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RESUMO

PINHEIRO, Carlos Alexandre. Analises Fisico-Quimicas e Avaliacdo da
Qualidade de Coffea canephora Pierre & Froehner cultivados no Espirito
Santo. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre-ES. Orientadora: Patricia Fontes Pinheiro.
Coorientadores: Daniela da Silva Oliveira e Aymbiré Francisco Almeida da
Fonseca.

O Estado do Estado do Espirito Santo é lider na producdo de Coffea
canephora (conilon e robusta) no Brasil. O C. canephora é, geralmente,
cultivado em altitudes inferiores a 500 m, em regides de clima quente. Os
cafés cultivados em regibes de maiores altitudes apresentam maturacao
mais lenta, podendo ocorrer maior acumulo de agucares nos graos, sendo
possivel a obtencdo de cafés de qualidade superior. Existem poucos
trabalhos relacionados ao cultivo de café C. canephora em altitudes acima
de 500 m. Dessa forma, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar as
propriedades fisico-quimicas de diferentes genétipos de café C. canephora
cultivados a 720m de altitude, da Fazenda Experimental de Venda Nova do
Imigrante-ES, em um projeto coordenado pelo INCAPER (Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo Rural).

As amostras de café C. canephora utilizadas neste estudo foram
obtidas de cultivares clonais Incaper: Vitoria (V1-V13) e Robustdo Capixaba
(R1-R3, R6-R10), a partir de 21 tratamentos, 4 repeticbes e 8
plantas/parcela. Para essas amostras de café C. canephora (crus) foram
realizadas as seguintes andlises: acidez titulavel total, medidas de pH a 25 e
96°C, teores de acglcares redutores, ndo redutores e totais, condutividade
elétrica e lixiviacdo de potassio. Os compostos bioativos presentes no café:
acidos clorogénico (5-CQA), trigonelina e cafeina foram quantificados nas
amostras de café C. canephora por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) pelo método do padrdo externo. Os resultados foram analisados
pelo teste de agrupamentos de médias Scott-Knott (P<5%).

Os valores médios de acidez titulavel total, de pH a 96 °C e os teores
de trigonelina ndo apresentaram diferencas estatisticas. Os valores de pH a

25 °C, apesar de terem sido préximos, apresentaram diferenca estatistica.



Estes resultados podem ser justificados pelo fato das amostras de café C.
canephora terem sido obtidas a partir das mesmas condicbes ambientais,
adicionalmente a colheita e secagem foram padronizadas. Os valores de
acidez graxa diferiram significativamente para as amostras de café C.
canephora analisadas, assim como os teores de acucares redutores, nao
redutores e totais. Os teores de acidos clorogénicos foram encontrados na
faixa de 2,60 a 3,65%, inferiores aos valores encontrados, normalmente, na
literatura para café C. canephora (6,10-11,30%). O cultivo do café C.
canephora a 720m pode ter influenciado neste resultado, o que pode indicar
o potencial de obtencdo de um café C. canephora de boa qualidade. Os
teores de cafeina encontrados variaram de (2,06 a 2,89%), sendo o valor
médio relatado entre 1,50-2,50%. Com base nos resultados das analises
realizadas, o cultivo de café C. canephora em altitude de 720m, superior ao
tradicional usado no Espirito Santo, pode ser promissor na obtencéo de café
de qualidade superior.

Outro objetivo do presente trabalho foi pesquisar a composicdo de
constituintes volateis de café conilon (torrado) cultivado em diferentes
altitudes (240 m, 350 m, 580 me 720 m), utilizando a técnica HS-SPME-
GC/MS (microextracdo em fase sdlida, usando o modo headspace,
combinada a cromatografia gasosa acoplada aespectrometria de massas).
Os indices de Kovats foram calculados e, em todas as amostras, foram
identificados o0s seguintes compostos: 2-hidroximetilfurano, 4-etenil-2-
metoxifenol, 2,6-dimetilpirazina, furfural, 2-etil-3-metilpirazina, 5-metilfurfural,
2-metilpirazina e outros. Para essas mesmas amostras de café conilon (C1-
C4), graos crus e moidos, foram determinados os valores de acidez graxa
(método convencional, extracdo com tolueno). Os valores obtidos foram: 2,5;
2,6; 3,4 e 4,3 mL de KOH/100 g de massa seca, respectivamente. Usando
como solventes extratores o hexano e o cloroférmio, os valores de acidez
graxa foram similares aos apresentados pelo meétodo convencional,
indicando que pode ser viavel a substituicdo do solvente tolueno, altamente
téxico, por outros solventes apolares. Aliquotas dos extratos do café conilon
(C1-C4) usados na determinagdo da acidez graxa, obtidos a partir da

extracdo com tolueno, hexano e cloroférmio foram derivatizadase analisadas



por CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas).
Foi observado o mesmo perfil cromatografico para todos os extratos, sendo
que os acidos palmitico e linoleico foram os que apresentaram maiores
areas em todos 0s cromatogramas. Assim, existe um indicativo que a acidez
graxa pode ser uma analise util na determinacdo da qualidade do cafe,
assim como, a constituicdo dos acidos graxos, uma vez que na etapa de
torra podem ser degradados termicamente, levando a formacao

decompostos que atribuem caracteristicas organolépticas a bebida.

PALAVRAS CHAVE: Café C. canephora, altitude, genoétipos, composicao

quimica, volateis, acidez graxa.



ABSTRACT

PINHEIRO, Carlos Alexandre. Physical-Chemical Analyzes and Quality
Assessment ofCoffea canephoraPierre & Froehner grown in Espirito Santo.
2018. Dissertation (Master in Agrochemistry) - Federal University of Espirito
Santo, Alegre-ES. Advisor: Patricia Fontes Pinheiro. Co-advisors: Daniela da
Silva Oliveira and Aymbiré ; Francisco Almeida da Fonseca.

The State of Espirito Santo is the leader in the production of Coffea
canephora (conilon and robusta) in Brazil. C. canephora is generally cultivated
at altitudes below 500 m in hot climate regions. Coffees cultivated in regions
with higher altitudes present slower maturation, which may lead to a higher
accumulation of sugars in the grains, and it is possible to obtain higher quality
coffees. There are few works related to the cultivation of C. canephora coffee at
altitudes above 500 m. Thus, one of the objectives of this work was to evaluate
the physicochemical properties of different C. canephora coffee genotypes
cultivated at 720 m altitude from Experimental Farm of Venda Nova do
Imigrante-ES, in a project coordinated by INCAPER (Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensédo Rural).The samples of C. canephora
coffees used in this study were obtained from Incaper: Vitoria (V1-V13) and
Robustéo Capixaba (R1-R3, R6-R10) clonal cultivars from 21 treatments, 4
replicates and 8 plants/plot. For the C. canephora (raw) coffee samples, the
following analyzes were performed: total titratable acidity, pH at 25 and 96 °C,
reductive, total and non-reducing sugars, electrical conductivity and potassium
leaching. The bioactive compounds present in coffee: chlorogenic acids (5-
CQA), trigonelline and caffeine were quantified in the C. canephora coffee
samples by HPLC using the external standard method. The results were
analyzed by the Scott-Knott method clustering test (P<5%).The mean values of
total titratable acidity, pH at 96 °C and trigonelline levels did not present
statistical differences; pH values at 25 °C, although close, presented a statistical
difference. These results can be justified by the fact that C. canephora coffee
samples were obtained from the same environmental conditions, in addition the
harvesting and drying were standardized. The values of acidity grease differed

significantly for the samples of C. canephora coffees analyzed, as well as the



levels of reducing, non-reducing and total sugars. Chlorogenic acid contents
were found in the range of 2.60 to 3.65%, lower than the values found in the
literature for C. canephora coffees (6.10-11.30%). The cultivation of C.
canephora coffees at 720 m may have influenced this result, which may indicate
the potential of obtaining a good C. canephora coffee. Caffeine levels ranged
from 2.06 to 2.89%, with a mean value of 1.50-2.50%. Based on the results of
the analyzes, the cultivation of C. canephora coffee at an altitude of 720 m,
superior to the traditional one used in Espirito Santo, can be promising in
obtaining superior coffee.

Another objective of the present work was to investigate the composition
of volatile constituents of conilon (roasted) coffee grown at different altitudes
(240 m, 350 m, 580 and 720 m) to ascertain the differences of these coffees.
For this, the HS-SPME-GC/MS technique (solid phase microextraction using the
headspace mode, combined with gas chromatography coupled to mass
spectrometry) The Kovats indices were calculated and the following compounds
were identified: 2-hydroxymethylfuran, 4-ethenyl-2-methoxyphenol, 2,6-
dimethylpyrazine, furfural, 2-ethyl-3-methylpyrazine, 5-methylfurfural, 2-
methylpyrazine and the like. For these same samples of conilon (C 1 -C 4)
coffee, raw and ground grains, the values of acidity grease (conventional
method, extraction with toluene) were determined. The values obtained were:
2.5; 2.6; 3.4 and 4.3 ml KOH / 100 g dry mass, respectively. Using extractive
solvents such as hexane and chloroform, the acidity values of the grease were
similar to those given by the conventional method, indicating that it may be
feasible to substitute the highly toxic toluene solvent with other apolar solvents.
Aliquots of the conilon (C1-C4) coffee extracts used in the determination of the
acidity grease obtained from the extraction with toluene, hexane and chloroform
were derivatized and analyzed by GC-MS (gas chromatography coupled to
mass spectrometry). The same chromatographic profile was observed for all the
extracts, and the palmitic and linoleic acids presented the highest areas in all
the chromatograms. Thus, there is an indication that the acidity grease can be a
useful analysis in the determination of coffee quality, as well as the constitution

of fatty acids, since in the roast stage can be degraded thermally, leading to the



formation of compounds that attribute characteristics organoleptic
characteristics.

KEYWORDS: Coffee, C. canephora, altitude, genotypes, chemical composition,
volatile, acidity grease.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e 0 segundo maior consumidor mundial de
café, tendo um consumo médio de 20 milhdes de sacas por ano (MAPA, 2017).
As espécies de café que apresentam importdncia econémica no pais sao:
Coffea arabica (café arabica) e Coffea canephora (café conilon), essas ocupam
em torno de 74% e 26% do parque cafeeiro, respectivamente (CONAB, 2017).

Os estados que lideram a producédo de café no Brasil sdo: Minas Gerais
(24,45 milhdes de sacas), com producdo predominantemente de café arabica,
seguido pelo Espirito Santo (8,87 milh6es de sacas), maior produtor de café
conilon do pais (5,91 milhdes de sacas) e o terceiro produtor de café arabica
(2,92 milhdes de sacas), Sao Paulo (4,41 milhdes de sacas), 0 segundo maior
produtor de café arabica, seguido da Bahia (3,36 milhdes de sacas), onde séo
cultivados o café arabica (regido do Planalto e Cerrado) e o conilon (Sul do
estado), Rondbnia (1,94 milhdes de sacas), que produz exclusivamente o café
conilon e Parana (1,21 milh6es de sacas), produtor de café arabica (CONAB,
2017).

As variedades de C. canephora Pierre ex A. Froehner mais
comercializadas no Brasil e no mundo sdo denominadas: ‘Conilon’ e ‘Robusta’
(MARCOLAN,et al., 2009). A espécie C. canephora ocupa cerca de 30% da
producdo mundial. Esse café vem sendo muito utilizado no preparo de café
soltvel e na producéo de blends, ao ser adicionado ao café arabica (PERROIS
et al., 2014). O C. canephora era menos valorizado do que o C. arabica, por ser
considerado um café de pior qualidade de bebida (FERNANDES et al., 2003).
Mudancgas vém ocorrendo em relacdo a qualidade e a valorizacdo do café C.
canephora no Brasil. Nos ultimos anos, a importancia desse café no pais vem
sendo estabelecida e as oscilagbes de precos ndo vém obedecendo a um
padrao histérico que era fundamentado em safras e disponibilidade do produto
no mercado (INNOCENTINI, 2015).

A formacdo de lavouras de C. canephora no estado do Espirito Santo
teve incentivo politico a partir da década de 70. As condi¢cdes de relevo
acidentado, altas temperaturas e umidade favoreceram o estabelecimento
desta cultura nas terras capixabas (FREDERICO, 2013). Nos ultimos 15
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anos, a produtividade do C. canephora aumentou mais de 200%, passando da
média de 9 para 28 sacas por hectare. Além disso, diversas pesquisas vém
sendo realizadas na difusdo de clones de variedades geneticamente superiores
(BRAGANCA et al., 2001; FERRAO et al., 2008), implantac&o de jardins clonais
nos municipios cafeeiros, renovacdo do parque cafeeiro (FONSECA et al.,
2005) e disseminacdo da tecnologia de fertirrigacdo nas propriedades
(MAGIERO et al., 2017).

Na ultima década, o café C. canephora vem sendo obtido com maior
produtividade e qualidade por diversos produtores, que por meio de
premiacdes e valores acima do mercado, tém sido incentivados a aprimorar 0s
processos de beneficiamento e secagem, em uma crescente preocupacao com
a qualidade desse grdo (THOMAZINI et al., 2011).

O fator genético pode influenciar a qualidade dos gréos e da bebida do
café C. canephora (RAMALHO et al.,, 2016). Assim, estudar diferentes
genadtipos tem sido uma alternativa para contribuir com melhoria da cultura
deste café no estado do Espirito Santo e no Brasil (FERRAO et al., 2008).
Existem gendtipos que apresentam maiores produtividades, melhor tolerancia a
pragas e adaptabilidade (RAMALHO, 2009). Conhecer a estrutura genética do
café, e a inferéncia da variabilidade presente na populacdo proporcionam
subsidios para predizer os ganhos genéticos e o possivel sucesso no programa
de melhoramento ao qual a nova variedade se submete (FERRAO et al., 2008).

Além dos aspectos genéticos, outros fatores podem influenciar a
qualidade do café. Tais fatores estdo sendo pesquisados e sdo bastante
complexos, dentre eles destacam-se: face de orientagdo da lavoura, solo,
espécie, clima (MARTINS et al., 2015), sombreamento (DARDENGO et al,
2013), colheita (FAGAN; HENRIQUE; SOUZA, 2011), secagem,
armazenamento do grdo cru (CORADI, BOREM, OLIVEIRA, 2008);
processamento via seca e via Umida (GIOMO, 2012); a torra e a moagem
(SCHMIDT; MIGLIORANZA; PRUDENCIO, 2008).

Dentre os fatores ambientais, o local de plantio pode influenciar de forma
particular na producdo de café de qualidade superior. Em maiores altitudes o

cafeeiro pode ter maior acumulo de fotoassimilados em suas folhas e frutos
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(LAVIOLA et al., 2007). Além disso, a altitude influencia na temperatura e no
regime pluviométrico, sendo que em média a cada 180 m de altitude, a
temperatura diminui em torno de 1°C e essas regides apresentam mais chuvas
(FRITZSONS; MANTOVANI; AGUIAR, 2008). O café cultivado em regides de
maiores altitudes apresenta maturacdo mais lenta, por isso pode ocorrer maior
acumulo de acucares nos graos (ZAIDAN et al., 2017).

O C. canephora no Brasil, geralmente, é cultivado em altitudes inferiores
a 500 m de altitude, em regides de clima quente (MATIELLO, 1991). Existem
poucas informacdes sobre o cultivo do C. canephora em regides de altitudes
acima de 700 m.

A origem genética e as condicdes edafoclimaticas sdo fatores
determinantes na composi¢cdo quimica do café que, apds a torra, definem a
qualidade sensorial da bebida. A andlise da qualidade do café € determinada,
mundialmente, por um método qualitativo, o chamado teste de xicara (anélise
sensorial) que é realizada por profissionais treinados, onde sédo avaliados o
aroma, a acidez, o amargor, a dogura, a adstringéncia e o corpo da bebida. Os
aspectos avaliados na andlise sensorial estdo diretamente relacionados aos
constituintes quimicos presentes nos graos de café (SILVA; MINIM; RIBEIRO,
2005).

Parametros fisico-quimicos podem ser utilizados para determinar fatores
de qualidade desejaveis para o café, tais como: medidas de pH, acidez titulavel
total, acidez graxa, condutividade elétrica e lixiviacdo de potassio (BOREM et
al., 2008). Alguns constituintes podem influenciar nos aspectos relacionados ao
sabor do café, como os acgucares redutores, ndo redutores e totais, bem como
0s 4cidos clorogénicos, a trigonelina e a cafeina (FARAH et al., 2006).

A determinacdo dos constituintes volateis do café também pode ser
usada como um parametro para avaliar a qualidade do produto, uma vez que
esses compostos tém grande importancia nos atributos sensoriais da bebida,
podendo ser originados de aguUcares redutores e aminoacidos pela Reacao de
Maillard, bem como por reagbes de caramelizacdo (pirolise), por meio de
etapas de condensacao, desidratagcao e polimerizacdo (LEE et al., 2015; YANG

et al., 2016). J& foram identificados mais de 800 compostos volateis em café,
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pertencentes as seguintes classes: furanos, pirazinas, piridinase pirrois, além
de outras classes (acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas e outros) (NIJSSEN,
1996). Com base nos fatores apresentados, constitui-se a problematica em
questdo: qual o efeito da altitude sobre os constituintes quimicos de C.

canephora?
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar quantitativamente as caracteristicas fisico-quimicas de
diferentes gendtipos de C. canephora, cultivados a 720m de altitude em graos
crus, determinar os constituintes volateis do café conilon produzido em
diferentes altitudes (240 m, 350 m, 580 m e 720 m) em gréos torrados e

moidos, realizando um estudo da acidez graxa desses cafés.
2.2. Objetivos especificos

1. Analisar quantitativamenteas caracteristicas fisico-quimicas em graos de
cafés crus para diferentes genotipos de C. canephora, cultivados a 720 m de
altitude, obter os dados das andlises de: condutividade elétrica; lixiviacdo de
potassio, pH; acidez total; acidez graxa, acglcares totais, redutores e néao

redutores; e acido clorogénico, cafeina e trigonelina;
2. Verificar as diferencas fisico-quimicas entre os genétipos de C. canephora;

3. Determinar os constituintes volateis do café conilon, apés a torra, produzido
em diferentes altitudes (240 m, 350 m, 580 m e 720 m) por microextracdo em
fase sélida, pelo modo headspace (HS-SPME), combinada com a

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

4. Realizar um estudo de acidez graxa do café conilon, grdos crus, produzido
nas quatro altitudes supracitadas, avaliando diferentes solventes para a
realizacdo da analise e determinando a composicdo graxa apés etapa de
transesterificacdo (derivatizacéo) e analise por CG-EM.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia do Café no Setor de Agronegocio Brasileiro

Em 2016, o café representou 9,8% das exportacBes brasileiras,
movimentando o montante de US$ 600,74 milhdes de ddlares. A cadeia
produtiva do café é responsavel pela geracdo de mais de oito milhdes de
empregos no pais, sendo uma das principais fontes de receita para centenas
de municipios brasileiros (MAPA, 2017).

O café ocupa uma parte muito importante na histéria do Brasil. No
século XVIII, mais precisamente no ano de 1727, essa cultura chegou ao pais
pelo estado do Para, adaptou-se facilmente ao clima brasileiro e se instalou em
suas terras. J& em 1830, era o principal produto brasileiro de exportacdo
(ABIC,2017; CONAB, 2017).

Em 2017, a safra brasileira chegou a 44,97 milh6es de sacas de 60 kg
beneficiadas, sendo 34,25 milhdes de sacas de café arabica e 10,72 milhdes
de sacas de café conilon. Sendo os principais estados produtores: Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondénia, Parana, Rio de Janeiro,
Goias e Mato Grosso, que correspondem por cerca de 98,6% da producao
nacional, considerando que a safra atual se encontra no ciclo de baixa
bienalidade na maioria dos estados. No Espirito Santo as condi¢Bes climaticas
desfavoraveis atravessadas pelas lavouras em 2016 e a falta de mudas para
plantio levaram a uma forte reducéo de area, resultando numa queda de 1,1%,
principalmente na producdo de café arabica. A producéo total alcancou 8,87
milhdes de sacas (CONAB, 2017).

Apesar do café ser uma das principais commodities do Brasil, a melhoria
da qualidade do café é de grande importancia na manutencao das exportacoes,
uma vez que o mercado externo esta cada vez mais exigente (AMARAL et al.,
2017).

3.2. Aspectos que Influenciam a Qualidade do Café

Atualmente, a busca pela melhoria da qualidade do café é um dos

desafios dos pequenos e grandes produtores, uma vez que vem crescendo a
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exigéncia do consumidor no mercado interno e por ser um dos fatores chave na
expansao das exportacdes (RIBEIRO et al., 2017).

Os fatores que influenciam a qualidade do café vém sendo pesquisados
e sdo bastante complexos, a seguir sdo descritos aspectos relevantes a

respeito desse assunto.

3.2.1. Face de orientacéo, perfil de solo, fatores edafoclimaticos

Um dos fatores que pode influenciar a qualidade do café € o local de
plantio. Em maiores altitudes, o cafeeiro pode ter maior acumulo de
fotoassimilados em suas folhas e frutos (LAVIOLA et al.,, 2007). A altitude
influencia na temperatura e no regime pluviométrico; a cada 180 m de altitude,
a temperatura diminui em torno de 1 °C e essas regides apresentam mais
chuvas (FRITZSONS; MANTOVANI; AGUIAR, 2008).

O café cultivado em regides de maiores altitudes apresenta maturacdo
mais lenta, por isso pode ocorrer maior acumulo de aguUcares nos graos.
Recentemente, Zaidan et al. (2017) avaliaram os efeitos da altitude (variacdo
de 600 a 1200 m), orientacdo da encosta da montanha e variedades de Coffea
arabica (‘catuai vermelho" e "catuai amarelo") em 14 municipios da regido das
Matas de Minas. As amostras foram analisadas sensorialmente e os fatores
ambientais e a variedade exerceram conjuntamente influéncia na qualidade da
bebida do café da regido. Em outro trabalho, o café ardbica da variedade
Catuai (vermelho e amarelo) cultivado na mesma regiao (Matas de Minas) em
diferentes intervalos de altitude (abaixo de 700 m, de 700 a 825 m e de 825 a
950 m), levando em consideracdo as inclinacdes de exposicdo da lavoura
(norte e sul), foram analisados sensorialmente. Os frutos de café maduros
(cereja) da variedade Catuai amarelo cultivados em altitudes mais elevadas
apos processados foram provados e apresentaram melhor qualidade sensorial.
Todos os fatores juntos contribuiram para a qualidade da bebida. A altitude foi
o fator que mais interferiu nos resultados e a orientagao sentido norte contribuiu
na obtencao de café de melhor qualidade (SILVEIRA et al., 2016).

N&o existem muitos trabalhos sobre a influéncia da altitude na qualidade

do café conilon. Sturm et al. (2010), para averiguar a relacdo da altitude e
6



qualidade do C. canephora, utilizaram lavouras com diferentes genoétipos dessa
espécie, a fim de evitar interacdes dos genotipos com ambientes especificos.
As lavouras se localizam nos municipios de Alegre e Mimoso do Sul no Estado
do Espirito Santo e,as adubacdes e as colheitas foram padronizadas de acordo
com as necessidades de cada lavoura. Nesse estudo foram usadas amostras
de cafés de sete lavouras, plantadas em diferentes altitudes: abaixo de 250 m,
de 250 a 500 m e acima de 500 m. Com base nas analises sensoriais e analise
estatistica, houve influéncia da altitude na qualidade da bebida do café conilon,
quanto maior a altitude, maior qualidade.

Um estudo foi realizado para averiguar a relacdo do relevo, das
propriedades do solo e umidade na produtividade do café Conilon no Estado do
Espirito Santo, para isso, foram utilizados geoestatistica e Analise de Fatores
(AF). Pela AF, o agrupamento F1 (fator 1), verificaram que: as propriedades
gue agregam o solo (acidos hamicos e fulvicos, porcentagem de agregados
maior que 2 mm, didmetro médio ponderado) nao tiveram relacdo com relevo e
produtividade. Pelo fator 2 (F2) houve agrupamento das propriedades do solo
que tém relacdo com a retencdo de agua (microporosidade, teor de argila,
umidade), que tiveram aumento conjuntamente com o aumento da altitude e
diminuicdo do declive onde ocorrem regides de maior produtividade. Pelos
resultados, o teor de argila se destacou dos demais, por ter sido o fator que
mais influenciou na produtividade do café conilon em relagdo aos atributos
relacionados ao F2 (retencdo de agua no solo) (BURAK, SANTOS, PASSOS,
2016).

O sombreamento é outro fator que pode influenciar na produtividade e
na qualidade dos graos de café. No Brasil, existe a cultura de plantar café a
pleno sol, principalmente em se tratando de C. canephora. Em outros paises da
América Latina, dentre eles: Colémbia, Costa Rica, Equador e Guatemala, o
cultivo do C. arabica usando sombreamento é uma técnica tradicional na
producdo de cafés especiais (JARAMILLO-BOTERO; MARTINEZ; SANTOS,
2006).

Alguns trabalhos vém sendo realizados no Brasil a fim de se averiguar a

viabilidade do café ser cultivado em ambientes sombreados. Dardengo et al.
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(2013) avaliaram niveis de sombreamento no crescimento e qualidade de
mudas de C. canephora e constataram que as mudas em condi¢cdes
sombreadas apresentaram maior crescimento e melhor qualidade em relacéo
as mantidas a pleno sol. Em outro trabalho, C. canephora foi cultivado em
consorcio com Gliricidia sepium e Erythrina poeppigiana (leguminosas
arboreas) e um sistema foi cultivado a pleno sol. Nesse caso, 0 sombreamento
proporcionou reducdo das temperaturas do solo, foliar e minimizou amplitude
térmica (RICCI et al., 2013).

3.2.2. Espécie e fatores genéticos

A qualidade do café depende de um conjunto de fatores, no entanto séo
0s constituintes quimicos que influenciam diretamente o sabor e 0 aroma da
bebida. A composicdo quimica dos grdos pode ser influenciada por fatores
ambientais, tratos culturais e processamento, mas o fator que contribui de
forma particular nessa composi¢éo é o genético. As espécies de C. arabica e
C. canephora, assim como outras espécies de Coffea apresentam teores
distintos em relagcdo aos teores de: cafeina, trigonelina, acidos clorogénicos e
sacarose.

Na Tabela 1 foram apresentados alguns valores percentuais
encontrados nos constituintes quimicos de 100 g* em base seca em grédos de
café crus das variedades comerciais: Coffea arabica e Coffea canephora.
Foram apresentados também porcentagens de constituintes quimicos de
variedades ndo comerciais, tais como: Cofeea eugenioides, Coffea liberica,
Coffea congensis, Coffea kapakata e Coffea racemosa.

Em relagcdo aos teores de cafeina valores distintos sdo encontrados no
Coffea arabica (1,2%) e Coffea canephora (2,2%). Enquanto Coffea canephora
e Coffea congensis apresentam teores similares de cafeina, as espécies Coffea
kapakata e Coffea racemosa apresentam teores similares desse composto ao

descrito para Coffea arabica (Tabela 1).



Tabela 1. Constituintes quimicos (g 100g™* em base seca) em gréos de cafés crus

Componentes Coffea Cofeea Cofeea Coffea Coffea Coffea Coffea
canephora arabica eugenioides liberica congensis kapakata racemosa
Lipideos 10,0 16,0 16,7 13,7 10,7 16,0 11,3
Acidos:
Clorogénico total 10,0 6,5 4.8 3,3 4,9 4,1 4.4
Alifaticos 1,0 1,0 _ _ _ _ _
Quinico 0,4 0,4 _ _ _ _ _
Cafeina 2,2 1,2 0,93 0,5 2,0 1,1 1,3
Trigonelina 0,7 1,0 1,9 0,5 1,3 2,1 1,3
Cinzas (41% de K) 4,4 4,2 _ _ _ _ _
Polissacarideos 48,0 44,0 _ _ _ _ _
Acucares:
Sacarose 4,0 8,0 _ _ _ _ _
Redutores 0,4 0,1 _ _ _ _ _
Aminoacidos 0,8 0,5 _ _ _ _ _
Lignina 3,0 3,0 _ _ _ _ _
Pectina 2,0 2,0 _ _ _ _ _
Proteina 11,0 11,0

Fonte: Adaptada de Martinez et al., 2014.



Entre os valores encontrados de &cidos clorogénicos totais, 0s maiores
valores séo relatados em Coffea canephora. Quanto aos teores de acguUcares, a
sacarose € encontrada em dobro em Coffea arabica em relagdo ao Coffea
canephora, contudo maiores valores de acucares redutores sao descritos para
Coffea canephora. Ligninas, lectinas e proteinas sdo encontradas em teores
similares, sendo que a trigonelina pode estar em maiores porcentagens em
Coffea kapakata e Cofeea eugenioides (MARTINEZ et al., 2014).

O café conilon apresenta maiores teores de cafeina e de acidos
clorogénicos do que o café arabica, o que pode contribuir na adstrigéncia da
bebida (SOUZA et al., 2013). O café arabica (C. arabica) apresenta bebida de
maior suavidade e docura, por essa razao tem maior aceitacdo do consumidor
e o teor médio de sacarose nos graos € quase o dobro do apresentado pelo
café conilon (C. canephora). No entanto, dentro da prépria espécie a
composicao quimica e as propriedades organolépticas podem variar, indicando
que estratégias de melhoramento genético podem contribuir em ganhos de

qualidade da bebida (MARTINEZ et al., 2014).
3.2.3. Colheita

Os tratos culturais podem influenciar na qualidade do café, tendo como
destaque a etapa de colheita que deve ser realizada de maneira adequada. A
principal recomendacdo nessa etapa € realizar a colheita de maior
porcentagem de frutos em estagio cereja, no minimo 80% em situacdes de
maximizacdo econdmica. Nesse estagio, a maioria dos grdos de café
apresenta maturacdo maxima, o que pode contribuir para que haja maiores
teores de acucares e de outros constituintes que poderdo favorecer
caracteristicas desejaveis a qualidade da bebida apés a torra dos graos, tais
como: docgura, corpo, acidez, aroma e sabor (GIOMO, 2012).

Rogers et al. (1999) encontraram alteracdes nas concentra¢cdes de mono
e oligossacarideos, alcoois, acidos carboxilicos e inorganicos em graos de
cafés avaliados em diferentes fases de desenvolvimento dos graos em trés
cultivares de C. arabica. (ardbica) e dois de C. canephora (robusta) por

Cromatografia de Permuta Anidnica de Alto Desempenho Acoplada a Detecgéo
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Eletroguimica Pulsada (sigla em inglés: HPAE-PED). Os componentes
analisados foram acumulados durante a segunda metade do periodo de
desenvolvimento dos grdos. Foi observado um aumento expressivo na
concentracdo da sacarose, que foi o principal acucar de translocacdo no
floema, que por meio de reacdes catabdlicas pode gerar energia e fonte de
carbono para a biossintese de outros compostos, dentre eles: fendis e
aldeidos. Dessa forma, o grau de maturacdo dos gréos de café tem grande
importancia na obtencdo de uma bebida de qualidade, devido ao acumulo de
fotossintatos durante o periodo de crescimento dos frutos (FAGAN;
HENRIQUE; SOUZA, 2011).

ApoOs a etapa de colheita, o café deve ser imediatamente processado
e/ou submetido a secagem, para que ndo ocorram deterioracdes por acdes dos

microorganismos enddficos presentes nos frutos do café.
3.2.4. Secagem e armazenamento

A secagem do café contribui para a preservacdo dos grdos durante o
armazenamento, sendo uma das principais etapas do pés-colheita do café,
guando se deseja obter um produto de boa qualidade (RESENDE et al., 2011).
Durante a secagem, os teores de agua dos grdos para café conilon séo
reduzidos de 60% para valores na faixa de 11-13%, eliminando riscos de
oxidacgOes, e desenvolvimento de fungos e bactérias. Por outro lado, se ndo
forem utilizadas as técnicas adequadas de secagem, a qualidade dos gréos
poderd ser prejudicada em decorréncia de alteracdes fisicas, quimicas e
sensoriais indesejaveis (BOREM et al., 2008).

No Brasil, utilizam-se basicamente os seguintes métodos para secagem
de café:

a) Secagem natural em terreiros — espalha-se o produto sobre pisos de
cimento, de tijolo, de chdo batido ou lama de asfaltica, com o objetivo de expor
o produto diretamente a radiacao solar. Os graos sao revolvidos continuamente
com o auxilio de um rodo ou de outro equipamento similar, objetivando
movimenta-los através do ar (LACERDA FILHO; SILVA, 2006).
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Esse é o processo mais usado pelos cafeicultores no Brasil. Além dos
terreiros convencionais, outra Op¢ao Sao 0s terreiros suspensos com cobertura,
gue apresentam como vantagem o nao contato dos frutos verdes com o solo,
diminuindo os processosde contato com microorganismos do solo e o tempo de
secagem (PINHEIRO, 2012).

b) Secagem em secadores mecanicos — 0 ar aquecido passa através da
massa de graos por meio de um sistema de ventilacdo forcada podendo, ou
nao, serem movimentados dentro do secador.

Borém et al. (2008) observaram que o tempo para secagem do café é
afetado pelos diferentes tipos de secagem e processamentos. Pinheiro et al.
(2012) encontraram os melhores parametros de qualidade do café conilon para
amostras de café secas em terreiro de cimento suspenso coberto com lona
plastica transparente (terreiro com cobertura) quando comparado com
amostras secas em secador mecanico. Foram encontrados para essas
amostras menores valores de condutividade elétrica, de lixiviacdo de potassio,
de acidez titulavel total e maiores teores de acUcares redutores. Maiores
valores de acidez graxa foram observados para as amostras secas em terreiros
(comum e de estufa).

ApoOs a etapa de secagem, o armazenamento do café pode ser feito na
propriedade ou em armazéns, café coco a granel em tulhas de madeira ou em
sacarias de estopa com café ja beneficiado, respectivamente. Na propriedade,
os locais de armazenamento devem ser secos e bem arejados para aumentar o
tempo de estocagem e evitar perdas na qualidade. Nos armazéns, os cafés ja
beneficiados devem ser dispostos em uma estrutura que propicia alta
conservacgao e condi¢cdes apropriadas (RIBEIRO et al., 2017).

3.2.5. Tipos de Processamento: via seca ou via imida

O processamento do café pds-colheita pode contribuir na obtencédo de
bebidas de qualidade distintas. No Brasil, 0 processamento por via seca é
predominante, nesse caso 0S grados Sa0 Secos em COCO em terreiros ou em

secadores mecanicos, sdo separados impurezas, como galhos, torrdes e
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folhas, através de lavadores podendo ser separados graos verdes, cereja e
seco propiciando lotes uniformes (GIOMO, 2012).

No processamento do café via Umida, a casca é retirada somente de
gréos cereja, 0s boias sdo separados por diferenca de densidade e j4 vao
direto para terreiro de secagem, os verdes sédo separados e cereja seguem
para serem descascados, sendo que somente o café no estagio cereja é
descascado, os grados verdes apresentam cascas mais resistentes. A utilizacéo
desse processo pode minimizar o0s riscos de desenvolvimento de
microrganismos responsaveis por fermentacdes indesejaveis (SANTOS;
CHALFOUN; PIMENTA, 2009).

Durante o processamento via Umida na etapa de descascamento s&o
obtidos lotes de cafés verdes de qualidade inferior. Nobre et al. (2011)
analisaram frutos verdes (imaturos) de café, processados por via Umida e via
seca, submetidos a diferentes periodos de repouso antes do descascamento
com presenca e auséncia de agua. A matéria-prima utilizada foi lotes de café
arabica verde obtidos na producdo do café-cereja descascado. A etapa de
descascamento dos frutos imaturos elevou os indicadores fisiolégicos e
quimicos de qualidade dos graos verdes. Dessa forma, o descascamento dos
frutos imaturos logo apds a primeira operacdo de descascamento dos frutos
maduros (café cereja), ndo alterou a qualidade dos graos. A utilizacdo da agua
durante o repouso dos frutos imaturos nao afetou a qualidade do café.

Filho et al., (2013) realizaram a caracterizacao fisico-quimica e sensorial
do café conilon submetido a trés tipos de processamentos:via seca, via Umida
sem fermentacdo ou via Umida com fermentacdo. Nos processamentos foram
utilizados somente gréos cereja e todas as amostras apresentaram padrdes de
bebida de excelente qualidade. Assim, usando o processamento mais viavel
economicamente (via seca), a partir de café conilon cereja, fermentaces
indesejadas podem ser minimizadas e a obtengdo de uma bebida de qualidade
por ser obtida.
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3.2.6. Processo de torra

A etapa de torra tem grande influéncia na qualidade da bebida do café. A
torra do café verde €, geralmente, realizada em temperaturas acima de 200°C,
por 10 a 15 minutos. Durante a torra, diversas reagcdes quimicas ocorrem e
ocasionam a formacdo dos volateis que sdo responsaveis pelos aromas e
sabores da bebida do café. Na torra, o volume dos grédos de café aumentam
em 50% ou mais, a massa diminui em um quinto, levando a perda de umidade
e da producdo de volateis e de gas carbdnico (CO,) que desencadeia um
aumento da pressao interna, o grao se expande e ocorrem rachaduras no
tecido celular daparede do gréo, no fenbmeno conhecido como ‘crack’. Apos o
grau de torra desejado ser alcancado, os graos devem ser resfriados
rapidamente em um resfriador. Esse processo de torra tem que ser bem
conduzido, usando periodos longos de torrefacdo, os compostos volateis sdo
eliminados ou degradados, assim o café pode ser obtido com atributos
sensoriais adulterados ou prejudicais a qualidade (ILLY; VIANI, 2009).

Morais et al. (2009) analisaram a composi¢cdo quimica do café conilon
submetido a trés tipos de torra: clara, média e escura. O teor de fendis totais
diminuiu de forma significativa com o aumento do grau de torra. A
concentracdo de proantocianidinas aumentou a medida que o grau de torra se
acentuou. Os teores de acidos clorogénicos diminuiram a medida que o grau
de torra aumentou, e, para o &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), as diferencas
entre as torras foram significativas. Os teores de 5-ACQ determinados no café
conilon foram superiores ao do café ardbica nas torras clara e média e
inferiores a torra escura.

Constituintes volateis de café conilon foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), ap6s amostras
padronizadas de café terem sido submetidas a trés graus de torra: clara, média
e escura. O rendimento do Oleo essencial do café conilon submetido a torra
meédia foi superior aos outros tipos de torra e 0s maiores teores de compostos
gue proporcionam aroma suave no café foram encontrados para o café de torra
clara (NASCIMENTO et al., 2007).
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Na torrefacéo do café ocorrem diversas reacoes e, assim, sdo gerados 0s
compostos volateis, nessa etapa ocorre a Reacdo de Maillard (condensacao da
carbonila de um glicidio com um grupamento amino de um aminoéacido)
conhecida como caramelizacdo de acgucares, degradacdo de acidos
clorogénicos, proteinas e polissacarideos, reacdo dos hidroxiaminoacidos que
sofrem descarboxilacédo e dimerizacao, outras. Os cafés ap0s o processamento
contém varios compostos volateis, sendo esses componentes superiores a
qualquer outro alimento ou bebida (MOREIRA, TRUGO, MARIA, 2000).

Os aromas do café cru e torrado sdo muito diferentes, o café cru
apresenta cerca de 250 compostos volateis diferentes, enquanto o café torrado
podepossuir mais de 800 destes componentes. Esses compostos volateis do
café torrado sdo formados durante a etapa de torra por diversas reacdes,
conforme supracitado, sendo que sdo as ReacgbOes de Maillard, onde os
acucares redutores se condensam com aminoacidos, responsaveis pela
formacdo das melanoidinas que déao a cor escura aos graos de café (NIJSSEN
et al., 1996). Na Tabela 2 se encontram as principais classes de compostos
volateis presentes no café torrado.

Tabela 2. Principais classes de compostos volateis presentes no café

Classe de compostos NUmero
Hidrocarbonetos 80
Alcoois 24
Aldeidos 37
Cetonas 85
Acidos carboxilicos 28
Esteres 33
Pirazinas 86
Pirréis 66
Piridinas 20
Outras bases (quinoxalinas, indols) 52
Compostos sulfurados 100
Furanos 126
Compostos fendlicos 49
Oxazols 35
Outros 20
Total =841

Fonte: Nijssen et al. (1996).
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Além da torra, a moagem pode influenciar no perfil sensorial da bebida,
em um estudo realizado no Parana foram avaliados os tipos de torra e a
granulometria de moagem do café preferidas por consumidores. O café obtido
em torras mais leves foi 0 menos aceito. A torra média escura proporcionou um
café de aroma e sabor preferido, sendo neste caso similar as torras tradicionais
do Brasil. O café obtido pela torra mais escura foi bem aceito apenas pela
aparéncia. A moagem fina foi preferida devido a melhor aparéncia do produto
(SCHMIDT; MIGLIORANZA; PRUDENCIO, 2008).

3.3. Coffea canephora: conilon e robusta

No Brasil, a producao de café de cultivares Coffea canephora ocorre em
regides onde ha temperaturas mais elevadas e menores altitudes, destacando-
se como 0s maiores produtores do pais os Estados do Espirito Santo,
Rondonia, Bahia e Mato Grosso (FERNANDES et al., 2012).

Os principais cultivares da espécie C. canephora Pierre sdo: Froehner,
Conilon ou Kouillou, Guarini, Robusta, Apoatd e Laurenti. Historicamente, os
primeiros materiais da variedade Kouillou (Conilon) foram observados pelos
franceses em 1880, em estado selvagem na Africa entre o Gabdo e o Rio
Congo, mais precisamente as margens da regidao onde se encontra o ribeiréo
Kouillou, tendo sido, tais materiais, cultivados em maior escala em
Madagascar, posteriormente. O botanico Louis Pierre, em 1895, fez uma
primeira descricdo desse material classificando-o como Coffea canephora. Ja
em 1897, o botanico Froehner publicou a descricdo da espécie. Segundo
Froehner, no ano de 1900, foram enviadas sementes de Coffea canephora da
Republica do Congo a casa de horticultura de L. Linden (Bruxelas, Bélgica),
que foram colocadas no mercado e receberam o nome de Coffea robusta, o
qual foi enviado a Java na Indonésia onde obteve grande sucesso por ter se
mostrado tolerante a ferrugem. Isto marcou o inicio do cultivo em grande escala
do café robusta na Indonésia. Essa colecdo foi enriquecida, posteriormente,
com materiais do Gabao e de Uganda, dai a generalizacdo do nome robusta
oriundos, portanto, de varias regibes de origem do continente africano
(FERRAO et al., 2007).
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No Estado do Espirito Santo, a cafeicultura de café arabica, teve seu
inicio no inicio do século XIX, a partir de 1850 com o comeco da imigracao
italiana e alema. Até o ano de 1962, o café arabica ocupava mais de 500 mil
hectares de lavouras plantadas. A partir dessa data, devido baixas
produtividades, sinais de deficiéncias nutricionais e devido ao surgimento da
"ferrugem”, doenca até entdo inexistente em territorio brasileiro, agravaram e
comprometeram a cafeicultura do café arabica no Espirito Santo. Devido a
esses fatos, o Governo Federal langou o plano de erradicacéo dos cafezais que
acabou atingindo 53% da area cafeeira no referido Estado (1962-1970)
(FERRAO et al., 2007).

Na década de 70, devido a inviabilidade de se reimplantar as lavouras
de café ardbica em regifes de baixa altitude, surgiu como alternativa o café
conilon/robusta no estado do Espirito Santo, em pouco tempo, o conilon
comecou a ocupar os espacos deixados pelo ardbica (FERRAO et al., 2007).

A partir de 1985, com a participacdo da entdo EMCAPA, atualmente
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(INCAPER), por meio de pesquisadores, técnicos e extensionistas, houve o
desenvolvimento tecnoldgico da cafeicultura no Espirito Santo, em um amplo
projeto de pesquisa aplicada, onde iniciaram a sele¢cdo dos melhores materiais
genéticos, culminando com o lancamento de novas variedades clonais aptas a
altas produtividades e de maturacdes diferenciadas, que sao sugeridas até os
dias atuais para o plantio em todo o territorio capixaba (FERRAO et al., 2007).

Os resultados do desenvolvimento dos trabalhos relacionados a primeira
fase do programa de melhoramento genético de café conilon do INCAPER
permitiram a obtencdo e a recomendacdo das variedades melhoradas para o
Estado do Espirito Santo: ‘Emcapa 8111’, ‘Emcapa 8121’, ‘Emcapa 8131’ no
ano de 1993, ‘Emcapa 8142 — Robustao Capixaba’ no ano de 1999, ‘Emcaper
8151 — Robusta Tropical’'e ‘Vitéria Incaper 8142’ no ano de 2000. Essas
variedades melhoradas de café conilon foram as primeiras criadas,
recomendadas e registradas oficialmente no pais. Recentemente, foram
lancadas as variedades clonais: ‘Diamante - ES8112’, ‘ES8122 Jequitibd’ e
‘Centenaria ES8132’ (INCAPER, 2017).
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No Brasil, a espécie C. canephora apresenta 17 (dezessete) tipos de
cultivares registrados, sendo que para C. ardbica sdo 130 registros (MAPA,
2016).

3.4. Anélise Sensorial

A anadlise da qualidade do café & determinada mundialmente por um
método qualitativo, o chamado teste de xicara (analise sensorial) que é
realizada por profissionais treinados, onde sédo avaliados o aroma, a acidez, o
amargor, a dogura, a adstringéncia e o corpo da bebida. A prova de xicara
surgiu no Brasil no inicio do século XX e foi adotada pela Bolsa de Café e
Mercadorias de Santos a partir de 1917, pouco depois de sua instalacdo em
1914. A avaliacdo sensorial € feita pelos degustadores em funcao,
principalmente, dos sentidos do palato, do olfato e do tato (LEITE; SILVA,
2000).

O café arabica como bebida pode ser classificado em sete grupos
(FILHO et al., 2013):

1- Estritamente: Bebida de sabor suavissimo e adocicado.

2- Mole: Bebida de sabor suave, acentuado e adocicado.

3- Apenas mole: Bebida de sabor suave, porém com leve adstringéncia.

4- Dura: Bebida com sabor adstringente, gosto aspero.

5- Riada: Bebida com leve sabor de iodoférmico ou &cido fénico.

6- Rio: Bebida com sabor forte e desagradavel, lembrando iodoférmico ou
acido fénico.

7- Rio zona: Bebida de sabor e odor intoleravel ao paladar e ao olfato.

Em 2010, foi langado pela Equipe Conilon Brasil o novo protocolo de
degustacdo de cafés da variedade Robusta (EQUIPE CONILON BRASIL,
2011). Foram testadas algumas amostras de café do estado Espirito Santo
para saber como seria o comportamento diante dessa nova metodologia.
Foram degustadas amostras de café do Norte do Espirito do Santo oriundas de
Vila Valério, e do Sul do Estado: Cachoeiro de Itapemirim, Castelo e Concei¢ao

do Castelo. Os degustadores descreveram que houve variagdes de sabores do

18



café conilon de acordo com a regido de origem dos mesmos, algumas
caracteristicas observadas em amostras de café da Regido Sul do Estado néo
estdo presentes no café da Regido Norte. Além disso, a variacdo de processo
pés-colheita teve grande influéncia nas nuances presentes nas amostras de
café degustadas.

Para obter a classificacdo dos cafés, foram calculadas as pontuacbes de
cada atributo primario (sédo dez quesitos) e, de acordo com a pontuacéo final,
as amostras sado descritas conforme mostra a Tabela 3. Nesta classificagéo, o
café com pontuacgdo acima de 80 pontos corresponde ao Robusta fino.

O sabor e o aroma das amostras de café observadas nas analises
sensoriais sdo caracteristicos de um conjunto complexo de constituintes
quimicos volateis (MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999) e dos compostos
soluveis em agua quente, tendo como destaque: acidos carboxilicos, aldeidos,
cetonas, acucares, proteinas, aminoacidos, &cidos graxos, compostos
fendlicos, acidos clorogénicos, cafeina, trigonelina e outros (MARTINEZ et al.,
2014).

Tabela 3. Interpretacdo de resultados para descrever a qualidade do café

conilon

Pontuacao Final Descricdo da Qualidade Classificacao do café

90 -100 Excepcional Muito Fino

80 -90 Fino Fino

70 - 80 Muito Bom Prémio

60 -70 Bom Boa Qualidade Usual
50 - 60 Médio Boa Qualidade Usual
40 - 50 Razoavel Comercial

<40 Comercializavel

<30 Abaixo da Minima
<20 Nao Classificavel
<10 Escolha

Fonte: Conilon Brasil (2011).
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3.5. Composicdo Quimica e Qualidade do Café

Diversos trabalhos vém sendo realizados na tentativa de relacionar a
qualidade da bebida do café com sua composicdo quimica (DULSAT-SERRA;
QUINTANILLA-CASAS; VICHI, 2016; TOLEDO et al., 2017). A analise
sensorial (teste de xicara) apresenta subjetividade e, mesmo apresentando
aceitabilidade em ambito internacional na classificacdo da bebida do café,
encontrar relacdo entre as propriedades fisico-quimicas e a qualidade da
bebida poderé auxiliar a analise sensorial de forma mais padronizada e precisa
(BOREM et al., 2008).

Os aspectos avaliados na analise sensorial podem ser comparados com
analises quimicas, como por exemplo: a acidez, que pode ser avaliada pelas
medidas de pH, acidez titulavel total, acidez graxa; a dogura pode ser
comparada com os teores de aclUcares totais e redutores; o corpo,
adstringéncia pelos contetudos de cafeina, acidos clorogénicos, trigonelina; e o
aroma e a fragrancia pelas analises dos constituintes volateis, que podem ser
analisados por cromatografia gasosa. A contribuicdo dos constituintes quimicos
no sabor e na andlise sensorial é bastante complexa, no entanto, poucos
trabalhos vém sendo realizados a fim de averiguar as associacdes dos

parametros fisico-quimicos e qualidade do café.
3.5.1. Acidez Titulavel Total e pH

A acidez é um atributo importante na analise sensorial do café e a sua
intensidade varia em funcdo da espécie (arabica ou conilon), do estadio de
maturacdo dos frutos, local de origem, tipo de colheita, forma de
processamento, tipo de secagem e condi¢des climaticas durante a colheita e
secagem (FILHO et al., 2015). O aumento da acidez pode estar associado a
diminuicdo da qualidade do café, e os cafés de bebida inferior podem exibir
maior acidez (FILHO et al., 2013).

As andlises da acidez titulavel total podem possibilitar a classificacdo de
cafés quanto a qualidade, dando maior seguranca as classificacdes feitas pela
"prova de xicara” (MALTA; SANTOS; MELO SILVA, 2008). O valor do pH é
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indicativo de eventuais transformagbes dos frutos de café, como as
fermentacdes indesejaveis que ocorrem na pré ou poés-colheita, originando
defeitos (SIQUEIRA; ABREU, 2006).

3.5.2. Acidez Graxa

Os maiores valores de acidez graxa sdo encontrados para cafés de pior
qualidade. Pinheiro et al. (2012)encontraram altos valores de acidez graxa para
café seco em terreiro em relacdo ao valor do seco em secador. A exposicao
direta do café ao sol e a presenca excessiva de luz podem favorecer reacdes
fotoquimicas e elevar os niveis de acidez graxa do café. Em a temperaturas
altas, as membranas celulares podem romper e provocar o extravasamento de
acidos graxos, podendo comprometer a qualidade do café devido a
possibilidade de oxida¢ées (CORADI, BOREM, OLIVEIRA, 2008) e reacgdes de
rancificacao.

Os teores de lipidios nos gréos de café afetam a qualidade da bebida e
estdo também relacionados com os acidos graxos, porém existem poucos
estudos nesse sentido (BOREM et al., 2008).

3.5.3. Condutividade Elétrica e Lixiviacdo de Potassio

Os testes de lixiviagdo de potassio e condutividade elétrica tém sido
usados como possiveis indicadores da integridade de membranas celulares.
Cafés que apresentaram bebidas de qualidade inferior (riada e rio)
apresentaram os maiores valores de lixiviacdo de potassio e condutividade
elétrica (NOBRE et al., 2011).

Maiores valores de condutividade elétrica e lixiviacdo de potassio para
café conilon seco em secador de fogo direto foram superiores aos encontrados
para as amostras de café seco em terreiro de estufa. A maior lixiviacdo de
potassio, maior teor de ions e condutividade elétrica pode estar associado as
altas temperaturas utilizadas durante a secagem, 0 que compromete a
estrutura das membranas celulares, influenciando na qualidade da bebida do
café (BOREM et al., 2008).
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Os maiores valores de condutividade elétrica e lixiviagcdo de potéssio
foram observados em consonancia com a piora na qualidade da bebida de
amostras de café conilon, avaliadas ao serem mantidas em sacos de 0 a 10
dias ap0s a colheita (ABRAAO et al., 2016).

3.5.4. Acucares Redutores, ndo redutores e totais

Os acucares, também conhecidos como carboidratos ou glicidios, sao
moléculas organicas constituidas de carbono, hidrogénio e oxigénio. Os
carboidratos podem ser classificados como monossacarideos, formados por
uma unidade de férmula geral (CH,O),, onde “n” corresponde ao numero de
atomos de carbono, exemplos: glicose, frutose e galactose. Os carboidratos
podem também ser classificados como dissacarideos, formados por duas
unidades de monossacarideos, ligados por uma ligacdo glicosidica, tendo
como exemplo a sacarose (glicose + frutose) e, existem os polissacarideos,
formados pela unido de diversos monossacarideos, tendo como principais
exemplos a celulose e o amido (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

Os acucares podem também ser classificados como redutores e néo
redutores, quando ha um grupo aldeido livre ou, de uma cetona que pode
isomerizar em um aldeido na molécula, o acucar é considerado redutor. O
grupo aldeido na presenca de um agente oxidante, como um fon metélico (Cu®*
ou Fe*") pode ser oxidado e o fon metélico ser reduzido, dessa forma, o agtcar
funciona como agente redutor. A glicose € um acUcar redutor, devido a
presenca do grupo aldeido livre, mas existem também exemplos de
dissacarideos que sdo considerados acucares redutores (Figura 1)
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

A sacarose € um exemplo de aclUcar ndo redutor, porém apos a
hidrolise, em meio &cido, libera a glicose e a frutose que possuem 0 grupo
aldeido e sdo acucares redutores. Na forma ciclica, o acucar redutor é definido
como aquele que possui hidroxila anomérica livre, conforme mostrado na

Figura 2 (LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).
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Figura 1. Oxidacdo daD-Glicose (acUcar redutor) na presenca do fon Cu®*.
Fonte: Lehninger; Nelson; Cox, 2013 (adaptacéo).

Para a determinacdo do teor de agUcares redutores, ndo redutores e
totais em alimentos, os métodos tradicionais se baseiam na determinacdo,
inicialmente, de acgucares redutores, que sdo oxidados na presenca de sais que
contém fons como o clprico (Cu®"), o férrico (Fe®") e o céation prata (Ag")
(DEMIATE et al., 2002; SILVA et al.,, 2003). Como nem todos os acucares
presentes nos alimentos encontram-se na forma de monossacarideos, como
por exemplo: a sacarose (frutose e glicose), na obtencéo do teor de aclUcares
totais, a amostra obtida a partir do alimento tem que ser hidrolisada e, em

seguida oxidada na presenca dos ions mencionados (PAULA et al., 2012).
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Figura 2. Hidrolise da sacarose e liberacdo dos acUcares redutores, glicose e
frutose, contendo hidroxila anomérica livre.

Fonte: Lehninger; Nelson; Cox, 2013 (adaptacéo).

Os maiores teores de acgUcares no café conferem a bebida um sabor
mais adocicado. Durante o processo de torragdo do café os acUcares
redutores, principalmente, reagem com aminoacidos (Reacdo de Maillard),

dando origem a compostos coloridos desejaveis, responsaveis pela cor marrom
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do café. Nessas reacfes sdo produzidos compostos volateis que apresentam
grande efeito no aroma do produto final, o que Ihe atribui uma melhor qualidade
(WANG,; LIM, 2017).

Os acucares ndo redutores, em particular a sacarose, sdo encontrados
em maiores quantidades no café, e possuem grande importancia sensorial.
Essas substancias séo influenciadas pela torra, atuam como precursores de
aromas, além de serem responsaveis pela formacdo de cor (CREWS, C,;
CASTLE, 2007).

3.5.5. Reacéo de Maillard e formacé&o dos Constituintes Voléateis do Café

Durante a etapa de torra, 0s constituintes volateis do café sao formados,
sendo a sacarose um importante precursor desses compostos, uma vez que,
nessa etapa € degradada drasticamente por reacdes de pirdlise
(caramelizacdo) e/ou por Reacdo de Maillard (agucar redutor + aminoacido)
(MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999).

A reacado de Maillard inicia quando o grupo carbonila (C=0) presente nos
acuUcares redutores sofre um ataque nucleofilico do grupo amino (-NH>)
presente em aminoacidos ou proteinas, levando a formacdo de iminas,
conhecidas como “Bases de Schiff’, devido a presenca do grupo funcional
RN=CR’R”), que podem ciclizar e levar a formagdo da glicosamina, uma
substancia instavel, incolor, que ndo apresenta sabor e aroma (Figura 3)
(NURSTEN, 2005; DAVIDEK et al., 2008).

HOH,C, HOH,C RCHNH2
‘——‘
HO
HO o
D-Glicose \J

HOH,C. -H0 HOH,C

——
-
NHCH R %NCHQR

Imina (Base de Schlff
HOH,C

%NHCHZR

D-Glicosamina (N-glicosideo)

Figura 3. Mecanismo das etapas iniciais da Reac¢ao de Maillard.
Fonte: Nursten, 2005; Davidek et al., 2008.
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Ao prosseguir as etapas da reacao de Maillard, ocorre o rearranjo de
Amadori a partir do ion iménio, levando a formag¢do do Produto de Amadori
(Figura 4) (NURSTEN, 2005; LI et al., 2014).

HOH,C HOH,C Rearranjo de
0 _) - OHH . Amadori
HO mn HO Yy NHCH,R —»
HO . HO /
OH NHCH,R A
OH
D-Glicosamina (N-glicosideo) lon iménio
HOH,C HOH,C
OH —— OH
HO HO
HO (4 NHCH,;R HO NHCH,R
H+
H/O e}
1-amino-1-desoxicetose
1,2-Enolamina (Produto de Amadori)

Figura 4. Mecanismo para a formacéo do Produto de Amadori.
Fonte: Nursten, 2005; Li et al., 2014.

Apos enolizacdo e a clivagem oxidativa da aminocetose (produto de
Amadori), podem ser formados varios produtos de massas moleculares
menores a partir do composto a-dicarbonilico (Figura 5) (NURSTEN, 2005;
HALFORD et al., 2010).

HOH,C

OH HOM,C 0,
HO Enolizagéo OH -
HO NHCH,R = 1o

\) NHCH,R
H (0]
1-amino-1-desoxicetose
(Produto de Amadori) Enol

HOH,C

HOH,C
OH O X OoH HO\\{\NHCHZR
e
HO NHCH,R HO +

OH o)
(0]

(0] (6)
alfa-dicarbonila
Figura 5. Formagédo de a-dicarbonila e de compostos de massas molares
menores a partir do Produto de Amadori (Reag&o de Maillard).

Fonte: Halford et al., 2010.
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Nas etapas posteriores, os compostos a-dicarbonilicos formados a partir
dos Produtos de Amadori podem reagir com aminoacidos, produzindo a-
aminocetonas e o aldeido de Strecker, sendo essa etapa da reacédo de Maillard
conhecida como Degradacdo de Strecker. O mecanismo dessa etapa esta
posto na Figura 6, a reagdo entre uma a-dicarbonila e um amino&cido, com
perda inicial de &gua, leva a formacdo da Base de Schiff, seguida de
enolizacdo. Pelo ataque nucleofilico de uma molécula de agua obtém-se dois
produtos: a-aminocetona e de um a-cetoacido. Esse Ultimo ao eliminar uma
molécula de CO, proporciona a formacdo do aldeido de Strecker (Figura 6)
(NURSTEN, 2005; VAN BA et al., 2012).

o)
HOH,C

OH HoN HO
HO NHCH,R + oH —*>

H
SNHCH,R
o R NH

e}

alfa-Dicarbonila Aminoéacido
COO
H

HOH,C HOH,C

l

NHCH,R —
Ie} HO
H
COOH COOH
R

Base de Schiff

HOH,C HOH,C

|

NH NH,

‘\,)v alfa-Aminocetona
COOH
R +

RTCOOH
/ o}
alfa-Cetoacido
RTH -CO,

(e}

Aldeido de Strecker

Figura 6. Mecanismo da Degradacéo de Strecker.
Fonte: Van Ba et al., 2012.
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As reagdes de autocondensacdo e oxidacdo das a-aminocetonas
(oriundas da degradacdo de Strecker) podem levar a formacao das pirazinas
(Figura 7) (NURSTEN, 2005), compostos que podem contribuir para o aroma
do café (MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999).

NHCH,R
HQ, HO NHCH,R
NHz o -2H,0 HO HO
HOH,C O 20 N
:\ CH,OH HOH,C N\
O HN CH,OH
OH OH \N z
RH,CHN OH OH
RH,CHN

alfa-Aminocetona
Produto de condensagéao

l Aromatizagdo

RH,CHN
OH

OH N X OH

HO N OH

OH
NHCH,R

Pirazinas
Figura 7. Mecanismo de formacao de pirazinas pela reacdo de condensacao
de duas moléculas de a-aminocetonas.
Fonte: Nursten, 2005.

Além das pirazinas, durante a torra do café pela reacdo de Maillard,
compostos pertencentes a varias classes sao gerados, tais como: furanos,
pirréis, piridinas, tiazois, imidazéis, aldeidos e cetonas. Substancias com
atividades antioxidantes benéficos sdo geradas, contudo ocorre também a
perda de nutrientes e geracdo de substancias téxicas, como: 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) e espécies reativas. A Figura 8 apresenta um
esquema contendo um resumo das etapas da reacdo de Maillard e as classes
de compostos volateis gerados, sendo esses responsaveis pelo aroma e sabor
café e de outros alimentos (KOSOWSKA, M.; MAJCHER, M.A.; FORTUNA,
2017).
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Aclcar redutor
MN-Glicosamina

‘L Rearranjo de Amadorn

Produto de Amadori

'l' ——3 Furfural
Deoxyosone -—

—3> Hidroximetilfurfural (HMF)

Redutonas + deidroredutose Aminoacidos
HzS, NHz | | | <

Furanonas Aldeidos + Aminocetonas, NHz HzS
Piranonas Acetina

Pirrais Hidroxiacetona  Glioxal

Tiofenos Ciclotona Piruvaldeido

Diidroxiacetona  Glicoaldeido Hererociclizagdo
Hidroxiacetila Gliceraldeido
Pindinas Tiazois
Pirazinas Pirrais
Oxazdis Imidazdis

Figura 8. Resumo e classes de compostos volateis que podem ser gerados
durante as etpas da reagao de Maillard.
Fonte: Kosowska,Majcher, Fortuna, 2017 (com adaptagoes).

Os constituintes volateis do café tém grande importancia na qualidade
da bebida. Conforme relatado esses compostos sdo obtidos pela reacdo de
Maillard, bem como por reacbes de pir6lise (caramelizacdo), por meio de
etapas de condensacdo, desidratacdo e polimerizacdo (MARIA; MOREIRA,;
TRUGO, 1999). As classes e estruturas gerais de compostos de baixa massa
molecular identificados em volateis de café estdo apresentadas na Tabela 4,
assim como seus precursores, o tipo de reagdo que os originou, exemplos de
volateis de importancia e seus atributos sensoriais (MARIA; MOREIRA;
TRUGO, 1999; LEE et al., 2015; YANG et al., 2016).

A composicdo dos volateis do café € bastante complexa, mais de 800
compostos ja foram identificados, sendo encontrados em ordem decrescente:
furanos (38-45%), pirazinas (25-30%), piridinas (3—7%) e pirr6is (2-3%), além
de outras classes (acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas e outros) (NIJSSEN et
al., 1996; HO, ZHENG, LI, 2015).
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Tabela 4. Constituintes volateis que influenciam o flavor do café: estruturas gerais, classe, precursor(es) e origem, exemplo(s) de

moléculas e seus atributos sensoriais

Estrutura Geral Classe

Precursor(es) e
origem

Exemplo(s)

Atributo Sensorial

R, 0 R
Furanos
h

Acucares
Caramelizagao

2-Etilfurano
Furan-2-ilmetanotiol
Acetato de furfurila
2-vinilfurano

2-hidroximetilfurano
2,5-dimetilfurano

2-Acetilfurano
6-Metil-2,3-diidrotieno[2,3-
c]furan (caveofurano)

Adocicado, torrado

Torrado

Frutato, éster

Nota de cacau, rum, eteral
Amargo, gosto de queimado
Eteral

Balsamico-doce
Odor de carne

R | N\ Rs Pirazinas
>
N

Acucares
redutores +
Aminoacidos —
Maillard +
Degradacao de
Streck

2-etilpirazina
2-Etil-3,5-dimetilpirazina
2-etil-5-metilpirazina
2,3,5-Trimetilpraizina
2-Etil-6-metilpirazina
2-Etilpirazina
2,5-Dimetilpirazina
2,6-Dimetilpirazina
2-Metilpirazina
2,3-Dimetilpirazina

Manteiga, torrado

Torrado, terroso
Nozes, torrado
Nozes, café torrado
Avel3, torrado

Nozes, torrado

Nozes, gramado, milho, torrado
Nozes, frito, doce

Nozes, chocalate, torrado
Nozes, verde, torrado
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Continuacéao

Estrutura Geral Classe(s) Precursor(es) e Exemplo(s) Atributo Sensorial
origem
Ri Pirrol Nozes, herbal, feno
,L R 1-Furfurilpirrol Verde, tipo cogumelo, feno
2 Pirr6is Aclcares + N-etil-2-formil- Torrado
\ / Aminoécidos — pirrol
Maillard +  2-Acetilpirrol Caramelo
Degradacao de N-furil-2-metil- Torrado, velho
Streck ou pirrol
H Indol Degradagéo da Indol Queimado
| X trigonelina
P
/N\ Piridina Adstringente, amargo, queimado,
‘ torrado
= Piridina
PN _ _ Acido nicotinico Acido fraco
| Trigonelina -
g Degradacéao
Z COH Piridina 9 ¢
+
Acido
carboxilico

30



Continuacéao

Estrutura Geral Classe(s) Precursor(es) e Exemplo(s) Atributo Sensorial
origem
R o R 4-Hidroxi-2,5-dimetil-3[2H]-  Caramelo
! : furanona
\ Furanonas Aclcares -
Caramelizacéo )
Rs o Furaneol Morango doce, abacaxi fresco
OH Fenol Esfumacado
N Fenois Acidos
‘ clorogénicos- Vanilina Baunilha
. Degradacao
=
R
4-Etil-2-metoxifenol Picante, esfumacado
0 Acidos Acucares — Acido butanoico Azedo
)J\ carboxilicos Fragmentagdo ou )
R oH Acidos graxos - Acido hexadecanoico Acido graxo rangoso

Degradacao

Acido octanoico

Doce, mau gosto “cheesy”
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Continuacéao

Estrutura Geral Classe(s) Precursor(es) e Exemplo(s) Atributo Sensorial
origem
Acidos Acidos Acido quinico
carboxilicos clorogénicos-
Degradacéao
o 2-Metilbutanal Maltado
)J\ 3-Metilbutanal Maltado
R H Aldeidos AcUcares Hexanal Oleo verde, Grama
Aldeido + redutores + Furfural Améndoa, péo, doce
Furano Aminoacidos -
Maillard +

Degradacdo de
Streck
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Continuacéao

Estrutura Geral Classe(s) Precursor(es) e Exemplo(s) Atributo Sensorial
origem
o Cetona q,3- Carotendides - [(-Damascenona Frutado, mel
in r xidaca
/ saturada Oxidacao
0 a-Dicetonas Acucares Butano-2,3-diona Manteiga
R redutores + Pentano-2,3-diona Oleo de manteiga
R 2 Aminoacidos - Hexano-2,3-diona Manteiga, creme, doce
Maillard +
o] Degradacdo de
Streck
/S\ Compostos 3-Metiltiofeno ‘Ash’
R; R, contendo 2-Furfurilmetildissulfito Café
enxofre

Fonte: De Maria; Moreira; Trugo, 1999; Lee et al., 2015; Yang et al., 2016 (com adptacdes).
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3.5.6. Constituintes Bioativos do Café: Acidos clorogénicos, trigonelina e

cafeina

O café possui compostos biologicamente ativos, ou seja, que sao
benéficos a salde humana, tais como: acido clorogénico, trigonelina e cafeina
(FASSIO et al., 2016). Os &cidos clorogénicos, além de exercerem papéis
fisiolégicos e farmacologicos, como atividade antioxidante, também se
destacam ao contribuir com o sabor e o aroma que caracterizam a bebida de
café. Esses acidos sdo degradados durante a etapa de torra, originando os
compostos: 4cido cafeico, lactonas e diferentes fendis, por meio de Reacdes de
Maillard e Strecker, resultando em maior amargura, adstringéncia e aroma
(AYELIGN; SABALLY, 2013).

Os acidos clorogénicos sao compostos originados da reacdo de
esterificacdo entre o acido trans-cinamico (caféico, ferdlico ou p-cumarico) com
o acido quinico (Figura 9). Esses acidos podem estar presentes em frutas
vermelhas, macas e ocorre de forma mais abundante em grdos de café. Na
etapa de torra, os acidos clorogénicos sdo responsaveis pela formacdo dos
compostos fendlicos, que podem atribuir aroma e sabor ao café conforme
supracitado, conjuntamente com os derivados dos acucares, aminoacidos e
acidos graxos (MONTEIRO, TRUGO, 2005; OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

OH HOOC
HOOC\’%\OH
OH OH
Acido quinico OH
OH
HOOC . .
Acido cafeico
HOOC
OH
OCHj3 OH

Acido fertlico . .
Acido p-cumarico

Figura 9. Estruturas dos precursores dos acidos clorogénicos.
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As estruturas dos cinco principais acidos clorogénicos encontrados em
café foram apresentados na Figura 10. O mais abundante em café € o 5-ACQ
(OLIVEIRA, BASTOS, 2011), que é usualmente utilizado como padrédo na
quantificacdo de &cidos clorogénicos em extratos aquosos de café por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, em inglés HPLC).

Acido 4,5-dicafeoilquinico (5-ACQ)

OH

Figura 10. Estruturas dos acidos clorogénicos que podem ser encontrados em
café.
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Com a torragdo, os polifendis colaboram de forma significativa para o
aroma e sabor do produto final e por isso sdo considerados responsaveis pela
adstringéncia dos frutos (FARAH; DONANGELO, 2006).

A trigonelina corresponde a uma N-metil betaina (Figura 11) que esta
presente em torno de 1% do gréo cru de café. Durante a torra, essa substancia
sofre desmetilacdo e € responsavel pela formacdo da niacina (Vitamina B3) e
de compostos que contribuem para o aroma e sabor do café, dentre eles
destacam-se: ospirréis e as piridinas (MONTEIRO; TRUGO, 2005; VIGNOLI et
al., 2014).

Figura 11. Estrutura da trigonelina.

A cafeina (Figura 12) € um alcal6ide presente em uma gama de bebidas
(chas, cafés, refrigerantes etc.) sendo que esta atua no organismo humano
principalmente como estimulante do sistema nervoso central e diurético. A
cafeina encontra-se livre no citoplasma de forma complexada como
clorogenato de potéassio, sendo este pouco sollvel encontrando por isso certa
mobilidade entre os tecidos. A cafeina é bastante estavel durante a torracao

(DENOEUD et al., 2014).
ol
N
N cH
H3C/ ’
o

Figura 12. Estrutura da cafeina.
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Nas diferentes variedades analisadas, o acumulo de cafeina é maior nas
folhas do que no periodo de maturacdo do grdo de café, maior em robusta do
gue na arabica. Em café robusta, as expressdes de genes CcXMT1 e CcDXMT
sdo predominantes e a atividade transcricional € maior nas folhas do que em
graos maduros e esta altamente correlacionada com o acumulo de cafeina. No
café arabica, o nivel de expressdo CaXMT1 é rico em folhas e CaDXMT2, em
menor grau, enquanto a atividade transcricional global foi fraca durante a
maturacdo dos graos, sugerindo que o controle transcricional de genes
relacionados a cafeina difere em diferentes 6rgaos e entre os cafés arabica e
robusta. Estes resultados indicam que o acumulo de cafeina nas espécies de
Coffea foi modulado por uma combinagcdo de regulagdo transcricional
diferencial e evolugéo do genoma (PERROIS et al., 2015).

3.6. Cromatografia aplicada a analise da composi¢do quimica do café

A determinacdo da composicdo quimica do café apresenta grande
importancia, tanto em relacdo a obencéo de parametros para correlacionar com
sua qualidade de bebida e, por também ser um produto alimenticio. O café
atualmente é considerado um alimento funcional, e, quantificar e analisar seus
constituintes quimicos e suas propriedades antioxidantes é fator ndo s6 de
interesse académico, mas também sdo importantes informacdes a serem
obtidas e repassadas aos consumidores da bebida. Dessa forma, os
compostos volateis e ndo volateis do café vém sendo analisados e
qguantificados por técnicas cromatograficas (MONTEIRO; TRUGO, 2005;
VIGNOLI et al., 2014; YASHIN, 2017).

A cromatografia € um método fisico-quimico utilizado na separacao de
componentes de uma mistura, através da distribuicdo destes componentes em
duas fases, que estdo em contato intimo (fase movel e fase estacionaria). Os
componentes que sdo fortemente retidos pela fase estacionaria movem
devagar com o fluxo da fase moével. Enquanto, os componentes que interagem
fracamente com a fase estacionaria movem mais rapidamente. Como
consequéncia dessas migragfes diferenciadas, os varios componentes da

mistura se separam em bandas discretas e podem ser analisados
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qualitativamente ou quantitativamente (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006;
LANCAS, 2009).

Cromatografia vem do grego (chroma, cor e grafein, grafia).No inicio do
Séc. XX, a técnica foi criada por Mikhail S. Tswett (botanico russo) que
estudava pigmentos de folhas extraido de plantas usando uma coluna de vidro
contendo carbonato de calcio (CaCO3) e o solvente usado foi o éter de
petréleo. A partir da cromatografia em coluna, as técnicas cromatograficas
foram evoluindo (Figura 13) e atualmente existem diferentes técnicas
cromatograficas acopladas a véarios detectores que sdo usados conforme a
natureza da analise. A escolha da técnica adequada depende da natureza
quimica e complexidade da mistura que sera fracionada (COLLINS, BRAGA,
BONATO, 2006; PACHECO et al., 2015).

@» w08 ) D Crear ) D (Cresz §>§>

2006

| Tswett | lzmailov e Shraiber | Martin & Synge | | Martin e James | g%r&v.éentoﬂ, | Waters Corporationl
Huber,
Hulsman,
Cromtografia Cromtografia Cromtografia snyder, Cromtografia
em coluna (CC) Cromtografia em Gasosa (CG) Gasosa (CG) Kirkiland Liquida de Ultra
camada delgada Eficiéncia (CLUE,
(CCD, TLC) UPLC)

Cromtografia Liquida de
Alta Eficiéncia{CLAE,
HPLC)

Figura 13. Evolucdo das Técnicas cromatograficas.
Fonte: Collins, Braga, Bonato, 2006; Pacheco et al., 2015.

Os cromatdgrafos modernos apresentam automacéao, colunas modernas
preenchidas por filmes finos onde contém a fase estacionéaria, detectores
sensiveis e seletivos. O cromatografo a gas (CG) que apresenta como fase
movel um gas inerte é composto por: injetor, coluna (espessura em
micrometros), que fica em um forno de aquecimento (a temperatura €
controlada), detector (DIC ou FID, MS, MS/MS), os dados séo registrados e
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analisados no computador, gerando o cromatograma. O cromatografo liquido
de alta eficiéncia é composto por um injetor, bomba para solventes, misturador
e 0s mais modernos tém desagaseificador, detector (UV, fluorescéncia, DAD,
MS, MS/MS), os dados sao registrados e analisados no computador, gerando o
cromatograma (PACHECO et al., 2015).

As colunas e os detectores sdo utilizados conforme a natureza dos
analitos. Os métodos analiticos s&o criados variando as condicdes
cromatograficas visando otimizar a corrida, de modo a obter melhor separacéo,
resolugdo, menor tempo de andlise, linearilidade, seletividade e repetitividade
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006; PACHECO et al., 2015).

Os constituintes ndo volateis, que sédo termosensiveis, geralmente séo
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (fase movel liquida,
interage com o analito) e os constituintes volateis por cromatografia gasosa
(gas inerte, usado como fase mével), nesse caso as amostras séo injetadas a
altas temperaturas no equipamento. A cromatografia pode ser utilizada para a
identificacdo de compostos, por comparacdo com padrdes previamente
existentes; para a purificacdo de compostos, separando-se as substancias
indesejaveis; e para a separacao dos componentes de uma mistura (COLLINS,
BRAGA, BONATO, 2006; LANCAS, 2009; PACHECO et al., 2015).

O uso de técnicas cromatograficas na determinacdo da composicao
quimica de café teve inicio na década de 80. Trugo (1984) realizou uma analise
de constituintes nao volateis (acidos clorogénicos) por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (HPLC-
MS/MS) em amostras de cafés. A partir desse trabalho, as analises em HPLC
passaram a ser usadas na quantificacdo de importantes constituintes de cafés,
tais como: acidos clorogénicos (CLIFFORD, 2000; FARAH et al.,, 2005;
PYRZYNSKA, SENTKOWSKA, 2015), cafeina (CASAL et al., 2000;
SHRESTHA et al.,, 2016), trigonelina (CASAL et al., 2000; MONTEIRO;
TRUGO, 2005; VIGNOLI et al.,2014), acucares (PAULI, CRISTIANO,
NIXDORF, 2011), aminoacidos (ARNOLD et al.; 1994; MURKOVIC, DERLER,
2006), acidos organicos (JHAM et al., 2002) e outros.
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Os consituintes volateis do café vém sendo analisados por cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Essa analise tem grande importancia, pois esses compostos de
baixas massas moleculares séo os principais responséveis pelo aroma e sabor
do café. Além disso, a técnica de SPME (Solid Phase Micro Extration)c
ombinada com CG-EM vem sendo utilizada em analise dos volateis de café,
tendo como principais vantagens: a alta sensibilidade nas analises e por ser
isencdo de solventes organicos (PETISCA et al., 2014; VARVOLGYI et al.,
2015; BRESSANELLO et al., 2017).

A microextracdo em fase sdélida (SPME) é uma técnica utilizada no
preparo miniaturizado de amostras (extracdo de constituintes organicos), sem
usar solventes, para andlise por cromatografia ou espectrometria. Nessa
técnica, os analitos sao extraidos em fase gasosa ou liquida por adsor¢éo ou
absorcao utilizando um revestimento de polimero fino fixado a superficie sélida
de uma fibra, dentro de uma agulha de injecdo ou dentro de um capilar
(PRAGST, 2007).

As etapas utilizadas na anélise por SPME foram apresentadas na Figura
14. Uma quantidade conhecida de amostra (liquida ou soélida) € colocada
dentro de um vial (frasco de vidro) (1), que nesse caso € vedada por um septo
de borracha contido dentro de uma rosca; esse vial € aquecido dentro de uma
encubadora (Il), na temperatura desejada e, entéo a fibra € colocada dentro do
vial e é exposta s6 apos essa etapa (lll). A fibra pode entrar em contato com a
amostra, por imersdo, método utilizado para analise de urina, pesticidas ou de
substancias semi-volateis ou pode ser usado o modo headspace (HS-SPME),
onde a fibra ndo entra em contato com a amostra e adsorve somente 0s
volateis liberados pela amostra em uma determinada temperatura e tempo de
extracdo (PRAGST, 2007). ApOs essa etapa, a fibra é colocada dentro do
injetor do cromatdgrafo a gas e os constituintes volateis sdo dessorvidos e
injetados diretamente na coluna (IV). Utilizando condicbes cromatograficas
adequadas, os compostos podem ser separados e quando a analise é
realizada pela combinagcdo SPME-CG-EM, s&o obtidos os espectros de

massas, que permitem a identificagdo dos compostos por comparagdo com 0S
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existentes na biblioteca e o

u realizando os calculos de indice de retengdo ou

injecoes de padrdes, para corroborar com as informacoes.
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Figura 14. Etapas utilizadas na analise de volateis por SPME pelo modo
headspace (HS-SPME).

Fonte: Pragst et al., 2007 (traduzido e com modificagdes).

As analises dos constituintes volateis de café, geralmente, séo
realizadas pela técnica HS-SPME combinada com CG-EM (BUDRY et al.,
2011; CAPRIOLI et al., 2012; BRESSANELLO et al.; 2017), sendo que ja foram
identificados mais de 800 compostos volateis em café torrado (KIM et al.,
2018).

Dessa forma, as técnicas cromatograficas tém sido de grande
importancia nos estudos da composi¢do quimica de constituintes ndo volateis
(HPLC) e volateis do café (CG, CG-EM e combinacédo da HS-SPME-CG-EM).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencado das amostras de café

As amostras de café C. canephora foram cultivadas na Fazenda
Experimental de Venda Nova do Imigrante, em 720 m de altitude, obtidas de
cultivares clonais Incaper: Vitoria (V1-V13) e Robustdo Capixaba (R1-R3, R6-
R10), a partir de 21 tratamentos, 4 repeti¢cdes e 8 plantas/parcela.

Essas amostras de café C. canephora foram obtidas na safra de 2015,
pela colheita do café cereja entre julho-agosto/2016. O processamento das 21
amostras foi realizado por via seca (processamento natural), na Fazenda
Experimental de Venda Nova do Imigrante, onde as amostras de café em coco
de cada tratamento foram secadas em terreiro coberto até atingirem umidade
de 11-12%. ApOs a etapa de secagem, foram armazenadas em sacolas
fechadas e beneficiadas no més de fevereiro/2017. As quatro repetigbes foram
agrupadas e as 21 amostras de café C. canephora obtidas foram usadas nas
analises fisico-quimicas, que foram realizadas na Central Analitica e no
Laboratério de Quimica do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude
(CCENS) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em Alegre-ES.

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, com 21
tratamentos e quatro repeticdes, avaliando-se as seguintes caracteristicas:
acidez titulavel total, medidas de pH a 25 e 96°C, teores de aclicares redutores,
nao redutores e totais, condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio. Os teores
de &cidos clorogénico (5-CQA), trigonelina e cafeina foram quantificados nas
amostras de café C. canephora por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia), pelo método do padrdo externo.

4.2. Acidez Titulavel Total

A acidez titulavel total foi determinada por titulagdo utilizando uma
solucdo de NaOH 0,1 molL™. Foram pesados 2g de café moido e foram
adicionados 50 mL de agua destilada, a mistura foi agitada por 1h. Em seguida,
procedeu-se uma filtracdo simples, retirou-se uma aliquota de 5 mL dessa

solugcdo, que foi colocada em um erlenmeyer contendo 50 mL de &gua
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destilada. Antes da titulacdo foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina e, em
seguida, realizou-se a titulacdo até a viragem, com NaOH 0,1 mol LY O
resultado foi expresso em mL de NaOH 0,1 mol L™ por 100g de amostra
(AOAC, 1990).

4.3.pHa25°Ce96°C

Para a determinacdo do pH, foram colocados 5,00 g de café moido e
adicionados 50,00 mL de agua Mili-Q, a 25 °C, que foi agitado por 30 minutos.
Apds esse tempo, a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos. O liquido
sobrenadente foi decantado para um frasco seco e o pH foi determinado por
meio de um pHmetro de bancada da marca Digimed DM-22. Para a
determinacdo do pH apds fervura a 96 °C, foi usada uma nova amostra de
café, a qual foram adicionados 50,00 mL de agua Mili-Q e a mistura fervida por
1 minuto nessa temperatura. A seguir, procedeu-se de forma anéloga ao
procedimento anterior. A leitura do pH foi realizada quando a amostra atingiu a

temperatura ambiente (IAL, 1985).
4.4. Acidez Graxa

Para a determinacdo da acidez graxa foram utilizados 40 g de cada
amostra de café moido e 100 mL de tolueno. Essa mistura foi agitada por 1h e
30 min. ApGs esse tempo, procedeu-se uma filtracdo simples. O filtrado (25 mL)
foi misturado a 25 mL de alcool etilico e 3 gotas de fenolftaleina e, entdo, foi
realizada a titulagdo com uma solucdo alcodlica de KOH 0,1 mol L™ O
resultado da acidez graxa foi expresso em mL de KOH por 100g de massa

seca, calculado de acordo com as Equacdes 1 e 2 (AACC, 1995).

PS = (1- U(b.u.))x40g (1)
em que: PS = peso da amostra seca (g); eU(b.u.) = umidade base umida %
AG = (VXx100) /PS (2)

em que: V = volume gasto de KOH na titulacdo da mistura (extrato + indicador)
em mL; e AG = acidez graxa (mL de KOH/100 g de massa seca).
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4.5. Analise de acucares

Os acucares totais e redutores foram extraidos pelo método de Lane-
Enyon, citado pela AOAC (1990) e determinados pela técnica de Somogy,
adaptada por Nelson (1944). Os acuUcares nao redutores foram encontrados
pela diferenca entre os acUcares totais e redutores. Os valores foram

expressos em porcentagem.
4.6. Analise de Condutividade elétrica e Lixiviagcdo de potassio

A determinacgéo da condutividade elétrica (CE) nos graos crus de café foi
realizada adaptando-se a metodologia proposta por Krzyzanowski, Franca Neto
e Henning (1991). Foram separados 50 grédos de café sem defeitos visiveis e
as massas aferidas (precisdo de 0,001 g). Subsequentemente, estas amostras
foram imersas em 75 mL de agua deionizada. Ap6s um periodo de 5 horas de
embebicdo, as solu¢cdes sem os grdos de café foram vertidas para outro
recipiente, onde foi realizada a leitura da condutividade elétrica em
condutivimetro da marca Digimed DM32. Os resultados foram expressos em
uS.cm™.g* de amostra.

ApGs a leitura da condutividade elétrica, as solugbes foram submetidas a
determinacdo da quantidade de potassio lixiviado. A leitura foi feita em
fotbmetro de chama DM-62 da marca Digimed. Com os dados obtidos, foi
calculada a concentracdo de potassio lixiviado com os resultados expressos
em ppm (PRETE, 1992).

4.7. Determinacao simultanea de acido clorogénico, trigonelina e cafeina

Para a determinacdo simultanea dos teores de acido clorogénico,
trigonelina e cafeina, foram utilizados 0,5 g de café moido e 100 mL de agua
Mili-Q a 80 °C, sob agitacdo magnética por 15 minutos. Apds esse tempo,
procedeu-se uma filtracdo simples; o filtrado foi coletado em baldo volumétrico
de 100 mL. Em seguida, apds esfriar em temperatura ambiente, foi realizada
uma filtragdo usando uma seringa contendo um filtro com membrana de 0,45

MM e os extratos aquosos de café foram colocados em vials de 1mL. Esses
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extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
no cromatografo da marca Shimadzu (modelo Prominence), usando coluna de
fase reversa C-18 Slim-pack VP-ODS Shimadzu (250 mm de comprimento x
4,6 mm DI). O sistema é acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel
Shimadzu (modelo SPD-20A), conectado por interface (CBM-20A) a um
microcomputador para processamento de dados. As condicdes de analise
utilizadas foram: fluxo de 1 mL min™; fase mével: metanol grau HPLC, &4gua
Mili-Q e &cido acético grau HPLC, na propor¢cdo de 20:80:1; temperatura da
coluna 40 °C e comprimento de onda de 272 nm (ABRAHAO et al., 2008).

O método de padrédo externo foi utilizado na quantificacdo simultanea
dos teores de acido clorogénico, trigonelina e cafeina nas amostras de café C.
canephora. Para isso, foram preparadas solu¢cbes de concentracdes
conhecidas dos padrbes dessas substancias, adquiridos da Sigma Aldrich, que
foram analisadas nas condi¢des supracitadas. Através das areas dos picos de
cada amostra nos cromatogramas e concentracées conhecidas, foram obtidas
as retas de calibracdo com R?>0,99; as equacdes foram usadas nos célculos,
por meio das é&reas desses constituintes obtidas dos cromatogramas das
analises dos extratos dos cafés.

As solucbes de trigonelina (cloridrato de 1-metilpiridinio-3-carboxilato)
foram preparadas a 12,5; 25; 50; 100 pg mL™, as solucéesdo &cido clorogénico
(acido 5-cafeoilquinico, 5-ACQ) utilizadas na obtencdo da reta de calibracéo
foram preparadas nas concentracdes de 25, 50, 100, 150 e 300 pg mL*(ppm),
e as solucdes do padrao de cafeina (1,2,7-trimetilxantina) foram utilizadas nas
concentracdes de 40, 60, 80, 100 e 200 pg mL™.

4.8. Analises dos volateis de café conilon cultivados em diferentes
altitudes (240 m, 350 m, 580 m e 720 m) por HS-SPME cominada com CG-
EM

As amostras de café conilon cultivadas em diferentes altitudes (240 m,
350 m, 580 m e 720 m) foram cedidas pelo Prof. Lucas Pereira Louzada do
IFES Venda Nova-ES. As quatro amostras de café conilon foram denominadas

de C1-C4, respectivamente. Essas amostras foram torradas, moidas e

45



submetidas a extracdo por HS-SPME combinada com CG-EM. Para isso foram
pesadas 3 g dessas amostras de cafés (torrados e moidos), que foram
colocadas em vial apropriado para headspace (frasco de vidro de 20 mL), com
tampa magnética de rosca e septo de silicone, que foi submetido a
aquecimento a 70 °C por 30 minutos. Os volateis foram coletados por HS-
SPME pela fibra DVB/CAR/PDMS
(Divinilbenzeno/Carboxeno/Poldimetilsiloxano, espessura do filme de 50 um) e
injetados no cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrémetro de massas (CG-
EM) QP-PLUS-2010 da Shimadzu. A coluna capilar de silica fundida usada foi
a Rtx-5MS (30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno), o hélio foi
usado como gas de arraste, com fluxo de 1,67 mL/min. A temperatura do injetor
foi de 250 °C e do detector de 300 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 40
°C, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até atingir a
temperatura maxima de 125 °C na qual permaneceu por um minuto, depois a
temperatura foi aumentada a 10°C por minuto até atingir a temperatura de 245
°C, que foi mantida por 3 minutos. Para determinar os constituintes quimicos,
0s espectros de massas obtidos foram comparados com os da biblioteca do
aparelho, com dados de outros trabalhos e com os indices de Kovats (ADAMS,
2007). Para realizar o célculo dos indices de Kovats (IK), foi injetada no
cromatdégrafo uma mistura de alcanos lineares (Cs a C,3) nas mesmas
condi¢Bes usadas na andlise dos referidos volateis de café (FRANCA et al.,
2009, PEREIRA, 2017).

Os indices de retencdo (IK) foram calculados usando a equacédo 3
(ADAMS, 2007).

KI =100Z + 100[(logt'rX) - (logt'rZ)] (3)
(logt'’rZ +1) - (logt'rZ)

em que:

X = composto analisado;
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Z = numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencéo
imediatamente anterior ao tempo de retencao de X;

t'rX = tempo de retencao ajustado de X;
t'rZ = tempo de retencéo ajustado de Z;

trZ +1 = tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de

retencdo imediatamente posterior ao tempo de retencédo de X.
4.9. Umidade

A determinacdo do grau de umidade das amostras de café conilon C1-
C4 foi realizada usando graos inteiros por método de estufa de acordo com
Ministério da Agricultura, Pesca e Abastecimento do Brasil (MAPA, 2009). Para
cada amostra foi utilizado um béquer de vidro, que foi seco em estufa a 105°C.
Apébs o periodo de 30 minutos, o béquer foi retirado da estufa e resfriado em
um dessecador contendo silica gel submetido a vacuo constante, por também,
30 minutos e entdo pesou-se em uma balanca com sensibilidade de 0,001g.
Distribuiu-se uniformemente cada amostra de café no béquer (em torno de 3g),
que foi pesado novamente com os grdos. O béquer contendo a amostra de
cada café foi deixado na estufa a 105°C por 24 horas. Depois desse tempo,
retirou-se e em seguida foi resfriado no dessecador a vacuo constante por 30
minutos e realizou-se a pesagem. O grau de umidade de cada amostra de café
foiobtido de acordo com a equacdo 4. O procedimento foi realizado em
triplicata para cada amostra de café e o grau de umidade foi determinado pelo

calculo da média aritmética.

% de Umidade (U) =[100 x (P2 — P1)J/(P2 -1t) (4)

em que:

P1 = peso inicial, peso do béquer mais o peso dos graos de café umidos (Q);
P2 = peso final, peso do béquer mais o peso dos graos de café secos (g); et =

tara, peso do béquer (g).
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4.10. Estudo de diferentes solventes para determinacdo da acidez graxa

de café

Para as quatro amostras de café conilon C1-C4 foram determinados os
valores de acidez graxa conforme o protocolo convencional, descrito no item
4.4. Neste caso, as amostras de café crus foram moidas para serem utilizadas
nesta analise. Além desta metodologia foi testada a mesma andalise utilizando
outros solventes extratores para a analise de acidez graxa de café. O tolueno
foi substituido pelos seguintes solventes: hexano, cloroférmio, éter dietilico,
acetato de etila e etanol. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
Aliguotas de cada extrato obtido pelos seis solventes citados na extracao

dessas amostras de café foram derivatizados e analisados por CG-EM.

4.10.1. Derivatizacdo dos extratos de café conilon (reacdo de
transesterificacao)

Inicialmente, em um erlenmeyer de 25 mL, dissolveu-se 0,03 g de
hidroxido de potassio (KOH) em 10 mL de metanol sob agitacdo magnética e
aquecimento em banho-maria a 45 °C. Os extratos de café obtidos pelas
andlises de acidez graxa descritas acima, utilizando os solventes de diferentes
polaridades: tolueno, hexano, cloroférmio, éter dietilico, acetato de etila e
etanol, foram submetidos a reacdo de transesterificacdo (derivatizacdo) para
analise em CG-EM. Para isso, foram retirados 100 pL de cada extrato, que
foram colocados em vidro conico e secados na presenga de nitrogénio gasoso.
ApoOs essa etapa foram submetidos a reacéo de transesterificacdo, pela adicao
de 35 pL da solucdo metandlica de KOH, preparada previamente, que foi
submetido a aquecimento por 10 minutos a 45 °C em banho-maria (AL-
HAMAMRE et al., 2012, com modificacdes).

ApoOs esse tempo, o material foi esfriado a temperatura ambiente,
transferido para um funil de separagao,pela adicdo de 5 mL de hexano e 5 mL
e, apos decantagdo por 10 minutos, a fase inferior (glicerol e impurezas) foi
retirada. A fase superior foi lavada 3 vezes com 5mL de solugéo de HCI (0,5%,

v v'1). A fase aquosa foi recolhida juntamente com a anterior.
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A fase superior foi lavada com 5 mL de solucdo saturada de NaCl e, em
seguida, lavada com 5 mL de agua destilada. Foi medido o pH da fase aquosa
com papel universal indicador de pH. O processo de lavagem com agua
destilada foi realizado até obtencao do pH neutro. A fase superior foi coletada e
secada com sulfato de sodio anidro, posteriormente realizou-se uma filtracao
(AL-HAMAMRE et al., 2012, com modificacdes) e foi retirado 10 pL do filtrado,
que foi colocado em um vial de 2 mL, onde o volume foi completado com

hexano para analise em CG-EM.
4.10.2. Analise por CG-EM dos extratos de café derivatizados

As andlises dos produtos de transesterificacdo dos extratos de café
obtidos pela extracdo com os solventes supracitados foram realizadas no
equipamento CG-EM, QP-PLUS-2010 da Shimadzu, utilizando coluna capilar
de silica fundida usada foi a Rtx-5MS (30 m de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno), a temperatura inicial da coluna foi de 40 °C, sendo
programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até atingir a
temperatura méaxima de 240 °C. A temperatura do injetor foi de 240 °C e do
detector foi de 250 °C. O hélio foi utilizado como gas de arraste. Foi injetado 1

puL da mistura preparada de acordo com o item 4.10.1.
4.11. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia para cada variavel
resposta e, para os casos de F significativo (P<5%), aplicou-se o teste de
agrupamentos de médias Scott-Knott (P<5%). As analises foram realizadas no
software GENES (CRUZ, 2016).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises Fisico-Quimicas de Diferentes Genétipos de C. canephora

Os resultados das analises de acidez das 21 amostras de C. canephora
provenientes do Incaper estdo na Tabela 5. Os valores de acidez titulavel total
(A.T.T.) e de pH a 96°C ndo apresentaram diferenca estatistica. As diferencas
observadas foram em relacdo aos valores pH a 25°C de acidez graxa (A.G.).
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Tabela 5. Valores médios de acidez titulavel total (A.T.T.), expressos em mL de
NaOH 0,1 mol L*/100g de café seco, pH a 25 °C e 96 °C e de acidez graxa
(A.G.), expressos em mL de KOH 0,1 mol L*/100g de café seco

Cultivar - Café pH

C. canephora AT.T. 25 °C 96 °C A.G.
Vi 201,67a 5,92b 5,74a 3,33j
V2 146,67a 5,92b 5,82a 2,92k
V3 146,67a 5,99b 5,83a 3,8%h
V4 183,33a 6,02a 5,82a 3,33j
V5 201,67a 5,94b 5,86a 2,22
V6 143,67a 5,93b 5,75a 7,08a
V7 165,00a 6,11a 5,75a 3,8%h
V8 183,33a 6,07a 5,99a 4,17g
V9 146,67a 5,87b 6,00a 4,17g
V1o 128,33a 5,91b 5,87a 4,17g
V1l 183,33a 6,08a 6,05a 6,67b
Viz2 183,33a 6,11a 5,93a 5,28e
V13 183,33a 6,17a 5,84a 4,17g
R1 183,33a 6,03a 5,92a 5,55d
R2 201,67a 6,10a 5,92a 5,83c
R3 165,00a 6,00b 5,90a 3,51i
R6 201,67a 6,00b 5,83a 4,03g
R7 146,67a 6,06a 5,79a 4,17g
R8 238,33a 5,89b 5,76a 4,72f
R9 183,33a 5,83b 5,75a 4,22g
R10 220,00a 5,98b 5,73a 6,67b
CV(%) 21,31 1,23 1,97 1,61

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott
(P<5%).

A acidez do café na andlise sensorial € um atributo de grande
importancia, em termos de qualidade, o aumento da acidez pode estar
associado ao café de bebida inferior (FILHO et al., 2013). Os valores de acidez
titulavel total sdo medidos a partir de extratos aquosos de amostras de café e
podem ser usados como indicadores de qualidade. No presente trabalho, estes
valores ndo apresentaram diferenca significativa para as 21 amostras de C.

canephora. Os valores de pH a 25°C foram muito proximos para todas as
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amostras, apesar da diferenca estatistica apresentada e os valores de pH a
96°C ndo apresentaram diferenca significativa. Estes resultados podem ter sido
pelo fato das amostras de café C. canephora usadas nas andlises terem sido
cultivadas no mesmo ambiente, sendo ainda, a colheita, o processamento e a
secagem realizados de forma padronizada.

A acidez graxa apresentou um excelente parametro para diferenciar a
acidez das 21 amostras de C. canephora. Os dados foram apresentados na
Figura 15.

g
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KOH 0,1 mol L-1 por 100g de café
=

Vi V2 V3 V4 V5 Ve V7 V8 V9 V10 V11 V12 V13 R1 R2 R3 R6é RY R8 R9 R10

Amostras de cafés C. canephora

Figura 15. Valores médios de acidez graxa para as amostras de C. canephora,
expressos em mL de KOH 0,1 mol L™%/100g de café seco. Médias seguidas pela

mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott (P<5%).

Para determinar a acidez graxa, utiliza-se um solvente organico apolar
(tolueno), sendo extraidos do café os fendis, os acidos organicos de baixa
massa molecular e os acidos graxos presentes no café; esses compostos
reagem com KOH e contribuem para os valores de acidez graxa. Os maiores
valores de acidez graxa, geralmente, sao observados para as amostras de café
de qualidade inferior. Esses valores podem indicar deterioracdes nas
membranas celulares, que ao romperem, podem provocar o extravasamento de
acidos graxos, podendo comprometer a qualidade do café, devido a
possibilidade de ocorrerem reacdes de oxidacoes (MARQUES et al.,, 2008),
bem como reac¢bes de rancificacdo. Alguns &cidos organicos podem produzir

hY

efeitos indesejaveis a qualidade do café, sendo eles: acido acético, &cido
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lactico, acido propanoico e &cido butanoico. Contudo, os acidos citrico e malico
podem contribuir em melhoria na qualidade da bebida (MARTINEZ et al.,
2014).

Os teores de acgucares redutores, ndo redutores e totais encontrados
para as amostras de café C. canephora variaram de: 0,66 a 0,39%; 1,32 a

2,31% e 2,02 a 2,83%; conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Teores médios de aguUcares redutores, ndo redutores e totais para

amostras de cafés C. canephora

Cultivar - Café Acucares Acucares ndo Acucares
C. canephora Redutores (%) redutores (%) totais(%)
V1 0,66a 2,00a 2,66a
V2 0,52d 1,70b 2,21b
V3 0,44f 1,64b 2,09b
V4 0,44f 1,91a 2,34b
V5 0,47f 1,54b 2,02b
V6 0,73b 1,65b 2,38b
V7 0,47e 1,93a 2,40b
V8 0,55d 1,9a 2,45a
V9 0,85a 1,32b 2,15b
V10 0,62a 1,58b 2,21b
Vil 0,43f 1,97a 2,39
V12 0,52d 2,31a 2,83a
V13 0,46e 2,20a 2,67a
R1 0,54d 1,96a 2,50a
R2 0,68c 1,59b 2,26b
R3 0,46e 1,69b 2,15b
R6 0,65c 1,99a 2,64a
R7 0,43f 1,9a 2,33b
R8 0,73b 1,89a 2,61a
R9 0,57d 2,05a 2,62a
R10 0,39f 1,64a 2,03b
CV(%) 4,9 9,82 7,33

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott
(P<5%).

Os acucares ndo redutores, em particular a sacarose, sdo encontrados
em maiores quantidades no café, e possuem grande importancia sensorial. Os

maiores teores de aclUcares no café conferem a bebida um sabor mais
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adocicado. Durante o processo de torracdo, 0s acUcares redutores,
principalmente, reagem com aminoacidos (Reacédo de Maillard), dando origem
a compostos coloridos desejaveis, responsaveis pela cor marrom do café.
Nessas reacdes sao produzidos compostos volateis, que apresentam grande
efeito no aroma do produto final o que lhe atribui uma melhor qualidade
(WANG,; LIM, 2017).

Os valores de condutividade elétrica e lixiviagdo de potassio para as 21

amostras de café C. canephora estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores médios de condutividade elétrica (uS cm™g™) e teores de

potéssio lixiviado (ppm) das amostras de caféC. canephora

Cultivar - Café Condutividade elétrica Lixiviagdo de potassio
C. canephora (uS cm*g™) (ppm)
V1 62,28d 86,33d
V2 98,9b 145,67c
V3 117,10a 130,83c
V4 121,60a 232,33b
V5 125,05a 126¢
V6 85,62¢ 83,33d
V7 99,59b 127,67
V8 114,56a 151,67c
V9 99,25b 211,83b
V10 108,53b 135,17c
V1l 99,59b 152,83c
V12 106,58b 185,33b
V13 104,74b 159,17c
R1 129,27a 285,00a
R2 58,38d 71,00d
R3 99,57b 108,33d
R6 126,55a 150,33c
R7 85,82¢c 119,83c
R8 96,84b 131,00c
R9 111,90a 140,17c
R10 86,65¢C 114,67c
CV(%) 8,53 19,05

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott
(P<5%).

Os valores de condutividade elétrica e de lixiviagdo de potassio podem

ser usados como possiveis indicadores da integridade de membranas
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celulares. Os maiores valores desses parametros podem estar associados a
cafés de qualidade inferior (BOREM et al., 2008). Pinheiro et al. (2012)
encontraram para amostras de café conilon secos em diferentes condi¢cdes
valores médios de condutividade elétrica variando de 86,0 a 202,3 uS cm™g’ e
de condutividade elétrica valores na faixa de 38 a 132,3 ppm para lixiviacdo de
potassio. No presente trabalho, foram encontrados valores de condutividade
elétrica e lixiviacdo de potassio nessas faixas e alguns valores bastante
superiores, tendo como destaque as amostras V4, V9 e R1.

Os teores de &cido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico, 5-ACQ),
trigonelina e cafeina foram obtidos simultaneamente pelas analises por CLAE,
pelo método do padrdo externo, para isso os padrdes de cada um desses
compostos, separadamente, foram preparados em diferentes concentragdes e
foram obtidas as retas de calibracdo, as equacbes e os valores de R% Os
calculos desses constituintes nas amostras de cafés C. canephora foram

realizados a partir de tais retas de calibracdo apresentadas na Figura 16.

TRIGONLINA ACIDO CLOROGENICO - 5ACQ
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Figura 16. Retas, equactes das retas e valores de R? obtidos pelas anélises
dos padrbes de: trigonelina (A), acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico, 5-
ACQ) (B) e cafeina (C), em diferentes concentracdes, obtidas por CLAE

(HPLC), usando detector UV a 272 nm.
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Os valores médios encontrados para acido clorogénico (&cido 5-
cafeoilquinico, 5-ACQ), trigonelina e cafeina nas amostras de café C.
canephora foram apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores médios encontrados para &cido clorogénico (5-ACQ),

trigonelina e cafeina (g 100g™ de café em base seca) para amostras de café C.

canephora
g 100g* de café em base seca
Acido

Cultivar - Café Clorogénico
C. canephora Trigonelina (5-ACQ) Cafeina
V1 1,02a 3,13b 2,46b
V2 0,94a 2,94b 2,23c
V3 0,96a 3,46a 2,60b
V4 0,95a 3,02b 2,49b
V5 0,90a 2,60c 2,06¢c
V6 0,96a 3,58a 2,89a
\ 0,85a 3,43a 2,490
V8 0,88a 3,65a 2,75a
V9 0,91a 3,44a 2,480
V10 0,91a 3,38a 2,51b
V11 1,01a 3,20a 2,43b
V12 0,96a 3,37a 2,59b
V13 0,94a 3,05b 2.32c
R1 0,95a 3,33a 2,51b
R2 0,87a 3,51a 2,51b
R3 0,89a 3,08b 2,450
R6 0,89a 2,65¢C 2,21c
R7 0,84a 3,06b 2,35c
R8 0,96a 3,19a 2,31c
R9 1,02a 2,83c 2,41c
R10 0,85a 3,42a 2,35c
CV(%) 8,55 7,62 5,76

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott
(P<5%).

Os 4&cidos clorogénicos, trigonelina e cafeina sdo compostos
biologicamente ativos presentes em cafés, esses constituintes apresentam
importancia na qualidade da bebida. (ABRAHAO et al., 2008). Os teores de

55



acido clorogénico (5-ACQ) encontrados para as amostras de café C. canephora
apresentaram diferenca estatistica. Os valores encontrados variaram de 2,60 a
3,65%, sendo esses valores bastante inferiores ao relatados por Farah (2012)
que foi de 6,10-11,30 g 100g™ de café. O fator altitude pode ter influenciado
nestes resultados, visto que as amostras de café deste trabalho foram
cultivadas a 720 m de altitude. Para a qualidade do café, menores teores de
acidos clorogénicos sédo desejaveis, pois essas susbtancias sdo degradadas
durante a etapa de torra, originando os compostos: acido cafeico, lactonas e
diferentes fendis, por meio de reacdes de Maillard e Strecker, resultando em
maior amargura, adstringéncia e aroma (SHAN et al, 2017).

Para os valores de trigonelina encontrados para as 21 amostras de café
C. canephora nao houve diferenca significativa, o valor médio total encontrado
foi de 0,93%, que estd de acordo com a literatura, em grdo cru de café o teor
de trigonelina ocorre em torno de 1%. A trigonelina é responsavel pela
formacdo de produtos de degradacdo no processo de torra e, entre tais
produtos, destacam-se 0s pirrdis e as piridinas, 0os quais sdo altamente
importantes para o aroma do café (MONTEIRO; TRUGO, 2005; MORAIS et al.,
2008; VIGNOLI et al., 2014). Além desses compostos, durante a torra a
trigonelina é precursora de vitamina do complexo B, a niacina, que apresenta
importancia nutricional (FARAH et al., 2006).

O teor médio de cafeina encontrado em cafés C. canephora €, em torno,
de 2,20%, quase o dobro do valor encontrado para os C. arabica, que
apresenta, em média, 1,20% dessa substancia (MARTINEZ et al., 2014). No
presente trabalho, os teores de cafeina apresentaram diferencas significativas
entre as amostras de C. canephora e os valores encontrados foram na faixa de
2,06 a 2,89%. A cafeina € um alcaléide presente em chas, refrigerantes e no
café, que atua no organismo humano no sistema nervoso central, tendo efeito
estimulante e diurético. Durante a etapa de torra, a cafeina é muito estavel,
apesar de ser uma substancia inodora, apresenta amargor, podendo contribuir
com essa caracteristica sensorial na bebida do café (MONTEIRO; TRUGO,
2005).
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5.2. Avaliacéo da interferéncia da altitude na qualidade de café conilon

Tendo como proposito verificar a influéncia da altitude na qualidade do
café conilon, foram obtidas quatro amostras da referida espécie cultivada em
altitudes diferentes: C1 (240 m), C2 (350 m), C3 (580 m) C4 (720 m) que foram
submetidas a etapa de torra, analise sensorial e, posteriormente, analise por
HS-SPME combinada com CG-EM. Além das amostras, foi injetada uma
mistura de hidrocarbonetos (Cg-C23) para os célculos dos indices de Kovats
(IK). A analise foi realizada utilizando as mesmas condi¢cbes cromatograficas

utilizadas nas andlises do café (Figura 17).
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Figura 17. Cromatograma de ions totais de uma mistura de hidrocarbonetos
Cs-Cos.

Os constituintes volateis encontrados para as amostras de café conilon
cultivadas em diferentes altitudes (C1-C4) estdo descritos na Tabela 9. Os
compostos foram identificados pela andlise dos espectros de massas
comparando com os dados da biblioteca do equipamento (Willey 7), com os
indices de Kovats (ADAMS, 2007) e com dados da literatura (MARIA;
MOREIRA; TRUGO, 1999; LEE et al., 2015; YANG et al., 2016).
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Tabela 9. Constituintes volateis encontrados em amostras de café conilon (gréos torrados e moidos) que foram cultivados em
diferentes altitudes: C1 (240 m), C2 (350 m), C3 (580 m) e C4 (720 m)

Area (%)

TR (min.) Composto IK cal IKtab C1(240m) C2(350m) C3 (580 m) C4 (720 m)
5,84 2-Metilpirazina 825 826 4,00 5,34 3,81 6,18
6,23 Furfural 836 830 9,87 8,88 10,66 11,82
7,37 2-Hidroximetilfurano 863 866 15,61 12,00 16,07 18,03
9,73 2,6-Dimetilpirazina 908 912 10,39 11,08 9,29 16,70
12,47  5-Metilfurfural 965 962 6,54 5,01 7,55 6,79
14,50  2-etil-3-metilpirazina 998 1001 6,97 7,54 6,97 11,03
15,27  2-Pirrolcarboxaldeido 1014 1023 1,90 1,70 1,72 0,80
15,48 NI 1018 - 1,21 1,33 1,10 1,91
17,88 2-Acetilpirrol 1065 1060 2,04 1,40 1,71 1,64
18,59  2-Etil-3,6-dimetilpirazina 1077 1072 2,60 3,78 2,48 4,27
19,13 NI 1086 . 1,37 1,25 1,31 1,56
20,36 NI 1109 . 2,20 1,86 2,03 2,18
20,61 1-(6-Metill-2-pirazinil)etanona 1114 1093 1,55 1,50 1,06 1,79
21,99  2,3-Diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona 1143 1144 1,68 1,51 0,50 1,81
22,65 3,5-dietil-2-metilpirazina 1155 1153 1,20 1,11 0,81 0,84
23,94  N-Furfurilpirrol 1180 1166 1,59 1,09 1,46 1,24
24,10 NI 1183 . 1,42 1,05 1,99 1,13
26,54  5-(Hidroximetil)furfural 1232 1224 1,76 1,60 2,12 0,64
28,61 NI 1275 1297 2,18 1,65 2,20 0,83
29,35 NI 1289 1354 1,21 0,83 1,00 0,00
29,76 NI 1297 1,30 0,67 1,00 0,00

30,37  4-Etenil-2-metoxifenol 1311 1311 14,80 19,09 13,59 6,52
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Continuacao

Area (%)

TR (min.) Composto IK cal IKtab C1(240m) C2(350m) C3(580m) C4 (720 m)
31,94 NI 1346 . 1,53 1,51 1,51 0,25
33,43  trans-B-Damascenona 1378 1380 0,73 0,80 0,90 0,23
33,53 NI 1380 . 0,63 0,80 0,69 0,04
34,82 NI 1406 L 1,11 0,55 1,03 0,13
43,39 Cafeina 1858 1840 2,60 4,61 4,88 1,59
44,49  Acido palmitico 1954 1954 0,00 0,47 0,57 0,05

*TR = Tempo de retencdo (min.), IK = indice de kovats, cal= calculado, tab= tabelado (ADAMS, 2007; e sites: PUBCHEM e THE
PHEROBASE: DATABASE OF PHEROMONES AND SEMIOCHEMICALS), % em Area obtida nas analises por CG-EM, usando a
coluna DB5.
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As amostras C1 (240 m) e C3 (580 m) apresentaram um perfil de
constituintes volateis similar. Os compostos majoritarios encontrados nessas
amostras de café foram: 2-hidroximetilfurano (sabor amargo e gosto de
gueimado), 4-etenil-2-metoxifenol (picante ao paladar), 2,6-dimetilpirazina
(sabor de nozes, fritura, doce) e furfural (gosto de améndoa, péo, doce), sendo
os dois citados por ultimo, desejaveis ao café de bebida superior.

A amostra C2 (350 m) foi a que apresentou maior % em area para o
composto 4-etenil-2-metoxifenol e a menor para 2-hidroximetilfurano, quando
comparado com as outras amostras, o contrario foi observado para a amostra
C4 (720 m).

O composto 2-hidroximetilfurano (alcool furfurilico) € encontrado em
quantidades significativas em alimentos que passam por processamentos
térmicos, tais como: alimentos cozidos, sucos de frutas e café, pode estar
presente também na manteiga e no caramelo, quando o &lcool furfurilico é
usado como agente aromatizante. Esse composto pode ser formado a partir de
acido quinico ou de 1,2-enodidis, como precursores durante o aquecimento de
alimentos. Em graos de café é formado durante a etapa de torra (OKARU;
LACHENMEIER, 2017).

A formacdo do 4-etenil-2-metoxifenol (4-etilguaiacol) ocorre pela
degradacdo dos compostos fendlicos durante a torra do café. O aumento do
teor desse composto quanto maior o grau de torra do café foi relatado por
Czerny, Grosch (2000).

As pirazinas e o furfural encontrados nas amostras C1-C4 podem
conferir qualidade a bebida do café. O 2,6-dimetilpirazina foi encontrado em
maior % em area em C4 do que para as outras amostras de café. Os
compostos 2-metilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2-etil-3-metilpirazina, 2-etil-3,6-
dimetilpirazina e 3,5-dietil-2-metilpirazina sédo pertencentes a classe das
alquilpirazinas, foram encontrados nas amostras C1-C4, sdo compostos
desejaveis e atribuem sabor ao café (KORHONOVA et al., 2009).

Para as amostras C1-C4 (café crus) foram determinados os teores de
acidez graxa e, as mesmas amostras foram também usadas em um estudo

visando encontrar outros solventes para a realizacdo dessa analise. Para isso,
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as umidades das amostras C1-C4 foram obtidas pelo método da estufa (MAPA,
2009) e os valores encontrados foram de: 11,9%, 12,3%, 12,7% e 11,4%,
respectivamente.

Os dados da acidez graxa determinados para C1-C4 estao apresentados
na Tabela 10. Neste estudo foi utilizada a metodologia convencional (40g de
amostra de café + 100 mL de tolueno) e foram testados solventes de
polaridade crescente na etapa de extracdo (hexano, cloroférmio, acetato de

etila, éter dietilico e etanol).

Tabela 10. Dados da acidez graxa (AG) de amostras de café conilon cultivados
em diferentes altitudes (C1-C4), utilizando metodologia convencional (extracéo
com tolueno) e testes utilizando solventes de polaridade crescente (hexano,

cloroférmio, acetato de etila, éter dietilico e etanol)

Acidez Graxa (mL de KOH/100 g de massa seca)

Amostras (cafés Acetato Eter
conilon) Tolueno Hexano Cloroformio de etila dietilico Etanol
C1 (240 m) 2,5 2,0 2,6 _ _ _
C2 (350 m) 2,6 2,9 2,9 _ _ _
C3 (580 m) 3,4 3,4 3,2 _ _ _
C4 (720 m) 4,3 4,5 4,5 _ _ _

N&o foi possivel calcular a acidez graxa a partir dos extratos obtidos
usando o acetato de etila, o éter dietilico e o etanol, pois ndo foi possivel
observar o ponto de viragem do indicador durante a titulagcdo. Os testes de
comparacdes multiplas (Tukey a 5% de significancia) foram relizados somente
para os dados obtidos pela acidez graxa obtida pelos extratos de tolueno,
hexano e cloroférmio (Tabela 11).

Esses resultados podem ser visualizados na Figura 18 a seguir. Na
altitude de 240 m, a acidez medida pelo hexano apresentou uma média
significativamente menor que os demais solventes. Na altitude de 350 m, a
acidez medida pelo tolueno apresentou uma meédia significativamente menor
que os demais solventes. Na altitude de 580 m, a acidez medida pelo

cloroférmio apresentou uma média significativamente menor que os demais
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solventes. Na altitude de 720 m, os trés solventes apresentam médias
estatisticamente iguais. Com relacdo ao efeito da altitude, nota-se uma
tendéncia de aumento da acidez com o aumento da altitude, sendo a Unica
excecao a acidez medida pelo tolueno nas altitudes de 240 m e 350 m, cujas

médias foram estatisticamente iguais.

Tabela 11. Médias da acidez graxa para amostras de cafés cultivados em
diferentes altitudes obtidas a partir de diferentes solventes usados na extracao

dos constituintes graxos

Cl1=240m C2=350m C3=580m C4=720m
Tolueno 2,47aA 2,60aA 3,43aB 4,33aC
Hexano 1,97bA 2,90bB 3,37abC 4,53aD
Cloroférmio 2,57aA 2,90bB 3,17bC 4,43aD

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula, em uma mesma coluna, ndo
diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey. Médias seguidas por
uma mesma letra maidscula, em uma mesma linha, ndo diferem entre si a 5%

de significancia pelo teste de Tukey.

C4

467 —a— Tolueno

4,4 —e— Hexano

4,2 —A— Cloroformio
4,0
3,8
3,6
3,4
3,2
3,0
2,8
2,6
2,4 -
2,2
2,0
1,8

mL de KOH 100g
de massa seca

T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
Altitude de plantio (cafés conilon)

Figura 18. Acidez graxa de amostras de café conilon cultivado em diferentes
altitudes: C1 (240 m), C2 (350 m), C3 (580 m) e C4 (720 m), usando como

solventes extratores tolueno, hexano e cloroférmio.
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O intuito de utilizar outros solventes na andlise de acidez graxa deve-se
aos problemas relacionados a alta toxicidade do tolueno, conhecido também
como toluol. A inalacéo do tolueno pode causar dependéncia, assim como uma
droga, se for inalado de forma prolongada pode provocar dor de cabeca,
nauseas, tonteiras, sonoléncia e, em altas concentracdes, perda de
consciéncia (EPA, 2005).

Todos os solventes organicos sao toxicos e devem ser usados somente
dentro de capelas de exaustdo. Os procedimentos que utilizam esses
compostos também devem ser realizados dentro dessas capelas ligadas,
porém existem solventes com maior grau de toxicidade, que nesse caso é o
tolueno.

A média da acidez graxa das 21 amostras de C. canephora foi 4,5 mL de
KOH/100 g de massa seca, dados apresentados na Tabela 5. A amostra C4 foi
cultivada na mesma altitude e apresentou o valor similar (4,3 mL de KOH/100 g
de massa seca). Os acidos carboxilicos, acidos graxos livres, fenois e outros
compostos podem contribuir no valor da acidez graxa, logo existe uma
importancia em estudar a constituicdo quimica do extrato organico da amostra
de café, para que nao seja levado em consideracdo somente o valor de AG em
mL de KOH/100 g de massa seca. Conhecendoa constituicdo quimica do
extrato graxo do café pode ser entendido melhor sua influencia na qualidade da
bebida.

Tendo em vista esse fato, cada extrato obtido para a realizacdo das
analises de acidez graxa descritas acima foram derivatizados (reacdo de
transesterificacdo) e analisados por CG-EM. Os perfis cromatogréaficos dos
extratos do café C4 (720 m) obtidos a partir do tolueno, hexano e cloroférmio

estdo apresentados nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente.
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Figura 19. Cromatograma de ions totais do extrato de tolueno (derivatizado) originado do café C4.
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Figura 20. Cromatograma de ions totais do extrato de hexano (derivatizado) originado do café C4.
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Figura 21. Cromatograma de ions totais do extrato de cloroférmio (derivatizado) originado do café C4.



Pelos cromatogramas dos extratos derivatizados de café (C4) obtidos a
partir do tolueno, hexano e cloroférmio, foi possivel observar dois constituintes
majoritarios, de tempos de retencao de 8,25 e 10,11 minutos, respectivamente.
Além dos valores de acidez graxa ter sido compativeis quando esses solventes
foram usados na referida andlise, o perfil cromatografico delas também foi
similar. E, ainda, pelas analises cromatograficas e analise dos espectros de
massas foi possivel identificar os dois principais acidos graxos presentes no
café, sendo eles: &cido palmitico (TR = 8,25 minutos) e o acido linoleico (TR =
10,11 minutos). Os espectros de massas obtidos na andlise séo referentes aos
derivados desses &cidos, palmitolato de metila (ion molecular m/z = 270) e
linolato de metila (ion molecular m/z = 294), Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de massas do palmitolato de metila (originado do acido
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palmitico) identificado em extratos derivatizados de café conilon (TR = 8,25

minutos).
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Figura 23. Espectro de massas do linolato de metila (originado do acido
linoleico) identificado em extratos derivatizados de café conilon (TR = 10,11

minutos).
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Os lipideos sao constituintes importantes em grdos de café,
representam, em torno, de 17% em massa no café arabica e 14% em conilon.
O teor de &cidos graxos livres em gréaos café verdes ocorre em torno de 1-2%
em arabica e 1-3% em conilon. No final da etapa de torra ocorre diminui¢do
desses compostos (FLAMENT, 2002; GLOESSet al., 2018).

Os principais acidos graxos identificados em café (arabica e conilon)
sdo: acido linoleico (C18:2) e acido palmitico (C16:0), que ocorrem em
concentracbes similares, seguido dos &cidos estearico e oleico (C18:0 e
C18:1). Os acidos araquidicos e linolénicos sdo encontrados em menores
concentracbes (GLOESS et al., 2018). Em altas temperaturas, pode ocorrer
degradacdo térmica oxidativa desses acidos graxos que podem levar a
formacdo de moléculas menores, como aldeidos, que podem influenciar na
formacdo de volateis heterociclicos. Dessa forma, existe a hipotese que o
conteudo de &cidos graxos pode ter influéncia na qualidade do café. Mais

estudos sdo necessarios para esclarecer e elucidar esta informacéao.

6. CONCLUSOES

As 21 amostras de café C. canephora cultivadas a 720 m de altitude
apresentaram valores médios similares de acidez titulavel total, pH a 96°C e
teores de trigonelina, que néo apresentaram diferencas significativas. Os
valores de acidez graxa foram distintos para os gendétipos, da mesma forma, os
teores de acUcares redutores, ndo redutores e totais. Os teores do &cido
clorogénico (5-ACQ) encontrados para todas as amostras de café C.
canephora foram inferiores aos relatados na literatura. As porcentagens de
cafeina encontradas foram proximas ao valor médio para a referida espécie.
Dessa forma, o cultivo de café C. canephora, em altitude de 720 m pode ser
viavel na obtencao de café de qualidade superior.

As amostras de café conilon cultivadas em diferentes altitudes C1 (240
m) e C3 (580 m) apresentaram perfil similar em relagcdo aos constituintes
volateis; ambas apresentaram como majoritarios 0s compostos: 2-

hidroximetilfurano (alcool furfurilico), 4-etenil-2-metoxifenol (4-etilguaiacol), 2,6-
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dimetilpirazina e furfural. A amostra C2 (350 m) apresentou maior teor do 4-
etenil-2-metoxifenol do que do 2-hidroximetilfurano, sendo que para a amostra
C4 (720 m) foi observado o contrario. Alquilpirazinas (2-metilpirazina, 2,6-
dimetilpirazina, 2-etil-3-metilpirazina, 2-etil-3,6-dimetilpirazina e 3,5-dietil-2-
metilpirazina), que contribuem para um café de qualidade, foram encontradas
em todas as amostras analisadas. Neste caso os resultados corroboram para a
influéncia da altitude na composi¢cdo quimica dos volateis de café, pois foram
observadas particularidades na composicdo dos compostos de baixa massa
molecular nas quatro amostras C1-C4.

Além dos volateis, outra analise que teve resultados diferentes para o
café conilon cultivado em diferentes altitudes (C1-C4) foi a acidez graxa, cujos
valores encontrados foram de: 2,5; 2,6; 3,4 e 4,3 mL de KOH/100 g de massa
seca, respectivamente. Os valores da acidez graxa para as mesmas amostras
usando como solventes extratores 0 hexano e o cloroformio foram similares a
esses, assim existe uma possibilidade de substituir o tolueno na referida
andlise.

Para os extratos de café usados na andlise de acidez graxa obtidos pela
extracdo com tolueno, hexano e cloroférmio, apds derivatizacdo e analise por
CG-EM, foi observado o mesmo perfil cromatogréafico. Os &cidos palmitico e
linoleico foram o0s que apresentaram maiores &reas em todos os
cromatogramas. A acidez graxa e 0s constituintes quimicos apolares podem
ser indicadores de qualidade de café, pois esses compostos quando
degradados termicamente podem dar origem a volateis que contribuem para o

aroma e sabor da bebida.
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8. APENDICES
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Figura Al. Cromatograma da amostra V2 analisada por CLAE-HPLC.
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Figura A2. Cromatograma do padrao de trigonelina.
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Figura A3. Cromatograma do padrao do acido clorogénico (5-ACQ).
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Figura A4. Cromatograma do padréo de cafeina.
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Figura A5. Cromatograma de ions totais dos volateis do café conilon cultivado a 240 m de altitude.
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Figura A6. Cromatograma de ions totais dos volateis do café conilon cultivado a 350 m de altitude.



20.0e64TTC

T |5|-0| T—T |7!5| T T Ild.ﬂl T |1i-5| T 7 |1§-0| T |1,i-5| T Ild.ﬂl T Ili.ﬁl T |2§-0| T |24-5| T I3d.ﬂl L I3i.5l T ISg.OI L I3'i.5‘ T I4d.0l T T I4i.5‘ T '4§.t)' L |4,}-5| T

Figura A7. Cromatograma de ions totais dos volateis do café conilon cultivado a 580 m de altitude.
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Figura A8. Cromatograma de ions totais dos volateis do café conilon cultivado a 720 m de altitude.
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