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RESUMO

TSUKUI, Anna. Abordagem metabolémica no mapeamento quimicoa$ gréos de cafe

crus (Coffea arabical.) do Parana Rio de Janeiro, 201 Tese(Doutoradoem Ciéncia de
Alimentos)i Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2017.

A qualidade dos cafés sofre influéncia de fatedefoclimaticos, fisiolégicos e de péslheita,
gue afetam osonstituintes quimicogresentes nos graof®ada a complexidade desta cadeia,
diversosesforgos téh sido feitos na busae seestabelecer daboracfes buscando respaldar
gualidade do café, e entre elas estdocertificacbes daregides produtors de cafés de
qualidade, no ambito de fortalecer o reconhecimento da regido e os proprios cafeicultores. A
proposta deste trabalho tem como finadiel®@ mapeamento quimico dos graos de cafés arbica
crus Coffea arabical., Rubiaceae) produzidos nas regides cafe@lmEstado do Parana
(Norte Pioneiro e Norte Centrajravésda abordagem metabolémjaam andlises quimicas
gualitativas e quantitatias por meios de técmis de espectrometria de massa&sou
cromatografica aliades a andlise estatistica dos dados. Diantesalisa primeira parte do
trabalhoinvestigouseos constituintegjuimicos de cafés cultivados em 2 saf@msecutivas
(2012 e 201Bpela técnica pomjecdo direta do extrato neSI () FT ICR MS e posterior
analise quimiométricandefoi possivel demostrars diterpenos glicosilados atractilosideo |l,
carboxiatractilosideo 1l ecarboxiatractilosideo lllcomo sendo assubstancias denaior
contribuicao <0.05) para a classificacdite dois processosle pdscolheita,asvias seca e
semisseca, com base ABNOVA e PLSDA. Emuma segunda etapa do trabaléalisesios
constituintes quimicoscomodos acidos clorogémbs, cafeinaditerpenos cafestol e caveol,
sacaroseacides palmitico, estarico,oleicg, linoleico,linolénico, araquidico e behénidoram
realizadas, entre as quais obsergeuqueos diterpenos, acido oleiademonstraranforte
influénciado processalepdscolheita(p<0.05). Dentre estas, 0 &cido oleico demosttavado
teor para via secagnquantoos diterpenogom teores mais reduzidog\lém disso,o teor de
0leo(r=0,42) acido araquidic¢r=0,33) behénicqr=0,34) somatdrio dosliterpenogr=0,46)

e seus teores ikmlamente decafestol (r=0,68) ecaveol (r=0,33)obtiveram correlacao
moderadaom a nota atribuida a qualidade dos calf#m adi¢do, a construcdo de modeéo
predicaada qualidade dos cafés foi possjeeinsiderando conjunto de amostrasasvariaveis
analisegiuimicaspor meiodaanalise multivaria pairegressao por mimos quadrados parciais
(PLSR) obteve-se bons resultados najuste do modelo tanto para calibrag#e0,9413
quanto pargredicdo(r’= 08271)da qualidade da bebida empregando sosonjuntos de
amostras de cafédssim, amesorregiaao Norte Roneirofoi caracterizada por gracem teor
elevadopara cafeinaditerpenos cafestol e caveol, teor em &edaixo teor para acidos
cloroggnicos em comparagdamesorregio Norte CentraDiante do exposto, conckgeque

a classe dos diterpenos caurafuagestol e caveolpi o principal diferenciadodosprocesse
de podscolheita pelas viasseca e semisseca, bem coma daesorredgdes de cultivo
determinadapelastécnicas de andlisesiguicasproposta neste trabalho.

Palavraschave:Coffeaarabical., via seca e semissedaSI () FT ICR MS, atractilosideos e
analogoscafestol, caveo) cafés de qualidade.



ABSTRACT

TSUKUI, Anna Metabolomic approach in the chemical mapping of coffeenbgCoffea
arabica L.) from Parand&io de Janeiro, 2017.hEsis (PhDStuden) i Chemistry Institute,
FederalUniversity of Rio de Janeiro.

The coffee quality is directlynfluenced byedaphoclimatics, physiologicals factors and
postharvest processes tladfectsthe chemical compoundsn the coffee beans Given he
complexity of this chaincollaborationshave beermade in order to support the quality of
coffeg among which are the certifications of the regions @wdgnition producer of coffee
beans The purpose of this work is to map the chemamhpoundf thegreen coffedoeans
(Coffea arabicd.., Rubiaceae) produced in thdferentregions of the Statof Parana through

the metabolona approach with qualitative ampiantitative analysisy mass gectrometry and
chromatograpic techniques together statistical analysis. Therefore ififdtestepof this work

a chemical investigation was carried out on the two coffees crops (2012 and 2013) by ESI (
FT ICR MS technique and subsequent ANOVA an f155(p <0.05) analysis, which indicated
that glycosylated diterpenes, such as atractyloside I1l, carboxyatractyloside 1l and
carboxyatractyloside Il classifigtiedifferents postharvest processes, dry and smilnthe
secondpart, thechlorogenic acidgaffeine, cafestol, kahweol, sucrose, palmitic, stearic, oleic,
linoleic, linolenic, arachidic an behnic acidgere determinated, such aklrogenics acids,
diterpenes cafestol and kahweol, oleic andlénic acid were indicated witstrong influence

(p <0.05) of the postharvest procesg&siong them, oleic acilavehigh contenton the other
hand, diterpeneBavelow content fo dry process. Besides that, correlation of amourdilof
(r=0,42), arachidic(r=0,33) and beheni¢r=0,34) acids and diterpends=0,46), cafestol
((r=0,68) and kahwedl=0,33)obtained a moderate correlation withffee qualityln addition,

a prediction model of coffee quality was elaborated using all the chemical analyzes by
multivariate analyses applyim@LS regressionpbtaning a good fit of model for calibration
(r>=0,%13 and prediction(r>= 0,8271). Futhermore, the North Pioneiro mesoregivere
characterizedvith high content of caffeine, oil, diterpenes cafestol and kahweol and low
content of chlrogenic acid in compaonto North Central mesoregion. Thus, it was concluded
that the class of durane diterpenes was the main differentiator of the dry and-dsgmi
processes, as well #& mesoregions determinedteghniques of chemical analysis proposed

in this work.

Keywords: Coffea arabical., dry and semdry processe£SI (-) FT ICR MSatractyloside
and ankbgue kahweol, cafestokpecial coffee
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ESTRUTURA DA TESE

Esta tesefoi dividida em trés capitulos O primeiro trata darevisdo bibliogréaficae
objetivo, onde foramabordada informagBesno que diz respeito aos cafés brasileiros,
principalmente aos graos @stado do Paranéps processode poscolheita, a composi¢ao
guimica e a influéncidestanaqualidade dos graasaspremissas da abordagem metabolémica
e andlise de dados.

O segundo capituldrata do emprego d&cnica deespectrometria de massas com
ionizacaopor electrospray néuscada diferenciacdo dos processiesposcolheita semisseco
e se&o. Inicialmente, o estudo foi conduzido com uma vasta pesdassabstancias quimicas
presentes em cafés, de formeompor um banco de dados a stlizadoao longo desta tese

O terceiro capitultratado estudo da quantificac@o dos principaisgituintes quimicos
dos cafésentre eles cafeina, acidos clorogénicas diterpenos cafestol e caveshcarose
Em adicdo foram ainda estudadogld, acidez titlavel e teor de 6leo ndiferenciacdo de
processoslepds-colheita, mearegido de cultivocomo a Norte Pioneiroorte Central, além

da influénciadestesna qualidade dos cafés.
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INTRODUCAO

O Brasil vem investindo em tecnologia no agronegécio do café, em busca da
consolidacdo no mercado internacional para seus cafés de mdidadgidNo ano de 208,
segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimeetado do Pararfédi o quinto
maior produtor de graasus comparado@m Minas Gerais, $8Paulo, Espirito Santo e Bahia
(CONAB, 2016).

Em novembro de 20123 mesorregiddo Norte Pioneiro do estado do Parga&ssou a
ser destaque paoer recelido a certificacaade Indicacdo Geogréfica de Procedéncia (IGP) do
Instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI), esforco obtido pelos cafeicultores da
regido em parceria com o titato Agronémico do Parana (IAPAREgla garantia de qualidade
de seus frtos Para o aprimoramento de seus cadéggidovem estabelecado colaboracdes
gue tragam contribuicdes cientificas a respeito da composicdo dos gréos culgvados
produtores loais a fim decoletarinformacdes queespaldem as certificacdes gealidade e
garantam a imagem deagido como produtora de cafés de qualidade.

A literatura descreve quegaialidade do cafésta relacionada amnjunto de atributos
fisicos, quimicos e ssoriais. Atraves da avaliacdo da composi¢cao quimica como, por exemplo,
o teor de cafeina, acidos clorogénicos, acucares, 6leo, acidos graxos, diterpenos, entre outros,
€ possivel compreender influencias climaticas, tipo de solo, altitude e processaenaEiso
colheitg tendo envista que estes influenciam diretamente a qualidade da bebida.

Diante dissocompreendeo papel dos constituintes quimicejuer umanvestigacao
através de uma amostragemrepresentativa Em adicdp a aplicacdo daabordagem
metatl6micae posterior analise dos dados por quimiomgtasibilitaobter informacgdes a
respeito das diferencas e semelhancgas entmmjunto de amostrager pesquisa no campo
da metaboldémica tem se intensificado consideravelmente nos ultimos anosadmpdcidade
de aquisicdo de numerosas informacdes a respeito do comportamento das substancias presente
nos organismos a relagédo dos messwom 0s aspectos ambientais.

O projeto aqui proposto teeemo finalidade o mapeamergoimicodos graos de cafés
arabica crusGoffea arabicd..) produzidosias mesorregioek Norte Pioneiro élorte Central
do estado ddParanapor meio dasinalises cromatograficas e/pelatécnica deespectrometria
de massas aliadaaaalise estatistica dos daddentro das preissas do estudo metabolémico,

a fim de caracterizar metabdlitos tipicos dos cafés slestadese compreender aspestde

cultivo ali presentegara que possam ser discriminadatre si
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1 GRAO DE CAFE

A histéria da producade café no Brasil faz parte do desenvolvimento econémico e
social do pais. A entrada dos gréos no continente brasileiro deu inicio em 1727 com o Sargento
Francisco déVlelo Palhetana regido NorteA propagacao do cultivo do café no século XVIII
limitou-se ao Norte &lordeste do paig\o longo dos anos, os grafmsam estendendsepara
as demais regidggossibilitando a abertura de estradas e portos para o escodogentesmos.

No entanto, somentam 1825 a producdo de caftbi consolidada, principalmentes regides
sudeste sul pornobres europeus que se viram naéhica ¢ sabendo do sucesso da bebida de
café no mercado internacionphssaram o cultivax plantaornando g grdosatraente para a
econonia do pa$ (Martins, 2012).

A producgdade caféno Brasilé bastante favorecidan relagédo asondi¢es de cultivo,
como clima esoloe, :2gundo dados da AssociagBi@sileira de Cafés (ABIC, 20),7 paisé
consideado o maior produtor de gréi@rus no mundo, seguido d¥ietham Colémbia e
Indonésia(Figura 1) As espécies de maior producdomercialsdo os cafés arabic&€dffea
arabical.) e robusta@. canephoraPierreex A. Froehner com 77 a 83 %e 16 a22% da
producgéobrasileira respectivamenteentre osanos de 2013 a 201®entre os estados
brasileirosmaisprodutivosse destaga Minas Geraisseguido desdo PaulpEspirito Santp
Bahia, Parané&ntre outrofCONAB, 2016).

2015 [ — BN TN -
_ 201+ | —— BN AR -

C
<
2013 [ — BN EENR -
2012 [ N T e e e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Producéo (%)
= Brasil = Vietnan Colémbia = [ndonésia
= Etiopia India = Honduras = México
= Uganda = Guatemala = Peru = Costa do Marfirr
= Nicaragua = Costa Rica El Salvador = QOutros Paises

Figura 1. Producdo mndialde gréaos de cafés cruBrincipaispaises pdutores (ABIC, 2017).
Fonte:Adaptado deABIC.
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O Paran&ontribuipara o agronegécio brasileiro com a produgéa@bde caféem torno
de 1,7 a 4,8 em café arabica, quando comparadoutros estados brasileisp segundo
levantamententre2013 a 201§Tabela 1) A variacao na producéo anual € decorrdatperda
da colheita que pode ser ocasionadelas alteracdes climaticagjue impactamno
desenvolvimento da pléacomovolume de chuva e tgmeraturasendo que o intervalo entre
19 e 21°C é idaal para uma boa colhejtpodendo se estendentrel8 a 23°C. Segundo dados
da CONAB (2014)a regiagparanaense enfrentou fortes geagfiexona baixa producados

graos de cafés em 2014.

Tabela 1. Levantamento de producao de café arabica cru nos estados brasileiros.

Ano de Producéo (%)

Estados 2013 2014 2015 2016
MinasGerais 715 69,5 685 693
Sao Paulo 105 141 127 143
Espirito Santo 9,1 8,8 9,2 91
Bahia 28 41 3,6 31
Parana 43 1,7 40 25
Outros 18 19 20 16

Fonte: CONAB: Pagina naternetda Companhia Nacional Abastecimento.

Ao longo dos anosliversogrodutores de cafésn todo paisassim comasprodutores
paranaensesém buscando meigmraa melhoria da qualidadge seus graasa consolidacao
do mesmo no mercado nacional e internacional. Muitos produtores paranaenses séao auxiliados
pelas instituices de pesquisa que misadesenvolvimento do agronegdcio do Estado, como
por exemplo onstituto Agronémico do Parana (IAPAR) que tem como missdo a inovacao
tecnolégicado agronegéciocomo um todp atendendo desde grandpeodutores até a
agricultura familiar.

Dentre as regidesle grande importancigpara a economia cafeeifgaranaense,
dest@am-seasdo norte do Estada@omoa mesorregiaao Norte Central eNorte PioneiroNo
mapa da Figura 2 obserga as areas (em vermelho) onde esta concentrado o cultivo de cafés.
Em novembro de 2012 mesorregidao Norte Pioneirorecebeu o certificadoedindicacao
Geografica e Procedéncia (IGP) do Instituto Nacion&rdariedade Intelectual (INPI). O IGP
€ uma certificacdo que fornece uma identidade ao produto, uma forma de obter o
reconhecimento das qualidades particulares do produto ao produtatandiha visibilidade
do mesmo no mercado local, nacional e, até mesmo internacional (INPI, 2015). Sempre que

possivel outras contribuigcdes agregam valor no reconhecimento do produto como, por exemplo,
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as caracteristicas particulares do produto, como@igaés da composi¢cédo quimica dos graos

e como estes estdo relacionadas com a qualdtzdeafés produzidos na regiao.

Norte Legendas:

. Norte ]
Cﬂltl al Ploneics -Area de café mapeada
; Limite estadual

Noroeste

Estacéo meterologica:

‘ Londrina
‘ Maringa

0 50 100
— —

Fonte: Conab. 0 50 100
B T km
Figura 2. Area de café mapeado no Parana.

Fonte: Adaptado dEONAB: Pagina nanternetda Companhia NaciondeAbastecimento,

As caracteristicas quimicagor sua vez, sdo diretamente influenciadas pelo
desenvolvimento do fruto onaeorren evolu¢deslos tecidos embrionari@é a formacéo da
semente/grdono periodode seis a oito meses apés a florada da pl@fitura 3) Essas
modificacdes no fruto sdo afetadpelos fatores genéticos e clintéis como altitude,
temperatura eimidade relativa dar, aém dos cuidados do mapepa agricultura como a

adubacao eontrole de pragas e doencas (Castro; Marracd06)2

Desenvolvimento do Desenvolvimento do Maturagdo
perisperma endosperma pericarpo

< »
-

> - &=
“ >
;V g 0 O @
by i aTs ST6 5“,
Estadio ST Loi*"ﬂ-q .
-—
" . A : v - - u T >
‘empo (dias) a0 50 90 120 150 180 210 240

Figura 3. Imagemdo fruto do café e desenvolvimento do gr&T = Estagipe =
endospermgys=perisperma; pgericarpo
Fonte: Castro, Marraccini, 2006.
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Segundoas recomendac¢Oesstadués para o cultivodo caféna regi® paranaense,
elaboradas para auxiliar os produtores locais, o cafeeiro deve ser plemaaltitudes
superiores a 300 metros, condicdo em que o cafeeiro melhor seeadd@tmos de temperatura
para odesenvolimento dos frutos (IAPAR, 1991)pmtempeaturas variando de 19 a 2€ e
marginais entre 18 e P& e 22 e 23C. Além disso,deveseaplicar adubosque garanta os
nutrientes necessarigmrafrutos bem formadgsalcancandam méximo de qualidaddJm
agravante € aresenca déroca do cafédoen@ que leva a reducdo do peso dos grgos e
consequentemente, alteracdo do tipo de classificag&gque correspondea quantidade de
defeitos como graos imperfeitos ou impurezas conideo total de 300 gramas de graos
(Castro;Marraccini, 2006).

O endospama é a parte mais importante @pda Seu desenvolvimento promove o
acumulo gradual de proteinas de reserva, sacarose, polissacadogmexos compostos
fendlicose lipidicos que contribuem para fornecimento danergia necessaria parssaa
germina@o (Castro; Marraccini, 2006) Aléem dissQ esses constituintes quimicos
desempenham papeis importantes na qualidade da bépdsar dos cuidados durante o
cultivo dos graosoutrofator importante que afethretamente a qualidadsta relacionado aos
processosle poscolheita.

Assim, acompreensdao da relagdo entre os constituintes quimicos e os fatores envolvidos
nas condigdes de produc&moosprocessede pdscolheitae as condigbes edafoclimaticas
e sua correlacdo com a regi@mdutora dos graase café abre a possibilidade de relacionar
ou buscarmarcadores quimicos discriminar os grdos de cafés de acordo com as suas

caracteristicafenotipicas.

2 PROCESSAMENTO DE POSCOLHEITA

Para que haja um boentendimentalas etapas envolvida® procasamentale pés
colheitg faz-se necessario compreender a estrutura fisica que comgsdeutos dos cafés.
Este sdo formados pelo exocarpo (pele/casca), mesocarpo (polpa/mucilagem), endocarpo
(pergaminhok grao (FigurdA). Apos o beneficiamento do grény, pode ser visualizada uma

pelicula prateada (perispernah torno do gra¢FiguradG).
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Casca

Mucilagem
Pergaminho

Gri Pelicula prateada

&3

Figura 4. Estrutura do fruto do caf§A) discriminacdo das partes dos frutos eorte
transversal(B) fruto inteiro emdiferentes estagios de maturacgéo, (C) corte transversal do fruto
com a casca removida, (D) grao com mucilagé&nantes e (F) apos secagexpondoo
pergaminho e (G) grao cru com a pelicula prateada.

Fonte: Duran et al., (2017).

E F G

Apés a colheita, os frutos podem passar por duaspviasipais de processamento
distintos,a via seca e a via umida. Um modo adicional é o processamento conhecidoa&omo vi
semiumida ou senmsgca que vem ganhando espaco na producado de (fEffurab). Para a
melhor compreensédo de cada etapa, € necessario obsedf@rers;as entre 0s processos e
como os mesmos podem influenciateor dos constituintes quimigdais cano carboidratos,
lipidios, proteinas, minerais e metabdlitos secundarios presentes nos gr@iages al.,

2012 Kleinwachteret al, 2010) Eses sdo os principais grupos de substancias quirdaas
graoe que afetam a qualidade da bebida caracteaizsdo sabor e aroma intensos apés o
processo de toa (Borém, 2014; Bytoét al,, 2005).
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Fruto

|
Lavagem e separagdo
(cereja e verdes)

Frutos cereja, verdes,
entre outros

Frutos
verdes

Frutos cereja

Via seca Despolpamento

i ‘ Via semiumida ou semisseca ‘ Via Gmida
i Sem Remogio da Remocio da
remogdo da mucilagem mucilagem
‘ mucilagem (mecanicamente) (Fermentacdo natural)
Umidade Secagem ‘
10-12% (grdos inteiros) Secagem Umidade
10-12%
Descascamento Remocgdo do
(casca) pergaminho

| Armazenamento ‘

Figura 5. Fluxograma do processamemi®poscolheita do café.
Fonte:Duran et al., (2017).

2.1 VIA UMIDA

Qualqguer que seja processops frutos do café sdo colhidos em diversos estagios de
maturacdo, desde verdes até maduros, estes denominadogkigtem 6A pagina29). Os
graos dos frutos verdes nao estéo fisiologicamente beama#gidos,e sGomenores quao
estagiocereja. Quandomersos em tanques contendo agua, os frutos verdes (e os danificados
por razdes diversase depositam frequentemente no fundo do tanque, enquanto os frutos cereja
ficam na superficie devido a diferenca de densidade dos mesmos. Este processo permite a
semracado dos cafés verdes (imaturos), maduros e excessivamente r{iaoiios 2014).

ApGs esta separacgéo, os frutescdfés cereja passam pela remogdo mecéanica da casca
ainda em contato direto com a 4gua e através de equipamentos de desint&gragiegem

(composta por 84 % de agua, 9%, de proteina, 4 % de carboidratos, 0,9% de substancias pécticas
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e 0,7% decinzag e analises adiciomada composicdo de polissacarideos revelou que o
componente insolavel em &lcoél constituid de 30% de pectina, 8% cébse e 18% de
monossacarideos tais como arabinose, xilose e galactose entre outros acucargs éimples
removidaduranteo processo de fermentag A identificacdo denicrobiota naturatleespécies

de bacériastais comdKlebsiellaspp.,Erwinia spp.,Aerobacterspp.,Echerichiaspp.,Bacillus
spp., € espéciede levedurascomo Saccharomyces marxianuS. banyanusS. cerevisiae
Schizosaccaromycespp. podenser considerados principaisicro-organismogesponsaveis
peladegradago damucilagem. Entretant Avallone et al. (2001) n&o observarataveduras
pectinoliticasesta fase do processameato decorréncia @opulagéo de bactérias e leveduras
gue produzem &cido latiamesceemenqguanto a populacédo de mignganismos pectinoliticos

se mantém constantAssim,a diminuicdo do pHho meiolevaa predominanciale leveduras

por serem tolerantegacidez elevadaugerindo que degradacédo da pectina tambgate sr
decorrente da acidez do meidvélloneet al, 2002 Leeet al, 2015).De modo geralotempo

de fermentacdo pode variar de 6 a 72 h, dependendocadadicbesestabelecidas no
desenvolvimentala microflora(Brando e Brando, 2014).

Apoés a fermentacdseeguese a lavagemuma etapade grandeconsumo de ague
geracao de residud® café fermentamlpode ser lavado manualmente no préprio tanque ou em
canais, por bombas centrifugas por maquinagspecificas. A lavagem € importante para
remover todo residuo gerado da fermentacdo e consequentementeaefotenacdo de
compostosndesejaveixomo acilo butirico e propidnicpque influencian negativamentea
gualidade dos caféEm seguidaocorrea secagem dos graos que pode ser realizagecador
mecanico ou deofma natural em terreiro aberto (Brando e Brando, 2014)

Esta via de processamentagima caracteristiGasensoriais quedo definidacomo

bebidade sabor mais suavegra menos corpo e elevada acidez (Chalfoun e Fernandes, 2013).

22VIA SECA

Este tipo de processo é bastante empregado em regides com maior incidéncia solar,
embora o m®do de posolheita varie de acordo com o produtor e o produto que se deseja
alcancar A via seca € bastante empregqubat produtoredrasileiras (Borém, 2014 Paiva
2010.

Nesta posolheitg os frutos sdo secos na sua forma integra, imediatamente apds a
colheita, em terreiro aberto ou em secador mecéanico. Esta via de processamento € conhecida

por produzir cafés a partir de diferentes graus de maturagéo do fruto, incluindo grdos de extrema
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maturacdo e grédos que secaram na propria planta, ou seja, s&aocappcao maior de
selecionar os frutodurante acolheita. Entretanto, poeke também usar graos cereja apés a
flotacdo citada no iterB.1, seguindo imediatamente para a secagem em terreiro §bgytoa
6C) (Borém, 2014)

Diferentanenteda viaumida, avia seca origina cafés de bebidas amais corpo e

adstringéncia e menor acidez (Chalf@euRernandes, 2013).

2.3 VIA SEMISSECA

Nestaetapa terrse 0 processo conhecido como semiumido ou semidsézalmente,
este processo foi desenvolvido para sanar o problema da mistura de frutos de diferentes
graus de maturacdo encontrados no processo seco, principalmente quando a colheita ndo é
seletiva(Brandq 2010).Esta técnica, originalmentedsileira, deu inicio ndécada de 1990
como um sistema interrdg&rio entre orocessosecoe umido. Este processo € também
chamado de cereja descascadmm intuito de diferencifo dos processos citados
anteriormente

Assim, faz-se necessario que os frutos sejam cemgjdesta formaha facilidade na
remocao da&as@/polpa No entanto, a mucilagem nadatalmente removida opergaminho
€ seco juntamente conmaaior parte ou toda a mucilagem (Brando e Brando, 2014).

Esta via possibilitou a producdo de cafés caaracteristicasensoriais proprias
Tornousemaispopular no mercado nacionabr apresentar alta qualidadgue seassemelha
ascaracteristicas da via imida e que ao mesmo teegodta em mais corpsimilar a via seca
podendo assirser um substitutoalcaféde via umida.Em consegéncia, haiminuicéo dos
residuogierados em comparacao a via Umdlaante a etapa de lavagem dos gréos submetidos

a fermentago natural (Brando e Brando, 2014).
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Graos cerejas

Grdo sem Grdo com
mucilagem e mucilagem e
casca removida casca removida

<

' ©)

Figura 6. Imagem dos frutos de cafés em diferentes estagios deataduA), etapa de
secagem do café vieca (B) e via imida e via semisseca (C).

Fonte: http://pt.slideshare.net/e@lltura/adolfeferreira, 2015.

3 CONSTITUINTES QUIMICOS DO GRAO CRU DO CAFE

Quando se trata de caf@uito se comenta a respeito @t de cafeina dosacidos

clorogénicos. Emetanto,sabese qie a composicdo quimica dafé é constituida por divessa

outrassubstancias, como observadolaela 2Em se tratando dsompreendo da influéncia

dos processode pdscaheita nos constiintes quimics, que sera apresentado no item 4 deste
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capitulo,inicialmentefaz-senecessariconhecersprincipaissubstanciapresentesje modo

a relaciondas com a qualidade dos cafés.

Tabela 2. Os principais onstituintes gimicosde gréo cru d€offea arabical..

Constituintes Teor (%) Componentes
Carboidratosoliveis 97 12,5
Monossacarideos 0,27 0,5 Frutose, glicose, galactose, arabinc
(tracos)
Oligossacarideos 619 Sacarose (>90%), rafinose, estaquiose
Polissacarideos 3i 4 Polimeros de galactose, mano:
arabinose, glicose.
Polissacadeos 4671 53
Insollveis
Hemicelulose 51 10 Polimeros de galactose, arabinose
manose.
Celulose p(1-4) manana 417 43
Acidos e Fenois
Acidos volateis 0,1
Acidos  alifaticos ndo 27 2,9  Acido citrico, malico, quinico.
volateis
Acidos clorogénicos 371 5,6 Acido 5-cafeoilquinico (isdmeros).
Lignina 113
Lipideos 157 18
Cera 0,27 0,3 Amidas de serotoninaprincipa): N-
docosanoib-hidroxitriptamida
Oleo 7,71 17,7 Triglicerideos.
Acidos graxos (principal): palmiticc
linoleico.
Esteres deiterpenoscafestol e caveol.
Esterdis livres e esterificados.
Minoritarios:diterpenos livrestocoferois,
fosfatideos.
Compostos Nitrogenado 117 15
Aminoacidos livres 0,21 0,8
Proteinas 8,51 12
Cafeina 0,87 1,4
Trigonelina 0,67 1,2
Minerais 37154

Fonte:Adaptado déelitz; Grosch, Schieberle, 2009;

A substancianais conhecida é@feina(1,3, #trimetilxantina) que faz parte da dase

das metilxantina, estas sa@onheci@s por seus efeitos fisiolégis, sendo receptwade

adenosinaO deito estimulantedessas substancia® sistema nervoso central é bastante

estudado devido a atuacdo como inibidor do efeito neuromodulador dasadeadenina é a

substancia responsavel pela diminuicdo das taxassdargas nervosas espontangas,torna

mais lenta a liberacéo deversos neurotransmissores como o glutamato, aeaaainobutirico,

a acetilcolina e as monoaminds cérebro podemg portanto,induzir o sono(Couteur e

Burreson 2006).
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O principal mecanismo de acao da cafeseadeve a sua simildade estrutural com a
molécula de adenosina (Figura Seusefeitos podem ser identificados por meio da agitacao
tipica como o aumentdo ritmo cardiacogstreitamento deasos sanguineos enquanto outros
se dilatam, e certos musculos se contraem mais facilmente. Devido a isso, muitos medicamentos
apresentam na sua composicdo a cafeina, entre aqueles usados para aliviar e prevenir a asme
tratar enxaquecas, aumentar a pressao sanguinea e atuar como diurético, entre outras aplica¢de
(Couteur e Burresqr2006 Daly e Fredholm, 2004

CHj

o rL o) N/\N ‘\\\ oM
Y )|\(K o B
N H,N e
H3C/ y \—CHs \/ OH
N\
Ni/ OH

Cafeina Adenosina

Figura 7. Estrutura quimica da cafeiraadenosina

Osacidasclorogénice sdaoum grupo de ompost@fendlicos presentesoscafés, muito
conhecido poapresentematividade antioxidanteNo organismo sua acae eficierte quando
se tem uma relacdo conjunta da concentragi@manecessaria para que promova a defesa do
orgacalvo, ou sejacapaz de seabsorvidlo e metabolizadpelo organismpdescrevendo sua
biodisponibilidadg(Oliveira e Bastos, 2011; Cozzolino, 2009).

A capacidadalos antioxidantes emapturar ogadicais livrese metais préoxidantes
esta relacionadasua naturezguimica.Os radicais livreseferan-se adtoma ou molécula
altamente reativd que contém nimero impar de elétrons em sua Gltima caneddiniga. E
este naeemparelhamento de elétrates Ultima camada que confere alta reatividagleetorna
necessariadquirir elétrons de outras moléculas para atingir a estabilidade quBeicdo
assim, reagem facilmente com compostos quimicos vizintmdgdandeos (Ferreira e
Matsubara, 1997)Os metais préxidantes, como ferro e cobraceleram o jcesso de
oxidacgdao, por exemplde lipideospela decomposicao de hidroperdxifimsnados no processo
cuja atividade pode ser alterada pela presenca deeagguelantes, como acido citrico ou
fosfato (Damodararat al, 2010).

Nos organismos vivos, a funcdo dos antioxidantes é impedir que os radicais livres
(formados a partir de reacdes @spécies reativas de oxigénri@ROs) promovam danos as

células e tedos ou sejagvitam a oxidacao destrutiva de moléculas organicas de importancia
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biolégicacomq por exemplpcomponentes da membrana celular lipidica, os fipéfleos As
EROs, tais como o radical hidroxi{®H °), radical hidroperoxilgHO?) e &nion superéxido
(O2°), produzidas como subgrutosda respiracéo celulgFerreira e Matsubara, 1997).

Comumentea estrutura quimica dos compostos antioxidagpesserd um ou mais
aréis aromatica ligados a pelo mersoum radical hidroxila e/ou outros substituintegadical
livre €& estabilizadopor ressonanciano anel aromaticoou pela presenca de multiplas
insaturacdes conjugada®mo, por exemplono b-caroteno Sato et al (2011) avalioua
atividade antioxidant@ vitro do acido clorogénico e do &acido cafeiedoi constatado que o
acido cafeico apresentou atividadémilar a &cido clorogénico. @go, a capacidade
antioxidante do composto esta relacionada a estrgtinsicaaromatica desta molécula.

Os acidos drogénicoscompdem uma classe de substandiesnadas apdés a
esterificacdo do acido quinico com derivados de &coiltamice, como o acido cafeigo
feralicoe cumdico. Podem sedenominados pelos derivados acido cindmico, nUmero e posicao
do grupo acilagconhecidoxomo acidos cafeoilquinicdgsémeros 3 4-, 5-), feruloilquinicos
(isbmeros 3 4-, 5-), p-cumaroilquinicogisdmeros 3 4-, 5), além de ésteres de dois acidos
cafeica com um &cido quiniggor exemplo o acido dicafeoilquiniGgeémeros3 4-, 3,5, 4,5
). Em adicdogsteres mistos dos acidos caféico e ferulico com acido quauom oacido

cafeiokcumanoilquinico, também s&o conhecid(gura8) (Oliveira e Bastos, 20)1
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Figura 8. Acidos fendlicos e clorogénicos representativos em cafidoAquinico acido
cafeicq ferulico, cuméico, acidos cafeoilquinicop-cumaroilquinico feruloilquinicq acido

dicafeoilquinicg acidocafeiolaumaroilquinico
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Os carboidratoem graos de cafés crado os maiores constituintes quimieosstéo
presentes na forma sollve insolivé. Dentre os solUveis, mais abundante é a sacarose
(Figura 9) Os demais acgucarssluveispresentesaofrutose, glicose e galactose, entre outros
minoritarios como o manitol (Murkovic e Dreler, 2006)Em contrapartidaos carboidratos
insolGveis mais abundantes s@i@binogalactanajalactonanana ecelulose que podem ser
reduzidoemmoléculas de baixo peso molecyleomo nono e oligosacarides, bem como a
reducaado grau de ramificacadurante a torrdevidoa degradacatérmica(Oosterveldet al.,
2003)

Os carboidratgsprincipalmente a sacarosfiofontes de acucares redutores como a
glicose,durante a torrguntamente com aminoacidos cabtrem no aroma e sabor do café
formado via reacao de Maillanskarranjo de Amadorimacao de Strecker, entre outras reacoes
gue nao se faz necessario o aminoa@docomposto de agrupamento amic@mqg por
exemplo, a caramelizacdDiversos acidos alificos como &cido férmico, aceético, latieo
outros adilos com até Satomos de carbonpodem ser formadogpela degradacdo de
carboidratosEntretanto, diversos outros constituintes como, por exemplo, lipideos, ésteres e
produtos deautooxidagcdocomoaldeids e cetonasstdo envolvidosa formacao dos acidos

volateisdurante a torr@Wei e Tanokura, 2014loreiraet al, 1999).

CH,OH H
H OH
CH,0H
OH H
Sacarose

Figura 9. Estrutura quimicaa sacaros@}D-glucopiranosi( 1 Y-B--frutofuranosidep

A composicao lipidicemgraos de cafés € composta giversos constituintes como os
glicerideosque podem estar iarma mone, di- e triacilados fosfolipidios;diterpenodivres
e esterificadoscom unidades acila de cadeia longtcoferdis; esterdis seus derivados
esterificadosbem como hidrocarbonetos de cadeia longastituintes da ceque recobrem
0 graq assim como aamidas de serotonina (Tabela 3) (Speer e KalBpger, 2006).

Dentre esss compostos,destacanse alguns diterpenos de esqueleto caurano
furanoides ja estudados quanto a scigotoxidade efeito antioxidante entrinflamatorio
(Weustenvan der Wouwet al, 1994; Ugertet al, 1995) Sdo substancias tipicado género



35

Coffea ®£ndo os mais abundanteafestole caveol na sua formasterificada De estrutura

guimica gmilar, diferem pela presenca denadupla ligago entre os carbonos C1 e GRahel

A do diterpenacaurangFigural0).

Tabela 3. Composgéo lipidica do éleo de grdo de caféarbica.*

Composto Maier (1981)apudSpeer e Nikolova-Damyanova;

Kolling -Speer Velikova; Jham (1998)
(2006)

Triacilgliceréis 75,2 75,5

Esteres de &lcoois diterpénicos e Acil 18,5 15,1

graxos

Alcoois diterpénice 0,4 -

Esteres de esterdis e acidos graxos 3,2 1,2

Esterois 2,2 1,5

Tocoferbis 0,040,06 -

Fosfatideos 0,1-0,5 -

Amidas de serotonina 0,6-1,0 -

*Valores expressosm percentagem de matéria seca.

Diterpeno caurano Cafegol Caveol

(CH2)aCH,

Cafestolacilado(principaisderivados n=2, 14, 16 18, 20).

Figura 10. Estrutura quimica daditerpena caurang, cafestol, cavegk cafestol
esterificado

Outro grupo dentre os diterpenos dessrigm cafés éepresentado pelmascarosideo
e seus analogpde estruturaimilar aocafestol Entretanto, apresentam aoel Ado esqueleto
cauranaumacarbonilaem C2 eum grupo hidroxihemC11no anel CPara o mascarosidemn

unidade de glioseesté ligada&mdiferentegposicéescomo pode ser observado nguiia 11.
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Mascarosideo | Mascarosideo Il
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R = aA Mascarosideo lll; R =B Mascarosideo IV

Mascarosideo V

Figura 11. Estrutura quimica do Mascarosideseus analogos descritos emésaf
Mascarosideo I, II, Ill, IV e V

Ha outros compostode destaquem cafés, pertencentes a classe dos diterpenos
caumnosndo furanoidesconhecidos como ectilosideos e seus analog@&@ia estrutura

guimica é formada por unidades deaetiligenina e carboxiatractjening muitas vees
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apresentanidadedeglicose,sulfato eisovalerila A hidroxilado C2 do anel Alaaglicona dos
atractilosideog susctvel a modificages quimicagormando assim diversos analogssndo
0S maisrepresentativoem caésos atractilosideos I, ]I, IV e V e caboxiatractilosideod,
I, 11 (Figura 12) Os carboxiatractilosidesdiferem dos atractilosides pela presenca do grupo
carboxila na posicao C4 da unidade atractilige(Bwulay et al., 1983; Stewart e Steenkamp,
2000.

O primeiro relatodos diterpenos glicosiios em café faam 1978 pelaleterminacéo
em cromatografia camada delgada dos atractilosidedis(Mair e Wewetzer, 1978) mais a
diante as estruturas quimicas @asctiligenina e carboxiatractiliginina (Aeschbach, Kusy e

Maier, 1982k seus derivaibs (Matzel, Maier, 1983pram observadas em cafés crus e torrados.

AtractilosidedR = H) Atractilogenina R = H)
Carboxiatratilosideo (R = COOH) Carboxiatractilogema (R=COOH

CH,

OR;

Atractilosideo I(R1 = H; Ro = COCHCH(CH)2; Rs = Glicose)
Carboxiatractilosideo(R1 = COOH R> = COCHCH(CHs)2; Rs = Glicose)
Atractiloside Il (R1=R2=Rs=H)
Carboxiatractilosideo (Ry = COOH R> = Rs = H)
Atractilosideo I1(Ri1= Rs= H; R, = COCHCH(CHs)y);
Carboxiatractilosideo IfR; = COOH R, = COCHCH(CHs)2; R3 = H)
Atractilosideo IV = estrutura ndo apresentada
Atractilosideo Vestutura ndo apresentada

Figura 12.Estrutura quimicaos atractilosideos e seus analogos

Os atractilosideos e carboxiatractolosideos com unidaglecdse, sulfato e isovalerila
em sua estrutura quimica forasnlads de Atractylis gummifera.. (Asteraceae)apos relatos

de envenenamento pela ingestdo acidentgbldatg estes composto®rnaramse alvo de
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pesquisa quanto a sua toxid&irgnais et al (1978) avalioua acdo dos atractilosideos no
metabolismo mitocondrialisto gue seu efeio nainibicdo do metabolismo afeta a producéo de
energia essencial para o bom funcionamento do organ@sautores determinaramefeito

a similaridadeem tamanho e geometrila molécula datractilosiedo adenosina difosfato
(ADP), onde a aacteristica polar do grupo sulfato, o grupo glicosidico e a unidade aglicona
do atractilosideo correspondem ao grupo fosfato, a ribose e semelhanca hidrofébica e
geométrica da purina da ADP, respectivamente. Luagal (1978)avaliouque5 mmolde
atractilosideo iniiu de forma competitiva o transgerda ADP para dentro daitocondria e

gue o carboxiatractigideo também inibia ADP. No entantop efeito foi associado educao

do potenciatrangnembranae areducao d aberturalosporos de trans&pda permeabilidade
mitocondria] que conduza liberacdo de citocrom@ e outras proteinasnportantes na
fosforilacdooxidativa, ou seja,na adicdo de um grupo fosfato ao ADP pasteriormente
convertélo em adenosina trifosfato (ATP).

Obatomi e Bachl(998 relatam os atractilosideos, também na sua forma sulfatada,
causadore de necrose renal no tubulo proximal e/ou necrose hepatica centrolobular em
humanos Além dissg foi avaliado que o grupo alildesta substanciasofre transformacdes
guimicaso figadce reaca@xi-reducaocom a produgo de radicaibvres. Ainda, a substancia
provoca a peroxidacdao lipidicgue foi avaliada pelo aumento na producdo de malonaldeido
em células tubulares renais.

Assim, em virtude da presenca de diversos camstiés quimicos analogos aos
atractilosideos ertoffeg o estudo da toxidez dessas substancias em diversas concentracdes
foi avaliadg o queabriunovas discussdes sobre sua presenca em extratos e bebidas de cafés.
Lang et al (2013) isolou atractilosideo ke Il e carboxiatractilosidedl e estudou sua
guantificacdo,incluindo carboxiatractibsideoll e atractiligenina em grdos de cafés crus e
torrados. Além de constatar o efeito inibiddet fosforilagdo oxidativana mitocéndria,
responsaveis pela via de pescao celular nos organismos, foi observado que a
carboxiatractilogenina Il apresentou efeito inibidor superior ao seu analogo, a atractilogenina
II, devido a presenca adicional de uputro grupo carboia ligado ao C4do nudcleo da
atractiligenina, conféndo maior toxidez a molécula.

A literatura ndo relata os riscos a sapdk ingestao da bebida café. Entretanto, Lang
et al (2014) manifesta preocupacdo dos possiveis riscos em vista da comercializacdo de
suplementos a base de extratos de graos cAmaliou-se que acarboxiatractigenina,
carboxiatractilosideo | e carboxiatractilosideo Il (BMBequivalente a 167,3 mg/g) atuam de

forma similar ao efeito do caboxiatractilosideo (0,p6®equivalente a 0,312 mg/g), de forma
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gue a concentracdo parafeito inibidor causado pela carboxiatractilosideo Il é trés vezes mais
alta que a concentracao do atractilosidequi®&quivalente a 82,9 mg/g) e cerca de 900 vezes
mais alta que a carboxiatractilosideo.

Em se tratando de estudos na identificacdo de mharesa quimicos de diferentes tipos
de cafés crusmosso grupo de pesquisa estudou o pgtfimicodo extrato metandlicpela
técnicade espectrometria de massaar insercdo diretéESI FT-ICR MS) de grados arabica
obtidos de diversos cruzamentosudtivados nas mesmas condi¢des edafoclimatiisude,
temperaturademanda hidrica, tipos e niveis de adubpgés regibes de Mandaguari e
Londrina do Paran#oi observadgatravés destes constituintgsie é possiveliferenciar cafés
dos cultivares Sardmor e Catuaisugerndo que o atractilosideo 1lé umadassubstancias
responsaveipor suadiscriminacdo viaa andlise estatistica PH3A (Garrettet al, 2013). O
mesmo diterpeno glicosilado, incluinds atractilosideos I, 11, IVY e atractiligeninaforam
aindareportados como diferenciadores de torras em cafés espoedsoceraet al. (2016).A
concentragdo destes diminem diferetes graus de torr&Entretanto, a mudanga t¢eor de
atractilosideo licom o tempo de torra é diferente dos demaispmstose se mostrouvariar

nos diferentes graus de torra.

4 PROCESSAMENTO DE POSCOLHEITA E A CONSTITUICAO QUIMICA DO
CAFE

A influéncia dos processae péscolheita na composicédo quimicasdgraosle café é
complexa. Dversos estudogém buscando exglar astransformacdes que ocomeno graQ
principalmentedurante o processamente poscolheitapelavia imida e seGae como as
mesmasnfluenciamna qualidade sensoriala bebida.

Inicialmente, as diferencadservadasa composicdo quimicaos gréos wsde café
obtidos pordiferentespéscolheitas eram justificada pela presenca de frutos codiversos
estagios de maturacéda via secagnquantona via Umidasdoselecionadogapenas graos
cereja Conforme discutid@anteriormentano item 2desta teseos gréaogde frutos verdesdo
estdo totalmente desenvolvidasstificando agliferen¢a observaas na composigcéo quimica.
Entretanto,estudos realizados por Bytet al (2005) avaliarangraos defrutos de cafésle
mesmoestagiode maturacépelas duas as de processamentog Umida e segaconstatado
a presencalo aminoacidandoproteicoGABA (acido gamaamino butirico) cujo acumulo no

graoesté relacionado a umaspostaleatividade metaldica consideradaomosinalizadoade
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processos fisioldgicosais como eestressembientalcausadgelasvariacdes de temperatura
ou mesmoeventoexternoxomo o processamento de fadheita

O mesmo grupo de pesquisador@nopp et al, 2006) avaliou a influéncia do
processamento de péslheita no conteido daorincipais agucares presentes nos cafés crus,
constatado quefrutosde mesmo estagio de maturacao (cemjajnetidg avia seca e umida
apresentarardiferenca no contetudalaglicose e frutoseEsta diferenca jhavia sidadescrita
naliteratura e paree ser decorrente do processo desiagdo dasubstancias pam@meiq ja
gue a via imida trabalha com aglimante a&tapa déermentaéo e lavagem dos grgdevando
em consideracdo que os agucares sao sollveis emEadretanto, e autoesdescreven que
este evento é bastante improvavel ocorrer geaes com conteddo de umidade elevadm
vista do tempo curto enteecolheita e o processamenEntéo asliferencas observagdao teor
glicose e frutose estariarmalacionadas aos eventos metabolicas @eorrem no gréo durante o
processo de péxolheita via umida.

Até entdo, os reasventosque ocorrem regraos submetidos aos diferenpgecesse
depdscolheita ndo estavatotalmente definidos. Diante disSglmaret al(2006)observaram
a atividademetabdlica de germinacdo no gréo ao longo degssamentdConstatarangue a
remocao da polpa do fruto favorece o contato direto da agua com ,odgréo inicio a
germinacdp que foiavaliada pelatividade da enzima isocitrase liagambora esta enzima
estga presente tantmo processo vialmida como seca,sua expressao diferenciada nos
diferentestempos do processamentmu sejaa expressao maxin@a enzimaocorreentre o
segundo di@ uma semana ap0s déio davia Umida e seca, respectivamente.

No ano seguinteBytof et al (2007) avaliaramesses mesmos eventosm base na
respostale outros eventametabdlios, que foram investigadas pektomada datividadedo
ciclo celular, na qudbi monitoradaa presenca daroteinab-tubulina emmicrotibulos onde
ocorre a drisdo celular. Logo, a ocorréncia teeso grao € um indicador para avaliar o inicio
da germinacadlém dissofoi observado uma elevada resposta da preserfgtuthalina entre
0s pimeiros dois dias de procesgia Umidaenquanto que na via sefwa observao somente
apos 4 a 5 dias do inicio do processamento.

Outros estudoavaliaram alteracdes na composigaémicaemdiferentegprocessos de
poscolheita A extractabilidade de polissacarideos como galaatoan@as, celulose e
arabinogalactaas, que constituem os principais polissedeos em gréos de cafés ¢rias
alterada quando comparadsa vias via seca e semisseca (Taetial, 2010). Em adicadms
acidos clorogénicogDuarte et al, 2010) sdo fortemete dependenteslo modo de

processamentde poscolheita.Krameret al (2010)relataam que outros eventos metabolicos
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podemaindaocorrer no grao duranteprocessale poscolheitacomq por exemplpna etapa
dasecagemcom o estresseidricoderivado daeducédo d conteudo de aguwos graose pode
ocasionar, também, o acumulo de GAH&se evento metabdlidoi avaliadopelaexpressao
maximado gene das proteindsidrinagdistribuido amplamente em varios teciéns resposta
a estresses associados a €essdo celular sugere que tais proteinas desempenhem uma fungéo
essencial na tolerancia a estresses (Rt 2006.

Tratandesede outr@ compostos como a cafejim@o ha descricbesriteraturasobre
a alteracao sobre o seu contetudo entprasssosde poscolheita (Duartest al., 2010, Joegt
al., 2010).0 conteudo lipidico foi determinado pdoetet al (2010)e observaram haver uma
alteracdo do mesmo ap0s o0 processo via Ur@idanto aosutros constituintes quimicos como
o préprio teor lipdico, teordos diterpenos cafestol e caveol, teer atractilosideos e seus
analogos nao ha estudos na literatura que comparem 0s processos pela via seca, via umida €
semissecaAssim, a investigacdo desses constituintes quimicos pamisealizada, uneez
gue a literatura informa que psocessosle péscolheita influeciam o conteddoquimicodos
graos cuse, consequentemente, qaalidade dos cafés

Sabese que @abor e 0 aroma complera bebida resulta da presencaombinada de
varios constituirgs quimicos volateis e néo volateis, dentre eles os acidos, aldeidos, cetonas,
acucares, protefts, aminoécidos, acidos graxos, compostos fendliditegenosincluindo
também a acdenzimaticaeem alguns destes constituintesyduzindaeacdes e compts que
interferem no saboda bebida ao seavaliadopelaprova de xicara (Chalfoun e Fernandes,
2013).

5 QUALIDADE DOS CAFES

A qualidade dos cafés esta relacionada as caracteristicas particulares do grdo cru como,
por exemploavaliagdo ddamanho dograos, corforma,selecéo de gréos defeituosmsn
presenca de infjias além do grauletorraseguido ddebidapor meiodaprova de xicaregEm
outras palavras, forma de se avaliarqualidade est@iretamentdigadaas propriedades fisicas
antes eapGs atorrado grég além das propriedades sensoriais.

Os parametros fisicos e sensoriais sdo avaliados de acordd\ssota¢do Americana
de Cafés Especiais SCAA (Specialty Coffee Association éfmericg. No Brasi| esta

representdapela BSCA Brazil Secialty Coffee Associatipngue segue as mesmas diretrizes
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da SCAA e quepromove o Concurso de Qualidade Cafés do Bira3ilp of ExcellencéCoE),
conhecida internacionalmentemo a iniciadoraa producéo de cafés finos no Brasil.

O CoE é umaportwidade para os produtores brasileidbgilgarema qualdade dos
seus cafés, além daibilidadedo produtee produtomo mercadmacional énternacional.
2011, promoveu a primeira edigcdo @op Excellencé Natural Late Harvestinico concurso
voltado especificamente a producdo com excelénaia produtores brasileiros em grandes
volumes de caféde processo visaeca (BSCA, 2017

A SCAA estabelece limites para classificacdo da qualidade. Para que o café seja
consideradespecialeledeve atendeatrés tipos de verificagdes, sendo duas de natureza fisica
e uma de natureza sensorial. As verificacdes de natureza fisica séo feitas em dois momentos:
na amostra de cafcru e apds a torra. No casodddé cru, estabelecpie em350 gramas de
amostrandosdo adntii dos def ei t os edro MmExAIDENCAIEditdsdan 1 0
CATEGORI As categorias dizem respeito ao numero minimo de defeitos que devem
estar representadesn cada tipo de defeito. Tratars® dos graos jrrads, em100 gramas
de amogtandoé permitida a presenca geios imaturog/ouquebrados

A verificacdo de natureza sensorial segue a escalpodtiacdoavaliada em 10
atributos,como segue: 1. Fragrancia e aroma; 2. Uniformidade; 3. Auséncia de deéeitos
bebida 4. Docgura; 5Sabor; 6. Acidez; 7. Corpo; 8. Finalizacao; 9. Equilibrio; 10. Avaliacédo
Final. No total, a pontuacédo pode variar entre zero e 1§0emendala noteo cak, pode ser
classificadocomo café espediacomercial fino, somenteomercial ou cafénferior; mas
também podem ser denamdoscomo cafés estitamente mole, moleapenas mole, dura

CoE segue a metodologia de classificacdo da SEAgura B).

ESPECIAIS

CAFES ESPECIAIS Cafés de Altissima Qualidade

Secseccecceccscsee Bebida Estritamente Mole
CAF;A’ COMERCIAIg\(INOS ...........

70 0000000000 000000000000000000000000008

CAFES COMERCIAIS

60 NN A XYY

CAFES INFERIORES

80 cecccccccsccccscccccsccce

CAFES MAINSTREAM (FINOS)
Bebida Apenas Mole

‘Bebida Dura \

Figura 13. Classificacd®sensorial dos cafés com baseesaala da SCAA.
Fonte SCAA/CuppingProtocols/QuickGuidebyEnseiNeto Portuguese
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Essas avaliacdes sdo realizadas pela prova de xinargual avéadores treinados
descrevem esses aspectos em reladéebada do café. Entretanto, obseseamuias vezes
discordancia entre essperfis descritiva® queocasiom discordancia entre diferentes grupos
de provadores fando congue medidas instrumentais e a correlacdo cquaddade sensorial
venhama serconstantementdiscutida por pesquisadores da area.

Dentre os principaigritériosde qualidade, a selecdo de gradsitieosos, antes da torra,
€ uma das etapasaisimportantes para atingirreota de cafés especidsnfluéncia de graos
defeituosos na qualidade da bebfdaavaliada por Francaet al (2005) com o intuito de
estudaios parametros fisicos e quimiapge maisnfluenciamna qualidadesensoriados cafés
avaliados por mva de xicara&comomole e rio Das andlises quimicasalizadasa acidez
titulavel e o pH forano de maior influéncia npresenca de defeitoss graosrus

Em seguidaFarahet al (2006) avaliaren a influénciados constituintes quimicasm
graosde alta e baixqualidade. Foi constatado quéaado 5clorogénico (majoritario em cafés)
indicoucorrelacdo positiv@ara cafés de baixa qualida&eu contetdo foi avaliado tanto em
graos crus como também em cafés torrados.

Mais adianteNovaeset al (2015) estudaram outros grupos de substaremagrao cry
os diterpenos cafestol e caveglle puderam searorrelacionadogsom a qualidade dos cafés
moale, duro e riade diferentes estados brasileir@saumento naaz&ocafestol/caveol sinalau
paragrupos de amostrage maiorqualidade.Entretanto, o autor n&do avaliour@lacdodo
conteldo cafestol caveolisoladamentdrente anota atriluida a qualidde dos cafégstudo
gue poder resutar em dados mais precisos imaicacdo @ marcador quimico de qualidade,

uma vez quedose faznecessario avaliar a proporcionalidade entre si

6 ABORDAGEM METABOLOMICA

A abordagem metaboldmicauina andliseque objetiva estudar o maior nimero de
metabolitosde umadeterminada amostra, na tentativa de obter uma compreenséo global do
metabolismo envolvido nas rea¢des bioquimicas (KadelDeatuk; Kristal; Weinshilboum,
2008; Weckwerth, 2003) Fiehn (2002)sugeriu uma classificacdo danalisemetabolémica
considerando o objetivo que se pretende alcagcaré hoje essasclassificacfes t@ sido
atendidagor pesquisadores da ar&éio elas:

1 Anaélise de metabdlitos alvométabolitetarget analysiy relacionado sisutstancia

especificg;
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1 Perfil metabdlito ihetabolite profiling, relacionado a elucidacao da via metabdlica da
substancia de interesse;
1 Metabolémica ifhetabolomick relacionada identificar e quantificap maior numero
de metabdlitos presentes em um origano, preferencialmentsem excluirqualquer
substancia pelas técnicas de preparacdo de amostras e equipa@elita
performancegalém dancluir estratégias de identificacdo de substancias desconhecidas;
T Metab-Ilito de etabgite imgerpringy ondeisayhudcaahabse do
perfil guimicode um grande niumero de amostis&m necessidade de quantificar as

substancias individualmente.

A técnica de analise mais empregada em metabolémica é a espectrometria de massas
com diferentes tipos d@rocedimento de separacdo dos anglittsmo ainsercdo da
cromatografia e/ou pela aplicacdo de diferentes métodos de extracdo quimica seguido da
infusdoou injecaadireta do extrato nequipamento de espectrometria de massagorme o

esquena naFigurald.

Selegdo dos ions

Fonte de Sistema de
Ao Analisador Detector dados
lonizagao
(computador)
Insercao Espectro de
da massas

amostra

Figura 14. Esquema geral da espectrometria de massas.

As andlises por injecéo direta sdo compativeis e eficientes para um grande numero de
compostos quimicos, sendo a mais utilizadécnicasde ionizagéo por eletrosprgyES), no
gualgeramionsem solgéo para serem transferglpara a fasgasosa através de um capilar
com tensao elétrica aplicada entrdk/, o qual germn moléculas desprotonasifivi-H] ou
protonalas[M+H]*. No processo de ionizacdo ocorre a formacaondespray eletrolitico da
solucdo o que gera pequenas gotas carregadavarias unidades de cargas e com o auxilio

de um fluxo de gés nebulizadorN solvente € evaporado promovendo a redugdo no tamanho
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e aumentada densidade de carga e a repolgnte as cargas ficam maiores que aséen
superficial. Assim, as gmulas ficam menores e analitos sdo liberadosgerando os
respectivos ions em fase gasosa que alcancam o cone do espectrometro dé ignassHs)
(Paviaet al, 2012).

Presséao atmosférica Regides de vacuo

Capilar Cone de o . ©
- o @
borossilicato Taylor 0@ o @ 0°
5 = }\ (3] °Q°. 69@ e <o 55
’ -h;

~ = e = L © ® . @ 9+
_/ O I__G Oge ee 0©
S

/ %0p° o |ons ions

! fissdo e © solvatado sem

' solvente
1

N> para
dessolvatacéao

Figura 15. Representacdo do mecanismo da ionizagao electrospray

Analisadores de masseomumentautilizados ra separacao dos ions de acordo com a
relacéo existente entre suas massas e cangas@oquadrupoloarmadilha dedns (ontrap),
tempo de voo time-of-flight), ressonancia ciclotrénica de iotmm Transformada de Fourier
(FTICR do inglégFourier Transform lon CyclotronResonangctendoes® Ultimoresolucéo
superioraos demais.

Vérios trabalhos relacionadas aplicacdo da abordagemetabolémicatem sido
publicadosao longo dosnos (Yamazalet al, 2003; Fardegt al, 2008; Jiyeet al., 2008; Kim
et al, 2010; Leeet al, 2011; Barri; Dragsted, 2013; Medietal, 2013).Em café algumas
aplicacbes de suces®mm emprego desstéchica sdo:entre cafés verdes e torrados em
diferentes estagios de amadurecime(morim et al, 2009; entre caféscultivados em
diferentes regidegyeograficagChoi et al, 2010;Garrett, Rezende e Ifa, 2018ntrecafésde
diferentes origens genotipicagultivadasnas mesmas condi¢cdedafalimaticas(Garrettet
al., 2013 e a caracterizagcao dos principais marcadores de genétipos entre os cultivares (Taveira
et al, 2014).
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Na Tabela 4encontran-se listados alguns estudos voltdos para a abordagem

metaoldomicaem caés.

Tabela4.Trabalhos publicados coabordagem metab@hica em cafés.

Matriz Proposta do Analise Quimica Numero de amostras Analisedos Referéncia
estudo e espécie de café dados

Café cru Boténica e Fendis e 50C. arabica ANOVA; Alonso-Salces
Geografica metilxantina por 57 C. canephora PCA; LDA; et al 2009.
(Pak) CLAE/UV PLSDA;

CART

Café cru e Maturacgdo, pés Fingerprint 5C. arabica PCAePLS Amorimet

torrado colheita e ESI () QTOF DA al., 2009.
qualidade da
bebida.

Café cru Origem (Pad) CL/EM 21C. arabica PCA Choiet al,

CG-DIC 2010.
Espectrofotometria

Café crue Origem (Pas) CG/EM 9 C. Arabicae C. PCA Freitas;

torrado canephora Mosca, 1999.

Café cru Origem ACoffee s 9C.Arabica PCA; HCA  Garrettet al,
(Estados 2013.
Brasileiros) e
processale
pos colheita

Café cru Processale DESI e EASI 6 C. arabica PCA Garrettet al,
pés colheita 2014

Café cru Diferentes Umidade; C. Arabica PCA Oliveiraet al,
temperaturade determinagéo de 2014.
secagem cor; densidade

especifia,;
Volateis (GC/MS).

Ao observams constituintes quimicosasl amostras por meio dé&cnicas de andlises
gualitativas e quantitativgmelo emprego de técnicas cromatograficas e infusao dsstaiada
a espectrometa de massas de alta resoluc@possivel obter um grande conjunto de dados
com aquisi¢cdes rapidas de massa exafarentes s substancias expressarm suarazaode
massa cargar(/2 e fragmentacadE necessario o uso conjunto de ferramentas compuggion
para o processanto e analise estatistica dessladosEste desenho experimental permite
correlacionar agaracteristicas ambientais vetvidas no cultivo do gréo cora origem
geograficae processamento de péslheita entre outros fatores, que s&@apazes de
caracteriar eses grdos. Eassim buscar um padrdo de comportamento a partir da

discriminagcao ou semelhanca entre si.
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7 ANALISE DE DADOS

A anélise de daddem como finalidadeampreender quaferramenta estatisticasao
maispromissora para extrairas informagdes contidas no conjurde grandes quantidades de
medidas experimentaifssim, o desenvolvimento estatistico, inclugimegjuimicaanalitica,
vem se destacando em diveréasas da pesquisamona andlisele alimatos, farmacéuta,
agriculturaambiental e quimica industrjahinimizandoas dificuldades de interpretacGes de
inUmerosresultadosprincipalmente de matrizeesmplexas(Nunes, 2008).

As principais ferramentas estatisticas comumente utilizadas em abordagem
metabolémicasdo aanalise de varianciBANOVA) e analise multivariada pelo método de
discriminacéo e regressao.

A ANOVA comparaa variabilidadeentre as médias dmais de doisonjuntos de
amostras variabilidade de um camto geral empregando a razdo denominadastatistica
F com 5% denivel designificancia Logo, o valor observado pela razédo ira definir se as
diferencas entre amédias sdo ou nao significativd@uandofor significativa e se desejar
observar quais médiaéerem entre si, segemepara o testeelcomparacées mdultiplas corno
teste TukeyLSD de Fisherpor exemplo. Mas se desejar avaliar as médias de dois grupos
somente, o tést-studentpodeser aplicado

A medida de uma Unica variavel, em muitos casos, ndo é capaz de fornecer uma boa
relacdo om a respostdesejadauma vez que outras variaveis sao importantes na interpretacao
damesna. Assim,a avaliagdode uma Unica variavesd podea fornecer resultadosoerentes
noscasoemaque a resposta desejada for proveniente aplEnasa Unica vari&@l (Bro, 2003)

e, quando for possiveldevese analisam influénciade mais de uma variavel a resposta
desejada Diante dise, autra andlise estatisticwomo a analise multivariadapode ser
empregadaara quantificar uma propriedade de interessaqg por exemplo, & métodos de
classificacdo e regressdo por minimos quadrados parciais

O métodadeandlise de idcriminacdo por minimos quadrados parciais @24 é um
método supervisionado, ou segaesposta desejada dever ser inform@daLSDA classifca
osgrupos das amostras por meio denizes de dados (X e Y9m quea matrizX € representada
pelasvariaveisindependentes a matrizY pelaresposta desejadgue pode seronsiderada
comovariave dependenteategoricaepresentadpor valorescodificadosconforme o numero
de resposta desejada, como por exemplo valtrés+1. Assim, esss novos codiggsassam
a selinformads comoas novavariaveis dependente® PLS-DA procura modelar dados com

variaveis altamente correlacionadasfdena a enontraras variaveis agora chamadas de
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variaveislatentesque maximizen a relacao entre as duas matriXes Y (Howell et al, 2010
Ferreira, 201p Uma vez definidsas variaveis dependentesetapa seguinte € a construcao
do modelo de classificagc@onumero de variaveis latentgge serdo consideradas modelo
por meioda validacao cruzada.

A validacdo cruzada divid® conjunto deamostras parecalibracdo e Varios
segmentos. Um dos segntos € utilizadpara validagéo e os outros para construirazlelo
de calibrac&o. Sdo construidos modelos de acordo com o numero de segmentos utilizados, de
maneira que cada segmento seja excluido do modelo de calibracao e utilizado na validacdo. O
modelo finalcom o niumero de variaveis latensesa aquele que sgsentar o menor residuo de
concentragdoou seja,0 valor estimadopelo modelo menos valor experimenta(Ferreira,
2015).

Logo, a raiz da mdia quadratica de calibracdode validacdo cruzada# obtida
conhecidgela sigla RMSEC e RMSECMo inglésroot mean square error of calibratione
cross validation respectivamenteO numero 6timo de variaveis latentes para o modelo é
selecionado quando esses valores séo estabilizados, ou seja, quando sofre uma pequena variaca
ao longo das demais variaveis laEnEm adicdo, os residuos possibilitamalcular outros
parametros importantes para a s&tegas variaveis, representadusos coeficientes de
determinacéo (B para calibracéo e validagdo cruzgBarreira, 2015)

O método de regressao por minimos qaads parciai$PLS-R) emprega as mesmas
equacoedo modelo PLDA. Entretantga variavel dependenérepresentada por valoresao

categoricos, osejg aproprieda@ de interessé continua.

8 OBJETIVO

8.1 GERAL

Aplicar a abordagem metabolédmicgao mgeamento ds grdos decafés crusdas
mesorregideslo Norte Pioneiro e Norte Centrdb Paranaa fim de caracterizos por meio
das analises quimicas qualitativas e quantitativagwestigacdo de possiveisarcadoes

guimicos de processie poscolheitae de qualidade
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8.2 ESPECIFICOS

A

Analisar o perfil quimico dos extratos metanolicos dos cafébicascrus das
mesorregides estudadaar injecado direta pela técnica de espectromeianassade
ressonancia ciclotrénica de ions com transformada deeFo(rT-ICR-MS) com

lonizagao eletrospray.
Processar os dados via aplicacdo de comandos computacionais.

Quantificar cafeina, acidos clorogéniceafeinaditerpenos cafestol e caveol, sacarose,
éstaes metilicos de acidos graxesn cafés arabica cresdoservar diferenciacdo dos

teores em relacdo aos processos decpliwita e mesorregiao de cultivo.

Determinar acucares totais, teor em 6leo, pH e a acidez titulavel em cafés arabica crus
e observar diferenciacdo dos teores em relacdo aos processos-cigheits e

mesorregido de cultivo

Aplicar analise estatisticam todos resultados das analises quimipgasa observar
semelhanca e/ou diferenca dos cafés entreosn intuito de sugerir marcadores
guimicos ediscrimina processos de paolheita, qalidade dos cafés@amacterizar a

regido produtora de cafés especiais no estado do Parana.



CAPITULO 2

Derivados atractiligeinas e carboxiatracitgeninas ra diferenciacao de
cafés crus nogrocessosle péscolheita semisseco e seco por

espectrometria de massas com ionizagawrekpray.

50
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1 INTRODUCAO

O tratamentale péscolheita s frutos de cafés é realizado por processamento seco,
umido ou semisseco. O processo umido (também conhecido como café lavado) conduz a
bebidas de caféom aroma e acidez agraddsieenquanto qu® processo via seca tende a
produzir ebidas mais encorpasladoces (Selmaret al, 2014, Teixeirat al, 2005).

Essa variacdo sensoriesta relacionada as mudancas no contejidimico causadas
pelos processade poscolheita. No processo seco, os fajp@rmanecem intactos, mantendo
casca, polpa e mucilagelue ainda circundam o gréo final do processd\a viaumida, os
equpamentognecanice removem tanta cas@, quantoa polpa, enquanto a mucilagem é
removida poiprocessdermentativo (Toletet d., 2016, Teixeiraet al, 2005).

Devido aetapa dalespolpamentmecanio, somentdrutos emestagio de maturacéo
cereja podem ser usalmo process@or via Umida fato que claramente tem um impacto
positivo na qualidade da bebida. Por outro lado, umgples secage e um descasque dos
frutos cerejado empregadas processo seco e € comum observar frutos de diferentes ®stadio
de maturacédo sendo processados ao mesmo tempo, causando um impacto negativo na qualidad
da bebida de alguns caf@®ledoet al, 2016;Teixeiraet al, 2005).

O processo semisseco (café descascado/dedpdlfma desenvolvido no Brasil e vem
sendo utilizado em outros paises da América do Sul e Central, bermadnonésia. Como
no processoumido, apenas sao utilizasl frutos cereja, mas a mucilagem rica em
polissacarideos que cobre os gréos nao é reacdicionando mais corgmotasdoces apos
atorra do grao e produmiobebidas de alta qualidade (Eavaet al, 2005; Toledet al., 2016).

Umaquestao relevante no uso dmgesso seméeco € a reducdo substancialaua
utilizada durante o processamento, cerca de 10 vezes menor do que 0 processo umido,
resultando tambéram uma reducao dos residuos do processo de fermentstagrocesso
leva a bebida de alta qualidadeé ambientalmente mais amigavelse torna uma via
interessante de processo patassituir a via imida, sem que haja peddaqualidade da bebida
(Borémet al, 2014).

Alguns estudos mostram que os teores de acidos clorogénicos, trigosalkarose,
glicose e frutose saeeduzidos durante o processo seetio, enquanto a cafeiparmanece
inalterada (Duartet al, 2010; Selmaet al, 2008). No entanto, ainda h& poucos estudos sobre
as mudancgas na composi¢ao quimicas dos geoafé despolpado.

Em rela@o adiferenciacdentre processos gscolheita a dessor¢cdo paonizacao

comeletrospray- espectrometria de mass@ESIMS) foi anteriormente aplicada por nosso
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grupo nainvestigacdo dauperficie degrdos decafés arabica crufAs amostras analisas
obtidasde tratamentopor via Umida, seca e semissdoaam claramente diferenciadas pela
analise multivariadde dados pelo método de P@#aveés daseis compontes principaidentre
0s quaios dois primeirogxplicaram 69 %da variancialos dados dginais. Entretantagsions
responsaveis peldiscriminacdo dos processos de -pokheita ndo foram identificados
sugerindo queinvestigagcbes mais profundas precisam ser @ddig para identificar os
constituintes quimicoGarrettet al,, 2014).

A ionizacao por electrostrayespectrometria de massas empregando a infusédo direta
dos extratos é uma técnica simples e que ja se mostrou eficiente quanto a discriminagdo de
amostras de cafés frente a sua origem geogréficerim et al, 2009;Garrettet al, 2012;
Correiaet al, 2016) a deteccdo de adulteracdo em café torrado (Ageiired, 2014), bem
como ra discriminac&do em cultivares de variedades de café Arphraaaensg$arrettet al,
2013b).

Diante do exposto, estapitulobuscoudescrever ivestigacdo dgréos de cafés crus
obtidos pelas vias de processamento semisseca e seca, bem como misturas de ambos processo
através da analise dmgerprint dos constituintegjuimicosobtidos por infusdo diretavia
ionizacaagpor electrospra espectrmetria ¢ massas de ressonancia cicloicé de ions com
transfomada de FouriefESIFT-ICR MS), com auxilio da analise estatistica, bem como sugerir

marcadores quimicos representativos entre 0S processos seraissec

2 MATERIAIS E METODOS

2.10OBTENCAO DOS GRAOS ARABICACRUS

Os gréos de caséarabicacrus foram fornecidos pelo Instituto Agronémico do Paran&
(IAPAR) em parceriao projetcoriundo doedital Embrapa Café 281Chamada 02/2013pe
modo geral, o tratamento sldrutos seguiu o protocob apresentado na Figurg,lsendo
submetidos amalavagem inicial eseparacado cereja e verdeem seguidasomente s graos
cerejaforam utilizados neste trabalh@s graos d via secdoramsecs em terreiro aberto na
sua forma integra, ou seja, semmogdo da casca. Na via semisseca, os frutos foram
descascados no préprio equipamento de lavagem e aéE@proximadamentdd1% de
umidadeem terreirce com a mucilagem. Apos a secagem e descascajggmaiodo necessario,

os cafés foram beneficiados panemocao do @rgaminho e acondicionados.
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Lavagem e separagdo
(cereja e verdes)

Frutos cereja

Via seca Despolpamento

‘ Via semiimida ou semisseca ‘

Sem
remogdo da

mucilagem
Umidade[ ~ Secagem Umidade
10-12% | _(gréos inteiros) 10-12%
Descascamento Remocdo do
(casca) pergaminho

\ l
[

Armazenamento

Figura 16. Fluxograma do processamento de-pOkeita semisseco e seco.
Fonte:Adaptado dduran et al(2017).

Foram obtidosrinta amostras de café@a safra de 2012 e vinganostragle cafés da
safra de 2013le diferentes produtorelasregioesdo Norte Central e Norte Pioneilo estado
do Parana, correspondendo aab8ostragpelavia semisseca &9 pelavia secacompondoo
conjunto de amostragstudada Além desss encontrarse 13 amostras microlotes
provenientes da agricultura familigmpdendo ser gréos d@ seca e semisseqaovenientes
de produtoresdiferentesdos apresentadosicialmente tanto da via seca, bem como da

semisseca\a Tabela5 encontrase adescric® dos géos crus utilizados nessrabalho.
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Tabela 5. Cidades produtoras e processamento deplbeitadas amostras de caféu das
safras de 2012 e 2013

Safra 2012 Safra 2013

, . . Processale . . . Processale
Numerd  Origem dos cafés Poscolheita Numerd Origem dos cafés Poscolheita
113 Rolandia Seco 33 Ribeirdo Claro Seco
111 Cambira Seco 34 Jacarezinho Seco
128 Japira Seco 35 Kaloré Seco
107 Apucarana Seco 37 Mandaguari Seco
109 Séo &rdnimo da Serra  Seco 36 Mandaguari Seco
154 Mandaguari Seco 265 Santo Antonio d®latina  Seco
101 Corrélio Procépio Seco 40 Grande Rios Microlote
118 Maringé Seco 38 Santo Antdndlatina Microlote
120 Cambira Seco 41 Ibaiti Microlote
125 Jandaia do Sul Seco 39 CuriGva Microlote
115 Cornrélio Procépio Seco 45 Japira Semisseco
160 Carlopolis Seco 42 Curiava Semisseco
304 Carlopolis Microlote 46 Jacarezinho Semisseco
330 Ribeirdo Claro Microlote 43 Cornélio Procépio Semisseco
333 Ribeirdo Claro Microlote 44 Apucarana Semisseco
334 Centenério Sul Microlote 261 Santo Anbnio da Platina Semisseco
317 Joaquim Tavora Microlote 264 Santo Anbnio da Platina Semisseco
345 Japira Microlote 263 Cornélio Procopio Semisseco
344 Londrina Microlote 262 S&o Jeronimo da Serra Semisseco
322 Ribeirdo Claro Microlote 260 Cornélio Procopio Semisseco
301 Nova Sant8arbara Microlote
209 Apucarana Semisseco
212 S&o Jerdnimda Serra  Semisseco
214 Carlopolis Semisseco
249 Ribeirdo Claro Semisseco
244 Tomazina Semisseco
240 Ribeirdo Claro Semisseco
206 Rolandia Semisseco
205 Tomazina Semisseco
203 Japira Semisseco

*Referentes aos produtores de cafés

2.2PREPARO DA AMOSTRAS

Os graogoram congelados com nitrogénio liquido e imediatamente mofdascenho
Pertern 3600, obtendo granulometriaOdgmm.Aproximadamentem (1) grama de grécru
moidoforam adicionadog mL de metanol (grau cromatografico) e agua deionizada (70:30,
v/v) e extraidos em banho de ultrasspar 20 minutos O extrato foi fitrado em filtrode
seringa com membrana dkeioreto de polivinilideno (PVDF)de 0,2um (Whatman,2012)

posteriormente diluid¢l/10)emsolucdametandlicad,1 %de hidroxido e amonio.
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2.3ANALISE DO PERFIL QUIMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
COM RESSMIANICA CICLOTRONICA DE IONS COM TRANSFORMADA DE
FOURIERE IONIZACAO PORELECTROSPRAY

Os extratos foram injetados no IR MS por meio de um sistema automatizado
TriVersaNanoMate®AdvionBioSciences, Ithaca, EUAanoESI), que permite a analise de
aproximadamente400 amostras em sequéncia sem que haja contaminagdo cruzada entre as
mesmas(Figura T7). Alta voltagem é aplicda formando o nanoelectrospray, e o0s ions
direcionados ao espectrometro de massaslelo 7.2T LTQ FT Ultra massspectrometer
(ThermoScietific, Bremen, Alemanha). Asondicfes de operacama fonte de ionizacéo
foram modo negativale ions, voltagem no capilar k¥, lentesdo tubo 160V, temperatura
270°C e energia de fragmentacao de 40 eV.Tempo deaquisicdo dos dados fde 3 minna
faixa de m/z 1001000 Da, utilizando o software Xcalibur 2.0. Este equipamento foi

disponibilizado no laboratério Thompson da Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo.

Figura 17. Imagem do NanoMai&iVersaNanoMate® systernmgnoESI,
AdvionBioSciences, Ithaca, USA



56

2.4PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A primeira etapa do processamento dos dados foi exportar os valores de intensidade
relativa (IR%) correspondentesrassa/cargém/2 de cada amostra analisadaFioICR MS
para arquivo noMatlab (MathWork, United States)seguida da constru¢cdo do programa
executavel para filtar as/zdos espectros de massas de cada amaspeegando o esquema
da Figura 18

—

‘ Selecdo de todos os sinais no espectro de massas. |

Espectro de massas ‘ —=

‘ Faixa de m/z de 100 a 1000 Daltons.

—

—_—

| 1. Janela para inserir os valores de Intensidade Relativa (%). |

_ _ . — 103
| 2. Janela para a variagao de m/z em relagao ao m/z de referéncia tedrica. Am/z =m/Zmassa exata = M/ Zmassa crperimenzat = 10
Amostra 1 Amostra 2 Amastra 3 Amastra N
Construcgo do | 3. Janela para insergédo da planilha de referéncia tedrica. | i B . B g B . i
mfz  Relative m/z  Relative  mfz  Relative
programa — 353.0869 100 353.087 100  353.087 100
executavel 655.2032 2533  £05.2036 33 695.2036 32.34
(Matlab) 4. Janela para os dados exportados dos espectros de massas de 279.2327 1968 2792328 22.8  367.1033 18.52
cada amostra foram organizados na planilha: L PR A R

255.2329 1243 255,2329 14.36 354,091 11.91

| 5. Tabela final que sera gerada com os valores de m/z. ‘ -
n

| 6. Tabela final que sera gerada com os valores de IR {%). ‘

—

Figura 18 Esquema geral do processamedds dados.

Assim, a tabela final gerada contendo os valores de m/z foram avadiadaexperimental
em relacd@ massa exata na identificacdo dos mssiderand@s somente corarro menor
que 5 ppm

Oi i §na

- p T Eq.1l

Assim,uma Unica tabela foi construida, representada por todas as amostras (linhas) e os
m/z experimentaigcolunas) com os spectivos valores dmtensidade relativalR%), que
posteriormente foram utilizados para analise estatistica dos. dados

A analise multivariada utilizada foi o método supervisionadalideriminagdo por

minimos quadrados parciais (RC&\), quese basa naconstrucado do modelo dtassificacao
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entre as amostras a partir de doetrizes de dados (X e Y), em gdoi representanlpelos
ions /2 comsuadR (%) eY pelavariavel dependeni{@rocessale péscolheitada amostra

Os valores foram representa por 1, -1 e 0 paravia semsseca seca emicrolotes
respetivamente. Por meida validagd@ruzada, o numero de variaveis consideramimodelo

foi definido por meio d confiabilidade @ capacidade de classificagdos gruposla matriz Y
(grupos dos mcessosde pdscolheita) que foram avaliados pelos seguintes parametros:
coeficiente de determinacad,Rrro quadratico médio de calibracdo (RMSEC do ingtést
mean squared error of calibratiyre validacdo cruzada (RMSECV do inglesoot mean
squaed error of cross validatioy seguido da observacéao do declive de calibragéo e validagéo
cruzadgFerreira, 2015)Dess forma, o numero deriaveis latentes que maxiriza relacao
entre dduas matrizede dadogoi selecionad@ara compor o modelo adassificacdgHowell

et al, 2010).

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1PROCESSAMENTO DOS DADOS

A primeira etap, antes de iniar o processamento dos dadmmsistiu no levantamento
da literaturecientificaa respeito das substancias ja descritas em cafés torradqdde modo
gue fosse composta uma base de dados para os trabalhos fdtaos.coletads os valores
de massa exatadsubstancig bem como suasstrutura quimicas. De posselesses dadpki
possivel elaborar um banco de dadesuso iterno ao laboratorio daromas @péndiceA),
servindo para a segunda etapa do processamento dos dados.

A segunda etapa envolvolprocessamento dos dades) queos valores de intensidade
relativa (IR%) correspondentesraassa/cargém/2 de cada amostranalisada no ESH(FT
ICR MS foram exportados para o softwitatlab (MathWork, United StatesNesg software
foramcriads comandos computacionais (0os codigetio apresentados ApéndiceB) dando

origem aum arquivo executavéFigural9).
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Figura1l9.l magem do O6progr ama e Xx em/wdfegenteslad par a
substancias presentes no café cru.

3.2I{ONS IDENTIFICADOS PORESI (-) FT-ICR MS

Na Tabela 6 estao apresentados os ions identificados pela €8hie&ICR MS para
0s extratos metarnofgua(70:30) dos cafés arabica cranalisadosem modo negativo de
ionizacao(Figura 20, obtendo um perfil tipicpara esse tipo de extrath analise em modo
positivo gerou espectros mais pobres e, devido ao grande numamwodtras, optege pelo
modo negativo de ionizagéo.






















































































































































































































































