
 

 
FILIPE CORRÊA GUIZELLINI 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE Coffea arabica POR 

MÉTODO PARAFAC E ESTUDO MICROBIOLÓGICO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2015 



 

 

FILIPE CORRÊA GUIZELLINI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE Coffea arabica POR 

MÉTODO PARAFAC E ESTUDO MICROBIOLÓGICO 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Química da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito à 
obtenção do título de MESTRE em Química. 
 
Orientadora: Profa. Dra. Ieda Spacino 

Scarminio 
Coorientadora: Profa. Dra. Patricia Kaori 

Soares 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2015 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho às professoras 

orientadora, Ieda Spacino Scarminio, 

coorientadora, Patricia Kaori Soares, e 

Maria Inês Rezende. 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço às orientadoras não só pela orientação neste trabalho, 

mas sobretudo pela acolhida, amizade, compreensão e competência. 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Química. 

Aos técnicos e colaboradores dos laboratórios de Química e 

Bioquímica. 

Aos amigos dos laboratórios de Quimiometria em Ciências Naturais 

e aos do de Bioquímica. 

Aos membros da banca, professores Dr. Roy E. Bruns e Dr. Dionísio 

Borsato, por terem aceito o convite e pela disposição. 

Aos órgãos, CAPES, CNPq, Fundação Araucária, IAPAR e ao 

Consórcio Pesquisa Café, que apoiaram, financiaram e depositaram confiança no 

projeto. 

Gostaria de agradecer também ao meu pai, Marcelo, minha mãe, 

Sandra e meu irmão, Rodrigo, que contribuíram com incentivos, carinho, 

compreensão e muita persistência. 

À uma pessoa muito especial que sempre acreditou em mim e que, 

com palavras de amor e amizade, me motivou até o fim. Obrigado Polyana. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Na ciência as idéias frequentemente surgem bem 
antes da tecnologia necessária para explorá-las.” 
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006). 

 



 

 

GUIZELLINI, Filipe Corrêa. Análise exploratória de Coffea arabica por método 
PARAFAC e estudo microbiológico. 2015. 82 f. Dissertação (Mestrado em 
Química) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015. 

 
 

RESUMO 
 
 

Duas cultivares de Coffea arabica, Bourbon e IPR101 foram analisadas. Os extratos 
foram preparados com base em um planejamento experimental do tipo centroide 
simplex com 4 componentes, etanol, acetato de etila, diclorometano e hexano e 
analisados por HPLC-DAD. Os dados tridimensionais obtidos foram decompostos 
pelo método PARAFAC. Para as duas cultivares o melhor modelo PARAFAC 
apresentou 3 fatores. Em ambos os casos o fator 1 conseguiu discriminar os 
extratos obtidos em acetato de etila, cujo perfil espectrofotométrico ainda não foi 
identificado. O fator 2 indicou que os extratos em etanol puro e suas misturas 
binárias foram mais eficientes na extração dos ácidos clorogênicos enquanto que o 
fator 3 permitiu identificar a cafeína e trigonelina, sendo a maior concentração nas 
misturas edh e eadh para as cultivares Bourbon e IPR101, respectivamente. A 
microflora natural do C. arabica foi isolada e purificada, entretanto não notou-se a 
degradação da cafeína no meio específico. Observou-se que as condições são 
desfavoráveis para o crescimento dos microrganismos em meio contendo cafeína. A 
análise espectrofotométrica na região do UV-vis confirmou que não houve 
degradação da cafeína. A cultivar Bourbon apresentou uma microflora de fácil 
isolamento em meios comuns para fungos filamentosos, bactérias e leveduras em 
relação a IPR101. Esta última é uma cultivar melhorada vegetalmente portanto mais 
resistente. 
 
Palavras-chave: Cultivares de Coffea. Métodos de decomposição. Planejamento 

de misturas. HPLC-DAD. Cafeína demetilase. Espectros UV-Vis. 
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ABSTRACT 
 
 

Two cultivars of Coffea arabica, Bourbon and IPR101 were analyzed. The extracts 
were prepared according to a simplex centroid design with four components, ethanol, 
ethyl acetate, dichloromethane, and hexane. Multiway data were obtained by HPLC-
DAD analysis of the fifteen different mixtures. The PARAFAC method was used to 
investigate the chromatographic fingerprint. For both cultivars a PARAFAC model 
with three factors was chosen. For both cases, factor 1 was able to discriminate 
mixtures containing ethyl acetate as solvent. Factor 2 indicated that mixures in pure 
ethanol and binary mixtures containing ethanol was the most efficient in extracting 
chlorogenic acids and factor 3 identified caffeine through spectrophotometric profile 
in all mixtures. Higher concentration of caffeine was obtained by the ternary mixture 
of solvents ethanol, dicloromethane and hexane for Bourbon cultivar and by the 
quarternary mixture for the IPR101 cultivar. Trigoneline was extracted in both 
cultivars. The natural microflora of C. arabica was isolated and purified, however was 
not noticed caffeine degradation in a specific medium. It was observed that the 
conditions are unfavorable to the growth of microorganisms in a medium containing 
caffeine and analysis by spectrophotometric technique in UV-vis region revealed no 
caffeine degradation. The variety Bourbon presented an easy isolation of microflora 
in commons media for filamentous fungi, bacteria, and yeasts, whereas in IPR101 
plant breeding is more resistant to development of the coffee leaf rust. 
 
Key words: Coffea cultivars. Decomposition methods. Mixture design. HPLC-DAD. 

Caffeine demethylase. UV-Vis spectra. 
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CAPÍTULO I 

 

IMPRESSÃO DIGITAL CROMATOGRÁFICA DO Coffea arabica POR ANÁLISE 

MULTIDIMENSIONAL UTILIZANDO O MÉTODO PARAFAC 

 

 

 

“Man with cuboid” de Escher 
simboliza um analista de multi-modos 
intrigado com um problema 
aparentemente insolúvel dos três 
modos. Cortesia da Fundação M.C. 
Escher. 

 Destaques 

▪ Os extratos foram preparados 
utilizando planejamento de 
misturas Centroide-Simplex. 

 

▪ O método PARAFAC foi aplicada 
em dados tridimensionais 
fornecidos por HPLC-DAD. 

 

▪ Para ambas as cultivares, o melhor 
modelo PARAFAC apresentou 
três fatores. 

 

▪ O primeiro fator foi capaz de 
discriminar os extratos em 
relação aos extratos em acetato 
de etila. 

 

▪ O segundo fator que indica os 
extratos em etanol puro e 
misturas binárias de etanol 
contendo que extraem ácidos 
clorogênicos. 

 

▪ O terceiro fator identifica cafeína 
por meio do perfil 
espectrofotométrico presente em 
todos os extratos. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Considerada uma das espécies vegetais de maior importância 

econômica, o café apresenta um comércio internacional que envolve cerca de 500 

milhões de pessoas em sua gestão. Segundo o Ministério da Agricultura (MAPA) 

com a colaboração da Secretaria de Produção e Agroenergia (SPAE), da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) e dados da Organização 

Internacional de Café (OIC), a produção nacional em 2014 foi de 45,35 milhões de 

sacas de 60 quilos de café beneficiado, sendo o seu cultivo em uma área total de 

1,95 milhões de hectares, dos quais 70% são provenientes de pequenas 

propriedades com aproximadamente 10 hectares. Portanto, a produtividade do Brasil 

em 2014 foi de 23,3 sacas por hectare, o que corresponde a 31,94% da produção 

mundial1. 

Uma das espécies economicamente mais importantes é o café 

arábica (C. arabica), a qual é caracterizada pela difícil manipulação gênica, seu 

florescimento é influenciado por diversos fatores ambientais como deficiência 

hídrica, radiação solar, temperatura, vento e umidade relativa do ar, e também por 

outros fatores como interação entre culturas, época de poda e recepa ou colheita 

tardia1. Além de afetar diretamente a produção de frutos e, consequentemente, a 

concentração dos principais metabólitos, os quais estão diretamente associados à 

qualidade do produto final, estas variáveis ainda exercem uma grande influência na 

incidência de pragas e doenças, dentre elas a ferrugem da folha do cafeeiro (Coffee 

Leaf Rust – CLR), em todas as fases fenológicas do cafeeiro de forma que muitos 

estudos de melhoramento vegetal são realizados para solucionar esses problemas. 
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Os grãos de C. arabica cru contém uma enorme variedade de 

compostos químicos, que se distinguem entre produtos intermediários e de 

metabolismo primário. Esses compostos são usados como marcadores taxonômicos, 

e os chamados “metabólitos secundários” contribuem para odores específicos, 

gostos e cores das espécies2,3. Muitos desses compostos, mesmo após os 

processos de torrefação, interferem no flavour da bebida, ou seja, em seu aroma e 

sabor4, dos quais se destacam os alcaloides5,6 e os ácidos clorogênicos7. Dentre os 

alcaloides encontram-se os de base purínica, dos quais as metilxantinas fazem parte 

e atuam principalmente no sistema nervoso central2. 

A análise metabolômica, também conhecida como fenotipagem 

metabólica ou simplesmente metabolomics em inglês, tem como foco as interações 

complexas dos componentes de um sistema biológico e destaca-o como um todo ao 

invés de apenas seus elementos particionados, resultando num aspecto distinto a 

respeito do equilíbrio celular8-10. Além disso, utilizam-se técnicas modernas para 

analisar amostras com a finalidade de procurar uma descrição analítica, 

caracterizando e quantificando todos componentes de baixo peso molecular de uma 

amostra biológica11,12. 

Para que se possa analisar um sistema biológico, é necessário 

conhecer como seus processos de regulação celular funcionam, e com isso, a 

análise metabolômica visa distinguir os chamados produtos finais desses processos, 

ou ainda, os metabólitos, os quais são considerados a resposta final desse sistema 

perante estímulos ou alterações genéticas ou ambientais13,14. A grande dificuldade 

em se trabalhar com metabólitos, e o que desafia os atuais procedimentos 

analíticos, resume-se em seu alto dinamismo no tempo e espaço, o qual torna 



18 

 

possível a existência de uma quantidade muito abrangente de formas e 

estruturas14,15. 

Apesar dos principais metabólitos serem provenientes do sistema 

endógeno, algumas amostras biológicas podem apresentar interferentes de fontes 

exógenas (microbioma, dieta, medicamentos, etc) e, portanto, prover resultados não 

verdadeiros durante uma análise12, por isso há a necessidade em estabelecer 

padrões para se estudar certos sistemas biológicos. 

O estudo através da análise metabolômica apresenta duas 

vertentes, o perfil metabolômico (metabolomic profile) e a impressão digital 

metabolômica (metabolomic fingerprint). O objetivo da análise metabolômica por 

meio do perfil metabolômico é analisar apenas um grupo de metabólitos, enquanto 

que na impressão digital metabolômica a intenção não é identificar cada um dos 

metabólitos observados, mas sim comparar padrões ou impressões digitais de 

metabólitos que variam em resposta a algum tipo de doença, mudanças no meio 

ambiente, melhoramento vegetal ou alterações genéticas16. 

Uma vez quantificados, os metabólitos são definidos como 

metaboloma da amostra, ou seja, as concentrações destes metabólitos em função 

do tempo. Pode-se pensar como um impressão digital metabolômica que representa 

o estado do organismo naquele período, ou seja, quantificar metabólitos de forma 

temporal com a intenção de acompanhar o desenvolvimento do sistema perante um 

estímulo quantificável12. 

A impressão digital metabolômica pode ser obtida através de 

técnicas espectroscópicas ou cromatográficas e dessa forma são denominadas 

como impressão digital espectroscópica ou cromatográfica. 
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O perfil metabolômico é considerado uma das análises mais 

holísticas e, duas técnicas são amplamente empregadas, a espectroscopia de 

massa (MS) e a ressonância magnética nuclear (NMR). Devido ao progresso e 

sofisticação dessas técnicas, cada vez mais o estudo metabolômico é impulsionado, 

e com isso, é acrescentada precisão, exatidão e sensibilidade à detecção e 

separação dos componentes metabólicos10,17. 

A impressão digital é uma ferramenta poderosa para o controle de 

qualidade de medicamentos à base de plantas18, e conta com técnicas de separação 

analítica, e as mais comumente utilizadas são as cromatográficas. Atualmente, as 

técnicas espectroscópicas acopladas às cromatográficas têm explicado sistemas 

complexos com propriedade, e quando se unem à ferramentas estatísticas, são 

capazes de reduzir grandes quantidades de informações químicas e biológicas em 

características singulares e precisas para cada sistema. Algumas das técnicas 

cromatográficas frequentemente utilizadas são as líquidas de alto desempenho 

(HPLC ou UPLC), pois têm uma elevada capacidade adaptativa e com estas 

técnicas quase todos metabólitos podem ser elucidados19,20. 

A cromatografia líquida de alta eficiência – HPLC pode ser 

considerada atualmente a técnica de separação mais empregada para análise 

metabolômica. Os mais diversos tipos de detectores podem ser acoplados à HPLC 

para esta finalidade, os mais comuns são o espectrômetro de massa (HPLC-MS)21, 

o de arranjo de diodos (HPLC-DAD)22. 

Algumas das ferramentas quimiométricas como análise de 

componentes principais (PCA) e análise hierárquica (HA) para dados multi-modos 

podem auxiliar às técnicas hifenadas descrevendo o melhor modelo que os dados 

obtidos dessas técnicas fornecem. Entretanto, essas ferramentas atuam em apenas 
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duas dimensões possibilitando a análise individual de cada amostra. Para que se 

possa analisar o conteúdo todo de todas amostras, dois métodos quimiométricos de 

ordem superior em três dimensões mostram-se muito atrativos para 

desenvolvimento e aplicação, a análise dos fatores paralelos (PARAFAC) e os 

métodos de Tucker.  

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo obter as 

impressões digitais metabolômicas de duas cultivares de C. arabica: Bourbon e 

IPR101 por HPLC-DAD e analisar os dados multidimensionais usando o método 

PARAFAC. 
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2 MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 

 

2.1 PLANEJAMENTO ESTATÍSTICO DE MISTURAS 

 

Nas análises metabolômicas por HPLC, na maioria das vezes, são 

empregadas misturas de solventes para facilitar ou melhorar a separação de solutos 

entre a fase estacionária e a fase móvel. Essa versatilidade permite variar a 

seletividade e aumentar a eficiência da separação de acordo com as necessidades. 

A composição da mistura empregada é um grau de liberdade 

adicionado à escolha de diversos solventes disponíveis. Podem ser empregadas de 

forma isocrática ou em gradiente de eluição, fazendo com que o tempo necessário 

para uma separação eficiente seja reduzido sem afetar a resolução23. 

A utilização de diversos solventes na composição da fase móvel, da 

mesma forma que se utilizam misturas de solventes na extração, possibilita 

maximizar a eficiência da extração de um maior número de compostos químicos da 

planta. A maneira mais indicada para se explorar como os solventes ou a mistura 

dos mesmos se comportam diante de um sistema de amostras biológicas, utiliza-se 

um planejamento de misturas24, o qual permite explorar várias combinações de 

solventes extratores para uma única amostra. 

Nesse mesmo aspecto, para obter uma boa impressão digital 

metabolômica se faz necessário associar o preparo da amostra com o emprego das 

técnicas avançadas de separação e identificação. E, para que toda a informação 

contida nos dados seja aproveitada de forma eficiente e interpretada de forma 

correta, um gama diverso de ferramentas quimiométricas podem ser utilizadas. 
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Dados cromatográficos obtidos por meio da técnica HPLC-DAD 

fornecem uma superfície como resultado, ou seja, fornecem como resposta uma 

matriz de dados, a qual gera dados de segunda ordem para cada amostra. No caso 

de um detector por arranjo de diodos25, é possível obter os valores de absorvância 

em função do tempo de corrida e em diferentes comprimentos de onda para cada 

amostra como mostra a Figura 1. 

 

Figura 1 - Exemplo de gráfico tridimensional de dados obtidos por HPLC-DAD. 

 

 

Além das técnicas analíticas utilizadas para obtenção da impressão 

digital, tem-se o planejamento experimental, no qual permite explorar condições 

diferentes para amostras de um sistema biológico em estudo. Como exemplo, um 

planejamento muito utilizado para modelagem é o do tipo Centroide-Simplex24 com 4 

componentes, como mostrado na Figura 2. 
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Figura 2 - Planejamento experimental do tipo Centroide-Simplex com 4 
componentes24. 

 

 

Na Figura 2, os vértices do tetraedro (○) correspondem aos 

solventes puros, o centro das arestas (●) correspondem às misturas binárias com os 

dois componentes dos vértices em proporções iguais, os pontos no centro das faces 

dos triângulos (●) correspondem às misturas ternárias com os três componentes dos 

vértices em proporções iguais e o ponto no centro do tetraedro (●) corresponde ao 

ponto central, isto é, à mistura contendo os quatro solventes em proporções iguais. 

 

2.2 MÉTODOS DE DECOMPOSIÇÃO DE DADOS 

 

Alguns instrumentos proveem dados de ordem superior, ou ainda um 

tensor de ordem superior26, como resposta para cada amostra. Para as técnicas 

hifenadas, tais como cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(GC-MS) e cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de 

diodos (HPLC-DAD), o método mais utilizado atualmente é a análise dos fatores 

paralelos (PARAFAC)27,  
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Figura 3, ou o método Tucker3, mais indicado quando o objetivo for 

executar a análise exploratória22. 

O PARAFAC e o Tucker3 são os dois métodos de decomposição de 

dados multidimensionais mais importantes. Esses métodos basicamente 

decompõem o arranjo do tensor X em um certo número de loadings que vão 

descrever toda a informação dos dados de uma forma mais compacta e conveniente 

para a análise do que os dados originais27. 

 
Figura 3 - Decomposição de matriz de três modos pelo método PARAFAC em uma 

soma de produtos em tríades de vetores chamados de loadings28. 

 

 

Uma particularidade do método Tucker3 é que o arranjo do tensor X 

pode ser decomposto com diferentes números de fatores em cada um dos modos. 

Essa propriedade é muito viável em casos onde um dos modos possui um número 

muito menor de níveis com relação ao número de níveis de outros modos29. 

 

tX=AG(C B) +E
 

(1) 

 

Como se observa na Eq. (1), no método Tucker3 o tensor X é 

decomposto nas matrizes A (I x D), B (J x E) e C (K x F) que contêm os pesos 

(“loadings”) do modelo relativos às três dimensões dos dados, respectivamente, e 

uma matriz central G (D x EF) de elementos pesos para todas as interações entre 

um fator de um certo modo com todos os fatores dos outros modos e, por este 
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motivo, mais variância é explicada pelo modelo Tucker3 em comparação com o 

modelo de tamanho semelhante do PARAFAC e, portanto, pode-se dizer que o 

modelo é mais atrativo quando se trata de exploração dos dados26,30. 

Uma das justificativas para o desenvolvimento e utilização de 

métodos multi-modos é a que, seus modelos propõem solução única e, 

matematicamente, isso significa que os modelos não podem ser rotacionados sem 

perda de ajuste. Em alguns casos, a unicidade pode ser denominada cromatografia 

computadorizada (computer chromatography)31, a qual pode ser usada para separar 

matematicamente compostos ou classe de compostos em um conjunto de amostras, 

dispensando o emprego de técnicas cromatográficas mais sofisticadas e reduzindo o 

consumo de produtos químicos e tempo. 

Estas propriedades tornam esses métodos muito atrativos27, e ainda 

segundo Bro (1998)31, em sua tese, descreveu que o método PARAFAC, 

particularmente, “fornece modelos parcimoniosos, portanto, robusto e interpretável, 

possibilitando melhores previsões e possibilidades para explorar os dados”. Uma vez 

que o modelo não pode ser rotacionado, a única coisa que pode variar é a ordem e a 

escala dos fatores.  

Por isso, uma característica intrínseca de modelos bi- e trilineares é 

a de que não há maneira de se saber se um fator é primeiro, terceiro ou quinto, e 

também identificar uma escala. Sendo assim, nos modelos multilineares os fatores 

específicos são identificados após o ajuste do modelo27. 

Segundo Harshman e Lundy32 e Reis33 o “PARAFAC determina a 

orientação do eixo único, buscando alongamento ou contração proporcional 

sistemática das distâncias ao longo de um conjunto consistente de direções no 

espaço de fatores”. 
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No método PARAFAC, um tensor de dados tridimensionais X (I x J x 

K) com elementos xijk é decomposto em três matrizes de loadings, A (I x F), B (J x F) 

e C (K x F) cujos elementos são aif, bjf e ckf, respectivamente e F é o número de 

fatores escolhidos. Um modelo trilinear é ajustado de forma a minimizar a soma dos 

quadrados dos resíduos, eijk. O modelo é representado de acordo com a Eq. (2)28:  

 

𝑿 =   𝑎𝑓  ⨂ 𝑏𝑓

𝐹

𝑓=1

⨂ 𝑐𝑓  

 

(2) 

 

A determinação da complexidade do modelo, isto é, do número de 

fatores, é um dos passos mais importantes na análise dos dados e não há para isso 

um critério absoluto. Várias ferramentas podem ser utilizadas para esta finalidade, 

citando como exemplo, a variância explicada pelo modelo, o conhecimento químico 

do sistema, validação cruzada34,35 e o método de diagnóstico de consistência do 

núcleo (CORCONDIA)36. 

O CORCONDIA é baseado na interpretação do PARAFAC como um 

modelo Tucker3 restrito. A consistência do núcleo é sempre menor ou igual a 100% 

podendo inclusive ter valores com sinal negativo. Um valor próximo ou igual a 100% 

pode ser interpretado como “muito trilinear”, enquanto que um valor próximo de 50% 

indica um modelo com número excessivo de fatores ou então que o modelo é 

tendencioso e inconsistente. Um valor próximo de zero ou negativo indica um 

modelo completamente inválido36. Em outras palavras, quanto maior o valor de 

consistência do núcleo, melhor será o ajuste do modelo. 

Para avaliar modelos PARAFAC com diferentes complexidades e 

definir o que melhor se ajusta ao sistema proposto, utiliza-se o valor de consistência 
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do núcleo. E para calcular modelos PARAFAC faz-se necessário o uso de 

programas com linguagem computacional adequada e uma interface que permita 

explorar e visualizar o conjunto de dados coletados, como o MATLAB® 37, equipado 

com uma coleção de funções e algoritmos capazes de propor o melhor modelo de 

um conjunto de dados multi-modos baseado em diversos modelos multilineares38. 
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3 EXPERIMENTAL 

 

A preparação dos extratos de café foi baseada em um planejamento 

experimental do tipo Centroide-Simplex24,39 com 4 componentes, e (etanol), a 

(acetato de etila), d (diclorometano) e h (hexano) devido aos parâmetros de 

solubilidade desses solventes40,41, e a partir do planejamento obteve-se 15 misturas 

diferentes nas composições dos solventes extratores, cujas proporções podem ser 

vistas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Composição das misturas extratoras em termos de proporção. 

Extratos 
Solventes 

Etanol Acetato de etila Diclorometano Hexano 

e 1 0 0 0 

a 0 1 0 0 
d 0 0 1 0 
h 0 0 0 1 
ea 1

2  1
2  0 0 

ed 1
2  0 1

2  0 

eh 1
2  0 0 1

2  

ad 0 1
2  1

2  0 

ah 0 1
2  0 1

2  

dh 0 0 1
2  1

2  

ead 1
3  1

3  1
3  0 

eah 1
3  1

3  0 1
3  

edh 1
3  0 1

3  1
3  

adh 0 1
3  1

3  1
3  

eadh 1
4  1

4  1
4  1

4  

 

Neste trabalho foram analisados os dados de HPLC-DAD de 

extratos de grãos crus de duas diferentes cultivares de C. arabica cedidas pelo 

Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), a cultivar Bourbon vermelho e uma cultivar 

desenvolvida pelo próprio IAPAR, denominada IPR101. Na cultivar Bourbon não há 

cruzamento com outras cultivares, ou seja, é arabica pura e foi usada como 
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referência. A cultivar IPR101 originou-se do cruzamento da cultivar Catuaí x 

Sarchimor, com genes SH2 e SH3 que são resistentes a ferrugem. 

Os extratos foram preparados e analisados por Moreira e Scarminio 

(2013)40,41. Das nove fases móveis testadas, a escolhida para empregar o método 

PARAFAC na análise da impressão digital metabolômica foi a fase móvel composta 

por 26% de acetonitrila, 51% de água e 23% de metanol, porque apresentou maior 

quantidade de picos nos cromatogramas nos comprimentos de onda monitorados. 

Neste trabalho, modelos PARAFAC com diferentes complexidades 

foram calculados e o melhor modelo foi escolhido utilizando os valores de 

consistência do núcleo, variância explicada e iterações entre as variáveis dos 

modelos. Os modelos PARAFAC foram calculados usando o programa MATLAB 

6.537 equipado com o pacote N-way toolbox para MATLAB versão 2.1138 usando o 

tensor de dados originais para os extratos das cultivares Bourbon e IPR101. O 

pacote N-way toolbox está disponível para download em 

http://www.models.life.ku.dk/nwaytoolbox/download. 

As matrizes utilizadas para aplicação dos modelos consistem em 

matrizes de ordem superior e têm como variáveis 300 valores de absorvância em 

função do tempo de retenção e 211 valores de absorvância em função do 

comprimento de onda para 15 extratos. A Figura 4 mostra o comportamento dos 

extratos da cultivar Bourbon perante às condições em cada ponto do planejamento e 

a Figura 5 mostra para os extratos da cultivar IRP101. 

 

http://www.models.life.ku.dk/nwaytoolbox/download
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Figura 4 - Matrizes plotadas empregando software MATLAB 6.5 utilizadas para 
aplicação do PARAFAC nos extratos da cultivar Bourbon. 
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Figura 5 - Matrizes plotadas empregando software MATLAB 6.5 utilizadas para 
aplicação do PARAFAC nos extratos da cultivar IPR101 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ANÁLISE DO TENSOR DE DADOS TRIDIMENSIONAL 

 

Os tensores de dados tridimensionais originais para os dois 

conjuntos de amostras utilizados para a análise continham 300 valores de 

absorvância em função do tempo de retenção (modo A), que corresponde a um 

tempo de retenção de 5 minutos, 211 valores de absorvância em função do 

comprimento de onda (modo B) que corresponde a um intervalo espectral de 190 a 

400 nm para 15 extratos (modo C). 

Todos os tensores para extratos das cultivares Bourbon e IPR101 

foram centrados na média em cada um dos modos, simultaneamente em dois 

modos e nos três modos, porém, não houve diferença com relação aos resultados 

obtidos com os tensores originais, de forma que para as análises foram usados os 

tensores originais. 

Uma vez que optou-se por não utilizar pré-processamento, os 

tensores de dados originais foram submetidos ao teste com o algoritmo 

CORCONDIA para modelos contendo de 1 a 5 fatores. Os resultados para os 

extratos das duas cultivares são mostrados na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Valores de CORCONDIA, variância explicada e número de iterações para 
modelos PARAFAC contendo de 1 a 5 fatores para os extratos das 
cultivares Bourbon e IPR101. 

Amostra N. fatores 1 2 3 4 5 

Bourbon 
CORCONDIA (%) 100 100 98,68 0,08 0,04 
Variância explicada (%) 65,11 91,34 96,13 97,70 98,51 
Nº de iterações 6 2 10 20 363 

IPR101 
CORCONDIA (%) 100 100 99,20 17,06 19,68 
Variância explicada (%) 68,07 89,17 94,95 97,32 98,17 
Nº de iterações 5 2 7 252 122 

 

Os valores de CORCONDIA e a porcentagem de variância explicada 

foram avaliados para as duas cultivares, e os melhores modelos seriam aqueles 

contendo 2 ou 3 fatores. Nos dois casos o modelo com 1 fator apresenta um 

CORCONDIA de 100%, porém a variância explicada não chega a 69%, para os 

modelos com 2 fatores o valor do CORCONDIA tem seu valor máximo e uma 

porcentagem de variância explicada aceitável e os modelos com 3 fatores apresenta 

um valor de CORCONDIA muito próximo de 100% e explicam 5% a mais da 

variação dos dados. Com relação ao número de iterações, são aceitáveis para os 

modelos com até 3 fatores. Assim, os modelos PARAFAC contendo 2 e 3 fatores 

para as duas cultivares foram obtidos e avaliados, sendo que o modelo com 3 

fatores mostrou-se mais informativo tanto para a Bourbon como para a IPR101. 

 

4.2 ANÁLISE DOS MODELOS DO PARAFAC 

 

4.2.1 Cultivar Bourbon 

 

Para os extratos da cultivar Bourbon foi escolhido um modelo 

PARAFAC com 3 fatores para os dados tridimensionais de cromatografia líquida de 
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alta eficiência acoplado com arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD). A Figura 6 mostra 

os loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator. 

Os loadings do modo A do primeiro fator, mostram um pico com 

maior peso e valor positivo no tempo de retenção de 3,41 minutos e dois picos com 

valores negativos nos tempos de retenção de 2,56 e 4,56 minutos. No modo B, o 

perfil espectral apresenta máximos com valores positivos nos comprimentos de onda 

de 208 e 228 nm e com valor negativo em 272 nm. No modo C é possível verificar 

que os extratos com maiores valores de loadings apresentam na composição da 

mistura o solvente extrator acetato de etila, em seguida, com valores intermediários 

de loadings têm-se os extratos contendo o solvente diclorometano e as misturas que 

apresentaram os menores pesos foram etanol, hexano e etanol-hexano. 

A análise conjunta dos loadings do primeiro fator, indica que os 

extratos contendo acetato de etila em sua composição extratora devem apresentar 

uma maior quantidade extraída do composto representada pelo pico em 3,41 

minutos e o perfil espectral deste composto pode apresentar máximos nos 

comprimentos de onda de 208 e 228 nm aproximadamente. Já os extratos com 

menor peso devem estar associados aos compostos que apresentaram os menores 

pesos no fator 1, que correspondem ao tempo de retenção de 2,56 e 4,56 minutos. 
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Figura 6 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon. 

 

 

Para verificar como o modelo descreveu os dados, recorreu-se a 

análise visual dos cromatogramas das 15 extratos da cultivar Bourbon obtidos no 

comprimento de onda de 210 nm, os quais revelam que os extratos contendo 

acetato de etila na sua composição apresentam o pico em 3,41 minutos, enquanto 

os outros apresentam um perfil cromatográfico de sobreposição de pico, como pode 

ser observado na Figura 7. 
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Figura 7 - Cromatogramas das extratos da cultivar Bourbon no comprimento de 
onda de 210 nm. 

 

 

Para confirmar estes resultados foram plotados os espectros DAD 

correspondentes ao tempo de retenção de 3,41 minutos, que são apresentados na  

Figura 8. É possível verificar que para os extratos que contém acetato de etila como 

um dos solventes extratores em sua composição, o espectro apresenta o perfil muito 

semelhante aos loadings do modo B do primeiro fator, enquanto os outros 

apresentam um perfil espectral com apenas um máximo em torno de 208 nm. 

 

Figura 8 - Espectros correspondentes ao tempo de retenção 3,41 minutos dos 
extratos da cultivar Bourbon. 

 

Na Figura 9 observa-se o segundo fator para os modos A, B e C, na 

qual os loadings do modo A apresentam apenas um pico com maior peso de valor 
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positivo no tempo de retenção de 2,48 minutos, já os loadings do modo B mostram 

uma série de comprimentos de onda máximos, todos com valores positivos em 203, 

219, 243, 297 e 326 nm, os quais são máximos característicos da classe de 

compostos de ácidos clorogênicos. Os loadings do modo C evidentemente separam 

os extratos contendo o solvente extrator etanol na composição da mistura do 

restante dos extratos que apresentaram pesos bem próximos de zero. Os extratos 

contendo etanol puro e misturas binárias contendo etanol apresentaram maior peso 

do que os extratos preparados com misturas ternárias e quaternárias. 

 

Figura 9 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon. 
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O segundo fator indica que esses extratos contendo etanol 

apresentam o pico em aproximadamente 2,48 minutos, o que é confirmado pelos 

cromatogramas apresentados na Figura 7, onde também é possível verificar um 

certo deslocamento desse pico. Para confirmar os comprimentos de onda máximos 

indicados pelo modo B os espectros DAD referentes ao composto ou mistura de 

compostos com tempo de retenção de 2,48 minutos são apresentados na Figura 10. 

 

Figura 10 - Espectros correspondentes ao tempo de retenção de 2,48 minutos dos 
extratos da cultivar Bourbon contendo o solvente extrator etanol na sua 
composição. 

 

 

Os espectros DAD dos extratos com etanol puro e as misturas 

binárias apresentam o mesmo perfil espectral do modo B do segundo fator e os 

extratos de misturas ternárias e quaternárias apresentam um perfil semelhante, 

porém com uma absorvância bem inferior. 

A Figura 11 mostra os três modos para terceiro fator do modelo 

PARAFAC, dos quais os loadings do modo A indicam 3 picos com valores positivos, 

sendo a de maior peso no tempo de retenção de 3,70 minutos e outras em 2,21 e 

4,56 minutos, com valor negativo apenas um pico com baixo peso no tempo de 

retenção de 2,48 minutos. Os loadings do modo B apresentam apenas picos com 

valores positivos e máximos em 207 e 273 nm, os quais são máximos característicos 
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da classe de compostos de metilxantinas (cafeína, teobromina, teofilina, etc.). Já nos 

loadings do modo C é possível verificar que os extratos etanol-diclorometano e 

etanol-diclorometano-hexano apresentam os maiores pesos, e com valores 

intermediários, entre 0,25 e 0,35 estão localizadas as outros extratos contendo 

etanol em sua composição e o restante dos extratos apresentam valores de loadings 

abaixo de 0,25. No fator 3 não há tanta discrepância com relação aos loadings do 

modo C como nos fatores 1 e 2. 

 

Figura 11 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon. 

 

 

Esta combinação indica que os extratos em etanol-diclorometano e 

etanol-diclorometano-hexano devem apresentar uma maior quantidade do composto 
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com tempo de retenção em 3,70 minutos. Pela Figura 7 é possível ver que esses 

extratos e os que contém etanol apresentam um pico diferente daqueles dos outros 

extratos no mesmo tempo de retenção. Para avaliar se os compostos eram 

diferentes, os espectros DAD originais referentes ao tempo de retenção de 3,70 

minutos foram plotados para todas os extratos, e são apresentados na Figura 12. 

 

Figura 12 - Espectros correspondentes ao tempo de retenção de 3,70 minutos dos 
extratos da cultivar Bourbon. 

 

 

Na Figura 12A é possível ver que os extratos em etanol-

diclorometano-hexano ( --- ) e etanol-diclorometano e ( --- ) apresentam uma maior 

absorvância, seguidos dos extratos em etanol-hexano, etanol, diclorometano, 

diclorometano-hexano e hexano, e na Figura 12B e 12C pelas misturas extratoras 
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contendo acetato de etila, e o que se observa é que quando a mistura contém etanol 

e acetato de etila (12B) o espectro apresenta um ombro próximo de 245 nm bem 

como na Figura 12A. 

Para avaliar se os picos indicados pelo modo A do fator 3 nos 

tempos de retenção de 2,21 e 4,56 minutos apresentavam o mesmo perfil espectral 

do modo B do fator 3, seus espectros DAD foram plotados e apresentados na  

Figura 13. 

 

Figura 13 - Espectros correspondentes aos tempos de retenção de 2,21 e 4,56 
minutos dos extratos da cultivar Bourbon. 

 

 

A Figura 13 indica que os extratos contendo etanol na mistura 

extratora também apresentam maior absorvância para os compostos representados 

pelos picos com tempo de retenção de 2,21 e 4,56 minutos, porém o perfil espectral 

do composto com tempo de retenção de 2,21 minutos é mais semelhante ao perfil 

espectral dos loadings do modo B do fator 2, que estavam associados ao pico com 

tempo de retenção de 2,48 minutos, indicando que existem dois compostos com 

esse perfil e confirmando o que Moreira e Scarminio40 afirmaram quando 

observaram dois compostos com esse perfil. Já o perfil espectral do composto com 

tempo de retenção de 4,56 minutos é bem similar aos loadings do modo B do fator 3. 
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A diferença desses espectros DAD com relação aos apresentados na Figura 12 é 

que estes apresentam um ombro no comprimento de onda de 282 nm, o qual é 

característico da trigonelina, entretanto o modelo não consegue separar esse 

composto devido ao seus valores de absorvância serem muito baixos. 

E portanto, para reafirmar que o modelo proposto com três fatores é 

o suficiente para explicar o sistema, aplicou-se um modelo PARAFAC com quatro 

fatores e a Figura 14 mostra o primeiro fator, a Figura 15 o segundo, a Figura 16 o 

terceiro e a Figura 17 o quarto. 

 

Figura 14 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
Bourbon. 

 

 

Observa-se nas Figuras 14, 15 e 16 que para os três primeiros 

fatores do modelo com quatro fatores e os três fatores do modelo adotado mostrado 

nas Figuras 6, 9 e 11 apresentam valores de loadings e perfis idênticos. 
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Figura 15 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo 
PARAFAC com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da 
cultivar Bourbon. 

 

 

Figura 16 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
Bourbon. 
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Figura 17 - Loadings dos modos A, B e C para o quarto fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
Bourbon. 

 

 

Quando observa o quarto fator na Figura 17, nota-se que o perfil 

proposto no Modo B é muito semelhante ao explicado pelo Modo B do segundo fator 

na Figura 15. Quando se analisa conjuntamente os três modos para segundo e 

quarto fator, observa-se que o solvente puro etanol e a mistura binária etanol-

hexano conseguem extrair maior quantidade do composto com perfil dos modos B e 

num tempo de retenção de 2,48 minutos. As mesmas misturas conseguem extrair 

um composto em 2,55 minutos com o mesmo perfil espectral daquele em 2,28 

minutos. Os mesmos perfis também são obtidos com outras misturas extratoras 

como ead, edh, ea, eadh, ed e eah. 
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4.2.2 Cultivar IPR101 

 

Como se observa na Tabela 2, os valores de CORCONDIA e 

variância explicada para a cultivar IPR101 são aceitáveis e o modelo PARAFAC 

mostra-se mais eficiente com três fatores, por isso o tratamento parte dessa 

condição. Para a cultivar IPR101, assim como para a Bourbon, foi escolhido um 

modelo PARAFAC com 3 fatores para os dados tridimensionais de cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplado com arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD). A Figura 

18  mostra os loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator escolhido. 

 

Figura 18 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101. 

 

 

 



46 

 

Analisando os loadings do primeiro fator, tem-se no modo A apenas 

um pico com maior peso e valor positivo no tempo de retenção de 3,41 minutos e 

dois picos com valores negativos nos tempos de retenção de 2,53 e 4,56 minutos. 

No modo B, o perfil espectral apresenta máximos com valores positivos nos 

comprimentos de onda de 208 e 228 nm e com valor negativo em 272 nm. Enquanto 

que, no modo C é possível verificar que os extratos com maiores valores de loadings 

apresentam na composição da mistura o solvente extrator acetato de etila, em 

seguida, com valores intermediários de loadings têm-se os extratos contendo o 

solvente diclorometano e as misturas que apresentaram os menores pesos foram 

etanol, hexano e etanol-hexano. 

A análise conjunta dos loadings do fator 1 indicam que os extratos 

contendo acetato de etila em sua composição extratora devem apresentar uma 

maior quantidade extraída do composto representada pelo pico em 3,41 minutos e o 

perfil espectral deste composto pode apresentar máximos nos comprimentos de 

onda de 208 e 228 nm aproximadamente. Já os extratos com menor peso devem 

estar associadas aos compostos que apresentaram os menores pesos no fator 1, 

que correspondem ao tempo de retenção de 2,53 e 4,56 minutos. 

A análise visual dos cromatogramas das 15 extratos da cultivar 

IPR101 obtidas no comprimento de onda de 210 nm mostra que os extratos 

contendo acetato de etila na sua composição apresentam o pico em 3,41 minutos. 

Quando analisa a mistura de solventes extratores que contêm etanol e acetato de 

etila em sua composição, nota-se a presença de um ombro no tempo de retenção de 

3,68 minutos sugerindo sobreposição dos picos nessa região. Os cromatogramas 

podem ser vistos na Figura 19. 
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Figura 19 - Cromatogramas dos extratos da cultivar IPR101 no comprimento de 
onda de 210 nm. 

 

 

Para confirmar estes resultados, os espectros DAD correspondentes 

ao tempo de retenção de 3,41 minutos foram plotados e são apresentados na Figura 

20. É possível verificar que para os extratos que contém acetato de etila como um 

dos solventes extratores em sua composição, o espectro apresenta o perfil muito 

semelhante aos loadings do fator 1 do modo B, enquanto os outros extratos 

apresentam um perfil espectral com apenas um máximo em torno de 208 nm. 
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Figura 20 - Espectros correspondentes ao tempo de retenção de 3,41 minutos dos 
extratos da cultivar IPR101. 

 

 

Para o segundo fator, Figura 21, os loadings do modo A apresentam 

apenas um pico com maior peso de valor positivo no tempo de retenção de 2,45 

minutos, enquanto que os loadings do modo B apresentam uma série de 

comprimentos de onda máximos, todos com valores positivos em 203, 218, 243, 297 

e 326 nm, e novamente, assim como na cultivar Bourbon, são máximos 

característicos da classe de compostos de ácidos clorogênicos. Fica evidente que a 

análise dos loadings do modo C demonstram que os extratos contendo o solvente 

extrator etanol na composição da mistura são separados do restante, as quais 

apresentam pesos bem próximos de zero. Os extratos com etanol puro e misturas 
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binárias contendo etanol apresentaram maior peso do que os extratos preparados 

com misturas ternárias e quaternárias. 

 

Figura 21 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101. 

 

 

Analisando conjuntamente o fator 2, nota-se que os extratos 

contendo etanol apresentam o pico em aproximadamente 2,45 minutos, o que pode 

ser confirmado pelos cromatogramas apresentados na Figura 19, nos quais também 

é possível verificar um certo deslocamento desse pico. Para confirmar os 

comprimentos de onda máximos indicados pelo modo B os espectros DAD 

referentes ao composto ou mistura de compostos com tempo de retenção de 2,45 

minutos foram plotados e são apresentados na Figura 22. 
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Os espectros DAD dos extratos com etanol puro e as misturas 

binárias etanol-acetato de etila e etanol-hexano apresentam o mesmo perfil 

espectral do modo B do fator 2 e o extrato de mistura binária etanol-diclorometano, 

os de misturas ternárias e quaternárias apresentam um perfil semelhante, porém 

com uma absorvância bem inferior. 

 

Figura 22 - Espectro correspondente ao tempo de retenção de 2,45 minutos dos 
extratos da cultivar IPR101. 

 

 

Analisando agora o terceiro fator na Figura 23, no modo A apenas 3 

picos são indicados com valores positivos, sendo a de maior peso no tempo de 

retenção de 3,70 minutos e outras em 2,16 e 4,56 minutos, e com valor negativo 

apenas um pico com baixo peso no tempo de retenção de 2,56 minutos. Os loadings 

do modo B, igualmente a cultivar Bourbon, apresentam apenas picos com valores 

positivos e máximos em 207 e 273 nm, os quais são máximos característicos da 

classe de compostos de metilxantinas (cafeína, teobromina, teofilina, etc.). Já nos 

loadings do modo C é possível verificar que o extrato etanol-acetato de etila-

diclorometano-hexano apresenta o maior peso, e com valores intermediários, entre 

0,25 e 0,35 estão localizados os extratos em diclorometano, etanol-hexano, etanol-

acetato de etila-hexano, etanol-acetato de etila-diclorometano e etanol, e o restante 
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dos extratos (dh, adh, ed, edh, ad, a, ah e h) apresentam valores de loadings abaixo 

de 0,25. No fator 3 não há tanta discrepância com relação aos loadings do modo C 

como nos fatores 1 e 2. 

 

Figura 23 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC 
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101. 

 

 

Esta combinação indica que o extrato etanol-acetato de etila-

diclorometano-hexano deve apresentar uma maior quantidade do composto com 

tempo de retenção em 3,70 minutos. Pela Figura 19 é possível ver que esse extrato 

e os que contêm etanol e acetato de etila em sua composição extratora apresentam 

um pico sobreposto em 3,70 minutos em relação aos dos outros extratos no mesmo 

tempo de retenção. Para avaliar se os compostos são diferentes, os espectros DAD 



52 

 

referentes ao tempo de retenção de 3,70 e 4,56 minutos foram plotados para todos 

os extratos, e são apresentados na Figura 24. 

 

Figura 24 - Espectro correspondente ao tempo de retenção de 3,70 e 4,56 minutos 
dos extratos da cultivar IPR101. 

 

 

Nota-se que, ao analisar o perfil espectrofotométrico dos extratos em 

3,70 minutos, como mostrado na Figura 24, confirma-se a análise conjunta dos três 

modos do terceiro fator que a maior concentração do composto extraído é dada pela 

mistura quaternária que aparece como um pico sobreposto em B na Figura 19 nas 

misturas de solventes extratores contendo etanol e acetato de etila. E que em 4,56 

minutos encontra-se outro composto, entretanto diferentemente da encontrada no 

modo B do terceiro fator da Figura 23, esse espectro apresenta um ombro no 

comprimento de onda de 282 nm, o qual é característico da trigonelina, e novamente 

o modelo não consegue separar esse composto devido ao seus valores de 

absorvância serem muito baixos, assim como na cultivar Bourbon apresentada na 

Figura 13 no tempo de retenção de 4,56 minutos. 

A Figura 25 mostra os espectros DAD obtidos dos extratos 

preparados em etanol e suas misturas no tempo de retenção 2,16 minutos. Observa-

se um perfil espectral igual do composto descrito na Figura 22 e no modo B do 
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segundo fator, Figura 21. Como os tempos de retenção para o mesmo perfil são 

diferentes podemos inferir que existem dois compostos com o mesmo perfil, sendo 

um mais predominante no tempo de retenção de 2,45 minutos do que o outro em 

2,16 minutos. 

Figura 25 - Espectro correspondente ao tempo de retenção de 2,16 minutos dos 
extratos contendo etanol na mistura extratora da cultivar IPR101. 

 

 

Novamente, para a cultivar IPR101, para ratificar que o modelo 

proposto com três fatores é o suficiente para explicar o sistema, aplicou-se um 

modelo PARAFAC com quatro fatores e a 
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Figura 26 mostra o primeiro fator, a  

Figura 27 o segundo, a Figura 28 o terceiro e a Figura 29 o quarto, e a análise 

conjunta possibilita inferir que o modelo traz informação química e separa 

compostos de uma classe para os extratos da cultivar IPR101. 
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Figura 26 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
IPR101. 

 

 

Figura 27 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo 
PARAFAC com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da 
cultivar IPR101. 
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Figura 28 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
IPR101. 

 

Figura 29 - Loadings dos modos A, B e C para o quarto fator do modelo PARAFAC 
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar 
IPR101. 
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Quando observa o quarto fator na Figura 29, nota-se que o perfil 

proposto no Modo B é muito semelhante ao explicado pelo Modo B do terceiro fator 

na Figura 28. Quando analisa conjuntamente os três modos para terceiro e quarto 

fator, observa-se que o solvente puro e as misturas contendo etanol conseguem 

extrair maior quantidade do composto com perfil dos modos B e num tempo de 

retenção de 2,35 e 2,53 minutos, concordando com os resultados obtidos por 

Moreira e Scarminio40. 
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CONCLUSÃO 

 

Pode-se concluir que, para ambas as cultivares o melhor modelo 

PARAFAC apresentou 3 fatores, porque apresentaram valores aceitáveis de 

consistência e de variância explicada. Entretanto, quando utilizado um modelo 

PARAFAC com 4 fatores, observou-se que quimicamente o modelo mostra a 

existência de mais de um composto apesar de não ser recomendado 

matematicamente por seus valores de consistência serem menores que 20%. No 

caso da cultivar Bourbon, o segundo e o quarto fator conseguem separar dois perfis 

de ácidos clorogênicos em três tempos de retenção (2,28, 2,48 e 2,55 minutos) e 

para a IPR101, o terceiro e o quarto fator explicam dois perfis de ácidos clorogênicos 

em dois tempos de retenção (2,35 e 2,53 minutos). 

Em ambos os casos o fator 1 do modelo PARAFAC conseguiu 

discriminar os extratos com relação aos obtidos em acetato de etila, cujo perfil 

espectrofotométrico ainda não foi identificado, o fator 2 indicou que os extratos em 

etanol puro e as misturas binárias contendo etanol foram mais eficientes na extração 

dos ácidos clorogênicos7 e o fator 3 permitiu identificar o perfil espectral da 

metilxantina42,43 presente em todos os extratos, sendo a maior concentração nas 

misturas etanol-diclorometano-hexano e etanol-acetato de etila-diclorometano-

hexano para as cultivares Bourbon e IPR101, respectivamente, e prever a maior 

concentração de trigonelina42-45 na mistura etanol-diclorometano para a Bourbon e 

nos solventes extratores etanol e etanol-hexano para a IPR101. 
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CAPÍTULO II 

 

ANÁLISE EXPLORATÓRIA DA ENZIMA CAFEÍNA DEMETILASE EM Coffea 

arabica 

 

 

 

Células replicadas de espécie 
característica de fungo isoladas e 
purificadas de grãos crus de C. 
arabica. 

 Destaques 

▪ A microflora das cultivares de 
C. arabica foi isolada em 
três meios de cultivo: 
DYG’S, YEPD e PDA. 

 

▪ A purificação das cepas 
ocorreu durante dois meses. 

 

▪ Para analisar a capacidade de 
degradação da cafeína, a 
microflora foi transferida 
para meio líquido. 

 

▪ A incubação ocorreu durante 
72 horas. 

 

▪ A análise por técnica 
espectrofotométrica na 
região do UV-vis, permitiu 
identificar a cafeína, 
entretanto não foi possível 
quantificar sua degradação. 

 

▪ A cultivar desenvolvida para 
combater a ferrugem da 
folha do cafeeiro mostrou-se 
menos suscetível ao 
crescimento de fungos 
filamentosos, bactérias e 
leveduras. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Com o crescer do consumo do café no Brasil, cada vez mais a 

população exige qualidade nos produtos provenientes da matéria-prima dessa 

bebida que se tornou tão popular no território nacional. Segundo a ABIC (Associação 

Brasileira da Indústria de Café), o Brasil é o maior produtor, sendo responsável por 

30% do mercado internacional e o segundo mercado consumidor de café. Os 

principais centros produtores de café no Brasil são Minas Gerais, São Paulo, Espírito 

Santo e Paraná. A produção da cultivar mais consumida, o Coffea arabica, se 

concentra em São Paulo, Minas Gerais, Paraná, Bahia e parte do Espírito Santo, 

enquanto a cultivar C. robusta é plantada principalmente no Espírito Santo e 

Rondônia. 

A espécie C. arabica foi descrita por Linnaeus em 1753, da qual 

existem atualmente duas mais conhecidas variedades, a Typica e a Bourbon. A 

espécie arabica média é um arbusto grande com folhas ovais verde-escuras e é 

cultivado em toda a América Latina, na África Central e Oriental, na Índia e na 

Indonésia1. Considerada uma espécie muito suscetível a ataques de pragas, 

doenças e a presença de um alto teor de umidade, a resistência do C. arabica é um 

dos principais objetivos dos programas de melhoramento de plantas, uma vez que, 

controlando esses parâmetros pode-se mitigar o desenvolvimento de 

microrganismos e a mudança de cor, ou seja, pode-se manter a qualidade do 

produto1,2. 

A variedade Bourbon é considerada uma das melhores para se 

produzir bebidas gourmet, pois suas características são únicas, tais como seu aroma 

intenso, suavidade, textura achocolatada e sabor adocicado, no entanto, é de suma 
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importância que seu ambiente de cultivo e os procedimentos de secagem sejam 

rigorosos para que as características sejam preservadas. Dados importantes 

referentes à estereotipagem das plantas da variedade mostram que são de até 3 

metros de altura, produzem frutos menores, sua produtividade é menor e é muito 

suscetível a pragas e doenças3. 

A grande suscetibilidade dos grãos às doenças e pragas faz com 

que os processos das fases de colheita sejam de extrema importância para 

manutenção da qualidade do produto final. Parizzi4 descreve que diversos autores 

encontraram problemas de contaminação por fungos presentes naturalmente no solo 

durante essas fases desde pré-colheita ao armazenamento do café. Outro grande 

desafio do cultivo de café no Brasil são as oscilações e as periódicas frustrações do 

rendimento de grãos, uma vez que existem relações entre os parâmetros climáticos 

e da produção agrícola complexas. Os fatores ambientais também interferem no 

crescimento e desenvolvimento das plantas durante as fases fenológicas da cultura 

de café5-7. 

Com a finalidade de emitir seu selo de qualidade e mitigar as 

adversidades na fabricação do produto comercializado, a ABIC estipula valores para 

os parâmetros de qualidade e de acordo com a “Norma de Qualidade Recomendável 

e Boas Práticas de Fabricação de Cafés Torrados em Grão e Cafés Torrados e 

Moídos”8,9, um dos parâmetros que conferem características aos diversos tipos de 

bebidas à base de café é a cafeína, um alcaloide purínico que ocorre naturalmente 

em mais de 60 espécies de plantas10. Utilizada comumente para produção de 

bebidas energéticas11, e utiliza de mecanismo bioquímico semelhante aos das 

drogas que estimulam o cérebro, como anfetaminas, cocaína e heroína12. 
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A cafeína presente nos diversos tipos de café (C. arabica, robusta, 

etc.) varia também de acordo com as variedades da planta de café, dentre as quais 

estão Bourbon, Catuaí, Acaiá e Mundo Novo. Como se sabe a cafeína pertence à 

classe das xantinas11,13 e a commodity pura é obtida a partir do processo de 

descafeinação como um subproduto do café e também extraída da folha de chá-

preto (Camellia sp.), da erva-mate (Ilex paraguariensis) e do guaraná (Paullinia 

cupana). Ainda existem dois metabólitos muito semelhantes à estrutura da cafeína, 

entretanto possuem diferentes efeitos fisiológicos, a teofilina (dilatador brônquico e 

para tratar de apneia) e a teobromina (possui propriedades diuréticas)14,15. 

A presença da cafeína em diversas plantas faz com que muitos 

microrganismos não sejam capazes de crescer e se reproduzir nesse meio, 

entretanto existem algumas cepas na literatura que são, e além disso, conseguem 

consumir esse alcaloide como fonte de carbono e de nitrogênio, dando início à via 

de degradação da cafeína16-24. 

Nota-se a relevância de todo procedimento do cultivo do café, uma 

vez que o processo envolvido afeta a qualidade da bebida se não for seguido com 

rigor e qualidade, por esses motivos o objetivo dessa segunda parte do trabalho foi 

isolar a microflora dos grãos de duas cultivares diferentes de C. arabica, a cultivar 

Bourbon tradicional e a cultivar resistente a ferrugem, selecionar por técnica de 

screening em meio de cultivo sólido e líquido os microrganismos capazes de 

modificar a molécula de cafeína. 
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2 MICROFLORA DO C. arabica 

 

2.1 TÉCNICAS DE ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO 

 

As técnicas de isolamento e purificação de cepas envolvem a 

adaptação das mesmas em meios de cultivo que contenham os nutrientes 

necessários para que cresçam e se reproduzam, o conhecimento do que o 

microrganismo pode consumir e verificar se o microrganismo é capaz de degradar 

alguma molécula presente no meio21,22. 

Os meios de cultivo mais comumente utilizados para isolamento de 

fungos filamentosos, leveduras e bactérias são, respectivamente, PDA (Batata 

Dextrose Ágar), YEPD (Extrato de Levedura Peptona-Glucose) e DYG’S, mas outros 

meios como os que contenham apenas sais também são de grande utilidade para 

essa finalidade. Alguns meios são específicos para determinados estudos, como por 

exemplo Roussos et al.18 utilizou três meios diferentes para isolamento e purificação 

das cepas de fungos filamentosos e um quarto meio foi usado para a seleção rápida 

de cepas puras de microrganismos capazes de degradar a cafeína. 

Essenciais às técnicas de isolamento e purificação, algumas etapas 

são necessárias para que se possa realizar o isolamento e a purificação das cepas. 

A Figura 30 ilustra os procedimentos de isolamento, purificação e estoque das 

cepas. A técnica de semeadura e estrias múltiplas em placas de Petri consistem em 

semear e espalhar superficialmente o material com o auxílio de uma alça 

bacteriológica e em fluxo laminar contínuo, fazendo estrias sucessivas. O 

procedimento é feito até que ocorra o esgotamento do material biológico para conter 
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poucos microrganismos, uma vez que cada colônia formada na superfície é 

originada de um ou alguns poucos microrganismos. 

 

Figura 30 - Ilustração dos procedimentos de (A) isolamento, (B) estrias múltiplas e 
purificação e (C) estoque. 

 

 

Após a criação do estoque das cepas isoladas e purificadas, para 

avaliar alguma característica dos microrganismos faz-se necessário que os mesmos 

cresçam em um meio líquido para que posteriormente realize-se a centrifugação e, 

por exemplo, as amostras possam ser analisadas por técnicas 

espectrofotométricas24 ou cromatográficas20, Figura 31. 
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Figura 31 - Ilustração dos procedimentos de pré análise de amostras biológicas para 
detecção, separação e quantificação de metabólitos contendo meio de 
cultivo. 

 

 

2.2 SELEÇÃO DE CEPAS CAPAZES DE DEGRADAR A CAFEÍNA 

 

Embora a busca de um microrganismo capaz de degradar a cafeína 

tenha começado há quase 35 anos, estudos realizados ainda não são concretos. No 

entanto existem propostas para mecanismos de degradação por bactérias 

(Pseudomonas)14,21 e fungos (Aspergillus16,22 e Penicillium18) por duas vias, a de 

demetilação por fungos, Figura 32,  e a oxidativa.  
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Figura 32 - Proposta de via de N-demetilação para a degradação da cafeína por P. 
putida CBB514. 

 

 

A confirmação da capacidade de degradação da cafeína pode inferir 

que existe a possibilidade de ocorrer um desequilíbrio da microflora natural do café, 

seja pela má estocagem ou negligência com os locais de armazenamento, e 

consequentemente afetar a qualidade do grão. Segundo Ashihara13 o Coffea 

eugenioides possui alto nível da enzima cafeína demetilase, podendo assim 

converter a cafeína endógena eficientemente a teofilina, o que faz com que a 

cafeína comece a ser degradada. Além da enzima ser inerente ao fruto do café, 

também pode ser produzida por microrganismos capazes de degradar a cafeína, e 

além de alterar a qualidade dos grãos, o flavour da bebida também é afetado. 

Por outro lado, a degradação da cafeína por vias microbianas e 

enzimáticas tem sido uma opção vantajosa na substituição de técnicas genéticas no 

desenvolvimento de plantas sem cafeína. Apesar das enzimas envolvidas na 

degradação da cafeína serem conhecidas, as mesmas não apresentam relatos 

concretos à respeito de seu mecanismo de atuação. A principal enzima envolvida 

nesse processo é denominada especificamente pela sua função, cafeína demetilase, 

a qual não é considerada estável e por isso a demanda por uma investigação tem se 

tornado atrativa e viável19. 
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3 EXPERIMENTAL 

 

Foram analisados grãos crus de diferentes cultivares de C. arabica 

cedidas pelo Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), a cultivar Bourbon vermelho e 

uma cultivar desenvolvida pelo próprio IAPAR, denominada IPR101. Na cultivar 

Bourbon não há cruzamento com outras cultivares e foi usada como referência. A 

cultivar IPR101 originou-se do cruzamento da cultivar Catuaí x Sarchimor, com 

genes SH2 e SH3 que são resistentes a ferrugem. 

Para isolar a microflora natural das cultivares de C. arabica utilizou-

se a metodologia adaptada de Roussos et al.18. Em placas de Petri descartáveis 

foram adicionados 0,2 g do grão da cultivar e adicionando o meio seletivo (Tabela 3) 

para fungos filamentosos, leveduras e bactérias (PDA, YEPD e DYG’S), totalizando 

12 placas. O tempo de incubação foi de 120 horas à 28 o C para que os 

microrganismos se adaptassem ao meio e pudessem crescer, tanto no isolamento 

quanto nos repiques e purificação por estriamento, semeadura e esgotamento. 

 

Tabela 3 - Composição dos meios de cultivo utilizados para isolamentos da 
microflora. 

Meio de cultivo 
PDA YEPD DYG’S 

g L-1 

Extrato de levedura - 10,0 2,0 

KH2PO4 - - 0,5 

Glicose - 20,0 2,0 

Peptona - 20,0 1,5 

MgSO4.7H2O - - 0,5 

Batata Dextrose Ágar 39,0 - - 
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A Figura 33 mostra o esquema referente à metodologia utilizada 

para realização do isolamento dos microrganismos e após a purificação as cepas 

replicadas foram armazenadas em tubos de ensaio com a finalidade de criar um 

estoque para os próximos testes. 

 

 

Figura 33 - Esquema de plaqueamento para isolamento de microflora natural dos 
grãos de café. 

 

Com a finalidade de buscar microrganismos que cresçam em meio 

contendo cafeína, realizou-se a seleção em duas etapas. Na primeira, as culturas 

puras isoladas foram inoculadas em meio contendo cafeína de composição 
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mostrada na Tabela 4, e as culturas que se desenvolveram nesse meio sólido foram 

submetidas a um teste de screening em meio líquido. O tempo de incubação foi de 

72 horas à 28 o C para o meio sólido e as mesmas condições sob aeração a 180 rpm 

para o meio líquido. 

 

Tabela 4 - Composição do meio utilizado para isolamento e seleção das cepas. 

Componentes Meio (g L-1) 

KH2PO4 1,30 

Na2HPO4 0,12 

MgSO4.7H2O 0,30 

CaCl2.2H2O 0,30 

Glicose 5,00 

Cafeína 1,20 

Ágar 15,00 

 

Na segunda etapa, as culturas foram inoculadas com 200 µL de 

suspensão de esporos da parte dois da primeira etapa em 10 mL de meio contendo 

cafeína (sem ágar) em balões cônicos (250 mL) e incubou-se sob condições de 

aeração a 180 rpm, a uma temperatura de 28 o C durante 72 horas. 

No final do período de incubação, apenas um dos frascos inoculados 

foi selecionado e juntamente ao frasco controle (ausência de inóculo), foram 

submetidos à centrifugação à 15000 rpm. Do sobrenadante do meio foram retirados 

3 mL e realizou-se uma extração líquido-líquido da cafeína seguida de diluição do 

meio em 125 mL de diclorometano (CH2Cl2) para que não houvesse interferentes na 

análise espectrofotométrica na região do UV-vis. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Figura 34A mostra a colônia isolada em meio de cultivo PDA da 

cultivar Bourbon, já a Figura 34B mostra o repique realizado por estriamento da 

colônia isolada e na Figura 34C a purificação da colônia por semeadura e 

esgotamento. 

 

Figura 34 - Processo de (A) isolamento, (B) repique e (C) purificação das cepas da 
cultivar Bourbon em meio PDA para fungos filamentosos. 

 

 

A Figura 35 mostra o estoque criado para armazenar as cepas 

purificadas, com a finalidade de poder estuda-las em testes futuros. Na linha 

superior (A) estão apresentadas as cepas de fungos filamentosos purificadas e na 

inferior (B) as de leveduras. 
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Figura 35 - Estoque das cepas purificadas em meios PDA (A) e YEPD (B). 

 

 

Como mostra a Figura 36, algumas das bactérias isoladas no meio 

DYG’S cresceram mais em meio contendo cafeína e os inóculos foram dispostos em 

ordem crescente 13 > 15 > 9 > 8, e por esse motivo o de número 8 foi selecionado e 
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submetido aos próximos passos para quantificar a degradação da cafeína por 

técnicas espectrofotométricas na região do UV-vis. 

 

Figura 36 - Procedimentos de seleção de microrganismo capaz de degradar a cafeína  

 

. 

 

Dentre os espectros obtidos, o que mostrou maior diferença entre o 

controle (vermelho) e após o inóculo (preto) no comprimento de onda característico 

da cafeína é apresentado na Figura 37. 
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Figura 37 - Espectro da cafeína comparando o controle e o inoculado. 
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Nota-se que a absorvância do inoculado é mais baixa que o controle, 

a qual poderia indicar uma possível degradação da cafeína, entretanto não é 

possível afirmar devido a sobreposição espectral das metilxantinas.  

Para fins de comparação entre as duas cultivares, foi realizado o 

screening nos meios de cultivo PDA, YEPD e DYG’S e, como mostra a Figura 38, na 

cultivar Bourbon os microrganismos se desenvolveram e na IPR101 os 

microrganismos não foram capazes de crescer. Isso indica qualitativamente que as 

técnicas de melhoramento vegetal aplicadas no desenvolvimento da cultivar IPR101 

podem inibir o crescimento da microflora natural de cultivares de C. arabica. 
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Figura 38 - Screening em meios de cultivo específicos para fungos filamentosos, 
leveduras e bactérias para as cultivares Bourbon e IPR101. 
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CONCLUSÃO 

 

Baseado em estudos17-24, a microflora natural do C. arabica foi 

isolada e purificada e esperava-se que algum dos microrganismos isolados fosse 

capaz de degradar a molécula de cafeína. Entretanto, o que se observou foram 

condições que não favoreceram a degradação pelo consumo microbiano nem pela 

enzima cafeína demetilase. 

Quando as cultivares Bourbon e IPR101 foram comparadas 

observou-se que, de fato, a cultivar melhorada foi mais resistente ao 

desenvolvimento de microrganismos de sua microflora natural, uma vez que, os 

genes SH2 e SH3 para resistência à ferrugem estão presentes. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Na primeira parte do estudo observou-se que o melhor modelo foi 

obtido com três fatores, apesar do modelo com quatro fatores mostrar-se muito 

atrativo quando se objetiva a separação química. O modelo com quatro fatores 

explica informações extras quando comparado com PCA e HA40,41, o que torna o 

PARAFAC um método de fácil aplicação e interpretação para matrizes de ordem 

superior. 

Quando se discute a parte microbiológica do trabalho, observa-se 

que a grande dificuldade de lidar com esses tipos sistemas são as condições a 

serem pré-estabelecidas e o comportamento diário do microrganismo. Observou-se 

que as cultivares comparadas apresentaram comportamentos diferentes quando 

submetidas às mesmas condições para crescimento microbiano, comprovando que 

o melhoramento vegetal é uma variável importante no estudo microbiológico. 


