC 99 e Amarelo IAC 66 x Icatu (Sera et al., 2007;
Fazuoli, 2009; Santos, 2011).

Os cafés foram coletados em estagio cereja e secos ao sol naturalmente
(c6co), beneficiados e padronizados em peneira 16 (6,5 mm), e submetidos a
eliminacdo de todos os defeitos.

Os cafés torrados em torrador Rod-Bel (Sdo Paulo, Brasil) com duracéo de
pocesso de 8 a 11 minutos, a uma temperatura de 200 a 210°C atingindo a perda de
peso entre 15,2+0,9 %. Apds torra, os cafés foram moidos na regulagem média,
resultando em particulas com tamanho superior a 0,6 mm.

Para caraterizacdo da cor (medida em duplicata) empregou-se colorimetro
com iluminante CIE C, angulo de 10° e observador padrdo CIE. Os cafés
apresentaram valores de luminosidade de 28,7+1,8 e tonalidade cromatica de
54,4+2,7. Os cafés foram também caracterizados quanto a umidade (estufa 105°C
até peso constante, em duplicata), apresentando umidade de 3,8+0,8 % (m/m) de

café.
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3.2.2. Materiais e equipamentos

Para extracdo e preparo de fase movel foram empregados: tercbutil-metil
éter grau CLAE (Acros Organics, New Jersey), KOH (Quimex, Sdo Paulo),
acetonitrila grau CLAE (J.T.Baker, State of México), metanol (Nuclear, Diadema),
acido acético (Merk, Darmstadt) e etanol 98% (J. T. Baker, Xalostoc). Para analise
de atividade antioxidante, foram utilizados os seguintes reagentes da Sigma Aldrich
(St. Louis): Folin-Ciocalteou, ABTS 98% (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-4cido
sulfénico), persulfato de potassio 99%, Trolox 95% (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2- &cido carboxilico), acido linoléico 99% e Tween 20. Como
padrdes foram utilizados caveol e cafestol (Axxora, San Diego), acido nicotinico,
acido-5-cafeoilquinico, cafeina, trigonelina, &cido galico (Sigma Aldrich, St. Louis).

Empregou-se colorimetro Minolta CR-410 (Konica Minolta Sensing INC,
Osaka), estufa de secagem FANEM 315 SE (Fanem, Sao Paulo), centrifuga Sovall
SS-3 (lvan Sorvall INC, New York), ultrasom FS110 (Fischer Scientific, Lafayete) e
espectrofotdmetro Evolution 300 UV- Vis (Thermo Scientific, San Jose).

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Surveyor Plus
(Thermo Scientific, San Jose) que consiste em um amostrador automético com
controle de temperatura Peltier e forno de colunas integrado (Surveyor Plus), bomba
quaternéria (Surveyor LC Plus), detector de arranjo de diodos (Surveyor PDA Plus)
com injetor automatico (25uL), sistema de dados para cromatografia ChromQuest

5.0 e interface SS420.

3.2.3. Analises cromatogréficas
3.2.3.1. Determinacdo de hidrossollveis: acido nicotinico, trigonelina, cafeina

e 4cido 5 — cafeoilquinico



88

Para extragcdo, 0,5000 g de café foi fervido em 30 mL de solugédo agua:
acetonitrila (95:5 v/v) por 10 minutos. Apés filtracdo, 10 mL do filtrado foram diluidos
em 25 mL da solugdo de extragcéo e filtrado em membrana de nylon (0,45 pm)
(Millipore, Billerica), conforme Alves, Dias, Benassi, & Scholz, (2006). As extracdes
foram realizadas em duplicata.

Empregou-se como fase movel (A) acido acético 5% (v/v) e (B) acetonitrila
em eluigdo gradiente: 0 a 5 min, 5% de B; 5 a 10 min, 5 a 13% de B (linear); 13 a 35
min, 13% de B, e 35 a 45 min; 5% de B a uma vazdo de 0,7 mL min?, e temperatura
do forno de 25°C. Como fase estacionaria, foi utilizada coluna de fase reversa
Spherisorb ODS 1 (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um) (Waters, Milford). Acido nicotinico e
trigonelina foram detectados a 264 nm, cafeina a 272 nm e acido 5-ACQ a 325 nm
(Alves et al., 2006). A identificacdo foi baseada no tempo de retengdo, co-
cromatografia e espectros no UV. A quantificacdo foi realizada por padronizagéo
externa, construindo-se curvas de calibragdo com 6 pontos (em triplicata), nas
seguintes faixas de concentracéo: acido nicotinico (0,006 a 1,2 mg L™), trigonelina

(0,06 a12 mg L"), 5-ACQ (0,11 a 22 mg L"), cafeina (1,25 a 25 mg LY.

3.2.3.2. Determinacgéo de diterpenos (caveol e cafestol)

Os cafés (0,2000 g) foram saponificados a 80°C por 1 h com 2,0 mL de
hidréxido de potéassio 2,5 mol L™ (em etanol 96%, v/v). Ap6s adicdo de 2,0 mL de
agua ultrapura, foi feita a extracdo dos insaponificaveis com 2,0 mL de tercbutil-metil
éter, e posterior agitacdo e centrifugacéo (3 min a 3000 rpm) recolhendo-se a fase
organica. Este procedimento de extragao foi repetido trés vezes. Adicionaram-se 2,0
mL de agua destilada (para limpeza) e o extrato foi evaporado em banho-maria a

secura (70 °C). Apoés ressuspensdo em 4,0 mL de fase moével, o extrato foi filtrado
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em membrana de nylon 0,45 um (Millipore, Billerica) (Dias, Campanha, Vieira,
Pereira, Pot, Marraccini, & Benassi, 2010). As extracbes foram realizadas em
duplicata.

Foi utilizada coluna cromatografica Spherisorb ODS 1 (250 mm x 4.6 mm
i.d., 5 um) (Waters, Milford), eluicdo isocratica de acetonitrila: agua ultrapura (55:45,
v/V) na vazdo de 0,9 mL min™, e deteccdo a 220 e 290 nm, para cafestol e caveol,
respectivamente. Empregou-se temperatura do forno de 25°C, e tempo de corrida de
20 minutos. A identificacdo e quantificagdo foram feitas como descrito para 0s
hidrossolaveis. As curvas de calibragdo foram construidas na faixa de concentra¢do

de 50 a 1000 mg de caveol e cafestol para 100g (Dias et al., 2010).

3.2.4. Estimativa de melanoidinas

Cinco gramas de café foram extraidos com 50 mL de &gua ultrapura por 5
min e filtrados a vacuo. O conteido de melanoidinas foi estimado por leituras de
absorvancia a 420 nm, ap6s diluicdo de 1:4 (v/v; uL de extrato mL™" de agua). As
extragbes foram realizadas em duplicata. O indice de cor dos compostos foi
empregado como um indicador do desenvolvimento de produtos da reacdo de

Maillard (L6pez-Galilea, De Pena, & Cid, 2007).

3.2.5. Determinacéo da atividade antioxidante
3.2.5.1. Determinacdo da atividade doadora de ions hidrogénio ao radical
ABTS"™

Os extratos foram preparados por sonicagéo de 10,0000 g de café em 50 mL
de metanol 80% por 20 minutos. Apos filtracdo a vacuo (papel de filtro Watman 1), o

material foi lavado uma vez com 15 mL de metanol e duas vezes com 20 mL de
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solugdo de metanol 80%. O volume foi completado com &gua destilada a 100 mL e
resfriado por uma hora.

A atividade antioxidante (AA) foi avaliada conforme descrito por Sanchez-
Gonzélez, Jiménez-Escrig, & Saura-Calixto (2005). Para producéo do cation ABTS™,
reagiu-se a solugdo de ABTS 7 mM L™ com persulfato de potéssio 2,45 mM L™ e o
reagente foi mantido no escuro a temperatura ambiente por 12 a 16 horas antes do
uso. A solucdo de ABTS™ foi diluida em tamp&o fosfato (pH 7,4) para obtenc&o de
absorvancia de 0,7 a 730 nm. Apds a adi¢cao de 10 yL de padrao Trolox para 4 mL
da solucdo ABTS™, as leituras a 730 nm foram realizadas apds 6 minutos de reacgéo.
Solugdes de etanol com concentragdes conhecidas de Trolox (2,5; 5,0; 7,5; 12,5 e
20,0 yM L") foram usadas para calibracdo. Os resultados foram obtidos em
duplicata e foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox

(TEAC, umol eq g™ de sdlidos totais).

3.2.5.2. Determinagdo da inibicdo da auto-oxidacdo do &cido linoléico
(formacéo de dienos conjugados)

Os extratos foram preparados com 10,0000 g de café extraidos em 100 mL
de &gua destilada em ebulicdo por 10 min (Daglia, Papetti, Gregotti, Berte, &
Gazzani, 2000). Foi avaliado o aumento do conteido de dienos conjugados
(absorvancia a 234 nm) na emulséo de &cido linoléico 10 mM em Tween 20 (0,0280
g) em tampao fosfato 0,1 M L™ (10 mL, pH 6,5). Apés adicdo dos extratos (20 uL) a
2 mL da emulséo e agitagdo, os tubos foram colocados ao abrigo de luz a 37°C, por
17 horas. Apo6s adigédo de 0,2 mL da mistura a 2 mL de metanol absoluto e 6 mL de
metanol 60%, e agitagao, foi lida a absorvancia (Mau, Tsai, Tseng, & Huang, 2005).

As andlises foram realizadas em duplicata. O branco consistiu de um tubo de ensaio
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sem amostra e acido linoléico e o controle sem amostra. A AA foi expressa como
porcentagem (Equagéo 1).

AA% = (Abs,34 controle - Abs,3, amostra) / (Abs,s4 controle)*100 Equacéo 1

3.2.5.3. Determinacdo de compostos fendlicos totais

A amostra (0,1500 g) foi dissolvida em &gua em ebulicdo sob agitagédo
durante 5 min, e apos a filtracdo, coletou-se o filtrado (1 mL) em tubo de ensaio.
Adicionaram-se 5 mL do reagente Folin Ciocalteau diluido para 0,04 N, e 4 mL de
solucdo de carbonato de sédio (75 g L™) e agitou-se em Vortex. Apés banho-maria
(50°C por 5 min) e resfriamento, foi feita a leitura da absorvancia a 760 nm.
Realizaram-se as andlises em duplicata. Para curva de calibracdo, empregou-se o
acido galico como padrdo (1 a 10 uyg mL™), e os resultados foram expressos em mg
100 g* de café.
3.2.6. Anédlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia, considerando-se
como causa de variacdo as cultivares de café, teste de Tukey (p < 0,05) e correlacdo
de Pearson. Em adi¢do, empregou-se Andlise de Componentes Principais (ACP),
considerando como variaveis os parametros de composicdo e os métodos de
avaliacdo de atividade antioxidante, empregando o software XLStat verséo

2008.4.02 (Addinsoft, 2008).

3.3. Resultados e Discusséao
A composicdo de bioativos e a atividade antioxidante dos cafés para cada

cultivar estdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Teor de compostos bioativos e atividade antioxidante de cafés torrados de diferentes cultivares.

Cultivar Bourbon Catuai Icatu IAPAR 59 IPR 98 IPR 99 IPR 103
» Ac. Nicotinico® 19+3° 25+3%° 24432 26+1%° 20+0° 27+1° 29+0°
g : : 1 b b b d b,c,d d
= Trigonelina 947+3% 943+28*P¢ 95046 1005+33? 825+39 880+1>¢ 836+43%
]
2 5-ACQ* 1695+121°  1133+24°  1467+118? 16274212 1452472 936+41" 1028+64°
£
3 Cafeina® 1083+7%¢ 1177+5°%¢ 1356482 1309+44%°  1225+50°¢  1038+2°  1257+423P°
Melanoidinas? 0,310 0,34+0° 0,37+0° 0,38x0° 0,36+0¢ 0,46+0° 0,42+0°
o Cafestol* 742+41°  668£52%°  683+50" 414120 581+23™°  477+16°¢  438+19°
c
3 Caveol 465+18" 439+43° 636+51° 1068+21° 80356 832+27°  743%37"°
x
(@]
E FT 465120,1*°  4294+0%  4535+0°° 469420° 4490+0°  4172+0,1¢  4293:0,1
]
< TEAC® 305,68+3°  454,74+24°° 541,40+12*" 512,26+23*° 530,67+36° 582,82+25% 560,58+20°
Dienos’ 81,08+0,1° 80,12+0,1°¢ 82,72+0,1*  83,01+0,3%  83,01+0,5* 80,19+0,3° 82,42+0,3°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p>0,05). Valores médios +SD.

* Valores expressos em mg 100g™ de amostra. 2 Valores expressos em abs (UA) a 420 nm. ® Valores expressos em pM g™ de equivalente em Trolox por grama de amostra. * Porcentagem de
inibicdo da auto-oxidacéo do &cido linoléico.

5-ACQ-= 4cido cafeoilquinico, FT= Fendlicos Totais, Dienos = Auto-oxidag&o do acido linoléico (formagé&o de dienos conjugados), TEAC= Capacidade de sequestro do radical ABTS
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Os teores de acido nicotinico, principal produto da degradacéo da trigonelina
no processo de torra (Viani & Horman, 1974), variaram de 19 a 29 mg 100 g™
(Tabela 3.1). Esse composto tem atuagdo como vitamina, e os valores foram
proximos a faixa de 24 a 32 mg 100 g™ reportado na literatura para cafés comerciais
brasileiros 100 % arabica (Gourmet) (De Souza, Canuto, Dias, & Benassi, 2010).
Observou-se que as cultivares Bourbon e IPR 98 apresentaram 0s menores teores
de &cido nicotinico (Tabela 3.1).

Para a trigonelina, observou-se variagdo de 825 a 1005 mg 100 g™ (Tabela
3.1). Esses teores foram superiores aos descritos por De Souza et al. (2010) que
avaliou cafés comerciais brasileiros 100 % ardbica (430 a 670 mg 100 g™), que
provavelmente apresentavam torra mais intensa (L* média de 20,5). No geral, os
cruzamentos IPR 98, 99 e 103 apresentaram menor teor de trigonelina, enquanto o
IAPAR 59 foi mais similar aos cafés tradicionais.

Leroy et al. (2006) relataram vérios estudos sobre hereditariedade dentro de
cruzamentos com reflexos na qualidade da bebida, e citaram que dentre os
compostos que apresentam alta hereditariedade, ou seja, s&o fortemente
influenciados pela genética, esté a trigonelina.

Os teores de 5-ACQ apresentaram variagdo expressiva entre as cultivares
(936 a 1695 mg 100 g™) observando-se, assim, dois comportamentos: cafés com
valores acima de 1400 mg 100 g™ (Bourbon, Icatu, IAPAR 59, IPR 98) e aqueles
com valores abaixo de 1200 mg 100 g™ (IPR 99, IPR 103 e Catuai) (Tabela 3.1). Os
acidos clorogénicos, além do aspecto funcional, sdo importantes na qualidade
sensorial da bebida, como precursores dos &cidos fendlicos livres e, por
conseguinte, dos compostos fendlicos volateis que participam da formacdo do aroma

do café torrado (Farah, & Donangelo, 2006). A literatura descreve que as
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concentracdes de 4cidos clorogénicos podem variar em fungdo da genética (espécie
e cultivar), grau de maturacdo, praticas agricolas (clima e solo) e grau de torra
(Farah, & Donangelo, 2006). Ky et al. (2001) relataram que para a maioria dos ACGs
a origem geogréfica dentro de um grupo genético é a principal causa da
variabilidade na concentragdo. Daglia, Cuzzoni, & Decarro (1994) encontraram
teores de Acidos clorogénicos de 140 a 2170 mg 100 g* para cafés arabica de
diferentes torras e cultivados em diferentes areas geogréficas. De Souza et al.
(2010) relataram para cafés arabica brasileiros comerciais variagdo de 270 a 1200
mg de 5-ACQ 100 g™ de café, empregando torras mais severas.

Bertrand, Guyot, Anthony, & Lashermes (2003) descreveram que a
introgressdo de genes de resisténcia a ferrugem da espécie C. canephora (que
apresenta maior teor de &cidos clorogénicos que o café arabica), conseguida via
cruzamentos com o Hibrido de Timor, poderia gerar cultivares com altos teores de
acidos clorogénicos e compostos fendlicos totais. No presente trabalho ndo se
observou, no entanto relag@o direta entre o tipo de cruzamento e o teor de &cido
clorogénico, uma vez que cafés originarios de Sarchimor (IAPAR 59, IPR 98 e 99)
apresentaram contetddos muito variaveis de 5-ACQ (Tabela 3.1). Ndo foi também
observado um padrdo de composi¢cdo entre uma cultivar hibrida (IPR 103) e as
cultivares tradicionais que lhes deram origem (Catuai e Icatu) (Tabela 3.1). Vale
ressaltar que tal variabilidade de composi¢céo pode ser atribuida, ainda, a maior ou
menor adaptacdo de cada cultivar as condigbes edafoclimaticas de cultivo, pois
esses compostos dependem do local de produgéo (Ky et al. 2001).

Com relacdo a cafeina pode-se observar variagdo nos teores de 1038 a
1386 mg 100 g (Tabela 3.1), que estdo proximos a faixa descrita pela literatura de

990 a 1540 mg 100 g*, para diferentes cultivares brasileiras arabica e hibridas e
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diferentes métodos de preparo (Duarte, Pereira, & Farah, 2010) e para cafés arabica
comerciais (De Souza et al.,, 2010). Mazzafera, Carvalho, Fazuoli, & Medina Filho
(1992) descreveram teores de cafeina de vérias cultivares arabica em diferentes
safras e relataram haver variabilidade na concentracdo entre os diversos
cruzamentos empregando Hibrido de Timor e Villa Sarchi. Para as cultivares
Bourbon e Catuai, os autores citam teores de cafeina (1140 e 1180 mg 100 g™),
semelhantes aos encontrados nesse trabalho.

Verificou-se que as cultivares que tiveram cruzamento com a espécie C.
canephora (Icatu, IAPAR 59, IPR 98 e 99) ndo necessariamente apresentaram 0S
teores mais altos de cafeina. Mendoncga, Pereira, Mendes, Borém, & Marques (2007)
descreveram menores teores de cafeina do que esperavam em cultivares de
cruzamentos de arébica com C. canephora, visto que este Ultimo apresenta quase o
dobro do conteudo de cafeina que cafés arabica. Charrier & Berthaud (1975)
ressaltaram, contudo, que a expressdo do genotipo para a sintese da cafeina é
diferenciada ocorrendo conjuntamente interacdo genétipo e ambiente, o que pode
resultar em teores variados de cafeina mesmo havendo cruzamentos com C.
canephora.

O contetdo de melanoidinas variou de 0,31 a 0,46 UA, sendo os menores
valores para os cafés Bourbon e Catuai e os maiores para o IPR 99 e 103. Para os
cafés IPR 99 e 103, que apresentaram baixos valores de 5-ACQ, observaram-se 0s
mais altos valores de melanoidinas (0,46 e 0,42, respectivamente) (Tabela 3.1). Uma
vez que compostos fendlicos participam na reagdo de formacdo de polimeros,
tornando-se parte das melanoidinas do café (Bekedam, Schols, Van Boekel, & Smit,
2008), pode-se considerar que, mesmo em condi¢cbes padronizadas de torra, 0 5-

ACQ parece ter sido mais incorporado pelas melanoidinas na matriz desses
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cultivares.

Os compostos lipossoluveis, cafestol e caveol, variaram de 414 a 742 mg
100 g* e de 439 a 1068 mg 100 g, respectivamente. Verifica-se que os teores de
cafestol e caveol tiveram maior variagdo do que os componentes hidrossoluveis
estudados, indicando um provavel maior efeito da genética no conteddo de
diterpenos (Tabela 3.1). Campanha, Dias, & Benassi (2010) observaram em cafés
arabica brasileiros concentracdes de 360 a 478 e de 661 a 866 mg 100 g™ para
cafestol e caveol, respectivamente. De Souza et al. (2010) reportaram para cafés
arabica brasileiros comerciais teores de 440 a 479 mg 100 g™ para cafestol e 570 a
800 mg 100 g™, para caveol.

Pela analise da relagdo caveol/cafestol pode-se verificar que os cafés de
cultivares tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) apresentaram uma relacdo abaixo
de um (na faixa de 0,63 a 0,93) indicando um maior teor de cafestol (Figura 3.1). Os
cruzamentos modernos (IAPAR 59, IPR 98, 99 e 103) pelo maior teor de caveol,
apresentaram uma relagéo caveol/cafestol variando de 1,38 a 2,58 (Figura 3.1).
Kitzberger, Scholz, Pereira, Vieira, Sera, Silva, & Benassi (2010) verificaram em
outros cafés da cole¢do de IPRs (IPR 100, 102 e 106) o0 mesmo comportamento na
relacdo caveol/cafestol (razdes de 2,77; 1,75 e 3,07, respectivamente). Apesar dos
teores de caveol e cafestol e da relagdo caveol/cafestol apresentarem grande
variagdo com a origem genética, os teores totais de diterpenos (caveol + cafestol)
apresentam menor variabilidade (1482 mg 100 g*, para IAPAR 59, até 1107 mg 100
g para Catuai) (Figura 3.1). A literatura relata para caveol varios efeitos benéficos a
saude e destaca que o cafestol tem papel comprovado na elevacdo do colesterol
(Butt & Sultan, 2011), assim pode-se verificar que do ponto de vista da saide h&

beneficios em um café que apresente alto teor de caveol e baixo de cafestol como o
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observado nos cruzamentos modernos.
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Figura 3.1 - Relacdo caveol/cafestol e teor de diterpenos totais (mg 100 g*) para os

cafés torrados de diferentes cultivares.

As diferentes cultivares estudadas foram avaliadas também quanto a sua
atividade antioxidante, considerando-se métodos que avaliam diferentes
mecanismos (fendlicos totais, TEAC e dienos conjugados) (Tabela 3.1), uma vez
gue nao existe metodologia oficial para determinagédo da AA. Duas abordagens sdo
aplicadas para a determinagéo da atividade antioxidante, direta ou indireta. Quando
0 método indireto é aplicado estuda-se mais freqlientemente a habilidade do
antioxidante em sequestrar alguns radicais livres, como o anion radical de longa vida
ABTS™, avaliando-se a capacidade doadora de hidrogénio expressa em TEAC.
Termodinamicamente, um composto pode reduzir ABTS™ quando tem um potencial
redox menor que o ABTS (0,68 V) (Awika, Rooney, Wu, Prior, & Cisneros-Zevallos,
2003). O método de Folin-Ciocalteou, frequentemente utilizado como medida de
compostos fendlicos totais tem seu mecanismo baseado em uma reacdo de
oxidagao/reducdo (Prior, Wu, & Schaich, 2005). Métodos diretos caracterizam-se
pela presenca de uma competicdo entre uma sonda oxidavel e o antioxidante pelos

radicais gerados por uma fonte de radicais livres. Como substrato de oxidacdo pode
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ser utilizado, entre outros lipidios o &cido linoléico (Roginsky & Lissi, 2005).

Pelo método de Folin-Ciocalteou obtiveram-se teores entre 4172 a 4694 mg
de fenodlicos totais 100 g* de café (de equivalente em &cido gélico). Os cafés
Bourbon, Icatu, IAPAR 59 e IPR 98 apresentaram os maiores valores, mas no geral
observou-se pequena variacdo (0,2 %). Mendonca et al. (2007) avaliando cafés
verdes de cruzamentos resistentes a ferrugem verificaram que quatro (Acaua,
Canario, Catucai Amarelo e Icatu Amarelo) das sete cultivares estudadas
apresentaram altos teores de fendis, o que poderia ser explicado pela participacdo
de C. canephora nos cruzamentos. No entanto, no presente trabalho, de forma
similar ao ja discutido para 5-ACQ, néo foi observada uma relagéo direta entre o tipo
de cruzamento e a AA determinada por Folin-Ciocalteou.

Quanto a capacidade de inibir a auto-oxida¢do do &cido linoléico, observada
pela concentragdo de dienos conjugados (234 nm), observou-se alta porcentagem
de inibic&o para todos os cafés e pequena variagdo compreendendo a faixa de 80,12
a 83,01%. Os cafés IAPAR 59, IPR 98, IPR 103 e Icatu apresentaram maior AA
associada a capacidade de inibicdo. Parras, Martinez-Tomé, Jiménez, & Murcia
(2007) encontraram resultados similares (79% de inibicao), porém empregando 28
dias de armazenamento da bebida de café filtrado.

A atividade antioxidante dos extratos de café foi também avaliada através da
atividade redutora frente ao radical ABTS™, onde se observou maior diferenciacéo
entre o comportamento das cultivares. Os valores de atividade antioxidante dos

extratos de café mostraram a alta capacidade destes extratos para sequestrar 0s

. . . ~ . +eo
radicais livres testados. Em relagdo ao radical ABTS o0s extratos mostraram valores

de TEAC de 395,68 a 582,82 (UM eq g™). Os cafés que apresentaram maior

atividade foram a IPR 99 e o IPR 103, enquanto que Bourbon apresentou a menor
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atividade. Goméz-Ruiz et al. (2008) avaliando cafés arabica brasileiros em torra
média encontraram valores de TEAC de 597 pyMeq g™, valor comparavel a maior
atividade encontrada no presente estudo.

Cabe ressaltar que os dados de composigcédo e atividade antioxidante de
cada cultivar nesse trabalho foram obtidos em condi¢des edafoclimaticas especificas
e que outras condicbes de cultivo poderiam alterar esse comportamento.
Informacdes de produtividade, resisténcia, adaptacéo a condi¢cdes edafocliméticas e
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos cafés podem ser usadas a fim de se
direcionar a producdo da cultivar mais adequado para cada condigéo de local de
cultivo, permitindo assim que expresse seu maximo potencial de qualidade.

A Andlise de Componentes Principais (ACP) foi empregada para avaliar de
forma conjunta as caracteristicas de composicdo e a atividade antioxidante,
observando as correlacdes entre varidveis e caracterizando os diferentes cultivares.
O biplot da ACP dos cafés cultivados nas mesmas condi¢des edafoclimaticas podem
ser visualizados na Figura 3.2.

Os dois primeiros componentes explicaram 76,3% da variancia total, sendo
qgue o componente 1 (CP1) contribuiu para 45,8% da explicagéo, e o CP2, 30,5%. As
Equacgbes 2 e 3 apresentam os fatores que contribuiram para a formacdo dos
componentes. CP1 foi mais bem correlacionada as variaveis acido nicotinico,
melanoidinas e AA expressa em TEAC (de forma positiva), e 5-ACQ e cafestol (de
forma negativa). CP2 foi associado de forma positiva as variaveis cafeina, caveol e
AA expresssa em dienos e em FT (Figura 3.2, Equacgdes 2 e 3).

CP1 = 0,85 acido nicotinico — 0,80 5-ACQ — 0,82 cafestol + 0,95 melanoidinas + 0,87
TEAC Equacéo. 2

CP2 = 0,77 cafeina +0,71 caveol + 0,69 FT + 0,93 dienos Equacéo. 3
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Figura 3.2 — Biplot dos cafés torrados de diferentes cultivares para os Componentes

Principais 1 e 2 considerando variaveis de composicao e atividade antioxidante.

Pela correlagéo de Pearson observou-se alta correlacédo entre a AA medida
por diferentes métodos e alguns dos compostos bioativos: TEAC e melanoidinas
(r=0,90), dienos e cafeina (r=0,81) e FT e 5-ACQ (r=0,93).

As cultivares IPR 99 e IPR 103, a direita do grafico, foram discriminadas das
cultivares IAPAR 59, Icatu e IPR 98, alocados ao centro e acima no grafico, e das
demais cultivares tradicionais (Bourbon e Catuai), configuradas a esquerda e abaixo
no grafico. Esta discriminacdo aconteceu tanto em funcdo de compostos formados
durante a torra (&cido nicotinico e melanoidinas), quanto de compostos
geneticamente controlados, que mostram individualmente maior diferenciacdo entre

cultivares (5-ACQ e os diterpenos), e pela atividade antioxidante (Figura 3.2).
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No geral, todas as cultivares apresentaram alta atividade antioxidante, n&o
sendo observada uma relagdo direta entre variabilidade genética e bioatividade.
Observou-se que a IPR 103, por exemplo, apresentou perfil de composicdo e
funcionalidade diferente das cultivares que lhes deram origem (Catuai e Icatu)
(Tabela 3.1, Figura 3.2).

No entanto, cultivares que apresentaram origem genética associada ao C.
canephora (desenvolvidas para aumentar resisténcia a pragas e doencas e
produtividade), sejam elas modernas como as resultantes de cruzamentos
Sarchimor (IPR 98, 99 e IAPAR 59) ou de cruzamentos de Catuai e Icatu (IPR 103),
ou tradicional como o Icatu derivado de introgressdo do C. canephora, se
diferenciaram das cultivares tradicionais Bourbon e Catuai de genética arabica, tanto
pela composicdo como pela atividade antioxidante. A maior diversidade na AA foi
associada a capacidade de atuacdo como sequestrante de radical livre (TEAC) e foi
mais expressiva para as cultivares de genética C. canephora, destacando-se os
cruzamentos modernos IPR 99 e 103. Dessa forma, na regido de plantio e com as
condigdes edafoclimaticas estudadas, essas cultivares poderiam ser indicadas para
a producéo de cafés com maior bioatividade.

Leroy et. al. (2006) relataram que a presenca de genes do C. canephora
deve ser analisada com certa cautela, o melhoramento genético empregado pode ter
efeitos positivos ou negativos na qualidade do café. Do ponto de vista funcional, no
entanto, nas condi¢des do estudo os cruzamentos que tiveram o C. canephora como
introdutor de um gene de resisténcia mostraram expressiva atividade antioxidante e
perfil de diterpenos mais favoravel do que o observado para cafés tradicionais de

genética arabica.
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3.4. Concluséo

As caracteristicas genéticas de cada cultivar conferiram variabilidade de
composicao aos cafés torrados, principalmente associada aos teores de 5-ACQ e
diterpenos (caveol e cafestol). Cultivares que empregam genes do C. canephora em
seu cruzamento, desenvolvidas para aumentar resisténcia a pragas e doengas e
aumento de produtividade, foram diferenciados dos cafés de genética arabica pelo

perfil de diterpenos e apresentaram expressiva atividade antioxidante.
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Resumo

O melhoramento genético de café promove ganhos em produtividade e
caracteristicas de interesse agrondémico, mas afeta a composi¢cdo do produto e
consequentemente seus atributos sensoriais. A andlise descritiva de Perfil Livre foi
empregada para investigar a influéncia da variabilidade genética sobre as
caracteristicas das bebidas de cafés arabica de diferentes cultivares produzidos nas
mesmas condicbes edafoclimaticas. Foram estudadas cultivares tradicionais
(Bourbon, Catuai vermelho, Icatu amarelo) e as desenvolvidas pelo Instituto
Agronémico do Parana (lapar 59, IPR 98, IPR 99 e IPR 103). Os cafés, coletados
em estégio cereja e secos ao sol, foram beneficiados e, ap6s eliminacdo de defeitos,
torrados (8 a 11 min, 200 a 210°C, L* de 28). Empregou-se 15 provadores e um
delineamento de blocos incompletos balanceados para sete amostras, com 3
repeticbes. Os dados foram analisados por Andlise Procrustes Generalizada. Os
provadores mostraram concordancia, repetibilidade e adequada discriminagédo. As
duas primeiras dimensdes foram responsaveis por 57% da variancia observada. A
primeira dimensdo caracterizou-se principalmente pelos parametros cor de café,
turbidez, aroma de café, chocolate, caramelo e doce, sabor amargo e textura
encorpada (positivamente). A segunda dimens&o correlacionou-se positivamente
com sabor acido e verde e transparéncia. O café Bourbon caracterizou-se como
menos encorpado, pela menor intensidade de cor e de sabor amargo. As cultivares
lapar 59, IPR 98, Icatu e Catuai foram descritas como similares e apresentaram
comportamento intermediario. Catuai diferenciou-se pela menor intensidade de
sabor acido e verde. As cultivares IPR 99 e IPR 103 foram caracterizadas como mais
encorpadas e pela maior intensidade de cor de café, turbidez, aroma de café,
chocolate, caramelo e doce. As condigbes edafoclimaticas da regido estudada
proporcionaram a formacéo de atributos positivos para os cultivares oriundos de
cruzamentos.

Palavras-chave: Perfil Livre, Bourbon, Catuai, IPRs, IAPAR 59.

SENSORY CHARACTERISTICS OF DIFFERENT COFFEA ARABICA CULTIVARS
GROWING IN THE SAME EDAPHO-CLIMATIC CONDITIONS.

Genetic improvement increased the productivity and positive agronomical traits of
coffee, but affects the composition and the sensory attributes of the product. Free
Choice Profiling was used to evaluate the influence of genetic variability on the
sensory characteristics of arabica coffee beverages of different varieties produced in
the same climate conditions. Traditional cultivars (Bourbon, red Catuai, yellow Icatu)
and cultivars developed by the Instituto Agronémico do Parana (lapar 59, IPR 98,
IPR 99 and IPR 103) were studied. Cherry fruits were sun dried, manually selected to
eliminate defective coffee beans and roasted (8 to 11 min, 200 to 210 °C, L * around
28). Sensory panel (15 assessors) evaluated the beverages in an incomplete
balanced block design for seven samples, with three replications. Data were
analyzed by Generalized Procrustes Analysis. The panelists showed adequate
agreement, repeatability and samples discrimination. The first two dimensions
accounted for 57% of the variance. The first dimension was mainly characterized by
coffee color, turbidity, aroma (coffee, chocolate and caramel), bitter flavor and full-
bodied (texture) parameters (positively). The second dimension was positively
correlated with acid and green flavor and transparence. Bourbon coffee was
characterized as the least full-bodied, and by the lower intensity of color and bitter
taste. The cultivars IAPAR 59, IPR 98, Icatu and Catuai were described as similar
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and showed intermediate behavior. Catuai differed by the less intense acid and
green taste. The cultivars IPR 99 and IPR 103 were characterized as more full-
bodied and by the more intense coffee color, turbidity, and aroma (coffee, chocolate,
caramel and sweet). The edapho-climatic conditions of the region studied allowed the
formation of positive attributes for the cultivars generated from crosses.

Key words: Free choice profiling, Bourbon, Catuai, IPRs, IAPAR 59.

4.1. INTRODUCAO

Os programas de melhoramento genético do café tém desenvolvido cultivares
com caracteristicas agronémicas de resisténcia as pragas e doencas, buscado
aumento da produtividade, plantas com porte baixo e adaptadas a diversidade
climatica e de solos (SERA, 2001; PETEK et al., 2006), mas muitas vezes a
qualidade da bebida ndo € considerada nesse desenvolvimento. Dentre os cultivares
registrados e langados pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) encontram-se
cultivares resultantes de cruzamentos entre o Coffea arabica, Villa Sarchi e o Hibrido
de Timor, que apresenta genes de resisténcia a ferrugem (EIRA et al., 2007). Destes
cafés aqueles pertencentes a colecéo dos IPRs (IPR 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107 e 108) e o IAPAR 59 (SERA et al., 2007; ALTEIA et al., 2001;
ITO et al., 2008).

A composicdo quimica do grdo e, consequentemente, a qualidade e
aceitabilidade do café dependem de fatores genéticos, sistema de cultivo, altitude,
temperatura, demanda hidrica, tipos e niveis de adubacdo, época de colheita,
preparo, armazenamento e processo de torracdo (CARVALHO e CHALFOUN, 1985;
PIMENTA e VILELA, 2003; ARAUJO, 2007). Quando comparada a outras regides do
pais, a qualidade do café produzido no Parana é considerada baixa devido ao uso
inadequado de cultivares para cada regido, métodos inapropriados de colheita e
processamento, além de aspectos relacionados a tratos culturais e comercializa¢ao
do café (DAL MOLIN et al., 2008). O Parand esté localizado em alta latitude e numa
area de transicdo climética, caracterizando-se pela grande diversidade de clima e
solo. Os fatores edafoclimaticos influenciam na formacéo e maturagédo dos frutos,
alterando suas caracteristicas e possibilitando a obteng&o de vérios tipos de cafeé,
que podem apresentar potencial para a exploracdo de cafés especiais no estado
(ANDROCIOLI FILHO et al., 2003).

O Perfil Livre € uma técnica de analise sensorial descritiva que se baseia no

principio de que as pessoas percebem as mesmas caracteristicas nas amostras
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mesmo expressando de forma diferente (WILLIAMS e LANGRON, 1984). Apresenta
como vantagem uma reducdo de tempo, jA que sdo eliminadas as etapas de
treinamento e selecdo final dos provadores, além de ndo haver necessidade de
desenvolvimento de uma terminologia consensual (OLIVEIRA e BENASSI, 2003). O
ndmero de descritores utilizados pode variar de acordo com a experiéncia e
familiaridade com o produto, e os provadores podem adicionar termos na lista
originalmente desenvolvida durante a avaliagdo dos produtos (DAMASIO, 1999).
Para a andlise dos dados emprega-se a Analise Procrustes Generalizada (GPA),
que transforma os resultados de maneira a evitar variagdo no uso de escala,
diferentes intervalos de valores ou interpretacbes diferenciadas dos atributos,
permitindo ainda detectar diferencas na percepgédo e falta de repetibilidade, e
eliminar os provadores probleméaticos (BENASSI et al., 1998; MORAND e PAGES,
2006). As dimensdes do espaco de consenso sdo interpretadas pelas correlacdes
dos atributos de cada provador (ELMORE e HEYMAN, 1999).

Para recomendar o plantio de um cultivar de café é importante poder avaliar
independentemente o impacto de cada fator (genética, solo, clima e processamento)
na qualidade da bebida. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar a
influéncia da variabilidade genética sobre as caracteristicas sensoriais, empregando
a técnica de Perfil Livre, das bebidas de cafés cultivados nas mesmas condicdes

edafoclimaticas e com a padronizacdo de colheita, selecédo e processamento.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Obtencéo e preparo das amostras e condi¢des dos testes

Os cafés da espécie arabica foram coletados em Mandaguari — Parana —
Brasil no Parque Tecnolégico da Cooperativa COCARI. Sete cultivares foram
empregados: Bourbon vermelho, Catuai vermelho, Icatu amarelo, lapar 59, IPR 98,
IPR 99 e IPR 103. As amostras foram colhidas de maio a julho de 2009 a latitude
23°32'52" (Sul), altitude de 650m e temperatura media anual de 22 a 23°C. Os graos
no estagio cereja foram manualmente selecionados, lavados e secos ao sol. As
amostras foram processadas, padronizadas em peneira 16 (6,5mm) e os defeitos
foram eliminados.

Os cafés foram torrados (torrador Rod-Bel, Sdo Paulo, BRASIL) por 8-11
minutos de 200 a 210°C atingindo um grau de torra clara-média (SCHOLZ, 2008).

Os parametros de cor apresentaram valores de L* (luminosidade) de 28,7+1,8 e H*
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(tonalidade cromética) de 54,4+2,7. O café torrado foi moido na regulagem média
onde 70% das particulas apresentam tamanho superior a 0,6mm.

O preparo foi feito conforme descrito por Anjos et al. (2001). As bebidas foram
preparadas com 70 g de café torrado e moido adicionado de 1000 mL de &gua
fervente (96-98°C) e filtradas em papel de filtro apds 5 min de extragéo.

Os testes foram realizados em Laboratério de Andalise Sensorial, com cabines
individuais sob luz branca. O café foi servido em copos descartaveis (50 mL)
codificados com trés digitos e provados a temperatura de 60-65°C sem a adicdo de
acucar. Os provadores foram orientados a ingerir agua e biscoito cream-craker entre

as amostras.

4.2.2. Selecao dos provadores e familiarizagdo com a metodologia

Foram recrutados 18 participantes, com base em sua disponibilidade de
tempo e interesse. Para caracterizacdo da equipe, foi solicitado aos provadores
dados de faixa etaria, sexo, escolaridade e habitos de consumo. Os provadores
foram informados sobre o produto e procedimentos dos testes, apresentando-se 0s
objetivos da andlise sensorial do café e da técnica de Perfil Livie (CAAE n®
0138.0.268.000-09).

Na pré-selecédo, foram aprovados os candidatos que obtiveram pontuagao
acima de 70% de acertos em teste de reconhecimento de odores (alcool, pimenta,
chocolate, limdo, acetona, canela, cebola, mel, vinagre, cravo, café, orégano,
catchup, erva doce e horteld) (SCHOLZ, 2008) e 100% de acerto no reconhecimento
de gostos béasicos empregando-se solu¢des de acido citrico (1g/L), cloreto de sodio
(50/L), sacarose (16 g/L), cafeina (0,5g/L) e &cido tanico (0,5g/L) (MORI et al., 1999).

Como a equipe ndo tinha experiéncia com analise sensorial e considerando-
se a complexidade do produto, optou-se por realizar um treinamento no
levantamento de atributos pelo método de rede. Foram utilizados sucos comerciais
de laranja e chocolate em barra, como aplicado por Ratchatachaiyos et al. (2007),
afim de promover uma familiarizagdo com a técnica e permitir que os provadores
ficassem mais seguros para o levantamento de descritores e na definicdo dos
mesmos. Os provadores foram solicitados a gerar termos que descrevessem a
aparéncia, aroma, sabor e textura.

Posteriormente, foi realizado o levantamento dos atributos com as amostras

do estudo. Foram realizadas quatro sessdes, apresentando-se um par de amostras
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para que os provadores citassem as similaridades e diferencas. Apds o
levantamento, foi montada em separado para cada provador a ficha e o glossario

dos atributos especificos.

4.2.3. Avaliacdo das amostras e andlise estatistica

Para a avaliacdo das amostras empregou-se um delineamento de blocos
incompletos balanceados para sete amostras com trés amostras por bloco, sendo
cada bloco correspondente a uma sessao e obtendo-se trés repeticdes por amostra
(t=7, k=3, r=3, b=7, A=1, E=78) (COCHRAN e COX, 1957). Em cada sessao, um
mesmo bloco foi avaliado pela equipe, e a ordem de apresentacao foi aleatorizada
para cada provador. As amostras foram servidas de forma sequencial (BENASSI et
al., 1998). Cada provador recebeu a ficha de avaliagédo e o seu glosséario. Empregou-
se escala hibrida de 10 cm ancorada nos extremos com expressdes de intensidade
para o atributo (RUA, 2003).

Os dados foram inseridos na forma de matrizes (uma por provador), com 21
colunas (amostras em triplicata) e o numero de linhas variando de 8 a 23, referentes
ao numero de atributos de cada provador. Os dados foram analisados por Analise
Procrustes Generalizada (APG) através do programa XLStat com o modulo XLStat-
MX/GPA (ADDINSOFT, 2008) e Senstools Versdo 2.3.28 (OP & P PRODUCT
RESEARCH, 1998).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Selecao de provadores

Dos 18 provadores avaliados foram selecionados 15 que apresentaram
desempenho adequado na pré-sele¢do. A equipe foi composta por 2 homens e 13
mulheres, na faixa de 25 a 50 anos, em sua maioria com escolaridade de nivel
superior (60%), sem experiéncia prévia em andlise sensorial, e que consumiam

regularmente bebidas de café (filtrado, espresso ou solavel).

4.3.2. Levantamento de atributos e performance da equipe

O numero de atributos levantados variou de 8 a 23, com uma média de 14
atributos por provador. Quatro foram referentes a aparéncia e seis associados com a
textura, destacando-se o maior nimero de termos relacionados ao aroma e sabor

(13 cada). Os atributos mais destacados para aparéncia foram cor (14 citagbes),
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transparéncia (12) e brilho (9) e, com relagdo ao aroma, café (14), doce (11), verde
(10) e queimado (10). Para sabor, os atributos mais citados foram doce (13), &cido
(9), verde (10), adstringente (11) e amargo (15), sendo este o Unico citado por todos
os provadores. Quanto a textura, o atributo mais frequente foi o encorpado (8)
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Frequencia de citagéo dos descritores empregados pela equipe.

Categoria Descritor Total Descritor Total
citacdes citacOes
Aparéncia Cor café 14 Brilho 9
Transparente 12 Turvo 7
Aroma Café 14 Amendoim 2
Doce 11 Velho 5
Queimado 10 Fermentado 4
Verde 10 Mel 1
Acido 6 Riado 1
Chocolate 6 Amargo 1
Caramelo
Sabor Amargo 15 Chocolate 3
Doce 13 Caramelo
Adstringente 11 Residual 1
amargo
Verde 10 Aguado 1
Acido 9 Amendoim 1
Fermentado 4 Café 1
Queimado 4
Textura Encorpado 8 Aguado 4
Concentrado 5 Denso

Os atributos encontrados foram similares aos citados na literatura em
trabalhos com técnicas descritivas tradicionais (ADQ). Moura et al. (2007),
estudando a influéncia da torra, citam o uso dos descritores: aroma e sabor
caracteristicos, sabor de caramelo, chocolate, pdo torrado, frutas citricas, dogura,

acidez, amargor, sabor residual e corpo. Narain et al. (2003) relatam termos como
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aroma doce, amargo, sabor &cido, verde, adstringente, caramelo e queimado.
Scholz (2008), avaliando cafés das microregides cafeeiras do Parand, relata o
emprego dos atributos turbidez, aroma de café, verde e doce, sabor doce, &cido,
verde, amargo, adstringente e corpo.

Para avaliar a repetibilidade e a capacidade de discriminagdo da equipe,
consideraram-se a distribuicdo da variancia residual e as configuragdes de amostras
de cada provador bem como a configuragdo geral dos provadores. Ndo houve
diferencas expressivas entre as configuragdes individuais e de consenso das
amostras (Figura 4.2), confirmando-se pela configuragdo geral dos provadores
(Figura 4.1a) e pelos baixos valores de variancia residual dos provadores (Figura
4.1b) (maximo de 0,59 para P11) que houve consenso entre os membros da equipe.
Na literatura séo descritos valores de variancia residual para equipes de Perfil Livre
avaliando diferentes produtos na faixa de 0,1 a 2,1 % (GONZALEZ VINAS et al.
2001; OLIVEIRA e BENASSI, 2003 e 2010; GONZALEZ-TOMAZ e COSTELL, 2006;
FERREIRA et al., 2009).
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Figura 4.1. Configuragdo geral (a) e distribuicdo da variancia residual dos

provadores (b).

Pela analise de varidncia da analise Procrustes (PANOVA) observa-se a
contribuicdo das transformagbes de escalonamento, rotagdo e translacdo para a
solugéo (Tabela 4.2). Os maiores efeitos foram devidos a translacdo, que corrige as
variagdes na avaliacdo das intensidades dos atributos, e ao escalonamento, que
comprime ou expande as configuragdes individuais corrigindo a variagdo associada

ao uso de diferentes amplitudes da escala. Esse comportamento € justificado pelos
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provadores ndo terem sido submetidos a treinamento de uso da escala. O efeito de
rotagdo (corrige as diferentes interpretagbes dos termos) ndo foi significativo,
indicando concordancia dos provadores a respeito dos estimulos e denominagfes
empregados. O treinamento realizado para o0 levantamento de atributos

provavelmente contribui para esse comportamento.

Tabela 4.2. Andlise de variancia da andalise Procrustes para a equipe.

Soma dos Quadrados

Causa de variagédo GL guadrados médios F Pr>F
Residuos apos transformacao de
escala 2884 6294,01 2,18

<
Transformacédo de escala 14 564,81 40,34 18,49 0,0001
Residuos apds rotacéo 2898 6858,82 2,37
Rotacao 3542 6540,25 1,85 0,85 1,00
Residuos ap0s translacao 6440 13399,08 2,08

<
Translacao 322 26497,62 82,29 37,71 0,0001
Total corrigido 6762 39896,70 5,90

4.3.3. Avaliagdo das amostras

Observou-se boa resolu¢cdo numa solugéo bidimensional (57% de explicag&o),
sendo que a primeira dimenséo explicou 43% da variabilidade e, a segunda 14%, e
a maioria dos atributos com alto nimero de citagfes e alta correlagdo (>0,40) foram
localizados na primeira e segunda dimensdes. Thamke et al. (2009) trabalhando
com Perfil Livre para descricdo de chocolates encontrou alta porcentagem de
explicagédo para solugéo tridimensional, trabalhando com dois grupos de julgadores
(de Viena 83% e de Dresden 85%). Para solu¢des bidimensionais séo descritos
valores de 56% de explicacdo em trabalhos com méis (FERREIRA et al., 2009), 84%
para presuntos (GUARDIA et al., 2010) e 93,5% para suco de abacaxi concentrado,
reconstituido e adogado com edulcorantes e sacarose (MARCELLINI et al., 2006).

Na dimenséo 1, as amostras foram separadas principalmente pelos atributos
de cor de café e turvo (aparéncia), aroma de café, doce, caramelo e chocolate,

sabor amargo e encorpado (textura), com correlagdo positiva. A dimensdo 2
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correlacionou-se positivamente com os atributos sabor verde e &cido e transparéncia

(Figura 4.2 e Tabela 4.3).
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Figura 4.2. Configuracdo de consenso das amostras.

Para a interpretacao da configuracdo de consenso foram considerados
apenas os atributos que apresentaram correlagdo acima de |0,40| (Tabela 4.3 e
Figura 4.2) para varios provadores, mas pode-se observar outros atributos de
interesse que contribuem para a discriminagdo das amostras (Tabelas 4.1 e 4.3).
Termos com conotagdo positiva (aroma e sabor doce, chocolate, caramelo e
amendoim) ou negativa (aroma e sabor de fermentado, aroma velho e sabor
adstingente) para a qualidade da bebida foram também empregados por diversos
provadores na descricdo dos cafés. Interessante também observar que, pela
liberdade de emprego dos atributos, alguns provadores utilizaram o descritor
turbidez enquanto outros empregaram transparéncia. O mesmo pode ser observado

na textura para os termos encorpado/concentrado e aguado.
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Tabela 4.3. Atributos com correlagéo superior a |0,40| para cada provador.

Provador Correlagéo positiva (r>0,4) Correlagédo negativa (r<-0,4)
Dimenséo 1
1 Cor de café (0,76), Aroma café (0,80), Aroma doce (0,66), Aroma Aroma queimado (-0,73), Sabor queimado (-0,61),

mel (0,60), Aroma caramelo (0,75)

Sabor amargo (-0,52), Sabor adstringente (-0,46)

Cor café (0,75), Transparéncia (0,68), Aroma chocolate (0,55),
Aroma café (0,44), Aroma fermentado (0,42), Sabor doce (0,42),

Brilho (-0,66), Turvo (-0,79), Sabor &cido (-0,43), Sabor

2 Sabor chocolate (0,47), Sabor caramelo (0,50), Textura fermentado (-0,42), Sabor adstringente (-0,48), Textura
concentrado (0,83) aguado (-0,83)
Cor café (0,79), Aroma doce (0,55), Aroma café (0 Aroma A -

3 carar%elo ((6,4§5, Aroma ch(ca)c(ollate)’(O,SS), S(,:abir( dgg)e (0,50), Transparéncia (-0,83), Aroma acido (-0,67), Textura
Sabor caramelo (0,54) aguado (-0,70)

4 Brilho (0,78), Cor café (0,68), Aroma café (0,71), Sabor Transparéncia (-0,72), Aroma verde (-0,54), Aroma
queimado (0,53) sacaria (-0,48), Sabor acido (-0,53)
Cor café (0,64), Aroma café (0,58), Aroma acido (0,52), Aroma

> chocolate((0,61)), Sabor amarg(o (O,il), Textura encgrpad)o (0,87) Aroma doce (-0,50), Sabor doce (-0,59)

6 Cor café (0,52), Turvo (0,75), Aroma doce (0,41), Aroma café
(0,48), Sabor adstringente (0,47)

7 Transparéncia (-0,52), Aroma fermentado (-0,49),

Aroma caramelo (-0,53), Sabor fermentado (-0,40)

Cor de café (0,61), Aroma café (0,61), Sabor acido (0,45), Sabor a

8 residual ama(rgo (%,57), Textura ((:oncgntrado (0,59) 049 Transparéncia ( -0,52), Aroma velho (-0,42)
Cor café (0,58), Aroma café (0,66), Aroma chocolate (0,41),

9 Sabor amargo (0,73), Sabor adstringente (0,51), Textura denso Brilho (-0,67), Transparente (-0,57), Sabor verde (-0,50)
(0,65)
Cor café (0,84), Turvo (0,79), Aroma café (0,71), Sabor amargo ~

10 (0,87), Te§<tura)encorpa<(jo (O,)80), Textura ccEncen)trado (0,77) % sabor doce (-0,40) Transparéncia (-0,77),

11 Cor café (0,64), Aroma riado (0,41), Aroma doce (0,44), Aroma Transparéncia (-0,55), Aroma velho (-0,73), Aroma
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café (0,53), Textura encorpado (0,72)

fermentado (-0,58), Aroma verde (-0,54)

12 Sabor amargo (0,46), Textura encorpado (0,53) Textura aguado (-0,70)
Cor café (0,76), Turvo (0,72), Brilho (0,82), Aroma amargo (0,68),
13 Sabor amargo (0,68), Sabor acido (0,42), Textura concentrado
(0,70)
14 Turvo (0,78), Aroma café ( 0,72), Textura encorpado (0.79) '(I:roag%)arenua (-0,79), Brilhante (-0,59), Sabor aguado
Transparéncia (0,54), Aroma doce (0,59), Sabor amargo (0,62), )
15 Sabor queimado (0,45), Textura corpo (0,45) Aroma velho (-0,45)
Dimenséao 2
1 Textura aguado (0,56) Cor de café (-0,44)
Transparente (-0,45), Aroma amendoim (- 0,54), Aroma
2 Turvo (0,45), Aroma fermentado (0,42) café (-0,44), Aroma de caramelo (-0,44)
3 Aroma queimado (0,40), Aroma verde (0,58), Sabor verde (0,57) Sabor de chocolate (-0,45)
4 Aroma queimado (0,55)
5 (BOr|I7h2c; (0,76), Aroma cafe (0,59), Aroma &cido (0,66), Sabor acido Aroma queimado (-0,56), Sabor doce (-0,49)
6 Sabor amargo (0,67), Sabor acido (0,68)
7 Transparéncia (0,59), Aroma caramelo (0,44), Sabor amargo Cor café (-0,53), Turvo (-0,73), Aroma café (-0,41),
(0,55), Sabor verde (0,55) Textura encorpado (-0,50)
Transparéncia (0,50), Aroma doce (0,41), Sabor amendoim ) :
(0,44), Sabor café (0,53) Aroma velho (-0,51), Sabor fermentado (-0,48)
Aroma acido (0,42)
10 Aroma chocolate (0,46)
11 Transparéncia (0,56), Aroma riado (0,75)
12 Transparéncia (0,67), Sabor adstringente (0,40), Sabor &acido
(0,47), Textura encorpado (0,54)
15 Sabor adstringente (0,73), Sabor verde (0,48) Sabor doce (-0,41)
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A cultivar Bourbon foi a mais discriminada dos demais cafés, indicando
caracteristicas sensoriais bastante diferenciadas. Apesar dessa cultivar ser
reconhecida pela qualidade sensorial, nesse trabalho foi observada uma bebida com
menor turbidez e corpo e menor intensidade de cor, aroma (café, chocolate,
caramelo e doce) e sabor amargo (Figura 4.2 e Tabela 4.3). Considerando que as
condi¢des de colheita e processamento foram padronizadas, esse resultado sugere
que a condicdo de cultivo (local e clima) foi desfavoravel para o seu
desenvolvimento fisioldgico, uma vez que foi descrita como apresentando atributos
usualmente associados a imaturidade dos graos de café.

Em contraposi¢cdo, as bebidas das cultivares IPR 99 e IPR 103 foram
descritas como encorpadas e com maior intensidade de cor de café, turbidez, aroma
de café, chocolate, caramelo e doce, e sabor amargo (Tabela 4.3 e Figura 4.2).
Apesar da variabilidade genética (IPR 103 originado de cruzamento entre Catuai e
Icatu, e IPR 99 originado de cruzamento com Hibrido do Timor e Villa Sarchi)
(SANTOS, 2011), as bebidas dos dois cultivares apresentaram caracteristicas
sensoriais semelhantes. Interessante observar que IPR 103 né&o foi descrito como
similar aos cultivares que o originaram (Icatu e Catuai). Os resultados evidenciam
ainda que as condi¢cdes edafoclimaticas proporcionaram aos IPRs 103 e 99 a
formagdo de atributos usualmente considerados de importancia para a
aceitabilidade.

As cultivares lapar 59, IPR 98, Icatu e Catuai formaram um grupo de
comportamento intermediério. Entre essas bebidas, a da cultivar IAPAR 59 foi
descrita como mais similar a da Bourbon, e a da cultivar Catuai (mais semelhante a
IPR 99 e 103) diferenciou-se pela menor intensidade de sabor &cido e verde (Figura
4.2 e Tabela 4.3). Enquanto Catuai € originada do cruzamento de cafés arabica
(Caturra Amarelo e Mundo Novo), as cultivares IAPAR 59 e IPR 98 séo originadas
de cruzamento com hibrido do Timor e Villa Sarchi, e Icatu amarelo é resultante de
cruzamento de um hibrido de robusta e arabica (Icatu vermelho) e cultivares arabica
(Mundo Novo e Bourbon Amarelo) (SANTOS, 2011).

Esses dados reforcam a importdncia da avaliacdo das caracteristicas
sensoriais em paralelo com o estudo de parametros de qualidade agrondmicos,
quando do desenvolvimento de cultivares, uma vez que cafés originados de
cruzamentos ndo levam necessariamente a uma bebida com caracteristicas

intermediarias ou similares as das cultivares que Ihe deram origem. N&o se observou
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também interferéncia de genes de resisténcia, uma vez que cultivares com genética
bastante diferenciada apresentaram bebidas descritas como semelhantes.

Ao fixar as condi¢des edafoclimaticas e de processamento foi possivel avaliar
de forma independente as diferencas sensoriais devidas a genética, mas cabe
ressaltar que essa analise é restrita as condi¢cdes do estudo. As cultivares podem
apresentar diferentes niveis de adaptacdo a regido estudada, bem como néo
desenvolver todos os atributos desejaveis no processo de torra, que foi igual para
todas as amostras. Assim, cultivares tradicionais como Icatu e, principalmente,
Bourbon apresentaram caracteristicas sensoriais que sugerem uma pior adaptagéo
as condigbes edafoclimaticas da regido de Mandaguari/PR. Em contrapartida,
cultivares oriundas de cruzamentos, com destaque para os IPRs 103 e 99,
demonstraram maior potencial de qualidade de bebida, sugerindo que houve melhor
adaptacdo a esta regido. Dessa forma ressalta-se a importancia de identificar as
caracteristicas sensoriais de cada cultivar considerando os fatores edafoclimaticos,
de maneira a poder direcionar o cultivo para regides onde cada café possa

expressar melhor seu potencial de qualidade.

4.4. CONCLUSOES

Padronizando-se condi¢des de cultivo, colheita, sele¢cdo e processamento foi
possivel verificar diferengcas sensoriais devidas somente a genética. Os cultivares
tradicionais (Bourbon, Catuai e Icatu) e desenvolvidos pelo IAPAR (IAPAR 59, IPR
98, 99 e 103) foram caracterizados e discriminados pelos atributos cor de café,
turbidez, aromas de café, chocolate, caramelo e doce, sabores amargo, acido e
verde e textura encorpada. O café Bourbon caracterizou-se como menos encorpado,
pela menor intensidade de cor e de sabor amargo. As cultivares tradicionais
(Bourbon, Icatu e Catuai) apresentaram caracteristicas sensoriais que sugerem
pouca adaptacdo as condi¢cbes edafocliméaticas. As bebidas dos cultivares IPR 99 e
IPR 103 foram caracterizadas como mais encorpadas e pela maior intensidade de
cor de café, turbidez, aroma de café, chocolate, caramelo e doce, demonstrando

bom potencial para plantio na regiédo estudada.
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CAPITULO 5

DITERPENES IN GREEN AND ROASTED COFFEE OF COFFEA ARABICA
CULTIVARS GROWING IN THE SAME EDAPHO-CLIMATIC CONDITIONS

(Submetido a revista Journal of Food Composition and Analysis)
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Summary

Lipids are important components of the flavor and aroma of coffee brews. The
diterpenes cafestol and kahweol have also received attention in recent years due to
their physiological effects in human health. However, few studies have been
conducted on the impact of the genetic variability in Coffea arabica diterpenes. In this
work green and roasted coffees of different cultivars of Coffea arabica, growing in the
same edapho-climatics conditions, were characterized by their cafestol and kahweol
contents. Mature coffee fruits from tradicional cultivar Catuai and modern crosses
cultivars IPR 100, IPR 102 and IPR 106 of two harvests were studied. The
harvesting, post-harvesting and process conditions were standardized for all
cultivars. The extraction of diterpenes was carried out in green and roasted coffee by
direct saponification with KOH and the quantification was carried out by HPLC. For
IPR cultivars, the content of kahweol was higher than the cafestol level. An inverse
behavior was observed for cultivar Catuai. The highest concentration of kahweol was
observed in cultivar IPR 106; cultivar IPR 102 showed the highest content of cafestol.
Kahweol/cafestol ratio is a characteristic of each cultivar and could be used as a tool
to discriminate among them.

Key words: IPRs cultivars, cafestol, kahweol, HPLC.

Highlights

1- There were differences in contents of diterpenes among traditional and
modern cultivars crosses.

2 -Traditional cultivars had higher levels of cafestol and lower of kahweol,
opposite to modern crosses.

3 - A kahweol/cafestol ratio was characteristic for each cultivar.

4 - The kahweol/cafestol ratio remained stable comparing two harvests and
after roasting process.

5 - Kahweol/cafestol ratio allowed the discrimination of traditional and modern

cultivars.
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5.1. Introduction

Coffee is the most consumed beverage in the world, and its quality and
functional properties are associated with compounds of interest, such as caffeine,
minerals, amino acids, lipids, phenolic compounds, melanoidins and sugars (Higdon
& Frei, 2006; Butt & Sultan, 2011).

Coffee olil is rich in diterpenes from the kauren family, especially cafestol
(C20H2803) and kahweol (C20H2603). Diterpenes are pentacyclic alcohols that are
based on the fusion of isoprene units (C5) to form the skeleton of 20 kauren carbons.
Kahweol differs from cafestol by a double bond between carbons 1 and 2, leading to
a spectrum with maximum peak absorption at different wavelengths (220 and 290

nm, cafestol and kahweol, respectivity) (Figure 5.1).

Figura 5.1. Structural formulas of kahweol (1) and cafestol (2).

Several studies have demonstrated the effects of the lipid compounds of
coffee, especially cafestol and kahweol, present in the unsaponifiable fraction, on
human health. These compounds have desirable effects against cancer (Muriel &
Arauz, 2010; Cavin, Holzhauser, Scharf, Constable, Huber, & Schilter, 2002) and
diabetes (Chu, Chen, Black, Brown, Lyle, Liu, & Ouc, 2011), induce the degradation
of toxic substances, protect against aflatoxin B1 (Cavin et al., 2002), have antioxidant

(Lee, Choi, & Jeong, 2007; Chu et al., 2011) and anti-inflammatory activities (Kim,
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Kim, Hwang, Lee, Lee, Kim, Kim, & Jeong, 2006; Chu et al., 2011) and have a
hepatoprotective effect (Lee et al., 2007; Muriel & Arauz, 2010). However, cafestol
has also been reported as a cholesterol-raising factor for human health (Cruchten,
De Haanc, Mulderd, Kunnee, Boekschotena, Katanf, Aartsc, & Witkampa, 2010).

Coffea arabica coffee has higher cafestol content than Coffea canephora
(Speer & Kolling-Speer, 2006). Kahweol was reported to be specific to arabica coffee
(Campanha, Dias, & Benassi, 2010; Dias, Campanha, Vieira, Pereira, Pot,
Marraccini, & Benassi, 2010) or was only present in trace amounts in C. canephora
(Roos, Van Der Weg, Urgert, Van De Bovenkamp, Charrier, & Katan, 1997; Speer &
Kolling-Speer, 2006).

The differences in the chemical composition, quality and acceptability of coffee
brews are usually related to the agronomic and environmental conditions (genetic
factors, altitude, temperature, hydric demand, types and levels of fertilization,
maturation of the beans), and harvesting and post harvesting conditions, and process
such as roasting and storage (Ky, Louarn, Dussert, Guyot, Hamon, & Noirot, 2001;
Leroy, Ribeyre, Bertrand, Charmetant, Dufour, Montagnon, Marraccini, & Pot, 2006;
Silva, Mazzafera, Brunini, Sakai, Arruda, Mattoso, Carvalho, & Pires, 2005;
Laderach, Collet, Oberthir, & Pohlan, 2006).

From these factors that affect the composition of coffee, genetic variability has
been highlighted as directly contributing to the diversity considering the acidity,
sugars, fat and caffeine contents (Scholz, Prete, Crudi, & Magri, 2000) and sensory
quality (Medina Filho, 2007). Parameters such as altitude and temperature are also
known to exert different effects on certain components (cell wall carbohydrates,
chlorogenic acids, lipids and caffeine) depending on the cultivar (Joet, Laffarge,

Descroix, Doulbeau, Bertrand, Kochko, & Dussert, 2010).



130

Considering the lack of information about the influence of genetic variability on
diterpene profiles for C. arabica cultivars and due to the high number of parameters
that may influence the composition of coffees, the aim of the study was to
characterize the cafestol and kahweol contents of different coffee cultivars grown in
the same edapho-climatic conditions. As the harvesting, post-harvest and roasting

processes were standardized, the genetic diversity could be evaluated.

5.2. Material and methods

5.2.1. Raw material

Arabica coffee beans of the different cultivars were collected in Mandaguari —
PR - Brazil, at the Agriculture Technologic Park of Coop COCARI located at latitude
23°32'52" (South), with an altitude of 650 m and an average annual temperature of
22-23°C. The traditional cultivar Catuai (with its well-established production in
various regions of Brazil) and new cultivars from the IAPAR coffee breeding program

were studied. The genetic backgrounds are described in Table 5.1.

Table 5.1 — Genetic background of the cultivars studied.

Cultivar Breeding*

Red Catuai Yellow Caturra (single mutation of Red) x Mundo Novo
(hybridization of Red Bourbon and Sumatra)

IPR 100 Catuai Shy, Shs

IPR 102 Catuai and Icatu derived

IPR 106 Icatu genetic background

From: Ito, Sera, Sera, Del Grossi, & Kanayama, 2008; Santos, 2011.

The samples were harvested from May to July 2009 and May to July 2010.

Cherry fruits were manually selected, washed and sun-dried on a patio. The green
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coffee beans were processed and standardized in grade 16-sized sieves (6.5 mm),
and all defective beans were removed (Brasil, 2003).
The green coffee beans were frozen (-18°C) and ground (0.5 mm patrticles) in

a disk mill (PERTEN 3600, Kungens Kurva, Sweden), using liquid nitrogen to prevent
oxidation of compounds in the matrix, immediately prior to analysis (Dias et al.,
2010). For roasted coffee, a roaster (Rod-Bel, Sdo Paulo, Brazil) was used for 8-11
minutes at temperatures of 200-210°C, which reached a medium roasting degree, as
described by Kitzberger, Scholz, Pereira, Vieira, Sera, Silva, & Benassi (2010). The
samples were ground in a manual disk grinder (FAMA, Indaiatuba, Brazil), stored in
plastic bags and kept in a freezer (-18°C) until analysis.

To characterize the roasting process, color parameters were measured using
CIE illuminant C, 10° angle and a CIE standard observer. The coffees presented a
lightness of 28.2 £ 2 and a hue of 53.8 + 3.

The moisture content (oven set at 105°C to constant weight) was also

determined to express the results in terms of dry basis (d.b.).

5.2.2. Material and equipments
For sample extraction and preparation of the mobile phase, the following
reagents were used: HPLC grade tercbutyl-methyl ether (Acrés Organics, New
Jersey, USA), KOH (Quimex, S&o Paulo, Brazil) and HPLC grade acetonitrile (J.T.
Baker, Xalostoc, México). Kahweol and cafestol standards (Axxora, San Diego, USA)
with a purity of 98% and certified by Alexis Biochemicals (Lausen, Switzerland) were
used.
A Minolta CR-410 Colorimeter (Konica Minolta Sensing INC, Osaka, Japan),

FANEM 315 SE oven (Fanem, S&o Paulo, Brazil) and Sorvall SS-3 centrifuge (lvan
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Sorvall INC, New York, USA) were employed. A high pressure liquid chromatography
Surveyor Plus (Thermo Scientific, San Jose, USA) was also used, consisting of an
autosampler with Peltier temperature control and oven integration (Surveyor Plus),
quaternary pump (Surveyor LC Plus), diode array detector (Surveyor PDA Plus) with
automatic injector (25 pL), ChromQuest 5.0 chromatography data system and an

SS420 interface.

5.2.3. Diterpenes analysis

The coffee samples (0.2000 g) were saponified at 80°C for 1 h with 2.0 mL of
2.5 M L™ potassium hydroxide (96% ethanol, v/v). After adding 2.0 mL of ultrapure
water, the unsaponifiable extraction was made with 2.0 mL of tercbutyl-methyl ether,
and after agitation and centrifugation (3 min at 3000 rpm), the organic phase was
collected. This extraction procedure was repeated three times. Distilled water (2 mL,
for cleaning up) was added, and the extract was evaporated to dryness in a water
bath (70°C). After resuspension in 4.0 mL of the mobile phase, the extract was
filtered through a 0.45 ym nylon membrane (Millipore, Billerica, USA) (Dias et al.,
2010). The extractions were performed in duplicate (Figure 5.2). The green coffee
samples were weighed directly in the centrifuge container with 2 mL of KOH to
prevent oxidation of the diterpenes (Dias et al., 2010).

The analysis was conducted as described by Dias et al. (2010) using a
reversed-phase Spherisorb ODS 1 column (250 mm x 4.6 mm id 5 mm) (Waters,
Milford, USA). Isocratic elution of acetonitrile/water (55/45 v/v) was performed, using
a flow rate of 0.9 mL min™. Detection of cafestol and kahweol was performed at 220
and 290 nm, respectively. An oven temperature of 25°C was applied for 20 minutes.

The identification of the compounds was based on retention time comparisons and
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co-elution with known standards. All samples were submitted for duplicate extraction

and injection.

Weigh ground sample .| Add2mL 2.5 M KOH .| Heat in bath J  Add2mL
(0,2 g) in test tube "|  (in ethanol 96%) | (80°C,1h) distilled water
v

Collect organic phase in

Extract with 2 mL methy] tertbutyl ether weighed tube (repeat 3 fimes)

A\ A
Add 2 mL water to extract.
Homogenize and discard Centrifugation (3000 RPM, 2 min)
water phase "
Water bath to Resuspend in 4 mL Membrane
cvporaon (1°)| | Eher extract | —» of mobile phase || fltration (0.45 pm)[ " HPLC

Figure 5.2. Flowchart of unsaponifiable coffee matter extraction (DIAS et al., 2010).

Quantification was carried out by external standardization, generating
calibration curves with cafestol and kahweol concentrations between 50 to 1000 mg
100 g™ (six different concentrations in triplicate).

The data were analyzed by two-way ANOVA, considering the cultivar and
harvests as the sources of variation, and Tukey's test (p<0.05) using Statistica 6.1

software (Statsoft, 2006).

5.3. Results and discussion
A high variability in the composition of diterpenes was observed for both green

and roasted coffees of different cultivars (Table 5.2 and 5.3).
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Table 5.2 - Content of kahweol and cafestol (mg 100 g™ db) in green coffees of

different cultivars considering two harvests (2009 and 2010)*.

Cultivars
Component  Harvest
Catuai IPR 100 IPR 102 IPR 106
2009 604+8% 3284320 356434  325+14P
Cafestol
2010 422+13" 221+16°8 480422 250+6°8
2009 371+6% 892:+59% 605452  086+46%
Kahweol
2010 451+6% 673+43%8 530942°A  847+34%
2009 975+13% 1221491%*  960+86™  1312+60*
Total
Diterpenes
P 2010 873+19° 8944598 1020+0%%  1106+40°®

*Mean of four analyses.

**Different small letters in the same line indicate significant differences among cultivars (p>0.05).
***Different capital letters in the same column indicate significant differences between harvests for the

same component (p>0.05).

Table 5.3 - Content of kahweol and cafestol (mg 100 g* db) in roasted coffees of

different cultivars considering two harvests (2009 and 2010)*.

Cultivars
Component Harvest
Catuai IPR 100 IPR 102 IPR 106
2009 668+52% 339417 394478 35745
Cafestol
2010 541+2%8 270+1°® 427+1° 246+9%
2009 439443 939+25% 691+4™  1096+83*
Kahweol
2010 556:+9° 812+20% 548+20®  851+41%
ot 2009 1107+96° 1278+42%*  1086+3°®  1453+88*
ola
Diterpenes
P 2010 1097+12% 108242128 975421%®  1097+51%

*Mean of four analyses.

**Different small letters in the same line indicate significant differences among cultivars (p>0.05).
***Different capital letters in the same column indicate significant differences between harvests for the

same component (p>0.05).
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Roos et al. (1997) had already reported large differences in the contents of
cafestol and kahweol between coffees from different species grown in the same
region. It is important to highlight that, in Coffea, variations in diterpenes could
possibly be attributed to genetic peculiarities of the bean, and geographic and
cultivation conditions (Sridevi, Giridhar, & Ravishankar, 2010). In this study, because
of the growing conditions, harvesting and processing were standardized for all the
samples, the differences can be mainly attributed to the genetic characteristics of
each cultivar.

For green coffee, there was a difference in the cafestol and kahweol contents
between the IPR cultivars and Catuai in the two harvests. The concentration of
cafestol ranged from 221 to 604 mg/100 g of green coffee. Kahweol showed an even
higher variation, between 371 to 986 mg/100 g of green coffee. IPR 100 and IPR 106
contained a high concentration of kahweol when compared to the other cultivars
(Table 5.2).

Kurzock & Speer (2001) reported values of approximately 270 to 670 mg/100
g and 110 to 350 mg/100 g for cafestol and kahweol, respectively. Interestingly,
Catuai have values near this range, but the IPRs have a different profile. Among
IPRs, IPR 102, derived from a cross of Icatu and Catuai, behaved more similarly to
traditional cultivars than to cultivar IPR 106 (only an Icatu genetic background) and
IPR 100 (Catuai genetic background). For Icatu, Kitzberger et al. (2010) reported the
cafestol, kahweol and total diterpene content to be 501, 433 and 934 mg/100 g,
respectively, for green coffee and 683, 635 and 1318 mg/100 g, respectively, for
roasted coffee.

In the 2010 harvest (the second year of the biennial cycle of coffee), there was

a decrease in the level of each diterpene compared with the previous year. However,
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no difference was observed in the total diterpenes levels in green beans between the
cultivars, except of IPR 106 (Table 5.2). The total diterpenes content varied from 873
to 1312 mg/100 g in the two harvests, which is comparable with the levels reported in
the literature (700 to 1300 mg/100 g) by Speer & Kdlling-Speer (2006).

For roasted coffee, the cafestol content ranged from 246 to 683 mg/100 g and
kahweol ranged from 439 to 1096 mg/100 g (Table 5.3). For Brazilian arabica
coffees, Campanha et al. (2010) observed levels of 360 to 478 mg/100 g and 661 to
866 mg/100 g for cafestol and kahweol, respectively. De Souza et al. (2010)
analyzed five brands of Brazilian arabica coffees and reported cafestol and kahweol
concentrations of 460 to 470 mg/100 g and 570 to 800 mg/100 g, respectively.

Our results (Table 5.3) were slightly above the range of those reports.
However, Campanha (2008) described lower values of cafestol (275 to 282 mg/100
g) and higher values of kahweol (787 to 933 mg/100 g) for C. arabica cv IAPAR 59
(derived from Timor Hybrid X Villa Sarchi -Sarchimor) with different degrees of
roasting, similar to that observed for IPRs.

The cafestol and kahweol contents of roasted coffees were higher compared
to green coffee in all varieties (increase of 3 to 36% for cafestol and 5 to 47% for
kahweol) (Table 5.2 and 5.3). The relative increase in concentration can be attributed
to the degradation of thermolabile constituents during the roasting process. There is
disagreement in the literature over the stability of diterpenes with the roasting
process. Some authors have reported that diterpenes could form dehydro derivatives
(dehydro cafestol and kahweol) and other degradation products from roasting, thus
reducing their levels (Kurzock & Speer, 2001, Speer & Kolling-Speer, 2006). Urgert,
Van Der Weg, Kosmeijer-Schuil, Van De Bovenkamp, Hovenier, and Katan (1995)

evaluated the behavior of kahweol and cafestol in C. arabica of intense roasts
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(26.5% weight loss) and concluded that roasting did not reduce the concentration of
these compounds. Campanha et al. (2010), working with three degrees of roasting
for different coffee blends, reported that increasing the degree of roasting did not
lead to a reduction in diterpene content. Dias, Faria, Mercadante, Bragagnolo, and
Benassi (2011) evaluated the degradation of cafestol and kahweol (time of 2-10 min,
maximum temperature of 230°C) and observed that although dehydro derivatives
occurred with more intense processes of roasting, the levels of cafestol and kahweol
remained stable due to the increased concentration of lipids during the roasting
process.

The kahweol/cafestol relation for the different cultivars remained quite similar
in the two coffee harvests studied, regardless of the biennial cycle of coffee (Figure

5.3).
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Figure 5.3. Kahweol/cafestol ratio for green (a) and roasted (b) coffees in the harvest

2009 and 2010.

The kahweol/cafestol ratio for the IPR cultivars ranged from approximately 1.1

to 3.5 for both green and roasted coffee, as the amount of kahweol was always
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higher than cafestol in those cultivars. A different behavior was observed for the
cultivar Catuai which showed a kahweol/cafestol ratio from 0.6 to 1.1. Similar results
(kahweol/cafestol ratio of 0.9) were reported for cultivar Icatu (Kitzberger et al., 2010)

The cultivars IPR 100 (Catuai genetic background) and IPR 106 (Icatu genetic
background) showed a kahweol/cafestol ratio of approximately 3 (both harvests).
Meanwhile, Catuai showed the lowest ratio. The cultivar IPR 102, whose genetic
background contains Icatu and Catuai, showed an intermediate ratio. Considering
the health issues, the crosses that generated the IPR cultivars were interesting as
they showed higher kahweol content and, conversely, lower cafestol content
compared to traditional cultivars. Kahweol has been associated with beneficial health
effects, while cafestol has been proven to have a role in cholesterol-raising
mechanisms (Higdon & Frei, 2006; Butt & Sultan, 2011). Thus, the balance between
cafestol and kahweol in IPR cultivars, without altering the total amount of diterpenes,
can positively impact consumers. Therefore, in relation to health and technology
aspects, the knowledge of the behavior of diterpenes between different cultivars and
growing conditions may be used to assist in the selection of cultivar coffee that is
most appropriate for each type of preparation (filtered, express or Italian). According
to Urgert et al. (1997), coffee prepared with a filter retains the diterpenes and would
be more suitable for coffees with high cafestol content.

Considering the results, it is proposed for the first time in the literature that the
kahweol/cafestol ratio was a defining characteristic of each cultivar. It was also
interesting that this relation was not affected by the roasting process, indicating that
the kahweol/cafestol ratio could be used to characterize the cultivars regardless of

the degree of roasting (Figure 5.3 a and b).



139

Further work characterizing the gene expression of these cultivars and
associating them with the diterpenes profiles may be useful for finding genes
involved in the metabolism of cafestol and kahweol and to develop molecular

markers for diterpenes in coffees.

5.4. Conclusions

The differences in the cafestol and kahweol profiles of traditional and modern
crosses of coffee were attributed to their genetics, and little variation was observed
due to the harvest and roasting process. In general, the content of diterpenes
increased with the roasting process and decreased in the second year of the biennial
cycle of the coffees.

The total content of diterpenes was similar for all cultivars, but the content of
kahweol and the kahweol/cafestol ratio was higher for modern crosses IPR 100 and
IPR 106. This behavior persisted in the two analyzed harvests. The kahweol/cafestol
ratio is important to discriminate cultivars of different genetic backgrounds and may
be used to assist in the selection of cultivar coffee that is most appropriate for each

type of beverage preparation.
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6. CONCLUSAO GERAL

A diversidade genética contribuiu para a variabilidade de composi¢cdo nos
gréos verdes de café, nos cafés torrados e, consequentemente refletiu-se na
atividade antioxidante e nas caracteristicas sensoriais das bebidas de café das
diferentes cultivares (modernas e tradicionais).

De forma geral, considerando gréos verdes e torrados, 5-ACQ (entre os
compostos sensiveis ao processo de torra) e diterpenos (entre os termoestaveis)
foram 0s que se destacaram na discriminagdo entre cultivares modernas e
tradicionais.

A introgresséo de genes de resisténcia de C. canephora aumentou os teores
de caveol e os valores da relagéo caveol/cafestol. A relagdo caveol/cafestol mostrou-
se caracteristica para as cultivares, propondo-se entdo seu uso como discriminador
entre cafés arabica com diferentes background genético.

As diferencas na composigdo quimica, atividade antioxidante e caracteristicas
sensoriais devido a diversidade genética afetam a qualidade do café ardbica,
ressaltando-se a importancia da avaliagdo desses parametros no desenvolvimento

de novas cultivares.
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7. CONSIDERAGCOES SOBRE O TRABALHO E SUGESTAO DE ESTUDOS
FUTUROS

Os dados de composicdo, andlise antioxidante (funcionalidade) e
caracteristicas sensoriais em condigfes de cultivo fixas, podem ser usados para um
direcionamento da implantag&o de novas lavouras na regiao de estudo (Mandaguari-
PR), aproveitando assim o beneficio do melhoramento genético a fim de se ter
composicao favoravel para uma boa qualidade sensorial.

A padronizagdo das condigbes empregadas no trabalho foi essencial para
permitir comparagdo entre o background genético e uma visdo dos efeitos da
introgresséao de genes de C. canephora nos melhoramentos. No entanto, conforme
mencionado nas conclusfes, quando se estuda cultivares diferentes em mesmo
local de cultivo, os efeitos da genética sdo observados em um ambiente especifico.

Apesar das condigcdes edafoclimdticas e de processamento serem
padronizadas, verificou-se que, além da variabilidade atribuida & diversidade
genética, deve-se considerar que os cultivares podem responder de forma
diferenciada ao ambiente de cultivo. Algumas caracteristicas especificas da matriz
do café verde, torrado, e sensoriais observadas no trabalho podem ser devidas a
interacdo entre o gendtipo e o ambiente, sendo assim correspondentes ao local de
producéo dos cafés.

Informacdes de interesse poderiam ser obtidas realizando-se estudos
similares em outras localidades com condi¢bes edafocliméticas diferentes a fim de
se avaliar o comportamento destas mesmas cultivares a regides ou mais quentes ou
mais frias. O mesmo se aplica as outras condi¢bes edafoclimaticas e de cultivo. A
partir dos resultados obtidos nesse trabalho pode-se também estudar uma nutricao
da planta especifica para cada cultivar para tentar obter uma melhor resposta ao
ambiente das cultivares que nao tiveram boas caracteristicas de bebida, de

composic¢ao ou funcionalidade.



ANEXO A

Estrutura quimica dos compostos estudados.
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Composto

Férmula Molecular

Estrutura

Acido quinico

((1S, 3R, 4S, 5R)-1, 3, 4, acido 5-

tetrahydroxycyclohexanecarboxyli

co)

C:7H1206

Acido citrico
(Acido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico)

CeHsO7

Acido mélico

(Acido hidroxibutanodioico)

C4Hs0Os

Cafeina

(1,3, 7-trimetilxantina)

C:BHlON402

Trigonelina
(1-metilpiridinium-3-carboxilato

monohidrato)

C7HyNO,

Acido nicotinico

(n-metil nicotinamida)

CsHsNO>

Acido clorogénico
(acido 1,3,4,5-
tetrahidroxiciclohexano-
carboxilico) - 5-ACQ

ClGHlBOQ

Cafestol

(3bS,5aS,7R,8R,10aR,10bS)-
3b,4,5,6,7,8,9,10,10a,10b,11,12-
Dodecahydro-
7-hydroxy-10b-methyl-5a,8-
methano-5aH-
cyclohepta[5,6]naphtho[2,1-
b]furan-7-methanol

CZOHZBOS

Caveol

(3bS,5aS,7R,8R,10aR,10bS)-
3b,4,5,6,7,8,9,10,10a,10b-
Decahydro-7-hydroxy-10b-
methyl-5a,8-Methano-5aH-

cyclohepta(5,6)naphtho(2,1-
b)furan-7-methanol)

CZOHZGOS




