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RESUMO

As espécies de café mais consumidas pela populagdo mundial sdo o C. arabica e o C.
canephora (roubusta ou conilon). Essas espécies apresentam diferengas quanto a
concentracdo de metabolitos secundarios que foram investigados tanto em graos verdes
como torrados. O efeito do processamento de torra foi investigado em ambas as espécies
de café por espectroscopia Raman e Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR) combinadas com ferramentas quimiométricas de Analise das Componentes Principais
(ACP) e ANOVA-Analise de Componentes Simultaneos (ASCA). As impressoes digitais
foram obtidas através de um planejamento estatistico de mistura de 4 componentes
(isopropanol, etanol, agua e hexano). A mistura bindria etanol/agua (1:1: v:v) promoveu
maiores discriminagdes e forneceu informacdes quimicas relevantes quanto ao
processamento do café (verde x torrado) de C. canephora, enquanto que a mistura ternaria
isopropanol/etanol/agua (1:1:1 v:v:v) foi importante na discriminacdo das espécies (C.
arabica % C. canephora). Na analise exploratoria dos espectros Raman o método ASCA
mostrou que a mistura etanol/agua (1:1 v:v) permite visualizar mudangas espectrais da
composi¢ao quimica relacionadas ao processamento (verde X torrado), discriminacao das
espécies e a interacdo entre processamento € espécie. A mistura terndria
isopropanol/etanol/agua (1:1:1 v:v:v) mostrou que o processamento foi o inico fator que
apresentou efeito significativo na discriminacao das espécies. Na analise dos espectros
FT-IR por ACP a mistura bindria etanol/agua (1:1 v:v) discriminou a espécie C.
canephora em relagdo ao processamento (verde X torrado) enquanto que a mistura
ternaria isopropanol/etanol/agua (1:1:1 v:v:v) discriminou as espécies torradas de C.
arabica e C. canephora.

Palavras-chave: C. ardbica; C. canéfora, espectroscopia Raman; espectroscopia FT-IR;
analises quimiométricas; planejamento de misturas; efeitos; processamento.
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ABSTRACT

The coffee species most consumed by the world population are C. arabica and C.
canephora (robusta or conilon). These species have differences in the concentration of
secondary metabolites that were investigated in both green and roasted grains. The effect
of roasting processing was investigated in both coffee species by Raman and Fourier
Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy combined with chemometric tools of Principal
Component Analysis (PCA) and ANOVA-Simultaneous Component Analysis (ASCA).
The fingerprints were obtained through statistical mixture design of 4 components
(isopropanol, ethanol, water and hexane). The binary mixture ethanol / water (1: 1: v: v)
promoted greater discrimination and provided relevant chemical information regarding
the processing of coffee (green x roasted) of de C. canephora, while the ternary mixture
isopropanol / ethanol / water (1: 1: 1 v: v: v) was important in discriminating roasted
species (C. arabica x C. canephora). In the exploratory analysis of Raman spectra, the
ASCA method showed that the ethanol / water mixture (1: 1 v: v) allows visualization of
spectral changes in the chemical composition related to processing (green x roasted),
species discrimination and the interaction between processing and species. The
isopropanol / ethanol / water (1: 1: 1 v: v: v) ternary mixture showed that processing was
the only factor that had a significant effect on species discrimination. In the analysis of
FT-IR spectra by PCA the binary mixture ethanol / water (1: 1 v: v) discriminated against
C. canephora in relation to processing (green X roasted) while the ternary mixture
isopropanol / ethanol / water (1: 1: 1 v: v: v) discriminated the roasted species of C.
arabica and C. canephora.

Keywords: C. arabica; C. canephora; Raman spectroscopy; FT-IR spectroscopy;
chemometric analysis; statistical mixture design; processing.
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A presente dissertagdo de mestrado € constituida por 5 capitulos. No Capitulo 1
¢ abordada uma introdugdo, objetivos gerais e objetivos especificos.

O capitulo 2 apresenta os métodos quimiométricos utilizados: Analise das
Componentes Principais e ANOVA-Analise de Componentes Simultaneos.

O capitulo 3 apresenta os materiais € métodos utilizados no material vegetal.

O capitulo 4 apresenta os resultados e discussdes em relacao ao desenvolvimento
da dissertagao.

No Capitulo 5 ¢ apresentado uma conclusdo geral sobre o desenvolvimento da

dissertagao.
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1. INTRODUCAO

A extracdo de metabdlitos em materiais vegetais apresentou um crescimento
expressivo nos ultimos anos, fato justificado pelas diversas aplicagdes a que vém sendo
destinados, como cosméticos, suplementos alimentares e farmacéuticos!, além dos
sistemas analiticos de controle de qualidade na industria de alimentos e investigacdes
quimiotaxondmicas.? Existe uma ampla variedade de métodos que podem ser empregados
para a extracdo de metabolitos secundarios, desde aqueles cujo processo ocorre em
sistemas fechados ou abertos, como a quente ou a frio.>* Dentre esses, a extracdo solido-
liquido quando combinada com técnicas de analise qualitativa e/ou quantitativa, favorece
de forma significativa a identificagdo de metabolitos, como exemplo no café.’

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo e cerca de 80 % dos
adultos da populag¢io mundial fazem o uso da bebida energética.® O Brasil corrobora com
um terco da produgdo mundial e é o maior exportador no mercado internacional.’
Segundo dados estatisticos da Companhia Nacional de Abastecimento® a estimativa de
producao da safra de café em 2019 foi equivalente a 48,99 milhdes de sacas de 60 kg.
Desse total, 34,47 milhdes de sacas foram da espécie arabica e 14,52 milhdes da espécie
conilon, o que representou uma reducao de aproximadamente 20,5 % em relacdo a 2018,
no qual o pais colheu um volume de 61,66 milhdes de sacas.’

A planta do cafeeiro pertence a familia Rubiceae e Género Coffea. As espécies
predominantes na producdo mundial sdo Coffea arabica (café arabica) e Coffea
cenephora (café robusta ou conilon). A diferenca entre as espécies arabica e conilon se
da tanto geneticamente (nimero de cromossomos, 44 e 22 respectivamente) como no
aspecto fisico e composicdo quimica. O Coffea arabica possui caracteristicas acidas e
10,11

aromas intensos enquanto que o Coffea cenephora apresenta amargor mais intenso.

O processo de torra ¢ um dos fatores mais importantes relacionados a qualidade do cafg,
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uma vez que a composi¢io quimica do grio verde, ao ser torrado, ¢ alterada.'? Diterpenos
como cafestol ¢ kahweol sofrem alteragdes em diferentes niveis de torrefagdao. Estudos
indicam que a medida que se aumenta a intensidade da torrefagdo, as concentragdes de
kahweol diminuem significativamente. Em torrefagdes leves, por exemplo, a
concentracdo de cafestol e kahweol ¢ mais alta em relacdo a torrefacdes médias e
elevadas.®

Os aspectos sensoriais como aroma, sabor e corpo do café estdo relacionados a
substancias volateis e ndo volateis produzidos durante o processo de torrefacao. Os graos
de café sofrem diversas alteragdes fisicas e quimicas quando submetidos a torrefagao e,
consequentemente o sabor e a bioatividade da bebida também se alteram. A composi¢ao
final do café varia conforme a matéria prima, grau de torra e outras variaveis de torrefacao
(fluxo de ar e temperatura).'>!* O processo de torra, principalmente em temperaturas
acima de 180° C, leva a alteracdo de compostos organicos como acido clorogénico,
sacarose, trigonelina e alguns aminoacidos. A diminui¢do de compostos fenolicos que
ocorrem através da torrefacdo ¢ identificada na degradagao do acido clorogénico. Devido
a instabilidade térmica, o acido clorogénico sofre isomerizagao, lactonizacao, hidrélise e
degradacao em compostos de baixo peso molecular, dentre outras reagdes e modificagdes
quimicas, o que contribui para o desenvolvimento de cor e sabor *. A Figura 1 ilustra as

reagOes quimicas supracitadas.
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Figura 1 - Rea¢des quimicas do 4cido clorogénico apds a torrefagio'

Condig¢des de plantio tais como clima, posi¢ao geografica e disposi¢ao do plantio
estdo diretamente relacionados aos metabolitos primarios e secundarios no café e
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influenciam na qualidade do produto final *°. Metabolitos sao definidos como produtos

intermediarios ou finais em uma amostra bioldgica e o conjunto de metabdlitos de baixa
massa molecular em um sistema biologico corresponde a um metaboloma.'®

Ambas as espécies apresentam uma gama de compostos biologicamente ativos
como acido nicotinico, trigonelina, acido quinolinico, acido tanico, acido pirogalico e
cafeina. O café possui também alguns compostos fenolicos antioxidantes como acido
cafeico e acido clorogénico. Os 4cidos clorogénicos ainda incluem alguns subprodutos de
isomeros como 4cidos cafeoilquinicos e dicafeoilquimicos.!”!®
A Tabela 1 apresenta a composi¢ao quimica de graos crus de café do tipo ardbica

e conilon. As duas espécies se diferenciam nos teores de cafeina, acidos clorogénicos

totais, sacarose e lipideos.
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Tabela 1 - Composi¢io quimica dos cafés crus arabica e conilon (g/100g)!'*

Componentes Arabica Conilon
Cafeina 0,9-1,30 1,5-2,50
Trigonelina 0,6-2,0 0,6-0,70
Acidos Clorogénicos 4,10-7,90 4,40-4,50
Acidos Alifaticos 1,50-1,90 0,90-1,40
Acido quinico 0,47-0,57 0,31-0,39
Acucares redutores 0,10-0,80 0,31-0,40
Sacarose 6,25-8.45 0,90-4,85
Polissacarideos 43,0-45,0 46,9-48.3
Proteinas 10,0-11,0 11,0-15,0
Lipideos 15,0-17,0 7,0-10,0

O consumo de café no mundo tem como caracteristica a diversidade da afinidade
de aroma e gosto por parte dos consumidores e para atender a essa necessidade misturas
ou blends de C. canephora e C. arabica sao feitas uma vez que cada espécie contribui
com suas caracteristicas especificas.'” Nesse sentido, a inddstria do café tem investido em
métodos analiticos a fim de identificar e diferenciar metabolitos entre as espécies ja que
valor comercial do café¢ arabica ¢ em média duas vezes maior em relacdo ao café
conilon. %%

M¢étodos analiticos tém contribuido no desenvolvimento de abordagens
metaboldmicas para o controle de qualidade e, segundo a literatura cientifica as principais
sdo: impressdo digital metabolica, metabolomica ndo-alvo e metabolomica alvo. A
primeira e a segunda contribuem na classificacdo de amostras com origens bioldgicas

diferentes?!*?

, enquanto que a terceira visa quantificar metabolitos com propriedades
quimicas semelhantes, os chamados biomarcadores.’>* Os metabdlitos mencionados
podem ser classificados em primarios, que contribuem no desenvolvimento de fungdes

basicas de um organismo como respiragio celular e sintese de aminoacidos** e

secundarios, que sao aqueles metabolitos que desempenham fungdes que permitem que o
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organismo resista aos fendmenos fisicos que o meio ambiente exerce sobre ele, como luz
solar, excesso e escassez hidrica e também a patogenos, produzindo antifingicos e
antivirais®® Dentre os principais metabélitos investigados no café, destacam-se a cafeina
e compostos fendlicos, como acido clorogénico e seus isdmeros, bem como diterpenos,
trigonelina e agucares. '

Com a finalidade de identificar e quantificar os metabdlitos do café, varias
técnicas analiticas tém sido utilizadas como exemplo a espectrofotometria ultravioleta-
visivel (UV-Vis)?%, espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, near infrared
spectroscopic)?’, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR,
Fourier transform infrared spectroscopy)®® e espectroscopia Raman.?’ Quando essas
técnicas sdao trabalhadas concomitantemente com ferramentas quimiométricas o
monitoramento e andlise do café¢ se tornam mais eficazes no que se diz respeito a
identificagdo e, porventura, quantificagio dos metabdlitos secundarios.>°

O café apresenta uma composi¢do complexa, contendo agucares, aldeidos,
cetonas, lipideos, compostos fenodlicos, acidos e demais compostos que asseguram 0s
aspectos sensoriais e farmacologicos deste material.'>*! Como estratégia analitica, a
extracao por solventes pode ser delineada com um planejamento estatistico de mistura,
de modo a utilizar solventes puros e/ou combinados, para maximizar a extragao
qualitativa e quantitativa dos compostos de interesse. No que se refere ao planejamento
de mistura e a escolha dos solventes, os pardmetros de Snyder (polaridade, acidicidade,
basicidade e dipolaridade)*? auxiliam na escolha dos solventes que potencializam a
obtencdo de estruturas e moléculas com distintos comportamentos quimicos. Frente a
complexidade metabolomica dessas espécies, nosso grupo através da pesquisa em
ciéncias naturais, tem buscado desenvolver metodologia analitica para investigar

metabolitos que promovem discriminagdes de Coffea arabica sujeitas ao aumento de
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CO*, estresse hidrico?’, adensamento®’, entre outros. Para isso, planejamento estatistico

de misturas sdo usados com diferentes solventes com propriedades quimicas distintas.
Diante do exposto, o objetivo geral dessa pesquisa foi verificar a diversidade

metabolomica de graos de cafés verde e torrado das espécies Coffea arabica e Coffea

canephora por meio de técnicas analiticas e ferramentas quimiométricas.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o solvente ou mistura de solvente que discrimina as amostras de C.
arabica e C. canephora verdes e torrados.

Identificar metabolitos ou grupo de metabdlitos nos extratos que discriminam tanto
as espécies como o processamento (verde X torrado) do café por meio de impressao

digital espectroscopica.



Capitulo 11
Meétodos Quimiomeétricos
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QUIMIOMETRIA

Quimiometria ¢ a disciplina da quimica que usa métodos matematicos e
estatisticos para planejar ou selecionar condi¢des o6timas de medidas e experimentos e
extrair 0 maximo de informacgdo de dados quimicos.>* E uma disciplina interdisciplinar
que permite alcangar e contribuir para areas como Engenharia, Biologia, Ciéncias Sociais,
Economia e Agronomia entre outras diversas areas do conhecimento®®. A fim de realizar
uma redu¢do do numero de variaveis geradas pelas técnicas analiticas, os métodos de
analise multivariada sio amplamente utilizados.>® Uma andlise multivariada pode ser
explorada de maneira supervisionada ou nao-supervisionada. O método supervisionado
utiliza de ferramentas matemadticas para classificacdo por meio do conjunto de dados,

enquanto que o método nado-supervisionado realiza agrupamentos ou clusters entre

amostras sem que haja necessidade de ter conhecimento prévio sobre elas.’

1.1. Planejamento Estatistico de Misturas

As propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas proporgdes de seus
ingredientes e ndo em sua totalidade. A soma de todas elas sempre equivale a 100 %,
neste sentido, para uma mistura de q componentes ¢ certo que:

doxi=1 Eq. 1
no qual x; representa a proporc¢ao do i-€simo componente em uma escala em que 100 %
equivale a um. A equacdo possui um grau de liberdade a menos das proporgdes, no
entanto, ¢ necessario conhecer apenas as propor¢des de g-/ componentes, entdo, a

quantidade do ultimo componente ira corresponder ao que restar para completar 100 %.
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Em sistemas que contém trés fatores independentes, os experimentos obedecem

a equagao:
X1+ X+ x3=1 Eq.2
que define um tridngulo equilatero inscrito no cubo.’® Em uma mistura de quatro
componentes o modelo possui dez termos em um planejamento do tipo centroide-simplex,

disposto em um tetraedro (Fig. 2).

xr=1

xX1=x2=x4=1/3

X1=xo=x3=x4=1/4

xr=x3=x4=1/3

xr=xo=x3=1/3 Xo=x3=x4=1/3

Figura 2 - Planejamento experimental para estudo de misturas de quatro componentes —
centroide-simplex>®

1.2. Analise das Componentes Principais

A Andlise das componentes principais (ACP) ¢ uma ferramenta capaz de reduzir
a quantidade de variaveis através de combinagdes lineares no qual a importancia de cada
variavel € representada pelos pesos ou loadings. A ACP também maximiza a variancia
da combinagcdo linear das variaveis.>**°

Os dados espectroscopicos e cromatograficos podem ser dispostos em uma

matriz M de # linhas (amostras) e p colunas (variaveis). A primeira componente principal



1.3.

30

contém a maior informagao estatistica que a segunda componente, e assim por diante.*!

No tratamento matematico a matriz M € convertida em trés matrizes de acordo

com a Equacdo 3.
M= TP +E Eq.3
No qual T corresponde a matriz dos escores, P’ a matriz transposta dos loadings ¢ E a

matriz dos residuos.?’

Analise de Variancia (ANOVA)-Analise de Componentes Simultaneos

Existe uma gama de ferramentas estatisticas capaz de aprimorar estudos
metabolomicos. Dentre elas, a extensdo Andlise Multivariada de Variancia (MANOVA)
permite a reducao da dimensao de dados com a finalidade de destacar grupos que tém
efeitos e interacdes significativos, porém essa ferramenta nao se aplica a dados em que o
ntimero de varidveis é superior as amostras.*!

A Anédlise de Variancia (ANOVA) — Andlise de Componentes Simultaneos
(ASCA, do inglés ANOVA-Simultaneous Component Analysis) € usada para quantificar
as fontes de variagdo dos dados. Para isso um planejamento fatorial tem que ser usado
como estratégia experimental, e a partir dos resultados as matrizes dos efeitos sao obtidas.
A andlise das componentes principais ¢ executada na soma das matrizes dos efeitos
segundo o planejamento experimental empregado, identificando as fontes de variacdo
relacionados aos efeitos especificos. Desta maneira, efeitos sutis que provavelmente nao
seriam identificados pela ACP podem ser detectados pelo ASCA.>’*? Para iniciar a
analise ASCA, deve-se selecionar um modelo linear e, logo apds, a ACP ¢ aplicada as

matrizes de efeito a fim de verificar as respostas metabolicas associadas a um efeito
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principal ou interagdes no grafico dos escores, de acordo com a Equagdo 4.4

Y= M, + T,PT + T,P} + TPl + Ye Eq.4

No qual T, , T}, e T, correspondem aos escores das respetivas submatrizes de

efeito e as colunas em P,, Pye P, correspondem aos loadings.*?
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MATERIAL VEGETAL

Os graos de café verde e torrado das espécies C. arabica e C. canephora foram

cedidos pela Companhia Cacique de Café Soluvel (polo Londrina — Parana — Brasil) no

1° semestre de 2019. As amostras foram fornecidas de acordo com o padrio de

processamento industrial (beneficiamento). Em laboratorio, foram moidos (aparelho IKA

— Al1l), peneirados (0,710 mm) e armazenados em recipientes fechados e alocados com

temperatura média de 16° C.

1.1. Preparo das fra¢oes metabdlicas

Para o preparo das fracOes metabolicas os reagentes utilizados foram a agua

ultrapura (18,2 MQ.cm, 25°C - purificagdo no equipamento Millipore Milli-Q Gradient -

Bedford, EUA), etanol Impex (Sao Paulo, Brasil), hexano Anidrol (Sao Paulo, Brasil) e

isopropanol Impex (Sao Paulo, Brasil), todos de grau analitico.

Um planejamento estatistico de mistura do tipo centroide-simplex (Fig. 3) com

4 solventes: agua, etanol, isopropanol e hexano e suas combinagdes binarias (1:1 v:v),

terciarias (1:1:1 v:v:v) e quaternarias (1:1:1:1 v:v:v:v) conforme a Tabela 2 foi delineado

a fim de verificar o comportamento extrativo, com base nos parametros de Snyder.

As proporgdes foram estabelecidas com volume normalizado em 60 mL.

Solvente Puro

Solvente -
Binario Ternatic inario

nnnnnn
Solvente

Solvente Quaternério
Ternério

Solvente Puro
Isopropanol

Solvente
Ternario

O AR AT R T Y T

Solvente Puro =

Etanol Ternario
Solvente
Bindrio

Solvente
Binario
Solvente Puro
Hexano

Figura 3 - Planejamento estatistico de misturas de componentes com replicagdo no
ponto central.
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Tabela 2 - Proporg¢des relativas dos solventes agua ultrapura (a), etanol (e), hexano (k) e
isopropanol (i) para planejamento estatistico de misturas de componentes com replicag@o
no ponto central e volume total normalizado em 60 mL.

Parametros Solvatocromicos de

Extrato  Solventes Snyder*?

i e a h Xd Xe Xn P
i 1 0 0 0 0,57 0,17 0,26 3,92
e 0 1 0 0 0,52 0,19 0,29 4.4
a 0 0 1 0 0,43 0,18 0,45 10,2
h 0 0 0 1 0 0 0 0
ie 1/2 1/2 0 0 0,55 0,18 0,27 4,1
ia 1/2 0 1/2 0 0,5 0,18 0,35 7,06
ih 1/2 0 0 1/2 0,28 0,08 0,13 1,89
ea 0 1/2 1/2 0 0,48 0,19 0,37 7,3
eh 0 1/2 0 1/2 0,26 0,09 0,15 2,2
ah 0 0 1/2 1/2 0,21 0,09 0,2 6,1
iea 1/3 1/3 1/3 0 0,51 0,17 0,33 6,17
ieh 1/3 1/3 0 1/3 0,55 0,18 0,27 2,74
aeh 0 1/3 1/3 1/3 0,32 0,12 0,25 4,8
iah 1/3 0 1/3 1/3 0,33 0,12 0,27 4,7

aehil  1/4 1/4 1/4 1/4 0,38 0,4 0,25 4,6
aehi2  1/4 1/4 1/4 1/4 0,38 0,4 0,25 4,6
aehi3  1/4 1/4 1/4 1/4 0,38 0,4 0,25 4,6

Para extragdo, pesou-se em balanga analitica (Schimadzu AY 220) 2,50 g de
cada café, sendo transferido para um erlenmeyer de 250 mL, onde 60 mL de
solvente/mistura foram adicionados segundo a Tabela 2. Os erlenmeyers foram
submetidos a agitacdo (Shaker ACB Labor) durante 30 minutos a 150 rpm e temperatura

constante a 25° C. Posteriormente a mistura foi filtrada. Esse mesmo procedimento foi

" x4 acidicidade; x.: basidicidade; xn: dipolaridade; P: polaridade
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realizado outras 6 vezes. Apods a ultima filtragem, as solucdes ficaram expostas a
ventilagdo forcada até a volatilizagdo completa dos solventes, e por fim, liofilizadas em
liolifilzador Virtis SP Scientific, a - 81,5 £ 0,1 °C e 20 + 2 mTorr até massa constante em
balanga analitica. Para a solucao extrativa, 1 mL de cada solvente/mistura foi adicionado

ao extrato seco.

1.2. Aquisi¢do espectroscopica Raman

Na aquisicao dos espectros de Raman utilizou-se o espectrometro Raman portatil
Advantage532® da empresa Delta Nu (Midland, Canadd) e o sofiware da respectiva
marca. O monitoramento foi de 200 a 3500 cm™ e o intervalo de 800 — 1800 cm! é tido
como de impressdo digital para o café.?” O equipamento foi excitado em 532 nm (laser
alto) com resolucdo de 8 cm e tempo de integragio de 1 — 5 s. O experimento foi
executado em ambiente sem luminosidade com temperatura média de 20° C, a partir de 1

mL da solugdo extrativa.

1.3. Aquisi¢do espectroscopica FT-IR

O equipamento utilizado foi um espectrofotdometro infravermelho por
transformada de Fourier Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21. A fonte de infravermelho
¢ de ceramica estabilizada por sistema air cooled. O detector ¢ do tipo DLATGS
(Deuterated Triglycine Sulfate Doped with L-Alanine) de alta sensibilidade, mantendo o
controle de temperatura. O sistema Optico ¢ composto por feixe inico, sendo o divisor de
feixe constituido de KBr revestido com germéanio. Para o controle do equipamento e

tratamento dos dados durante as medidas, foi utilizado o software Shimadzu modelo IR
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SOLUTION. O experimento foi executado com monitoramento entre 400 e 4000 cm!,
com resolu¢do de 4 cm’!, em ambiente sem luminosidade com temperatura média de

20° C, a partir de 10 pL da solucdo extrativa que foram colocadas em pastilhas de KBr.

1.4. Analise Estatistica

Os softwares Statistica 10.0 e Matlab 2016 foram usados para a anélise
quimiométrica dos dados espectroscopicos. Os espectros foram pré-processados e
suavizados com janela de tamanho 9 (filtro de Savitzky-Golay) e centrados na média. O

software Origin 2018 foi utilizado na plotagem dos graficos dos loadings.
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1. IMPRESSAO DIGITAL ESPECTROSCOPICA RAMAN

As impressdes digitais de espectros Raman para os cafés verdes e torrados de C.
arabica e C. canephora foram submetidas a analise exploratoria por ACP para verificar
o comportamento extrativo das diferentes misturas e componentes puros obtidas pelo
planejamento de misturas. Além da analise entre as espécies (C. arabica x C. canephora)
investigou-se o processamento da torra sobre a variagdo do perfil metabolico (verde x
torrado). Como estratégia de mineragdo de dados, na analise exploratoria, foram
analisados todos os espectros Raman das misturas provenientes da Tabela 2, e na

sequéncia analisou-se as impressoes digitais com maior discriminagao entre as classes.

1.1. Anadlise exploratoria do efeito do solvente extrator nas impressoes digitais de grdos de

café das espécies C. arabica x C. canephora.

As duas primeiras componentes principais (CP) dos escores de café verde para
ambas as espécies (Fig. 4a) indicaram o agrupamento de extratos em virtude do solvente
extrator. Na regido negativa da CP1 que explicou 51,66 % da variancia total dos dados,
formaram-se 3 grupos. Com maiores valores negativos na CP1, observa-se um
agrupamento constituido predominantemente de etanol (Grupo 1), que por meio dos
loadings (Fig. 4b) estdo relacionados com metabolitos com grupos funcionais com bandas
de absor¢do em 883, 1053 € 1096 cm™!, na qual 883 cm! corresponde a =CH, da estrutura
R>C=CH: de cadeias alifaticas conjugadas e de arométicos que pode estar associado, por
exemplo, a cafeina, 1053 cm™ a C —O de CH> — OH e 1096 cm™ a C — O de R,CH — OH,
que ¢ caracteristico de 4cido quinico/acido clorogénico, por exemplo.** Apresentando

maiores valores positivos na segunda componente principal (CP2), os escores para as
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misturas quaternarias (Grupo 2), estdo relacionadas com os loadings com a bandas de
absor¢do em 747, 816, 883, 1053 e 1455 cm™ (Fig. 4b), no qual 747 cm™ corresponde a
ligagdo -CH de um anel aromatico orto ou meta-substituido, 816 cm™ é caracteristico de
=CH da estrutura R — CH = CRz e 1455 cm™ ¢ associado a -CH, de um carboidrato que é
uma biomolécula presente no café, tais como xilose, glucose e ribose.***> A 4gua pura e
a mistura binaria dgua/hexano (ah) agruparam-se na regido mais negativa da CP2 (Grupo
3 — Fig. 4a), logo estdo associadas a absor¢do em 275 cm™ (Fig. 4b), que pode estar
associada a um 6xido metélico (metal-oxigénio-metal).*® Vale salientar que em andlises
metaboldmicas de alimentos a regido abaixo de 500 cm™ espectroscopica é pouco
explorada.

Na parte positiva da CP1 (Fig. 4a) hd uma maior predominancia de extratos com
isopropanol (Grupo 4), sendo estes com os maiores valores dessa componente. As
misturas com igual ou acima de 33 % de isopropanol apresentam acidicidade superior as
misturas da CP1 negativa.*’ Desta forma misturas isopropilicas foram relacionadas com
as bandas de absor¢do em 816, 953 e 1096 cm™! (Fig. 4b), na qual a banda em 816 cm™ é
caracteristico de =CH do fragmento R — CH = CR; e a banda em 953 cm™' pode ser
atribuida ao grupo OH de acido carboxilico, o que pode indicar a presenga de acido
quinico/acido clorogénico.** Na CP2 observou-se uma discriminagio pela polaridade dos
solventes, ja que em média a polaridade dos solventes na CP2 negativa (6,20) € superior
as misturas que estdo na CP2 positiva (3,30). Dessa forma, estima-se que as estruturas
absorvidas pelos solventes localizados na CP2 negativa tenham caréter mais polar do que
aquelas encontradas na CP2 positiva.*’ Essa discrepancia ¢ causada principalmente pela
presenca da agua na CP2 negativa, que além da dgua pura (@) € encontrada nas misturas
bindrias agua/hexano, isopropanol/dgua (ah, ia) e terciarias isopropanol/etanol/agua,

isopropanol/agua/hexano e etanol/agua/hexano (iea, iah, eah).
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A maior variancia entre as impressoes digitais investigadas entre os graos verdes
foi dada pelas caracteristicas do solvente extrator, de acordo com os escores da ACP,
porém inspecdes nos grupos de solventes similares sdo necessarios a fim de encontrar os
sistemas discriminadores que evidenciem as diferengas entre as espécies de café. No
Grupo 1 as misturas etanol/hexano (e#) e etanol (e), e no Grupo 4 isopropanol/etanol/agua
(iea) e isopropanol/adgua (ia) apresentaram um distanciamento que na ACP pode indicar
uma informacao relevante na discriminacao das classes de café. Deste modo, a fim de
maximizar essa discriminacao e explorar esses dados, uma nova ACP foi realizada com
as impressoes digitais el x e e iea x ia.

A comparagdo entre es X e indicou pela CP1 (92,02 %) a discriminagao das
impressoes digitais em virtude da caracteristica do solvente extrator, visto que na regido
positiva da CP1 localizaram-se as impressoes digitais es € na negativa as impressoes
digitais e (Fig. 4c). A acidicidade, basicidade, e dipolaridade do solvente e sdo
respectivamente: 0,52; 0,19 e 0,29 enquanto que da mistura ek sdo, respectivamente:
0,26; 0,09 ¢ 0,15 o que indica que os parametros quimicos supracitados do e sao em média
duas vezes maiores em relacdo a es.*” Ambos os escores ek tiveram os maiores valores
positivos na CP1, por isso as bandas de absor¢io em 816, 883, 1043 e 1455 cm™! tiveram
maior relevancia para estes solventes nos loadings, no qual 1043 cm™ pode representar
uma ligagdo C-H fora do plano de um anel piridinico, caracteristico da trigonelina,
alcaloide presente no café** (Fig.4d). J4 a CP2 discriminou as espécies de café a partir
das impressdes digitais e e eh (Fig. 4c). Na CP2 (4,83 %) a impressdo digital e para C.
canephora e eh para C. arabica tiveram valor positivo nesta CP, logo, os metabdlitos com
banda de absor¢do em 743 e 883 cm™! sdo responsaveis pela diferenciacio entre as espécie

de café, que por sua vez refere-se ao H adjacente ligado a um aromaético, que podem estar
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associados, por exemplo, a cafeina, 4cido cafeico, e compostos oriundos da degradacao
do 4cido quinico/cido clorogénico.***® Na regido negativa da CP2 localizaram-se a
impressao digital es de C. canephora e e para C. arabica. Por meio dos loadings, as
bandas de absor¢io em 816 € 733 cm’! foram as mais importantes na separagio das classes
nessa CP (Fig. 4d). Em adi¢do, metabdlitos com bandas em 1330 e 1448 cm™' também
foram responsaveis nesta separacao.

A andlise exploratéria entre as impressoes digitais iea x ia para ambas as
espécies de café indicou pela CP1 (77,90 %) a separacdo entre as espécies, na qual na
parte negativa ficaram os extratos de C. arabica e na regido positiva os de C. canephora
(Fig. 4e). A CP2 (15,81 %) mostrou a diferenciacdo pelos solventes, sendo a parte
negativa composta pela impressao digital por ia, e a positiva por iea. O escore iea de C.
canephora teve o maior valor na CP2 positiva, desta forma esta mistura ¢ responsavel
pelo sinal em 883 cm™. O ia da mesma espécie teve o maior ponto na CP1 na qual se
atribui o sinal em 816 cm™ (Fig. 4f), enquanto que ia da espécie C. arabica foi disposto
na regido de maior valor negativo da CP1, sendo associada com numero de onda em 883

cm™.
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Figura 4 - a) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressoes digitais espectrais Raman dos graos verdes de café das espécies C. arabica
(#) e C. canephora (A) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4
componentes. b) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes. c¢) Grafico dos
escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das impressoes digitais
espectrais Raman dos graos de café verde das espécies C. arabica (¢) e C. canephora
(A) obtidos a partir dos solventes etanol (e) e etanol/hexano (eh). d) Grafico dos loadings
para CP1 e CP2 dos graos verdes para os solventes etanol (e) e etanol/hexano (eh). e)
Grafico dos escores da Anélise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das impressoes
digitais espectrais Raman dos graos de café¢ verde das espécies C. arabica (v) e C.
canephora (A) obtidos a partir do solventes isopropanol/dgua (ia) e
isopropanol/etanol/agua (iea). f) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes
para os solventes isopropanol/agua (ia) e isopropanol/etanol/agua (iea).

A ACP das impressdes digitais das espécies de café torrado apresentou

comportamento similar aos graos verdes por parte das misturas. A CP1 negativa foi
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composta por misturas que apresentaram no minimo 33 % de etanol ou dgua em sua
composi¢do. Na CP1 positiva ficaram as misturas com isopropanol (Fig. 5a), sendo o
solvente puro de isopropanol de ambas espécies com o maior valor nesta CP. Por meio
dos loadings da CP1 (Fig. 3b) as bandas de absor¢do em 816, 953 e 1455 cm™ sdo
relacionadas a esses solventes na regido positiva. O etanol puro (e) ¢ a mistura binaria ek
tiveram os maiores valores positivos na CP2 (33 %), onde foram importantes nessa CP
(Fig. 3b) para os sinais em 883, 1053 e 1096 cm™. A mistura binaria de etanol/agua (ea)
apresentou o maior valor negativo da CP1, na qual ¢ atribuido o sinal em 275 cm™.. J4 as
misturas terndrias isopropanol/agua/hexano (iah) apresentaram os maiores valores
negativos na CP2, por isso sdo atribuidos a 816 € 275 cm™.

Considerando que a distancia entre os pares de escores sugerem uma separagao
entre as classes (C. canephora % C. arabica), pode-se verificar que expressaram uma
separagao discreta entre as espécies, enquanto que na regido positiva ia € iea tiveram este
comportamento de discriminar as espécies. Com o intuito de visualizar essa tendéncia,
cada conjunto foi submetido a um novo modelo de ACP.

A comparagdo entre e, eh € ea apresentou uma separacao das espécies pela CP2
(14,00 %), no qual na regido negativa ficaram os extratos de C. arabica e na positiva, 0s
de C. canephora e a mistura ea obteve o maior valor nesta CP, responséavel pelo nimero
de onda 883 cm™ Pela CP1 (80,75 %) houve uma discriminacdo dos escores pelos
solventes onde na parte negativa ficaram as misturas sem a dgua (a) e na parte positiva
ficaram as misturas com a dgua (a) (Fig. 5¢). As solucdes etandlicas, e e eh concentraram-
se na regido mais negativa da CP1, assim, esse grupo € responsavel pelas bandas de
absor¢do em 883 e 1096 cm™ (Fig. 5d).

Os escores da mistura terndria iea e binaria ia das espécies torradas tiveram

discriminacao andloga as espécies verdes, sendo na CP1 (60,55 %) a separacdo entre as
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espécies e na CP2 (35,24 %) a discriminagdo pelos solventes. O iea de C. canephora
apresentou impressao digital de maior valor na CP2 positiva (Fig. 3e) que corresponde
aos sinais 816 e 883 cm™! (Fig. 5f). A estas misturas também s3o atribuidas as bandas de
absor¢do em 1455 e 1714 cm™, na qual 1714 cm™' é caracteristico de C=O de uma
cetona.** Os escores ia do C. ardbica apresentou valores negativos na CP1, que nos

loadings estio associados a 816 cm™.
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Figura 5 - a) Grafico dos escores da Andlise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais Raman dos graos torrados de café¢ das espécies C. arabica (¢) e C.
canephora (m) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4 componentes. b)
Grafico dos loadings para CPle CP2 dos graos torrados. c¢) Grafico dos escores da Andlise das
Componentes Principais (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais Raman dos graos de café
torrado das espécies C. arabica (¢) e C. canephora (m) obtidos a partir dos solventes etanol (e),
etanol/hexano (eh) e etanol/agua (ea). d) Grafico dos loadings para CP1le CP2 dos graos torrados
para os solventes etanol (e), etanol/hexano (eh) e etanol/agua (ea). e) Grafico dos escores da
Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das impressdes digitais espectrais Raman dos
graos de café¢ torrado C. arabica (¢) e C. canephora (m) obtidos a partir dos solventes
isopropanol/agua (ia) e isopropanol/etanol/agua (iea). f) Grafico dos loadings para CP1le CP2 dos
graos verdes para os solventes isopropanol/agua (ia) e isopropanol/etanol/agua (iea).
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1.2. Andlise exploratoria do efeito do solvente extrator nas impressoes digitais de grdos de

café verdes % torrados

Ao explorar as impressdes digitais Raman por ACP em razio do processamento
do grdo (verde x torrado) nota-se que ocorreu a separagdo dos escores pelos solventes,
em virtude do solvente extrator. Ao analisar os extratos verdes e torrados de C. arabica
nota-se que solventes aquosos e etanolicos dispuseram-se na CP1 negativa que explica
43,79 % da variabilidade dos dados (Fig. 6a). Essas misturas com os maiores valores
negativos da CP1 expressaram nos loadings o sinal na banda de absor¢do em 883 cm!.
Os escores mais positivos da CP1 correspondem as misturas isopropilicas, que
apresentaram maior peso na absor¢do em 822 cm’', dessa forma, ainda que as misturas
tenham propriedades distintas, como polaridade, extrairam o mesmo fragmento para
ambos cafés, embora o sinal analitico das misturas isopropilicas seja superior. A estrutura
absorvida em 822 cm™ ¢ analoga a 816 cm™ * no entanto, pela acdo dos solventes
possivelmente ocorreu este deslocamento.

As solugdes com no minimo 25 % de etanol tiveram os maiores valores na CP2
positiva, com exce¢ao do escore hexano puro (4) (Fig. 6a), e foram atribuidos aos sinais
com absor¢io em 747, 883, 1043, 1096 e 1455 cm™! (Fig. 6B). Os escores com igual ou
acima de 33 % de 4gua na CP2 tiverem os maiores valores negativo (Fig.6a), logo sdo

relacionados ao sinal em 275 cm’.
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Figura 6 - a) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais Raman dos grios verdes (©) e torrados (¢) de café C. arabica

obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. b) Grafico dos loadings para CP1 ¢ CP2
dos graos verdes e torrados de C.arabica.

Apesar da variabilidade de todos os pontos do planejamento, observa-se que os
escores ea, eh, eah, iah, iea e ia tanto para o café verde como no torrado tiveram as
maiores separagdes. Pelo modelo com os solventes selecionados e#, ea, e eah, verifica-se
pela CP1 (76,48 %) uma discriminagdo dos cafés (Fig. 7a), sendo que os extratos de café
torrado tiveram os maiores pontos na CP1, o que permite atribuir a estes cafés a maior
frequéncia em 275 cm’, ja que ele possui o maior valor na CP1 positiva. Os escores
relacionados ao café verde ficaram localizados na regido mais negativa da CP1, no
entanto, ¢ possivel associa-los as bandas em 883 e 1455 cm™. O ek do café verde teve o
maior valor na CP2 (17,57 %), mostrando que a mistura etanol/hexano (1:1 v:v) extraiu
metabolitos com grupos funcionais com bandas de absor¢ao em 443, 747, 816, 890, 1096
e 1455 cm’!, nota-se nos loadings (Fig. 7b) que 275 cm™! também est4 relacionado com
esse solvente extrator para o café verde.

Os escores relacionados aos solventes ia, iea e iah (Fig. 7c) também mostraram
os cafés torrados com valores mais positivos na CP1, sendo relacionados as bandas de
absorcdo em 275 e 497 cm™! nos loadings (Fig. 7d). O iah do C. arabica verde apresentou
o maior valor positivo na CP2, enquanto o iea do mesmo café¢ apresentou maior valor na
regido negativa dessa CP, entdo as misturas representam, respectivamente os sinais em

816, regido positiva, e 880 cm™! na negativa.
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Figura 7 - a) Grafico dos escores Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais Raman dos graos de café¢ C. arabica verde (+) e torrado (¢)
obtidos a partir dos solventes isopropanol/agua (ia), isopropanol/etanol/agua) (iea) e
isopropanol/agua/hexano (iah). b) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes
e torrados de C.arabica. c) Gréfico dos escores da Analise das Componentes Principais
(CP1 x CP2) das impressoes digitais espectrais Raman dos graos de café C. arabica verde
( e torrado (¢) obtidos a partir dos solventes isopropanol/dgua (ia),
isopropanol/etanol/agua (iea) e isopropanol/agua/hexano (iah). d) Grafico dos loadings
para CP1 e CP2 dos graos verdes e torrados de C.arabica.

As impressoes digitais Raman para o C. canephora verde e torrado (Fig. 8a)
mantiveram o mesmo comportamento por parte dos solventes na CP1 (46,30 %) quando
confrontada com as demais. Enquanto que nas comparagdes discutidas anteriormente as
misturas aquosas ficaram na parte mais negativas na CP2, nesta andlise, a misturas
aquosas (pura e com propor¢des relativas) apresentaram os maiores valores positivos, que

por sua vez estdo relacionadas ao sinal em 275 cm™'. Pela CP1, confirmou-se que as
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misturas isopropilicas apresentam o maior sinal em 816 cm™ e que, na regido negativa

tanto da CP1 como da CP2, misturas etanolicas estdo associados ao sinal em 883 cm™'.
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Figura 8 - a) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressoes digitais espectrais Raman dos graos da espécie C. canephora verdes (A)
e torrados (m) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas. b) Grafico dos
loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes e torrados de C. canephora.

A CP1 entre ea e eah (92,76 %) expressou a diferenciagdo dos cafés pela torra
(processamento), ja que os cafés torrados apresentaram os maiores valores na CPI
positiva enquanto que os cafés verdes ficaram nas regides mais negativas desta
componente (Fig. 9a). Como o ea torrado apresentou o maior ponto na CP1 positiva, a
este solvente ¢ atribuido ao sinal com absor¢do em 275 cm™'. Na parte negativa da CP2
(5,30 %) o maior valor negativo ¢ de eah que ¢ expresso nos loadings (Fig. 9b) em 730
cm™, no qual pode estar associado a se ao H adjacente fora do plano ligado a um
aromatico.**

A ACP das misturas iea, iah e ia mostrou na CP1 (81,18 %) a separagdo dos
cafés pelo processamento, na qual na parte positiva ficaram os extratos torrados ¢ na
regido negativa os grios verdes (Fig. 9¢), portanto 275 cm™! teve maior relevancia para o
café torrado. O sinal mais evidente do loading também ¢ atribuido ao café torrado, visto

que os extratos desta amostra tiveram os maiores valores na CP2 (15,09 %). Os extratos

de café verde também absorveram em 816 cm™' na CP2 positiva, porém, seu sinal analitico
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sugere que a concentracao neste tipo ¢ menor, ja que a intensidade do sinal ¢ inferior (Fig.
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Figura 9 - a) Grafico dos escores Andlise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais Raman dos graos verdes (A ) e torrados (m) da espécie C.
canephora obtidos a partir dos extratos selecionados etanol/agua (ea) e
etanol/agua/hexano (eah). b) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes e
torrados de C. canephora para etanol/agua (ea) e etanol/agua/hexano (eah). c¢) Grafico
dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das impressdes digitais
espectrais Raman dos graos verdes ( A) e torrados (m) da espécie C. canephora obtidos a
partir dos extratos selecionados isopropanol/agua (ia), isopropanol/etanol/agua (iea) e
isopropanol/agua/hexano (iah). d) Grafico dos loadings para CP1 e CP2 dos graos verdes
e torrados de C. canephora para isopropanol/agua (ia), isopropanol/etanol/agua (iea) e
isopropanol/agua/hexano (iah).

Andlise exploratoria do efeito do solvente extrator ea e iea através da Anova-Andlise de

Componentes Simultdaneos (ASCA)

Os resultados da analise das ACPs dos extratos de café obtidos a partir das

misturas binaria etanol/dgua (1:1 v:v) e terndria isopropanol/etanol/agua (1:1:1 v:v:v)

2000
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forneceram importantes informagdes espectroscopicas e promoveram —maior
discriminacdo tanto das espécies como pelas propriedades quimicas entre os cafés
analisados. Nesse contexto, a Andlise de Variancia (ANOVA)-Analise de Componentes
Simultaneos foi aplicada a matriz de espectros Raman relacionados a essas misturas em
7 analises adicionais a fim de determinar a significancia dos efeitos relativos aos fatores
(processamento e espécie) sobre o conjunto de impressdes digitais espectrais. Os p-
valores foram calculados com base no teste de permutacao com 10.000 randomizagdes.
Nessa andlise a mistura binaria ea proporcionou efeitos significativos em relacdo a
espécie, ao processamento € na interagdo (espécie x processamento) (Tabela 3), uma vez
que os p-valores foram inferiores a 0,05. O fator com maior efeito foi o processamento
(35,41 %). Isso indica que o processo de torra provocou mudangas nas impressoes digitais
metabolicas.

O processamento (verde x torrado) (Fig.10b) mostrou uma discrimina¢ao no
qual os graos verdes ficaram na CP1 positiva e os graos torrados na regido negativa dessa
CP. Os loadings apresentaram sinais evidentes apenas na CP1 positiva onde se localizam
os escores relacionados ao café verde e mostraram bandas de absor¢ao na regiao positiva
em 236, 883, 1049, 1087, 1273, 1452, 2931 e 2880 cm™' o que d4 evidéncias de perda de
metabolitos do café verde no processo de torra. As bandas 2880 e 2931 cm’!
correspondem do estiramento -OH de um 4cido carboxilico.**

Em relagdo as espécies houve uma discriminagdo (Fig. 10a) no qual C. arabica
se concentrou na CP1 positiva e o C. canephora na CP1 negativa. Nos loadings (Fig. 10d)
a banda em 236 cm’!' foi importante para o C. canephora, enquanto que as bandas de
absorcdo em 883, 1049, 1087, 1273, 1452, 2880 e 2931 cm™! foram relacionadas ao C.

arabica.

A interagdo (espécie x processamento) (Fig. 10c) forneceu importantes



51

informagdes a respeito das discriminagdes. Na CP1 positiva se dispuseram o C. arabica
verde e o C. canephora torrado, enquanto que na CP1 negativa ficaram o C. arabica
torrado e o C. canephora verde. De acordo com os loadings (Fig. 8d) a banda em 236 cm”
! foi atribuida ao C. arabica torrado e ao C. canephora verde, enquanto que os sinais 883,
1087, 1273, 1452, 2880 ¢ 2931 cm’! foram relacionados ao C. arabica verde ¢ o C.
canephora torrado.

Tabela 3 - Resultados da anélise ASCA com efeito percentual e p-valor para C. arabica
e C. canephora relacionados a mistura etanol/agua (1:1 v:iv)

CPs Efeito (%) p-valor
Espécie 1 7,95 0,0164
Processamento 1 35,41 0,0001
Interacdo (EspéciexProcessamento) 1 11,59 0,001
Média - 0 -
Residuos - 45,05 -
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Figura 10 — a) Grafico dos escores da ANOVA-Analise de Componentes Simultaneos das
impressdes digitais espectrais Raman das espécies C. arabica (¢) x C. canephora (m) e obtidos a
partir dos extratos selecionados etanol/agua (ea). B) Grafico dos escores da ANOVA-Analise de
Componentes Simultieos das impressoes digitais espectrais Raman de processamento verde (o)
x torrado (/) e obtidos a partir dos extratos selecionados etanol/agua (ea). c) Grafico dos escores
da ANOVA-Anialise de Componentes Simultdneos das impressoes digitais espectrais Raman da
interacdo (espécie x processamento) e obtidos a partir dos extratos selecionados etanol/agua (ea).
d) Grafico dos loadings para CP1 relacionado ao fator espécie, processamento e interagao (espécie
X processamento).
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A mistura iea demonstrou significincia estatistica apenas em relacdo a
processamento (verde x torrado) com 61,69 % de efeito para esse fator e p-valor de
0,0001. (Tabela 4). Nesse sentido o processo de torra também provocou mudangas nas
impressoes digitais metabdlicas. Os escores relacionados ao processamento mostraram
uma discriminagdo entre os graos de café¢ verdes e torrados, onde na CP1 positiva se
localizaram os verdes e na CP1 negativa os torrados (Fig. 11a). Os loadings (Fig. 11b)
apresentaram bandas de absorcao apenas na CP1 positiva, em 818, 883, 949, 1458, 2886,
e 2929 cm™ no qual 2929 cm™! corresponde a um estiramento assimétrico do da estrutura

R- CH»-R de cadeias alifaticas. **

Tabela 4 - Resultados da analise ASCA com efeito percentual e p-valor para C. arabica
e C. canephora relacionados a mistura isopropanol/etanol/agua (1:1:1 v:viv)

CPs Efeito (%) p-valor
Espécie 1 2,97 0,0743
Processamento 1 61,69 0,0001
Espécie x Processamento 1 2,52 0,1094
Meédia - 0 -

Residuos - 32,82 -
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Figura 11 — a) Grafico dos escores ANOVA-Andlise de Componentes Simultdneos das
impressoes digitais espectrais Raman dos graos de café verde () x café torrado ( /) das
espécies C. arabica *x C. canephora obtidos a partir dos extratos selecionados
isopropanol/etanol/agua (iea). B) Gréfico dos loadings para CP1 relacionado ao fator

processamento.



54

Tabela 5 - Atribui¢des espectro-estrutura para espectroscopia Raman

Numero de onda (cm -') Banda de vibragao Estrutura/molécula
275 oxidos metalicos Ndo atribuido
730 e 747 H “wag” fora do plano Anel piridinico
743 H adjacente Anel aromatico
816 =CH “wag” R-CH=CR2
883 =CH» R>C=CH:
953 OH Acido carboxilico
1043 2-CH mono-substituido  “rock”no

plano Anel piridinico
1053 Estiramento C-O CH»-OH
1096 Estiramento C-O R>CH-OH
1455 -CHz carboidratos
1714 Estiramento C=0 cetona
2880 ¢ 2931 Estiramento -OH Acido carboxilico
2929 Estiramento assimétrico R-CH;-R de cadeias

alifaticas
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2. IMPRESSAO DIGITAL ESPECTROSCOPICA FT-IR

Para as impressdes digitais de FT-IR os cafés verdes e torrados de C. arabica e C.
canephora também foram submetidos a analise exploratéria por ACP para verificar o
comportamento extrativo em virtude do planejamento de misturas. Assim como para
analise de Raman, as andalises das componentes principais para FT-IR foram realizadas
entre as espécies € o processamento da torra na variacdo do perfil metabolico (verde x
torrado). Todos os espectros sdo provenientes de extratos preparados de acordo com a

Tabela 2.

2.1. Andlise exploratoria do efeito do solvente extrator nas impressoes digitais de graos de

café das espécies C. arabica x C. canephora

Os escores de café verde para ambas as espécies (Fig. 12) mostraram a formagao
de quatro grupos. Na regido negativa da CP1 (76,40 %) observa-se um agrupamento
constituido predominantemente por agua, tanto de maneira pura como nas misturas
binarias (1:1 v:v), terciarias (1:1:1 v:v:v) e quaterndrias (1:1:1:1 v:v:v:v) (Grupo 1). Jana
regido positiva da CP1 ficaram dispostas misturas e solventes puros contendo
isopropanol, etanol e hexano (Grupo 2). Na regido mais positiva da CP2 (10,29 %) as
misturas com no minimo 25 % de alcoois (Grupo 3) tiveram maior importancia enquanto
que na regido mais negativa dessa CP as misturas com no minimo 33 % de hexano (Grupo
4) tiveram maior peso. A discrepancia entre o Grupo 2 e 4 se d4 em fun¢do da presenca
do hexano no Grupo 4 o que contribui na diferenca das médias de polaridade. Segundo
os parametros de Snyder a média de polaridade das misturas do Grupo 2 ¢ 4,35 enquanto

que do Grupo 4 é 1,70. #
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Figura 12 - Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais FT-IR dos graos verdes de café¢ das espécies C. arabica (+)
e C. canephora (A ) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4
componentes.

Uma vez que a variancia entre as impressoes digitais entre os graos verdes foi
gerada em fun¢do do solvente extrator, algumas inspe¢des nos grupos de solventes foram
feitas a fim de encontrar os sistemas discriminadores mais especificos através de uma
nova ACP. Os escores da selecao (Fig. 13a) mostraram separacdes em grupos de misturas.
Na CP1 (68,93 %) negativa ficaram dispostas as misturas terndrias e quaternarias
relacionadas a ambas as espécies de café. Na CP2 (18,11 %) positiva as misturas
quaterndrias relacionadas ao C. arabica mostraram importancia nos loadings (Fig. 13b)
associados aos metabdlitos com grupos funcionais com bandas de absor¢cdo em 3177,
2980, 1396 e em 1054 cm!. As misturas isopropanol/hexano (ih) e
isopropanol/etanol/hexano (ieh) ficaram localizados na CP2 negativa e nos loadings
foram atribuidas aos sinais de absorcdo em 3463, 2926, 2367, 1738, 1647 ¢ 1173 cm’.
As bandas entre 3500-3000 cm™' sdo relacionadas ao a estiramento N-H de um anel

piridinico*®, entdo 3463 e 3177 cm™ podem estar associadas as xantinas. O estiramento

50
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O-H de um 4cido carboxilico ocorre na regido 3200-2600*¢ cm™, logo 2980, 2926 e 2850
cm™! podem estar relacionadas a metabdlitos com esse grupo funcional, como o 4cido
quinico/acido clorogénico, por exemplo. O estiramento C=N ocorre entre 1830-1650 cm™
!, logo 1647 cm™! possivelmente corresponde a cafeina ou outra xantina.?’ A regido 1179-

1166 cm’! ¢é atribuida a um estiramento C-O de ésteres?’>°

, por isso a banda de absor¢ao
em 1173 cm™! pode estar relacionada a um metabélito com esse grupo funcional. J4 a

banda em 1054 cm™! pode ser atribuida a um estiramento C-OH de um 4lcool primario.>°

A ) 15 ‘r T T T @ C. arabica verde|
| ® ieah3 | A canephor verde
10 } ]
|
| ® ieah2
51 | ® ieh
= i eah I
== iahg® |
2l iesns ]
—_— a b
S Ay ieah1 |
E eah ieah2 | @
e ‘ in
-5 | |
|
|
-10 | i
|
| aleh
18 | | | 1 ihg | I
-15 -10 -5 0 10 15 20 25

5
CP1 (68,93%)

B) 2980 CcP2
0.08
3177
0.04 1396 1054
£
S 0.00
=}
—
-0.04
3463
-0.08 2926 1738

. T t T . T : T T T ? T ¥ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 13 - a) Gréfico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais FT-IR dos graos verdes de café das espécies C. arabica
() e C. canephora ( A) obtidos a partir dos extratos selecionados. b) Grafico dos loadings
para CP1 e CP2 dos graos verdes de café das espécies C. arabica e C. canefora obtidos a
partir dos extratos selecionados.
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A analise das componentes principais das espécies de café torrado (Fig.14)

mostrou relativas diferencgas em relacdo aos graos verdes. Na CP1 negativa diversos perfis

de misturas ficaram dispostas e ndo promoveram uma discriminagao metaboldomica. Ja na

regido mais positiva dessa CP misturas com no minimo 50 % de hexano tiveram maior

relevancia.
15
‘ @ C arabica torrado
| B C. canephora torrado
|
| .e
fies M jch 3 |
10 | iel &
& icant | e
|
T @ jeaht |
ial
L e .l i
! el
o can B jeah2 |
.iah ; eh ’. h
_____ L) e
0 i |
8o @eca |
jea [ ®ich ®ih
S & [ L 3 ah
5 a 1 Bic | —
W an W | Wi
|
|
| @ ieah3
=10 | ]
|
} ¢ ican2
15 I | | | | |
-20 -10 0 10 20 30 40 50

CP1 (76,94%)

Figura 14 - Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais FT-IR dos graos torrados de café das espécies C. arabica
(#) e C. canephora (m) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4
componentes.

Em uma nova ACP de sele¢do de solventes (Fig.15a) uma separagao das espécies

ocorreu através da CP2 onde na parte positiva ficaram os escores do C. arabica e na

negativa os escores do C. canephora. Os escores mais positivos na CP2 foram

responsaveis pelas bandas de absor¢do em 3652, 3184, 2884, 2367, 1640, 1047 ¢ 753 cm’

H ligado de forma intermolecular com um hidrogénio

"'nos loadings (Fig.15b). A regido entre 3670 e 3580 cm™ representa um estiramento O-

4630 por isso 3652 cm™! pode ter

representado essa interagdo. A banda em 753 cm™ compreende a regido entre ao H
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adjacente ligado a um aromatico*® e pode estar associada a cafeina e compostos de
degradacdo do acido quinico/clorogénico, por exemplo. As misturas ternarias iea foram
importantes na separagao entre as espécies e podem ter extraidos metabdlitos que agiram

como biomarcadores das espécies.
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Figura 15 - a) Grafico dos escores da Andlise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressodes digitais espectrais FT-IR dos grdos torrados de café das espécies C.
arabica (#) e C. canephora (m) obtidos a partir dos extratos selecionados. b) Grafico dos
loadings para CP1 e CP2 dos graos torrados de C. arabica e C. canephora obtidos a partir
dos extratos selecionados.
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2.2. Analise exploratoria do efeito do solvente extrator nas impressoes digitais de grdaos de

café em verdes x torrados

As impressoes digitais FT-IR por ACP (Fig.16) em fun¢do do processamento
(verde x torrado) de C. arabica mostraram separagdes dos escores através do solventes
pelo perfil quimico. Na parte mais positiva da CP1 (77,13 %) e mais negativa da CP2

(10,25 %) as misturas com no minimo 50 % de hexano tiveram os maiores valores.
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Figura 16 - Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2) das
impressoes digitais espectrais FT-IR dos graos da espécie C. arabica verdes (+) e torrados
(#) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4 componentes.

Os escores dos solventes selecionados (Fig. 17a) promoveram uma separagdo do
processamento de C. arabica por meio da CP2 onde na parte positiva ficam distribuidos
os extratos de café verdes e na parte negativa os torrados. O solvente isopropanol puro
(i), as misturas isopropanol/etanol/hexano (ieh) e as misturas quaternarias relacionados
aos escores de café verde expressaram importancia nos /oadings nas bandas de absorc¢ao

em 3206, 2975, 1389, 1047 € 949 cm™!, enquanto que o solvente puro isopropanol (i), a
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mistura binaria isopropanol/hexano (i4) e misturas quaternarias relacionadas ao café
torrado apresentaram maior importancia nos loadings em 3490, 2926, 2850, 2367, 1745,
1641 € 1179 cm™, no qual 3490 pode ser atribuido a um estiramento N-H de um anel

piridinico.*
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Figura 17 - a) Grafico dos escores da Anélise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressoes digitais espectrais FT-IR dos graos verdes () e torrados (¢) da espécie C.
arabica obtidos a partir dos extratos selecionados. b) Grafico dos loadings para CP1 e
CP2 dos graos verdes e torrados de C. arabica
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A andlise exploratéria das impressdes digitais FT-IR por ACP em fungdo do
processamento (verde X torrado) de C. canephora (Fig.18) mostrou separagdo dos
escores pelo perfil quimico dos solventes. Na CP1 (73,12 %) negativa ficaram localizadas
as misturas predominantemente aquosas enquanto que na parte mais positiva os escores

relacionados ao hexano de ambas as espécies tiveram maior valor nessa CP.
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Figura 18 - Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP3) das
impressoes digitais espectrais FT-IR dos graos da espécie C. canephora verdes (4) e
torrados (m) obtidos a partir do planejamento estatistico de misturas de 4 componentes

Os escores dos solventes selecionados (Fig.19a) mostraram separagao do
processamento por meio da CP1 (50,04 %) no qual os cafés torrados se dispuseram na
parte positiva e os verdes na parte positiva dessa CP. Na regido positiva as misturas com
no minimo 33 % de 4gua expressaram importancia nos loadings (Fig.19b) em 3443, 3352,
2639, 1633, 1123 € 991 cm™’. As bandas de absor¢do em 1123 e 991 cm™! podem estar
associados a um grupo aril C-H de um composto aromético mono ou meta-substituido.*®
A regido 1660-1630 cm™ representa o estiramento C=C de cadeias alifaticas conjugadas,

logo a banda em 1633 cm™ pode ser atribuida a uma insaturagdo do café em funcio da



presenca do hexano nas misturas bindrias e tercidrias.
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Figura 19 - a) Grafico dos escores da Analise das Componentes Principais (CP1 x CP2)
das impressdes digitais espectrais FT-IR dos graos verdes (4 ) e torrados (m) da espécie
C. canephora obtidos a partir dos extratos selecionados. b) Grafico dos loadings para CP1
e CP2 dos graos verdes e torrados de C. canephora.
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Tabela 6 - Atribuigdes espectro-estrutura para espectroscopia FT-IR

Numero de onda (cm -') Banda de vibragao Estrutura/molécula
3670-3580 Estiramento O-H ligado de forma Ndo atribuido
intermolecular com H
3500-3000 Estiramento N-H Anel piridinico
1830-1650 Estiramento C=N Xantinas
1660-1630 Estiramento C=0 Cadeias alifaticas conjugadas
1054 C-OH Alcool primario

753 H adjacente Anel aromatico




Capitulo V

Conclusao
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CONCLUSAO

As técnicas espectroscopicas Raman e FT-IR associadas as ferramentas
quimiométricas mostraram, através de evidéncias experimentais, as principais impressoes
digitais na discriminacdo tanto das espécies de C. arabica e C canephora como do
processamento (verde x torrado). Na espectroscopia Raman, tanto a analise das
componentes principais como a ANOVA-andlise de componentes simultdneos
promoveram informagdes metabolomicas de grande relevancia. O método ASCA
confirmou, por meio das mudancas espectrais, as discriminagdes tanto das espécies como
do processamento do café enquanto que a espectroscopia FT-IR, através dos solventes
selecionados, mostraram discriminacdes das espécies de C. arabica e de C. canephora ¢
do processamento somente pela ACP.

Na andlise exploratéria da técnica Raman, a analise das componentes principais
mostrou que existem diferencas entre as espécies C. arabica ¢ C. canephora € no
processamento (verde x torra), no qual a mistura ternaria etanol/agua/isopropanol (1:1:1
v:v:v) promoveu separacoes entre as espécies de C. canephora e C. arabica enquanto que
a mistura binaria etanol/agua (1:1 v:v) foi importante na discriminagdo em relacdo ao
processamento (verde X torrado) de C. canephora (Fig. 7a e 9a). A Anélise de Variancia
(ANOVA)-Analise de componentes simultdneos confirmou as diferencas identificadas
pela ACP mostrando que o extrato preparado na mistura binaria etanol/agua (1:1 v:v)
mostrou diferenga nos efeitos de processamento, espécies bem como das interagdes entre
eles, devido as mudangas espectrais dos diferentes metabolitos. O extrato da mistura
ternaria etanol/agua/isopropanol (1:1:1 v:v:v) mostrou a diferenca entre os cafés apenas
no processamento, uma vez que os metabolitos extraidos por essa mistura sdo diferentes

em relacdo aos metabolitos extraidos por outros solventes.
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Na analise exploratoria referente a espectroscopia FT-IR foi possivel detectar nas
ACPs dos solventes selecionados discriminagdes entre as espécies ¢ também no
processamento e, assim como os espectros Raman, as misturas etanol/agua (1:1 v:v) e
etanol/agua/isopropanol (1:1:1 v:v:v) foram as misturas que promoveram maiores
discrimina¢des. As ACPs do processamento (verde X torrado) de C. canephora
mostraram que a mistura bindria etanol/dagua (1:1 v:v) foi um dos solventes
discriminadores através da CP1 (Fig. 19a). Em relagdo as espécies de café torrado, a
mistura ternaria etanol/agua/isopropanol (1:1:1 v:viv) foi uma das misturas que

promoveram a separacao das espécies torradas C. arabica e C. canephora (Fig. 15a).
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