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SANTOS, Hemerson Dantas. Analise Quimiométrica dos dados de RMN de Cafés da regido
da Chapada Diamantina/Bahia. 97 f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Quimica,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2019.

RESUMO

Os cafés provenientes da regido da Chapada Diamantina/Bahia apresentam alto grau de
gualidade e exceléncia. O uso adequado dos critérios de producdo e processamento dos
frutos até o produto final tem proporcionado a este alimento esses padrdes de qualidade e
que esté ligado diretamente a sua complexidade quimica final. Nesse contexto, os estudos
voltados para a compreensédo do seu perfil quimico evidenciam importantes relagcdes entre a
sua composicdo quimica e padrdes de qualidade, bem como informacdes da procedéncia
geografica, assim, contribuindo com metodologias antifraudes. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi estudar a composicdo quimica dos cafés produzidos na Chapada
Diamantina/BA por meio da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e discrimina-los de
cafés de outras procedéncias geograficas. Foram analisadas 37 amostras comerciais com
trés classes de qualidade (tradicional, superior e gourmet). Os espectros de RMN de 'H
foram adquiridos no espectrbmetro Varian Inova 500 do Laboratério Baiano de Ressonancia
Magnética Nuclear (LABAREMN) da UFBA. Na andlise dos dados de RMN foram
identificados sinais caracteristicos de acidos clorogénicos (ACGs), a exemplo dos acidos
cafeoilquinicos [6,74 — 6,80 m], alcaloides e xantinas, tais como a trigonelina [4,43 s] e a
cafeina [3,24 s, 3,41 s e 3,84 s]. Foram observados sinais caracteristicos de furanos (5-HMF
[9,44 s]), amidas e amino&cidos, como a acrilamida [5,83 e 5,99 m] e a L-alanina [1,39 d (6
Hz)]. Por fim foram identificados também sinais de acidos organicos, tais como o &cido latico
[1,35 d (7 Hz)] e o acido acético [1,96 s], além de carboidratos e lactonas, a exemplo do mio-
inositol [3,27 — 3,35 m] e da y-butirolactona [2,15 - 2,18 (m)]. O pré-tratamento dos espectros
de RMN de 'H foi feito usando alinhamento, autoescalamento e normalizagdo (norma um).
Em seguida, foi feita a andlise de componentes principais (PCA). No gréafico de escores
foram observados quatro grupos, os quais foram denominados Chapada Diamantina, Bahia,
Brasil e gourmet/superiores. Os cafés da Chapada Diamantina apresentaram um perfil
guimico caracteristico, que os distinguiu dos demais, principalmente por conter maiores
teores de lipidios. Por outro lado, os cafés dessa regido que apresentam maior valor
comercial e classificacdo de qualidade gourmet foram agrupados aos colombianos e alguns
nacionais com padrdo de qualidade semelhante. Este grupo se caracterizou por conter
maiores teores de acidos clorogénicos e trigonelina, substancias as quais contribuem com o
aroma e sabor agradavel desta bebida. Os cafés de outras regibes da Bahia mostraram
baixissimas intensidades nos sinais dos acidos clorogénicos, enquanto os dos demais
estados brasileiros diferenciaram-se por apresentarem maiores teores de quinidas em
relacdo aos da Bahia, e menores teores de clorogénicos em relacdo aos da Chapada
Diamantina. Os resultados mostram que a RMN de !H aliada a quimiometria é uma
ferramenta muito eficiente para discriminar os cafés, extraindo o maximo de informagdes do
conjunto de dados e evidenciando as que s&o mais importantes. Dessa forma, essa
metodologia tem se mostrado eficaz nos mais diversos estudos para a compreensdo de
misturas complexas.

Palavras-chave: Café. Chapada Diamantina/Bahia. RMN. Quimiometria.
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ABSTRACT

The coffee from the Chapada Diamantina region, in the state of Bahia, Brazil, are
considered high quality, due to the use of adequate production and processing
criteria throughout the entire process, has provided this food with a high degree of
quality and excellence, which is directly linked to its final chemical complexity.
Studies about the chemical profile of coffee have correlated chemical composition,
quality standards and data about geographical origin, thus contributing to antifraud
methodologies. This research used Nuclear Magnetic Resonance (NMR) to study the
chemical composition of coffee from Chapada Diamantina, in order to contrast them
to coffee from other regions. We analyzed 37 commercial samples, which are
classified, accordingly to their quality, as traditional, superior and gourmet. 'H NMR
spectra were acquired on the Varian Inova 500 spectrometer of the Laboratério
Baiano de Ressonancia Magnética Nuclear (LABAREMN/UFBA). Analyzing the NMR
data, we identified characteristic signals of chlorogenic acids (CGA), such as
caffeoylquinic acids [6.74 - 6.80 m], alkaloids and xanthines as trigonelline [4.43 s]
and caffeine [3.24 s, 3.41 and 3.84 s]. We also observed characteristic signals of
furans (5-HMF [9.44 s]), amides and amino acids such as acrylamide [5.83 and 5.99
m] and L-alanine [1.39 d (6 Hz)]. Finally, we identified signals of organic acids, such
as lactic acid [1.35 d (7 Hz)] and acetic acid [1.96 s], as well as carbohydrates and
lactones, such as myo-inositol [3.27 - 3.35 m] and y-butyrolactone [2.15 - 2.18 (m)].
The pretreatment of the 'H NMR spectra was made using alignment, autoscaling,
and normalization (norm one). Then, the principal components analysis was
performed. In the PCA scores plot, we observed four groups, which were
denominated Chapada Diamantina, Bahia, Brazil and gourmet/superior. The coffee
from Chapada Diamantina presented a characteristic chemical profile, which
distinguished them from the others, mainly because they contain higher levels of
lipids. The coffee from that region which present highest commercial value and which
are classified as gourmet were grouped with Colombian coffee and some national
ones with similar quality standards. This group presented higher levels of chlorogenic
acids and trigonelline, substances which contribute to the pleasant aroma and taste
of the beverage. The chlorogenic acid signals of coffee from other regions of the
state of Bahia showed very low intensities. Coffee from other Brazilian states
presented higher quinine levels in comparison than those from Bahia, and lower
levels of chlorogenic acids than those from Chapada Diamantina. The results show
that *H NMR, coupled with chemometrics, is a very effective tool to discriminate
coffee, allowing us to obtain from the data set as much information as possible, and
to highlight its most important pieces. This methodology, whose efficiency has been
proved by various studies, can help us understand complex mixtures.

Keywords: Coffee. Chapada Diamantina (State of Bahia, Brazil). NMR. Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo produzido e
exportado por mais de 47 paises. Entre os paises produtores, o Brasil ocupa a
primeira posicdo e o Estado da Bahia é o quarto maior produtor nacional. Além
disso, nos ultimos anos observou-se a crescente qualidade dos cafés especiais
provenientes da regido da Chapada Diamantina/BA.

Os cafés dessa regido tém recebido diversos prémios, devido sua alta
qualidade, que é favorecida por 85.201 hectares em producdo de café da espécie
Coffea arabica no planalto baiano, sendo que esse cultivo proporciona ao produto
final alta qualidade no que discrimina o sabor, aroma e textura deste alimento. Isto
se deve principalmente aos padrbes de complexidade quimica, intrinseca a esta
espécie, fatores biodticos e abidticos da regido e melhorias das técnicas de producéo,
cultivo e torra dos graos.

Tradicionalmente, a classificacdo de qualidade da bebida de café é realizada
pelo teste da xicara, que é realizada por classificadores (provadores) habilitados
para analisar o produto. Desta forma sdo avaliadas caracteristicas como aroma,
sabor e textura. Em 2004, com o objetivo de garantir a qualidade da bebida a
Associacao Brasileira da Industria de Café (ABIC) langou o Programa de Qualidade
do Café (PQC), no qual classifica o produto em quatro diferentes categorias:
Tradicional, Extraforte, Superior e Gourmet, dando mais confiabilidade ao produto
nacional e aumentando o consumo interno.

Outro aspecto importante que deve ser abordado refere-se a composicao
quimica deste produto, visto que as diferentes técnicas analiticas (tais como a
cromatografia a gas e as espectroscopias na regido do infravermelho e de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)) aliadas aos métodos quimiométricos
mostram que 0s constituintes ou classes de substancias presentes nos cafés atuam
como marcadores de espécies economicamente importantes (como a Coffea
arabica) e/ou de origem geografica. Essas informacbes podem levar ao
desenvolvimento de metodologias a serem aplicadas no controle de fraudes. Além
disso, 0 uso dessas técnicas juntamente com a classificacdo feita pela prova da
xicara estd se mostrando muito eficiente, isto porque, enquanto que o paladar
humano (teste da xicara) apresenta-se capaz de avaliar as caracteristicas sensoriais

da qualidade global da bebida, as ferramentas analiticas podem de identificar, além



12

do padrdo metabdlicos das mesmas, também sdo capazes de correlacionar
descritores (constituistes individuais ou classes de constituistes) visiveis e invisiveis
ao paladar humano, com caracteristicas da qualidade, procedéncia geografica e
autenticidade do produto.

A RMN é capaz de fornecer varias informagfes referentes & uma determinada
amostra em um uUnico experimento, a exemplo da quantidade de hidrogénios por
meio da integracdo da area do sinal no espectro, mapeamento da vizinhanca do
hidrogénio por meio da observacdo da multiplicidade apresentada pelo sinal e
quantificacdo de constituintes individuais em mistura complexa sem a necessidade
de separacdo do mesmo. Além disso, se trata de uma técnica ndo destrutiva e que
fornece analises rapidas por requisitar o minimo preparo da amostra. Dessa forma, a
técnica de RMN de 'H tem se mostrado eficaz na andlise de matrizes complexas a
exemplo dos alimentos.

A evolucdo das técnicas analiticas no campo da ciéncia possibilitou
observacdes mais detalhadas a respeito do objeto investigado, entretanto, quando
uma grande quantidade de amostra é analisada e um elevado numero de
informacdes € adquirido, a sua interpretacdo manual torna-se impraticavel. Neste
contexto, métodos estatisticos suficientemente capazes de observar cada variavel
vém sendo desenvolvidos e na quimica essa metodologia é denominada de
guimiometria.

A quimiometria € uma é&rea multidisciplinar que une conhecimentos da
quimica, matemética e estatistica, dispondo de diversas metodologias, sendo as
mais comuns: Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal
Component Analysis) para analise exploratdria dos dados; Regressao pelo Método
dos Quadrados Minimos Parciais (PLS, do inglés Partial Least Square) para
calibracdo multivariada e para a classificacdo de amostras desconhecidas € usado o
método SIMCA (do inglés Soft Independent Modeling of Class Analogy). Estas
analises multivariadas séo aplicadas conforme objetivo de cada tipo de estudo.

Um resultado preliminar da analise de componentes principais (PCA) deste

trabalho pode ser observado na Figura 1-1.
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Figura 1-1 - Gréfico de escores de uma andlise de componentes principais (PCA) dos dados
parciais desta pesquisa
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Fator 1

Este resultado é denominado grafico de escores e representa a distribuicdo
das amostras (1 a 14) com base na informacdo quimica de variaveis pré-
selecionadas em um conjunto de dados de RMN disposto em uma matriz. Por isso, a
observacdo de pontos proximos corresponde as caracteristicas quimicas comuns
entre as amostras envolvidas, a exemplo das amostras de 4 a 7 e das replicatas (A,
B e C) de cada amostra. Os pontos distantes correspondem as caracteristicas
guimicas distintas entre as amostras, como € o exemplo das amostras 9 e 2.

Com isso, afim de compreender o resultado observado, o espectroscopista
pode analisar no grafico de loadings (Figura 1-2) quais sdo as variaveis
responsaveis pelo resultado observado.



14

Figura 1-2 - Representacao do grafico de loadings em analise de PCA
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No grafico de loadings cada ponto refere-se ao valor de uma variavel
(deslocamento quimico) na matriz de dados. Ao selecionar esses pontos, o software
evidencia na matriz a localizacdo das variaveis selecionadas. Com isso, € possivel
identificar as informacGes que influenciaram o resultado obtido no grafico de
escores.

A quimiometria alinhada aos dados de RMN de 'H possibilita a extracédo de
informagdes importantes em um grande conjunto de dados, o que permite o
desenvolvimento de metodologias capazes de identificar a origem geogréfica,
qualidade e autenticidade de amostras diversas por meio da identificacdo de seus
descritores. Dessa forma, a RMN de 'H e os métodos quimiométricos permite o
desenvolvimento de uma analise quimica e estatistica eficiente nos mais diversos

estudos para a compreensao de misturas complexas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Este referencial te6rico compreende um artigo de revisdo que esta submetido
para publicacdo na revista Quimica Nova?.

a Referéncias no final do manuscrito, pagina 48
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The diverse analytical and statistical techniques that are used in the analysis of chemical
composition of coffee relate its chemical profile with quality and geographical origin
parameters, adding value to the product and identifying potential bioactive constituents.

O CAFE PARA ALE~M DA XICARA: TE~CNICA’S ANALITICAS USADAS NA
INVESTIGACAO DA COMPOSICAO QUIMICA. UMA REVISAO

Hemerson Dantas dos Santos, Elisangela Fabiana Boffo*
Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia,

40170-115 Salvador — BA, Brasil

() Manuscrito com material suplementar

(X) Manuscrito sem material suplementar

*e-mail: eboffo@ufba.br
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COFFEE BEYOND THE CUP: ANALYTICAL TECHNIQUES USED IN THE RESEARCH OF
CHEMICAL COMPOSITION. A REVIEW

This review contemplates the last 18 years of work that have coffee as the main objective.
Diverse aspects where addressed, from Brazilian and global production, classification norms,
biological activity of its constituents and, mostly, the analytical techniques that were used to
identify its chemical composition. Coffee is one of the most consumed beverages in the
world, being exported from more than 47 countries and having Brazil as its main producer.
Traditionally, the classification of beverage quality is performed by a sensory test, where
characteristics such as aroma, taste and texture are evaluated. The studies show the richness of
information that the chemical constituents bring to the final product, seen as the different
analytical techniques allied to the chemometric methods show that the constituents or classes
of substances in the coffee act like markers of economically important species and/or
geographic origin. This has led to the development of quality control methodologies that can
be used along with the sensory test. That being, this work looks forward to contribute with the
diffusion of the analytical techniques used in the investigation of the chemical constituents of
the coffee, but mostly, highlighting the advantages of the NMR spectroscopy and the
Chemometrics.

Keywords: coffee, chemical composition, analytical techniques, chemometrics, authenticity
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O CAFE

Uma grande variedade de cafés é cultivada no mundo todo, contudo as espécies Coffea
arabica e Coffea canephora (comumente conhecidas como arabica e robusta,
respectivamente) sdo as mais economicamente importantes.!-2

A historia mais difundida e aceita pelos historiadores com relagcdo a descoberta do café foi
registrada por volta do ano 575, sendo considerada como o seu primeiro registro.>4 Tal
historia relata que a descoberta foi feita por um pastor de ovelhas na Etidpia (nacdo que se
encontra no Chifre da Africa) que ao observar estes animais se alimentarem de um arbusto
(que futuramente viria a ser classificado por Lineu como Coffea arabica) notou que eles
ficavam cheios de energia.

A partir do conhecimento de seus efeitos, o café tornou-se produto comercial, saindo do
Sudao e passando pela Etidpia rumo ao 1émen e a Arabia. Isso aconteceu por volta do ano
1000, época na qual algumas formas de preparo foram desenvolvidas, como infusdo e
fermentacdo dos frutos. Apds a sua popularizacdo na Arabia, os holandeses passaram a
cultiva-lo e a difundi-lo para o mundo.*

No Brasil, a industria cafeeira teve uma grande contribuicdo para a historia do pais. No
periodo denominado Republica Velha (1894 - 1930), o café era o principal motor econémico
da nacdo.* Deste periodo foram alcancadas trés grandes conquistas: a imigracdo, que trouxe
mao de obra mais qualificada, a urbanizacéo e a industrializacdo do pais. Atualmente, o Brasil

é 0 maior produtor mundial deste alimento.?

Producéo de café

A producdo mundial de café aumentou 4,5 % na safra de 2018 em relagdo ao ano anterior,
com cerca de 168 milhGes de sacas de 60 quilogramas (Kg).> O Brasil contribuiu
significativamente para isso, injetando neste mesmo periodo cerca de 62 milhGes de sacas
(36,7 % da producdo mundial), sendo o maior produtor, seguido por Vietnd e Colémbia, mas
apresentando uma producéo quatro vezes maior do que a da Colémbia (Tabela 2-1).° Para o
Brasil alcancar esses nimeros, calcula-se que foi dedicada uma area com cerca de 2,2 milhdes
de hectares do territorio nacional ao seu plantio,® que ainda segundo o potal de informacdes da

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), corresponde a 3,0 % da area total das
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culturas cultivadas no pais que compreende a cultura de gréos (85,3 %) a exemplo da soja e
do milho, e a producéo de cana de agucar (11,7 %).

Tabela 2-1. Producdo mundial de cafés arabica e robusta®
Producdo (milhGes de sacas de 60 KQ)

Pals 2016 2017 2018 % (2017-2018)
Brasil 56,787 52,735 61,700 17,0
Vietna 25,540 30,540 29,500 3,4
Colémbia 14,634 13,824 14,200 2,7
Indonésia 11,541 10,802 10,200 5,6
Honduras 7,457 7,560 7,450 1,5
Etiopia 7,297 7,454 7,500 0,6
Uganda 4,962 4,797 4,900 2,2
Peru 4,223 4,279 4,300 0,5
México 3,781 4,392 4,500 2,5
Mundial 160,040 160,780 168,093 45

A cafeicultura no Brasil obteve esse 6timo desempenho devido principalmente as condi¢Bes
de clima tropical, boa frequéncia pluviométrica e temperaturas médias entre 18 e 26 °C.” O
estado maior produtor é Minas Gerais (Tabela 2-2), com 54,1 % da producdo nacional em
2018. A Bahia € o quarto maior produtor e produziu 4,55 milhdes de sacas para a mesma safra
em uma area de 130.000 hectares.® Ndo obstante, a competéncia, experiéncia e investimento
aliados a condicdes naturais de cada regido brasileira, proporcionaram aos produtores a
oportunidade de oferecer um produto de alta aceitacdo tanto no mercado interno, quanto no

exterior.

Tabela 2-2. Levantamento de safra para os principais estados produtores de cafés no Brasil®
Producéo (mil sacas de 60 Kg)

Estado 20182 2017° 2016°¢
Minas Gerais 33360,4 24 4453 307241
Espirito Santo 13739,0 8 865,0 8967,4
Sao Paulo 6 302,3 44118 6 031,0
Bahia 4 550,2 3358,0 2093,3
Rondénia 1978,3 1938,2 1626,9
Parana 1 000,0 1210,0 1047,0
Rio de Janeiro 346,0 349,0 3474
Goiéas 1954 190,2 226,8
Mato Grosso 104,2 91,5 125,4
Nacional 61 657,5 44 970,0 51 369,2

a: 1° Levantamento - Safra 2019; b: 1° Levantamento - Safra 2018; c: 2° Levantamento - Safra
2017.
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Em se tratando dos cafés produzidos na Bahia, uma regido que esta ganhando destaque é a
Chapada Diamantina, sendo que o solo e o clima dessa area juntamente com a melhoria das
técnicas de cultivo e torra tém favorecido a producdo de cafés gourmet, sendo de elevada
qualidade e exceléncia. Fato que levou esses produtos a serem contemplados com o0s
primeiros lugares em duas categorias (Ouro e Especial) no 14° Concurso Nacional ABIC de
Qualidade do Café (realizado em 2017).8 Além disso, em 2018 o maior nimero de fazendas
premiadas na categoria ‘“Poupas Naturais” no mais influente campeonato internacional do
setor (Cup of Excellence) foram dessa regido.®

Em meio a tanto poder de producdo, é plausivel que o Brasil também lidere as exportacdes de
cafés (Tabela 2-3). Os principais destinos sdo os Estados Unidos [6,2 milhdes de sacas (60
Kg), ou seja, 17,5 % do total embarcado], Alemanha [5,6 milhGes de sacas, 16,0 %] e Italia

[3,1 milhdes de sacas, 8,9 %].%

Tabela 2-3. Dados de exportacéo dos trés maiores produtores de café*!
Exportacdo (milhdes de sacas de 60 Kg)

Pais

2018 2017 2016
Brasil 35,330 30,450 33,081
Vietnd 28,200 27,900 27,550
Coldmbia 13,300 12,715 13,755

A crescente producdo é também reflexo do seu consumo, tornando-o uma das bebidas mais
requisitadas no mundo. Neste sentido, os brasileiros também passaram a apreciar mais o
“cafezinho”, no periodo entre novembro de 2017 e outubro de 2018 o consumo desta bebida
cresceu 4,8 % em relacdo ao periodo entre novembro de 2016 e outubro de 2017 chegando ao
consumo per capta de 4,82 kg de café torrado e moido ao ano.'? Diante as diversas marcas e
tipos disponiveis nas prateleiras nacionais, faz-se necessario garantir que o produto chegue a
xicara com a qualidade, cuja qual fora prometida pelo fabricante.!>** Portanto, sabendo-se
que a qualidade final do produto comercial sofre influéncia direta da sua composi¢do quimica

é importante conhecer o seu perfil quimico, tanto do grdo verde quanto torrado.

Classificacéo do café

No Brasil, a certificagdo de pureza do produto é feita pela Associacdo Brasileira da Industria
de Café (ABIC), que em 2004 lancou o Programa de Qualidade do Café (PQC) com o
objetivo de proporcionar ao consumidor produtos de qualidade em diferentes categorias:
Tradicional, Extraforte, Superior e Gourmet. O PQC analisa o café de acordo com sua
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Qualidade Global (QG), fazendo uma avaliacdo de varios fatores, como 0 aroma e seu grau de
intensidade, acidez, amargor, adstringéncia, presenca ou auséncia do gosto de gréos
defeituosos como os verdes, ardidos, pretos, preto-verde, brocado, quebrado, entre outros.

A nota da QG é dada em uma escala sensorial que varia de 0 a 10 (Tabela 2-4) sendo que o
nivel minimo de qualidade aceito é de 5, ponto no qual a bebida comeca a ser recomendada ao

consumao.

Tabela 2-4. Faixa de notas de QG usada para classificar os tipos de cafés™

Valores de QG Conceito Categoria
0<QG<1 Péssimo
; 2 8g z i I\R/quilr;(wo ruim N&o recomendavel
4<QG<5 Regular
5£QG<6 Bom Tradicional e/ou extraforte
6<0QG<7 Bom Superior
7<QG<9 Muito bom Gourmet
9<QG<10 Excelente

Esta nota provém de testes de analise sensorial, nos quais os provadores verificam as
caracteristicas da bebida. Além disso, com o auxilio da microscopia Otica é investigada
também a pureza além de outros pardmetros diretamente ligados a qualidade do produto.®®
Quanto a analise sensorial, ainda ndo ha uma metodologia instrumental capaz de compreender
o efeito da mistura dos compostos responsaveis pelo sabor e aroma do café. Sendo assim, a
analise sensorial ¢ determinada pelo “teste da xicara”, assistido pela Instrucdo Normativa
08/03 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), de 11 de junho de
2003, disponivel no portal da Associacdo Brasileira da IndUstria de Café (ABIC) .2° O teste
consiste em classificar a bebida de acordo a pontuacdo atribuida na prova, segundo as classes

descritas na Tabela 2-5.16

Tabela 2-5. Padréo oficial de classificagdo do café obtido por infusdo, percolacéo, decantacdo ou
outro processo a partir do gréo torrado e moido™®

Classe Definicdo

Mole Apresenta aroma e sabor agradavel, brando e adocicado

Apenas mole Apresenta sabor levemente doce e suave, mas sem adstringéncia ou
aspereza de paladar

Estritamente mole Apresenta, em conjunto, todos os requisitos de aroma e sabor mole, porém
mais acentuado

Duro Apresenta sabor acre, adstringente e aspero, porém ndo apresenta
paladares estranhos

Riada Apresenta leve sabor, tipico de iodoférmio

Rio Apresenta sabor tipico e acentuado de iodoférmio

Rio zona Apresenta aroma e sabor muito acentuado, assemelhado ao iodoférmio ou

ao acido fénico, sendo repugnante ao paladar
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Composic¢do quimica do café

O café tem sido analisado em muitas pesquisas, devido a sua importancia econémica nacional
e mundial, mas também pela sua complexidade quimica. Com isso, observou-se que muitos
de seus constituintes sdo bioativos e apresentam diversas funcBes preventivas, tais como
propriedades antioxidantes e anticancerigenas.!”*® Além disso, o interesse em proporcionar ao
consumidor um produto auténtico e de alta qualidade, fez com que pesquisadores de varias
partes do mundo realizassem importantes estudos voltados para a investigacdo da sua
composicdo quimica e medida dos teores dos seus constituintes. Neste sentido, pesquisas tém
sido desenvolvidas com o objetivo de detectar, quantificar e classificar as substancias
quimicas presentes nos grdos,'®?° mas também para desenvolver metodologias capazes de
classificar o produto com relacio a qualidade, origem geografica e autenticidade.?-%3

A cafeina é a substancia mais conhecida do café, devido a sua ac¢do estimulante no sistema
nervoso central.?* Ela também esta presente em outras bebidas, como energéticos e chas, além
de fazer parte da composicdo de medicamentos, tornando-se o0 psicoativo mais consumido no
mundo.?® Outras substancias bastante conhecidas sdo a trigonelina e acido formico (Figura
2-1) e a determinacdo dos seus teores faz-se necessaria na industria cafeeira devido a
influéncia destas sobre as propriedades organolépticas do produto final.?¢?” Segundo Campo e
colaboradores (2010), essas substancias sdo as majoritarias em cafés sollveis, apresentando

valores médios iguais a 4,2% para a cafeina; 2,4% para a trigonelina e 2,6% para o acido

formico.?®
@)
|| ,CHs
H3C N @)
N
A Iy .
O/ ITI N H OH
CH,
Cafeina Trigonelina Acido formico

Figura 2-1. Formulas estruturais de constituintes majoritarios do café soluvel®
A composicdo de aminoacidos em gréos verdes é representada majoritariamente pelos acidos
glutamico, y-amino-n-butirico e aspartico, alanina, triptofano, fenilalanina, prolina, tirosina,

valina e lisina (Figura 2-2), sendo o acido glutamico observado em maior concentracdo na
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espécie C. arabica em relagdo a C. canephora.?® Durante a torra, 0s aminoéacidos e as
proteinas, como também os &cidos clorogénicos proporcionam a formacdo de melanoidinas,
conjunto de substancias complexas de dificil separacdo e com alta massa molecular, cuja
natureza estrutural ainda nao foi totalmente elucidada. A sua formacao é proveniente de uma
reacdo denominada de reacdo de Maillard, que ocorre entre aminodcidos ou proteinas e um
carboidrato redutor. As melanoidinas sdo reportadas na literatura como contribuintes para a
cor (predominantemente marrom) e o sabor do café (que depende de fatores como o pH, a
matéria-prima e combinaces de tempo e temperatura),?® além de candidatas a componentes

fisiologicamente ativas.3%3!

(0]
(0] (0] 0 ||
| | | HO
HoN OH
HZN/\/Y\OH OH
o] NH,
NH,
Acido glutamico Acido y-amino-n-butirico Acido aspértico
i | i
HsC H
NH,
NH, NH NH,
Alanina Triptofano Fenilalanina
o) (0]
H CH; O
N OH |
OH
NH, HsC OH
- HO - - NH2
Prolina Tirosina Valina
O
N |
NH,
Lisina

Figura 2-2. Aminoécidos majoritarios em cafés verdes®

Os constituintes quimicos presentes no café torrado influenciam diretamente nas propriedades
organolépticas da bebida. Substancias como metilxantinas (cafeina e teobromina), trigonelina
e 0s acidos clorogénicos tém sido relacionadas ao sabor da bebida, embora essa influéncia ndo
tenha sido confirmada.®? Entretanto, Frank, Zehentbauer e Hofmann identificaram, isolaram e

caracterizaram 14 constituintes quimicos presentes no café torrado e que sdo importantes
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contribuintes para o sabor amargo, sendo que 0s que apresentaram maiores contribuicGes
estéo apresentados na Figura 2-3 [3-O-cafeoil-y-quinida (3a), 4-O-cafeoil-y-quinida (3b), 5-O-
cafeoil-epi-6-quinida (3c), 4-O-cafeoil-muco-y-quinida (3d), 5-O-cafeoil-muco-y-quinida (3e),
3-O-feruloil-y-quinida (3f), 4-O-feruloil-y-quinida (3g)]. Os autores relataram que com o
auxilio de reacGes de sintese foi possivel identificar a composicdo de fracbes complexas, a
exemplo da fragdo obtida pela extracdo em acetato de etila, sendo que nesta etapa foram

identificados derivados dos cidos p-cumarico, cafeico, fellrico, hidroxicinamico e quinico.®
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Figura 2-3. Constituintes quimicos atribuidos ao sabor amargo dos cafés torrados®*3*
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Frank, Zehentbauer e Hofmann ainda constataram que atribui¢es diretas dos constituintes
quimicos majoritarios, como os alcaloides (cafeina e trigonelina), compostos heterociclicos e
produtos de termdlise da trigonelina, como os principais responsaveis pelo sabor amargo do
café podem levar a resultados erréneos, pois 0s constituintes que mais proporcionaram sabor
amargo a bebida se encontravam em baixas concentracdes e foram identificados com o
acompanhamento sensorial no processo de isolamento. Reagdes de sinteses partindo de
padrdes dos precursores destes componentes foram necessarias para as caracterizacoes,
devido principalmente a impossibilidade do isolamento direto dos mesmos, por se
encontrarem em baixas concentragdes. Os compostos apresentados na Figura 2-4 [3,4-O-
dicafeoil-y-quinida (4a), 3,5-O-dicafeoil-epi-o-quinida (4b) e 4,5-O-dicafeoil-muco-y-quinida
(4c)] foram identificados como sendo responsaveis pelo sabor fortemente amargo em cafés
torrados, podendo ser detectados pelo paladar humano em concentracdes de até 4,8 mg L33
O\\ 0 HO /?
OH 0| oH

HO OH

0 HO = > 0

4a 4b
O
HO ~ OH N0 o7 ~F > o oH
HO OH
o) 0
\ 4c
CHj
CHs

Figura 2-4. Constituintes quimicos responsaveis pelo amargor intenso em cafés torrados®

Com relacdo a sua composicdo volatil, compostos como acetaldeido, 3-metilbutanal, 2,3-
butanodiona, 2,3-pentanodiona, guaiacol, 4-etilguaiacol, 4-vinilguaiacol, furaneol, 2,3,5-

trimetilpirazina e vanilina se destacam.® Além disso, os cafés torrados também apresentam
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em sua composicao pequenas quantidades de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), que é formado
no processo da torra como produto de decomposi¢do térmica de carboidratos, tornando-se um
indicador da deterioracdo da qualidade, devido a torra excessiva ou longos periodos de
armazenagem do produto.?® O 5-HMF passou a ser levado em consideracio devido a seu
potencial carcinogénico. No entanto, a quantidade presente nos alimentos € muito pequena e,
além disso, parte dele é secretado pela urina, eliminando assim uma parcela do que estava
presente no organismo humano.3®

No Brasil, perfis metabdlicos dos extratos metandlicos de cafés torrados da espécie Coffee
arabica L. foram investigados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
com analisador de quadrupolo (GC-Q/MS, do inglés Gas Chromatography coupled with
Quadrupole Mass Spectrometry) com o objetivo de identificar possiveis descritores
microrregionais. No estudo foram identificados 44 metabdlitos, dos quais 10 contribuiram
com maior precisdo para a diferenciacdo dos produtos de trés microrregides brasileiras
(Lavras/MG, Santo Antonio do Amparo/MG, e Sao Sebastido da Grama/SP). Os autores
enfatizaram que as investigacOes de descritores que correspondem a origens dos graos estdo
comumente voltadas apenas para diferenciacdo por paises ou continentes, no entanto,
mostraram que os seus perfis quimicos podem trazer padrdes distintos mesmo em regides
proximas.®’

Outro trabalho desenvolvido no Brasil identificou e quantificou os teores de café robusta
adicionados ao arabica fazendo-se uso de duas ferramentas analiticas, a espectrometria de
massas por ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier (FT-ICR MS, do
inglés Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry) e a espectroscopia de
refletdncia total atenuada com transformada de Fourier na regido do infravermelho (ATR-
FTIR, do inglés Attenuated Total Reflectance Fourier Transform InfraRed spectroscopy). Os
autores detectaram 46 substancias, as quais contribuiram para a discriminacdo das amostras
estudadas.®® Anteriormente, Garrett e colaboradores ja haviam aplicado a técnica de FT-ICR
MS para a identificacdo de 20 metabdlitos presentes no café ardbica e usaram a analise
discriminante nos dados obtidos revelando a correlagdo entre os metabolitos, cultivares de C.

arabica e as diferentes regies de cultivo das amostras analisadas.*
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Atividade Bioldgica dos Principais Constituintes do Cafe

O café possui muitas substancias bioativas.***! Constituintes como cafeina, trigonelina,
acidos clorogeénicos e diterpenos (cafestol e kahweol) possuem diversas fungdes bioldgicas,
por isso receberam uma atencdo especial em uma revisdo elaborada por Nuhu em 2014, na
qual foram abordadas 16 metodologias analiticas para caracterizacdo e quantificacdo dos
mesmos.*? Além disso, a literatura apresenta importantes contribuicdes dos metabélitos do
café para a salde humana. A cafeina estd relacionada a atividade contra a doenca de
Parkinson,*® apresenta potencial terapéutico contra a doenca de Alzheimer* e capacidade
antioxidante.*0424547 Os 4cidos clorogénicos causam reducdo nos efeitos da amnésia e sdo
capazes de auxiliar na apoptose das células de cancer de pancreas,*®> os &cidos
cafeoilquinicos apresentam atividade anti-HIV®? e os diterpenos mostraram efeito anti-
proliferativo contra leucemia.*>3

De acordo com as pesquisas desenvolvidas por Boettler e colaboradores® e Johnson e
colaboradores®, o consumo de trés ou mais xicaras de café por dia, bem como a ag&o dos seus
constituintes, tais como o0s &cidos clorogénicos e o cation N-metilpiridinio, possuem
correlacdes benéficas com a reducdo de riscos de hepatocarcinoma celular e outros tipos de
cancer.

Uma importante revisdo escrita por Cano-Marquina, Tarin e Cano em 2013 ¢ intitulada “O
impacto do café na saude (The impact of coffee on health)” sugere que ele traz mais
beneficios do que maleficios a satde. Os pesquisadores reuniram trabalhos de 22 anos, nos
quais observaram a acdo do metabolismo de carboidratos e lipidios e acompanharam o0s
efeitos da cafeina para a pressdo arterial, arritmia ou insuficiéncia cardiaca. Neste sentido,
constataram que a sua ingestdo traz um equilibrio ao colesterol total e que os antioxidantes
presentes nesta bebida reduzem a oxidacdo lipidica, bem como o café descafeinado reduz o
teor de glicose em humanos. O estudo também mostrou trabalhos que evidenciam a
associacdo do seu consumo com a reducdo na incidéncia de diabetes, doencas hepaticas e
reducio da mortalidade.*®

Neste contexto, os trabalhos desenvolvidos por Cai e colaboradores® e Kempf e
colaboradores® indicaram que o café favorece o aumento do colesterol total, embora tende a
estabelecer um equilibrio entre as lipoproteinas de baixa densidade (LDL - Low Density
Lipoproteins) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL - High Density Lipoproteins). Quanto

ao sistema cardiovascular, a cafeina é responsavel pelo aumento da pressdo arterial, embora



28

ndo influencie na frequéncia cardiaca.®® Em se tratando de prevencdo a diabetes, alguns
estudos mostram relacdes do seu consumo com a reducgédo dos riscos de diabetes tipo 2, além
disso, o consumo moderado durante todo um ciclo de vida reduz os danos hepaticos
independente dos agentes agressores, como também os riscos de desenvolver a doenca de

Alzheimer.>%92

TECNICAS ANALITICAS PARA AVALIACAO DA QUALIDADE DE CAFE

Com o avanco das técnicas de andlises quimica, dos processamentos computacionais e
algoritmos de ferramentas estatisticas, desenvolveu-se uma diversidade de metodologias
capazes de oferecer informagfes precisas, consistentes e confidveis para a investigacdo de
materiais em matrizes complexas.

Para cada técnica foram desenvolvidas muitas metodologias voltadas as analises de alimentos.
Um exemplo interessante estd relacionado a analise de sabor e refere-se ao uso da
cromatografia gasosa-olfatometria quantitativa (GC-O, do inglés Gas Chromatography-
Olfactometry) e experimentos de reconstituicdo de aroma, os quais denominam-se de analises
de diluicio de sabor.?*® Esta metodologia se configura em usar técnicas cromatogréaficas para
separar 0s constituintes quimicos presentes em diversos tipos de alimentos (cenoura, cha
verde, cha preto, café, etc.). Em seguida, as fracdes geradas (puras ou ainda contendo mistura
de substancias) sdo diluidas em &gua potavel e submetidas a um painel sensorial composto por
provadores treinados, os quais aplicam um teste do tridngulo descrito por Wieser e Belitz.®*
Ao fim, as fraces recebem notas de 0 (zero) a 3 (trés), sendo que zero corresponde a auséncia
de sabor amargo e trés significa forte amargor.®

A crescente demanda por cafés de boa qualidade e o alto valor agregado a tipos especificos
pode levar ao surgimento de produtos adulterados. Somado a isto tem-se a necessidade de
quantificar os componentes quimicos capazes de exercer funcdes bioldgicas, por isto muitos
autores acreditam que se deve buscar por técnicas cada vez mais eficientes, rapidas e robustas
com relacdo a autenticagdo e investigacio da qualidade do produto.t9:266-69

O sabor, a textura e 0o aroma do café estdo intrinsecamente relacionados a sua complexa
composi¢cdo quimica, sendo que a maioria dos compostos esta presente em concentraces
tracos, muitos deles estdo originalmente presentes no gréo e outros aparecem como resultado
de uma série de reagBes que acontecem durante o processo da torra.’®"® Esta complexidade

guimica influencia a qualidade do café e depende de diversos fatores intrinsecos e extrinsecos
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que véo do gréo até a xicara. Sendo assim, a espécie, o clima, o solo e todo 0 manuseio do
grdo definem a classificacdo no que diz respeito a qualidade do produto final.”*"®

As investigacGes da composicdo quimica dos grdos possibilitam a compreensdo dos seus
constituintes fixos e volateis, assim, nos familiarizam com o seu perfil quimico e possibilitam
o desenvolvimento de metodologias rapidas e confidveis para confirmacdo da autenticidade
deste produto. Técnicas como a Cromatografia a G&s acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) proporcionaram bons
resultados em estudos sobre constituintes em baixas concentragdes ou volateis, devido
principalmente a alta sensibilidade dos instrumentos, o que permite detectar componentes em
pequenas quantidades, a exemplo da metodologia de deteccdo e quantificacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em café torrado na faixa de 0,85 a 39,32 ng mL 2.7
As técnicas analiticas utilizadas na investigacdo de componentes volateis dos cafés sdo
diversas. A andlise direta por microssonda em linha de fotoionizacdo e espectrometria de
massas (SPI-TOFMS, do inglés Single-Photon lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry)
foi usada para verificar a formacdo de componentes volateis dentro e fora de grdos das
espécies C. arabica e C. canephora durante o processo de torra.”® A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-Q-MS) foi aplicada como método para autenticacdo
de cafés Kopi Luwak.” A microextracio em fase sélida em multiplos estagios combinada
com a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (SmMSPME-ss-GC-MS, do
inglés, simultaneous multiple Solid-Phase MicroExtraction-single shot-Gas Chromatography
Mass Spectrometry) foi usada na analise do perfil do aroma.®® A técnica de dessorcéo térmica
acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas ((TD)-GC-MS, do inglés,
Thermal Desorption-Gas Chromatography-Mass Spectrometry) foi importante para
desenvolver uma metodologia para analise multi-elementar de constituintes volateis em
amostras aquosas desta bebida.’® Em outra analise cromatografica, os autores relacionaram
componentes volateis com defeitos intrinsecos presentes nos grios.%!

Com relagéo as técnicas usadas na observacdo dos componentes fixos do café, destaca-se o
uso da espectroscopia na regido do infravermelho proximo (NIRS, do inglés Near InfraRed
Spectroscopy) na analise da mistura de arabica e robusta.®? A espectrometria de massas de alta
resolucdo com plasma indutivamente acoplado (HR-ICP-MS, do inglés High Resolution
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) foi aplicada na analise de isétopos de boro,
carbono, nitrogénio, oxigénio e estrdncio em amostras de cafés arabica provenientes de 14
paises dos continentes da Asia, Africa e América para distinguir as procedéncias geograficas.

Os autores consideraram os elementos observados como potenciais indicadores geograficos.®
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A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-UV-ESI-
MS, do inglés Liquid Chromatography UltraViolet detection coupled ElectroSpray lonization
Mass Spectrometry) foi aplicada na analise dos polifenois na pelicula prateada (epiderme) do
grdo, a qual se apresentou como uma matéria-prima de baixo custo para o preparo de
suplementos alimentares & base de acidos clorogénicos e sem cafeina.®* A condutividade
elétrica (ECM, do inglés Electrical Conductivity Method) foi usada na investigacdo de
produtos especiais e tradicionais de C. canephora.®®> Um método baseado na anélise de DNA e
técnicas de FT-ICR MS e ATR-FTIR possibilitaram a deteccdo e quantificacdo de adulteracdo
de cafés arabica com robusta.®®8® A micro espectroscopia na regido do infravermelho préximo
(microNIR, do inglés micro Near InfraRed spectroscopy) trata-se de uma técnica analitica
compacta, na qual um espectrdmetro portatil possibilita adquirir dados em tempo real e
detectar e/ou quantificar ndo conformidade, adulteracdo do café arabica com robusta ou com
impurezas como milho e cascas.®’

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido bastante utilizada na
analise da composicdo quimica dos cafés.8°" Esta técnica dispensa o preparo laborioso de
amostra e oferece, de forma répida, uma grande quantidade de informacgdes quanto a
composicdo quimica do material em andlise, fazendo dela uma poderosa ferramenta analitica
para aplicacdo em estudos que buscam obter informagdes quimicas em matrizes

complexas.?>8

ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A técnica de RMN baseia-se na aplicacdo de uma sequéncia de pulsos de radiofrequéncia em
uma faixa especifica de nucleos atdbmicos (geralmente hidrogénio-1 ou carbono-13)
submetidos a um campo magnetico estavel, a fim de promover spins nucleares a niveis de
maior energia, e posteriormente captar a resposta proveniente do nucleo observado em funcéo
do seu tempo de relaxacdo, processo que pode acontecer de duas formas, por Ti1 (que
corresponde a relaxacédo longitudinal do spin com magnetizacao paralela ao campo magnético
externo) e por T2 (que corresponde ao tempo de relaxagdo transversal da magnetizagao).
Neste processo é gerado o FID (Decaimento Livre de Indugdo, do inglés Free-Induction
Decay) que ao passar por uma transformada de Fourier (TF) gera um espectro no dominio da

frequéncia, mostrando os sinais caracteristicos de cada ambiente nuclear.58:96:%
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Em uma Unica analise, a RMN de H é capaz de fornecer varias informacdes referentes a
amostra, como a quantidade de hidrogénios em cada sinal do espectro,’®® mapeamento da

101

vizinhanca de cada hidrogénio analisado*** e quantificacdo de componentes em mistura

complexa.1%?

A RMN possibilita ainda a obtencdo de experimentos bidimensionais, tais como COSY
(homonuclear Correlation SpectroscopY)), HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence), além de experimentos n-
dimensionais, que sdo muito utilizados na identificacdo de substancias com elevado peso
molecular, desta forma oferecem mais clareza e confianca a trabalhos de elucidacéo
estrutural 102103

Existem metodologias em RMN nas quais a amostra € analisada na propria embalagem, como
¢ 0 caso da RMN no dominio do tempo (RMN-DT), que é aplicada principalmente na ciéncia
de alimentos para analise de agua e teores de gorduras. Em um estudo recente, Santos,
Pereira-Filho e Colnago aplicaram esta técnica como método rapido para avaliacdo de
adulteracdo em leites industrializados com soro, leite sintético, urina sintética, ureia e
peroxido de hidrogénio.'® Adicionalmente, uma metodologia baseada no descritor 16-O-
metilcafestol (16-OMC, um composto marcador reconhecido para grdos robusta) usou a RMN
de 'H (60 MHz) possibilitando a deteccdo e determinacdo de teores de misturas de cafés
arabica e robusta em 81 amostras, por meio de uma simples extracdo com cloroformio.1%
Além disso, essas técnicas sdo ndo destrutivas, repetitivas e apresentam alta economia no uso
de solventes organicos e menores custos de capital e manutencdo quando comparadas aos
magnetos supercondutores,%-90:106

Estruturas moleculares grandes como as de proteinas podem ser elucidadas por técnicas n-
dimensionais, gracas aos desenvolvimentos de estudos voltados para a elaboracdo de scripts
de processamentos de FIDs com velocidades superiores a atual TF, que melhoram a resolucao
de correlagdes entre dimensdes nos experimentos multidimensionais em RMN, 107109

A evolucdo da RMN tem contribuido para a determinacdo estrutural de substancias
complexas, como as estruturas supramoleculares, as quais se configuram conjuntos virais,
proteinas de membranas, etc. A compreensdo estrutural de moléculas complexas e de alto
peso molecular se faz necessaria e importante, principalmente por suas atividades bioldgicas,
atuacdo como maquinas moleculares, localizadores de celulas, transporte molecular, etc.
Estudos voltados para estes assuntos tém alcancado resultados com a aplicacdo da técnica de

RMN no estado sélido.10
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Espectroscopia de RMN na andlise de cafes

Muitos metodos foram utilizados em andlises de cafés verdes e torrados, sendo que 0s
resultados mais completos com relacdo a quantificacdo, autenticidade e origem geografica
foram alcancados principalmente com o uso da espectroscopia de RMN de 'H,% embora
estudos usando a espectroscopia nas regides do infravermelho préximo (NIR) e médio (ATR-
mIR) também alcancaram resultados semelhantes.!

Um trabalho de revisdo publicado em 2013 abordou os resultados da aplicacdo de varias
técnicas da RMN em trés matrizes complexas: cigarro, chd e café. Neste trabalho foram
discutidas as vantagens da RMN com relagdo a outros métodos, como CG-EM, CLAE e FT-
IR. Os autores constataram que uma das mais importantes aplicacbes da RMN esta
relacionada aos estudos da composicdo de misturas complexas, principalmente no que se
refere a obtencdo do perfil quimico, enquanto que as outras técnicas sao mais eficientes na
deteccdo e quantificacdo de componentes quimicos devido & maior sensibilidade.®

O estudo desenvolvido por Campo e colaboradores mostrou a quantificacdo de constituintes
multi-elementos majoritarios do café solivel. Os dados de limites de deteccdo obtidos pela
técnica de RMN de 'H de quatro importantes substancias estdo apresentados na Tabela 2-6.
Segundo os autores, a espectroscopia de RMN vem sendo aplicada ha quase quatro décadas
no estudo desta composicdo complexa, contudo os novos estudos aliados a evolucdo da

técnica proporcionam novos resultados e novas possibilidades.?

Tabela 2-6. Limites de detec¢do simultanea de metabolitos no café soltvel por RMN de *H?

Analito Limite de Deteccédo (mg g?)
Cafeina 1,33
Acido Formico 0,45
Trigonelina 0,58
5-HMF 0,30

Um estudo desenvolvido por Arana e colaboradores comparou o desempenho da RMN de *H
com o da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de razao isotopica (GC-
IRMS, do inglés Gas Chromatography Isotope Ratio Mass Spectrometry) para discriminar
cafés colombianos em relacdo aos produzidos em outros paises. Os resultados revelaram que a
RMN de 'H foi mais vantajosa na discriminagdo dos colombianos, brasileiros e peruanos,
devido ao seu poder de extrair mais informacdes das amostras.'*> N&o obstante, Medina e

colaboradores mostraram que a técnica de ATR-mIR proporcionou resultados semelhantes
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aos obtidos com a RMN de *H para a discriminacéo de cafés de diferentes origens geograficas
quando analisados por métodos quimiométricos.!?

A RMN de 'H e o experimento de RMN bidimensional TOCSY (*H,'H-TOtal Correlation
SpectroscopY) auxiliaram na identificacdo da substancia responsavel pela discriminacgéo entre
cafés instantneos de diferentes fabricantes e também do mesmo fabricante. Os autores
atribuiram ao 5-HMF a capacidade de discriminar essas amostras.*®

Apesar da existéncia de diversos experimentos em RMN, alguns deles ainda sdo pouco
explorados em trabalhos voltados a analise de alimentos, como por exemplo, a técnica de
RMN de alta resolugdo com giro no angulo mégico (HR-MAS, do inglés High Resolution
Magic Angle Spinning), que permite a analise de material heterogéneo e proporciona
espectros de alta resolucdo a partir da analise direta deste, proporcionando, desta forma, um
experimento com o minimo de pré-tratamento da amostra.!** Um estudo usando a RMN HR-
MAS permitiu observar as mudancas no conteddo de acgucares, aminoacidos, acidos
clorogénicos, cafeina, trigonelina e outros componentes dos cafés ardbica e robusta em 12
temperaturas de torra (entre 30 e 215 °C).1° O resultado possibilitou um maior entendimento
a respeito da reacdo de Maillard, permitindo dividi-la em trés etapas: na primeira delas, a
elevagédo da temperatura faz com que a glicosilamina sofra um rearranjo das ligagdes duplas
formando um produto de Amadori.l?61® No passo seguinte, os produtos formados
decompdem-se e ddo origem as diversas espécies heterociclicas. O terceiro estagio é
caracterizado pela formacdo das melanoidinas, compostos com estruturas complexas de alto
peso molecular e que proporcionam a tonalidade marrom ao café torrado.!*®

Os pesquisadores Kreppenhofer, Frank e Hofmann investigaram a influéncia de produtos
provenientes de reacfes binarias entre di e tri-hidroxibenzenos e derivados reativos de furano
(furfurilalcool, furan-2-aldeido e 5-HMF) identificados no café torrado e responsaveis pelo
sabor amargo, segundo os autores. Os produtos destas reacdes foram identificados por RMN
uni e bidimensionais e quantificados por CLAE-EM/EM. O estudo constatou ainda que as
concentracdes capazes de serem detectadas pelo paladar humano dependem das estruturas
quimicas, com variagdo entre 16 e 900 pmol L para a adstringéncia e entre 100 a 1800 pumol
L para o sabor amargo.**°

Wei e colaboradores realizaram trés trabalhos utilizando a técnica de RMN como ferramenta
para analise de cafés. Em 2010, identificaram 16 metabolitos presentes nos gréos verdes por
RMN de 'H, $3C, COSY e HSQC, e quantificaram os mesmos por RMN de **C, sem qualquer
processo de separacdo, preservando assim as informagdes quantitativas dos constituintes na

mistura original 1% Em 2012, usaram dados da RMN de 3C para distinguir amostras de cafés
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verdes por espécie e origem geografica com auxilio de analise multivariada. Com isso,
observaram dezenas de metabolitos descritores, entre eles a sacarose, cafeina, acidos
clorogénicos, colina, aminoacidos, acidos organicos e trigonelina. Segundo os autores, 0
espectro de *C possui menor nimero de sinais complexos (sobrepostos) com relagdo aos
espectros de H, além disso, o complexo formado entre a cafeina-clorogenato influencia no
deslocamento quimico dos hidrogénios destes metabdlitos. Os resultados demonstraram que a
RMN de *C é uma ferramenta (til na discriminacéo de espécies e origens de extratos de cafés
verdes.’?® Em 2014, os autores exploraram ainda mais a técnica de RMN enfatizando que a
grande capacidade de analise multi-elementar e o minimo de tratamento da amostra
proporcionam investigacfes quimicas que vdo além da discriminacdo de grdos verdes,
torrados e moidos, de distintas espécies ou procedéncias geograficas. O estudo mostrou que €
possivel aplicar a espectroscopia de RMN como uma "lingua magnética" na caracterizagédo e
previsdo do sabor dos alimentos. O objetivo dos pesquisadores foi desenvolver um novo
método para prever o sabor da bebida pelo estudo metabolémico dos dados de RMN. O
modelo estatistico estabelecido correlacionou a composicdo metabdlica com as caracteristicas
sensoriais de quatro extratos de café, prevendo com sucesso os sabores de cada um.'?!

O poder de obtencio de dados quimicos da RMN de *H também permitiu avaliar o teor de
café arabica torrado e moido em mistura com robusta em um trabalho desenvolvido por
Cagliani e colaboradores.®

Outro importante estudo que mostra o poder de analise de substancias complexas por RMN
foi desenvolvido por Ciaramelli e colaboradores. A juncdo das técnicas uni e bidimensionais
com a microscopia de forga atdbmica e ensaios bioquimicos e celulares in vitro possibilitou
verificar atividade significativa contra danos neurais, que foi atribuida aos A&cidos
cafeoilquinicos e as melanoidinas. Os resultados apontaram ainda que as atividades dos
extratos de cafés verdes e torrados foram maiores com relacdo aos componentes isolados, o
que indica agdo de outros metabolitos minoritarios.?

No Brasil, um importante estudo foi desenvolvido por Tavares e Ferreira. Os pesquisadores
identificaram 0s constituintes majoritarios dos cafés comerciais (cafeina, trigonelina, N-
metilpiridina, catecol, acido férmico e os acidos quinico, cafeico, fertlico e clorogénicos)
fazendo uso das técnicas de RMN de *H, *C, COSY, HSQC e HMBC. Os teores de cafeina
em cafés de estabelecimentos comerciais foram medidos e variaram de 0,49 a 1,33 mg mL™.
Os resultados expressaram de forma clara a praticidade das analises por RMN.%’

Outro estudo brasileiro com a aplicacdo de técnicas de RMN em matrizes de cafés torrados

usou a RMN de H para a autentica-los por “impressio digital” de procedéncia geografica. O
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estudo visou fornecer um método simples e eficaz para distinguir os produtos de acordo as
regibes de origem, ao passo que contribui com a protecdo do mercado e agrega valor aos
produtos. Os resultados se mostraram promissores e possibilitaram a distincdo de cafés de
regides geograficas proximas, como os provenientes dos estados de Sdo Paulo e sul de Minas
Gerais.?

Um estudo realizado com as cascas dos cafés sugeriu que elas possam ser potenciais fontes de
lignina. A pesquisa desenvolvida por De Carvalho Oliveira e colaboradores caracterizou estas
cascas por RMN e revelou que o seu contetdo é composto por 92% de lignina, tornando

possivel o uso deste residuo como matéria prima para biorrefinarias.?

QUIMIOMETRIA

Os instrumentos analiticos modernos oferecem diversas informacBes quimicas em uma
andlise, tornando as investigacdes cientificas muito mais completas em relacdo aos métodos
instrumentais classicos. Entretanto, a manipulacdo de uma grande quantidade de dados torna-
se inviavel, e em RMN, por exemplo, ao obter espectros de um grande nimero de amostras, o
espectroscopista se depara com milhares de variaveis a serem interpretadas, a fim de extrair as
informacBes mais importantes do conjunto de dados. A analise manual torna-se impraticavel e
0 usuario deve recorrer aos métodos estatisticos suficientemente capazes de observar cada
variavel e fazer a comparacdo entre todas elas. Neste sentido, estudos vém sendo
desenvolvidos desde a década de 1970, época na qual o quimico organico Svante Wold usou
pela primeira vez o termo Quimiometria.'?*

A quimiometria € uma area multidisciplinar que une conhecimentos da quimica, matematica e
estatistica, dispondo de diversas metodologias para analise dos dados, sendo que as mais
comuns sdo: Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) para andlise exploratéria dos dados; Regressdo pelo Método dos Quadrados
Minimos Parciais (PLS, do inglés Partial Least Square) para calibracdo multivariada e o
método SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy) para a classificacdo de
amostras desconhecidas. Estas analises multivariadas sdo aplicadas conforme o objetivo de
cada estudo.'?*

Os métodos quimiométricos sdo aplicados em matrizes de dados provenientes de diversas
analises instrumentais. A combinacdo com a RMN tem gerado muitos trabalhos cientificos,

como a utilizacdo da RMN no dominio do tempo na determinagéo de parametros de qualidade
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para molhos de mostardal?® e para carne bovinal®, identificacio de &cido isetibnico e
pequenos metabdlitos de Fragilariopsis cylindrus por RMN de H'% e o perfil de biofluidos
revelando desregulacdo metabdlica em pessoas infectadas pelo virus do HIV e aqueles em
terapia antirretroviral.*?’

Outros trabalhos mostraram a quimiometria sendo aplicada aos dados de RMN para a
discriminacdo de plantas geneticamente idénticas,'?®1%° na previsdo de corrosividade de 6leos

brutos nas unidades de destilacdo das refinarias de petroleo'®

128

, ha discriminacdo de vinhos
provenientes de cultivares geneticamente semelhantes,*® na classificacdo de origem botanica
de méis®®13! e na classificacdo das cultivares de Humulus lupulus L. (hop) comerciais com

dados de RMN bidimensionais.®?

Quimiometria na andlise de cafés

Em observacdo a importancia comercial dos cafés, quanto as diferentes espécies, modo de
cultivo e torra, categorias de classificacdo (tradicional, superior ou gourmet), controle de
qualidade, denominacdo de origem geografica, entre outros, a aplicacdo de técnicas
qguimiomeétricas para fins de diferencia-los com base em seu perfil quimico tem gerado
resultados satisfatorios por pesquisadores de varias partes do mundo.

Na analise quimica de cafés, os métodos quimiométricos sdo aplicados em dados de
metodologias analiticas, tais como a FT-ICR MS® CLAE-UV,* micro-espectroscopia
Raman,** GC-IRMS e CG-MS,*? espectroscopia fotoacUstica por infravermelho®®® e
RMN. 112122136137 Estes trabalhos mostram a eficacia destas técnicas e suas capacidades em
discriminar cafés, tanto pela regido de producdo, quanto pelas espécies cultivadas. Sendo
assim, 0s métodos espectroscépicos aliados a quimiometria sdo indispensaveis em estudos
gue buscam diferencia-los com base nos seus perfis quimicos.

O tratamento quimiométrico de dados espectrais de infravermelho foi relatado em trés
trabalhos. Ribeiro e colaboradores verificaram que o método PLS apresentou relevantes
correlagdes entre a composicdo e atributos da qualidade da bebida como corpo, amargor,
acidez, limpeza e sabor.” Craig, Franca e Oliveira mostraram a capacidade dessas técnicas
em discriminar grdos defeituosos de cafés arabica verdes e moidos. Apesar do sucesso na
discriminacdo de dados sobre defeitos dos graos, a técnica ndo foi capaz de ser aplicada aos
graos inteiros.’® No entanto, em 2018 Caporaso e colaboradores publicaram um artigo

mostrando o desenvolvimento de uma metodologia capaz de analisar graos inteiros de cafés
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por infravermelho. Os autores apresentaram pela primeira vez uma analise da umidade do
grdo verde e teor de lipidios baseada em imagem hiperespectral. A técnica combina a natureza
ndo destrutiva da espectroscopia na regido do infravermelho proximo com a analise de
imagens, possibilitando a analise simultdnea dos grdos inteiros, obtendo medidas de suas
caracteristicas fisicas e composic¢éo quimica. O estudo demonstrou a distribuicdo da umidade
e lipidios dentro dos grdos individuais, 0 que pode permitir a deteccdo de sementes
defeituosas na populagio amostral.t%

Desde 0 ano de 1999, a RMN de 'H ja era usada na analise de cafés expresso. Bosco e
colaboradores testaram a potencialidade da técnica como uma ferramenta de analise para a
investigacdo da bebida, e os resultados sugeriram a possibilidade do desenvolvimento de
pesquisas voltadas para a aplicagdo da analise multivariada aos dados de RMN de *H de alta
resolucdo na discriminacdo entre espécies, variados processos de torra dos grdos e origem
geogréafica. 140

Em 2002, Charlton e colaboradores aplicaram os métodos quimiométricos aos dados de RMN
de 98 cafés instantaneos e conseguiram atribuir corretamente 99% das amostras aos seus
fabricantes. Além do perfil quimico global, os autores identificaram o 5-HMF como sendo 0
marcador primario da discriminagdo das amostras.!'® Essa substancia é reconhecida como um
indicador de deterioracdo da qualidade por aquecimento excessivo ou longo tempo de
armazenamento, e pode ser facilmente quantificada por RMN de 'H pela metodologia
desenvolvida por Campo e colaboradores.?

A quimiometria aplicada aos dados de RMN de H possibilitou a discriminagdo entre cafés
arébica e robusta. O trabalho desenvolvido por Monakhova e colaboradores mostrou que a
RMN aliada a quimiometria pode garantir a autenticidade de cafés 100% arabica e fornecer,
além do seu perfil quimico, informag6es quantitativas e estruturais dos constituintes fixos a
partir de dados espectrais obtidos de forma rapida e reprodutivel. Na pesquisa realizada por
eles, o conteudo quimico das amostras foi extraido com cloroférmio deuterado. Apos a
obtengdo dos espectros, a observagdo visual ja permitia a distincdo imediata entre um café
100% ardbica e uma amostra que apresentava uma mistura com robusta, devido
principalmente a visualizacdo do sinal do grupo éter do 16-O-metilcafestol esterificado. Uma
observacdo importante deste trabalho revela que, apesar da possibilidade de distincdo de
ambas as espécies por meio da observacdo univariada dos espectros de extratos lipofilicos, a
analise multivariada revela sinais descritores em outras regides no espectro de *H, desta forma
a abordagem quimiométrica acrescenta mais seguranca as analises de maneira a evitar

decisdes errdneas com relacio a autenticidade do produto.*’
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No Brasil, trabalhos usando RMN e quimiometria possibilitaram o desenvolvimento de uma
metodologia rapida e eficaz para determinacdo e quantificacdo de adulterantes diversos como
milho, casca de café, cevada e soja em produtos comerciais. O tratamento quimiométrico dos
dados de RMN de *H permitiu discriminar todos os produtos adulterados em uma populag&o
de 31 amostras, se mostrando uma eficiente metodologia antifraude de produtos
alimenticios.!#

Villalon-Lopez e colaboradores aplicaram os métodos quimiométricos aos dados de RMN de
'H para diferenciar cafés torrados e moidos dos soltveis (instantaneos) e verificaram que os
soluveis apresentaram maiores quantidades de 5-HMF e carboidratos e menores teores de
trigonelina, cation N-metilpiridinio, cafeina, acidos cafeoilquinicos e 2-furilmetanol,
caracteristicas que permitiram diferenciar os dois tipos de café.'4?

De forma geral, € possivel observar que os trabalhos apresentados nesta revisdo mostram a
aplicabilidade de vérias técnicas que sdo empregadas na andlise quimica dos cafés, mas
também tornam evidente que a RMN aliada a quimiometria tem gerado resultados
surpreendentes nestes estudos, podendo discrimina-los por varios parametros como origem,
espécies, torra, etc.

A Tabela 2-7 mostra um resumo dos principais artigos apresentados neste trabalho, sendo
possivel observar inimeros componentes quimicos do café, os quais proporcionam a este
produto propriedades organolépticas especificas, de marcador geografico e de espécies, além

de diversos beneficios a saude humana.

CONSIDERACOES FINAIS

A busca por metodologias de anélise quimica dos cafés é cada vez maior, principalmente pelo
fato do seu consumo estar aumentando a cada ano e investimentos estarem sendo aplicados
para fornecer produtos de altissima qualidade.

Os inimeros estudos voltados para a identificacdo dos constituintes principais do café e a
compreensdo das melanoidinas tém gerado resultados de impactos positivos a saide humana.
Pode-se destacar os efeitos neuroprotetores e a prevencdo de morte celular por estresse
oxidativo dos &cidos cafeoilquinicos, melanoidinas e da bebida do café (tanto dos graos
verdes como torrados).

A aplicagdo das técnicas analiticas juntamente com 0s meétodos quimiométricos tem se

mostrado indispensaveis na descoberta de descritores, tanto com relacdo a qualidade quanto a
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origem do produto. Quanto aos descritores de origem, estes sdo capazes de discriminar cafés
tanto de procedéncias muito distintas quanto de procedéncias relativamente préximas. Além
disso, a espectroscopia de RMN tem se mostrado muito eficiente nas mais diversas analises
que tiveram o café como objeto de pesquisa, por isso essa técnica € atualmente considerada

uma das mais eficazes para a compreensdo de misturas complexas.



Tabela 2-7. Trabalhos publicados que abordam a investigagéo quimica do café
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Técnicas utilizadas

Métodos
estatisticos

Composicao quimica relatada/identificada no café

Descricao

Referéncia

RMN de *H
NOESY 1D
COSY
TOCSY

trigonelina

acido latico

acido citrico

acido quinico

acido acético

acido férmico

acido cafeico

acido feldrico

acidos clorogénicos
cafeina

ésteres de fS-sitosterol
cation N-metilpiridinio

O trabalho descreveu o estudo de
propriedades  organoléticas de  trés
variedades de café em dois sistemas de
extracdo, aquoso e em cloroférmio

BOSCO et al., 1999

Fracionamento
sensorial guiado por
LC-MS/MS

RMN 1D e 2D
RP-HPLC

4-O-cafeoil-muco-y-quinida
5-O-cafeoil-muco-y-quinida
3-O-cafeoil-y-quinida
5-O-cafeoil-epi-3-quinida
4-O-cafeoil-y-quinida
5-O-feruloil-muco-y-quinida
4-O-feruloil-muco-y-quinida
5-O-feruloil-epi-6-quinida
4-O-feruloil-y-quinida -
3,4-O-dicafeoil-quinida
3,5-O-dicafeoil-quinida
4,5-O-dicafeoil-quinida
3,5-O-dicafeoil-epi-3-quinida
4,5-O-dicafeoil-muco-quinida
3,4-O-dicafeoil-y-quinida
5-O-cafeoil-epi-3-quinida
3,5-0O-di-cafeoil-epi-6-quinida

Uma bebida de café torrado foi
selecionada para investigar seus principais
compostos de sabor

FRANK
ZEHENTBAUER
HOFMANN, 2006

Cromatografia em
Colunas Sephadex

arabinose
galactose

Os autores caracterizaram fracGes de
melanoidinas afim de fornecer

GNIECHWITZ et
2008

al.,
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LH-20 e
Octilsefarose;
GC-FID; HPLC
com detecgéo de
fluorescéncia;
RMN 2D (HSQC)

acido glutdmico

glicina

fragmentos das melanoidinas (fendlicos condensados,
anéis aromaticos, olefinas)

informacdes adicionais sobre a natureza
dos elementos estruturais ainda néo
identificados dos seus complexos

acidos clorogénicos

acrilamida A abordagem de RMN HR-MAS foi
acucares usada para avaliar a evolugdo da
aminoacidos concentracdo de moléculas significativas
BHMENZSR'MAS de cafeina - durante o processo de torrefagdo, CIAMPA etal., 2010
melanoidinas especialmente referente ao seu papel na
cation N-metilpiridinio reacdo de Maillard, em cafés arabica e
pirazinas robusta
trigonelina
3-ACQ
4-ACQ
5-ACQ
acido acético
acido citrico
RMN de H acido L-glutamico Os autores relataram pela primeira vez a
RMN de 2C acido malico identificacdlo e  quantificacdo  de
DQF-COSY aC|d9 quinico B compos’tos organicos em extrato de graos \u el ot al.. 2010
HSQC caf_elna de café \_/erde sem quglqugr_ separagao,
HMBC colina com auxilio da RMN uni e bidimensional
AGAB
L-alanina
L-asparagina
mio-inositol
sacarose
trigonelina
RP-HPLC/DAD 2-_(p|s-(2,_3,4-t(|h|drOX|fen|I)met|I)-5-(2,3,4- O§ autores _t[a_taram termicamente KREPPENHOFER
LC-MS/MS tr|h|_drOX|ben_2|_I)-furgno_ _ N _ _ i misturas blnarlas_ de _ di/tri- ERANK HOEMANN
RMN 1D e 2D 2-(bis-(2,4-dihidroxifenil)metil)-5-(2,4-dihidroxibenzil)- hidroxibenzenos e derivados reativos de 2011 ’

furano

furano identificados no café, sendo eles
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3-((2-furilmetil)-sufanil)-benzeno-1,2,4-triol
3-(furan-2-ilmetil)-6-metilbenzeno-1,2-diol
3-metilbenzeno-1,2-diol (3-metilcatecol)
4-(furan-2-ilmetil)-5-metilbenzeno-1,2-diol
4-(furan-2-ilmetil)benzeno-1,2,3-triol
4-(furan-2-ilmetil)benzeno-1,2-diol
3-((2-furilmetil)sulfanil)benzeno-1,2-diol
4-(furan-2-ilmetil)benzeno-1,3-diol
4,4’~(furan-2-ilmetanodiil)dibenzeno-1,3-diol
4,4’ -(furan-2-ilmethanediil)dibenzeno-1,2,3-triol
4-metilbenzeno-1,2-diol (4-metilcatecol)
5-(furan-2-ilmetil)-benzeno-1,2,4-triol
pirogalol

hidroxi-hidrogquinona

catecol

resorcinol

furfurilalcool, o furan-2-aldeido e o 5-
HMF

RMN de *H

3-ACQ

4-ACQ

5-ACQ

acido acético
acido L-glutamico

O estudo objetivou aplicar a RMN de *C
com informacBes  detalhadas  de

RMN de 2°C cgfel’na atribuicéo, juntamen_te_com_ modelo§ ECA
DQF-COSY C|tr_at0 PCA e _OPLS—DA, para distinguir as especies e o) et al., 2012
HSQC colina OPLS-DA origens de gréos de_ cgf_e _verde e
CT-HMBC AGAB_ |o_Ient|f|car metabolitos _S|gn|f|cat|vamen'Fe
L-alanina diferentes entre espécies e procedéncia
L-asparagina geografica
malato
sacarose
trigonelina
2-furilmetanol .
. - Os autores avaliaram o teor e a
acido acético ic%o d & ‘bica torrados e
RMN de H acidos clorogénicos OPLS composicao de cales arabl CAGLIANI et al., 2013

acido quinico
cafeina

moidos e teor destes em misturas com
robusta




formiato
cation N-metilpiridinio
trigonelina

4-ACQ
5-ACQ
acido cafeico
acido citrico
acido glucurénico
acido glutarinico
acido L-aspartico
acido L-glutdmico
acido maleico
acido mucico
acido nicotinico
acido oxalico
acido quinico
acido trionbnico
GC-Q/MS benzotiazol
cafeina
D-glicose
D-sorbitol
frutose
galactinol
L-asparagina
L-lisina
L-prolina
serina
mio-inositol
putrescina
serotonina
trans-aconitato
trigonelina

O trabalho demonstrou o potencial do uso
de perfis de metabdlitos de sementes de
PCA café com auxilio da analise multivariada e
PLS-DA identificou amostras de café de acordo
com suas origens botanicas e geograficas

no Brasil

TAVEIRA et al., 2014

2-furilmetanol PCA Os autores desenvolveram um método

RMN H 5-HMF para prever os sabores de quatro tipos de WElI et al., 2014
- - OPLS ~ .
acido acetico grdos de café torrado  usando




3-ACQ

4-ACQ

5-ACQ

acido nicotinico

acido quinico

acido cis-quinico

cafeina

citrato

colina

formiato

lactato

lipidos

malato

mio-inositol

cation N-metilpiridinio
trigonelina
a-(1-3)-L-arabinofuranose
a-(1-5)-L-arabinofuranose
B-(1-3)-D-galactopiranose
S-(1-4)-D-manopiranose
S-(1-6)-D-galactopiranose
y-butirolactona

y-quinida

metaboldmica baseada em RMN

RP-HPLC
HPLC
UV-Vis
GC-EI/MS

1-AFQ
1-feruloilquinida
3,4-diIACQ
3,5-diIACQ
3-AcoQ

3-ACQ

3-ACQ

3-AFQ
3-feruloilquinida
4-AcoQ

4-ACQ
4-cafeoilquinida

ANOVA

Os autores avaliaram as diferentes formas
de compostos fendlicos presentes nas
melanoidinas, para observar a sua
abundancia nesta classe de substancia.
Eles estudaram também a influéncia dos
niveis de acido clorogénico do café verde
com relagdo a quantidade de compostos
fendlicos incorporados nas
melanoidinas!*

COELHO et al., 2014
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4-AFQ
4-feruloilquinida
5-AcoQ

5-ACQ

5-AFQ
arabinose
cafeina

frutose

galactose
dimetilamino-desoxi-aldoexose
proteina
sacarose

O trabalho relatou um método analitico

RMN de H baseado na espectroscopia de RMN que
RMN de C ester do 16-O-metilcafestol pode ser usado como uma alternativa as
TOCSY normas do padrdo alemdo Do Institut fur
ester do cafestol - . SCHIEVANO et al., 2014
HMQC ester do kahweol Normung (DIN) e que pode garantir a
HMBC autenticidade de cafés 100% arabica,
NOESY detectando possiveis fraudes comerciais
de uma maneira rapida e confiavel
acido acético
acido clorogénico
acido quinico
RMN de H ngg?sagraxos Os autores relataram a caracterizacdo
NOESY asparagina metabolica de graos de café verde de alta
CPMG ca?eine? PCA qualidade ou especialidade de C. arabica
HMBC citrato OPLS-DA de diferentes areas de producdo. Eles KWON etal., 2015
HSQC colina também identificaram e quantificaram os
TOCSY fosfocolina metabolitos, utilizando dados de RMN de
STOCSY AGAB 'H aliada a analise estatistica multivariada
malato
sacarose
trigonelina
RMN de 'H acidos clorogénicos PCA O trabalho descreveu pela primeira vez a DE MOURA RIBEIRO et
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acido formico

acidos graxos
aminoacidos

cafeina

lipidios

cation N-metilpiridinio
trigonelina

utilizagdo da RMN de 'H para
identificacdo e  quantificacdo  dos
principais adulterantes em cafés torrados e
moidos

al., 2017

O estudo distinguiu misturas de cafés
arabica e robusta pela espectroscopia de

RMN de H 16-O-metilcafestol - - . DEFERNEZ et al., 2017
RMN de baixo campo e caracterizou
quantitativamente as misturas

acidos clorogénicos

acidos alifaticos

aldeidos Os autores avaliaram o desempenho das
RMN *H cafeina PCA espectroscopias de RMN de !H, de
IV-Médio cetonas PLS infravermelho préximo e de MEDINA - etal., 2017
IV-Préximo compostos aromaticos OPLS-DA infravermelho médio aplicadas a detecgdo

ésteres vinilicos de fraudes em café colombiano

lactonas

lipidios

acido acético Os autores analisaram cafés verdes e

alanina torrados de seis variedades com diferentes

cafeina origens  geogréficas. Eles também

ACGs avaliaram as interacGes dos principais
RMN de H citr_ato comp_oner,\tg polifendlico, éci@oA 5-O-
RMN de 2C colln_a . cafeoilquinico (5-ACQ),_ com oligbmeros CIARAMELLI et al,
TOCSY formiato ABI-42’e testaram a eficécia de extratos 2018

lactato de café verde e torrado, 5-ACQ e

malato melanoidinas em neutralizar a

melanoidinas citotoxicidade induzida por agentes pro-

sacarose oxidantes (peroxido de hidrogénio e

trigonelina rotenona)

acido acético O trabalho desenvolveu uma impressdo
RMN de H acido formico PCA digital para cafés torrados brasileiros, de TOCI et al., 2018

acido latico

acordo com procedéncias regionais,
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acido quinico utilizando a técnica de RMN de 'H, aliada
cafeina a estatistica multivariada

ACQs

cation N-metilpiridinio

trigonelina

acido acético
acido formico

UV-vis acido levulinico
FT-IR furfural Os autores caracterizaram a lignina obtida
RMN de 'H 5-HME ANOVA a partir de casca de café, oferecendo DE CARVALHO
RMN de *C lignina recurso significativo para o seu uso como OLIVEIRA et al., 2018
HSQC p-hidroxibenzaldeido matéria-prima para biorrefinarias
HPLC siringaldeido

vanilina

ACQ - &cido cafeoilquinico; AFQ — acido feruloilquinico; ACoQ - acido p-coumaroilquinico; ACG - acido clorogénico; 5-HMF — 5-hidroximetilfurfural; AGAB -

acido gama-aminobutirico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi analisar a composi¢éo quimica de cafés
produzidos na regidao da Chapada Diamantina/BA e fazer a sua correlagcdo com 0s
demais cafés comerciais, utilizando-se as técnicas de RMN e quimiometria como

ferramentas analiticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Identificar os compostos presentes no café por RMN;

- Discriminar o café da regido da Chapada Diamantina/Bahia dos demais
cafés comerciais aplicando os métodos quimiométricos aos espectros de RMN de
1H-

- Identificar os compostos responsaveis por esta discriminacao.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram obtidas no periodo compreendido entre junho de 2017 a
novembro de 2018. As diferentes marcas de café foram adquiridas (de forma
aleatdria) no comércio de Salvador/BA durante 75% do periodo de execucdo do
projeto. Além disto, o Instituto Baiano de Metrologia e Qualidade (Ibametro), a
Cooperativa de Produtores Organicos e Biodindmicos da Chapada Diamantina
(Cooperbio) e a Cooperativa de Cafés Especiais e Agropecuaria de Piatad (Coopiata)
disponibilizaram amostras. As amostras de cafés provenientes da cidade de Bogota,
Colémbia, foram adquiridas comercialmente. Com isso, foi adquirido um total de 37
amostras de cafés comerciais torrados e moidos de trés diferentes classes de
qualidade, Tradicional, Superior e Gourmet descritas nas embalagens (Tabela 4-1).

Para o preparo das amostras foram pesadas 10,000 g de cada café torrado. O
preparo da bebida foi realizado em uma cafeteira para café expresso (modelo
PrimaLatte da Oster), com pressdo constante (15 bar). Foi usado o padrédo da
cafeteira de uma xicara (35,0 mL) para a extracdo do contetudo de café sollvel em
agua destilada. ApGs esse preparo, uma aliquota de 600 uL foi transferida para um
tubo de RMN de 500 MHz, e para manter o campo magnético uniforme e estavel
foram adicionados 50 pL de agua deuterada com o padréo interno para referéncia de

deslocamento quimico TMSP-d4 (2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropionato de sodio).



Tabela 4-1 - Descricdo das amostras de cafés analisadas
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Estado/regido Espécie Marca® Classe de qualidade®
Bogota, Coldbmbia Arabica A Gourmet
Bogota, Coldmbia Arabica A Gourmet
Bogota, Coldmbia Arabica A Gourmet
Bogota, Coldbmbia Arabica A Gourmet

Sudeste (Cerrado, Minas Gerais) Arabica B Superior
Sudeste (Sul, Minas Gerais) Arabica B Superior
Sudeste (Mogiana, Sao Paulo) Arabica B Superior
Sudeste (Mogiana, Sao Paulo) Arabica C Superior
Sudeste (Sul, Minas Gerais) Arabica C Superior

Sudeste Robusta D Tradicional

Sudeste Robusta C Tradicional

Nordeste Robusta E Tradicional

Nordeste Robusta F Tradicional

Nordeste Robusta B Tradicional

Sudeste Robusta G Tradicional

Nordeste Robusta H Tradicional

Sudeste Robusta I Tradicional

Nordeste Robusta J Tradicional

Bahia Arabica K Tradicional

Bahia Robusta L Tradicional

Bahia Robusta M Tradicional

Bahia Robusta N Tradicional

Bahia Arabica e Robusta (@] Tradicional

Bahia Arabica P Artesanal

Bahia Robusta Q Tradicional

Bahia Robusta R Tradicional

Bahia Arabica S Artesanal

Bahia Arabica T Artesanal

Chapada Diamantina, Bahia Arébica U Orgéanico
Chapada Diamantina, Bahia Arabica Vv Gourmet
Chapada Diamantina, Bahia Arabica X Gourmet
Chapada Diamantina, Bahia Arabica X Gourmet
Chapada Diamantina, Bahia Arabica X Cléssico
Chapada Diamantina, Bahia Arabica X Organico
Chapada Diamantina, Bahia Arabica Y Gourmet
Chapada Diamantina, Bahia Arabica Z Gourmet
Chapada Diamantina, Bahia Arabica wW Gourmet

a: Letras diferentes indicam marcas/fabricantes diferentes; b: Informagé&o obtida nos rétulos

dos produtos.

4.2 ANALISES DE RMN

Os espectros de RMN de 'H, 3C, gCOSY e gHSQC foram adquiridos no

equipamento Varian Inova 500 de 11,7 Tesla (500 MHz para a frequéncia do

hidrogénio e 125 MHz para a do carbono), equipado com sonda indireta de 5 mm,

gradiente de campo no eixo z e a temperatura ajustada para 300 K. Na aquisi¢do em

triplicata dos espectros de 'H a janela espectral (Spectral Width — SW) foi ajustada

para o intervalo de -1 a 11 ppm, com 32768 pontos. Foram adquiridos 64 aquisicdes
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(Number of Scans — NS) com pulso de 7,0 us (P1), tempo de aquisicdo de 5,5 s
(Acquisition — AQ), tempo de espera entre cada aquisicdo de 2,0 s (D1) e fator de
ganho do receptor de 34 (RG). Para supressao do sinal de agua (em 4,90 ppm) foi
usado a sequéncia de pulso Presat com atenuagdo da poténcia para supressao
ajustada para 3 dB.

O experimento gCOSY foi obtido usando os seguintes valores, 4096 pontos
ao longo de TD(F2) (Time Domain Data Size - TD) e 128 experimentos ao longo de
TD(F1), a janela espectral (SW) foi de 5997,9 Hz ao longo de F1 e F2, o tempo de
aquisicao (AQ) foi de 0,683 segundos e o tempo de espera entre as aquisi¢des foi
de 1,0 segundos. O numero de aquisi¢cdes (NS) foi de 64 e a atenuacdo do pulso de
pré-saturacao (Power Level — PL) foi 3 dB.

Na aquisicdo do experimento gHSQC os valores foram 4096 pontos ao longo
de TD(F2) e 128 experimentos ao longo de TD(F1), a janela espectral (SW) foi de
5997,9 Hz ao longo de F2 e 21367,5 Hz ao longo de F1, o tempo de aquisi¢cao (AQ)
foi de 0,683 segundos e o tempo de espera entre as aquisi¢ées foi de 1,0 segundos.
O numero de aquisicdes (NS) foi de 64 scans e a atenuacdo do pulso de preé-
saturacao (PL) foi 3 dB.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos para todas as amostras, com o
objetivo de identificar os principais compostos presentes, e posterior discriminagao
com o0 uso dos métodos quimiométricos.

Os experimentos de RMN de 3C e bidimensionais (gCOSY e gHSQC) foram
realizados nas amostras pertinentes e usados para identificacdo dos compostos
presentes nos cafés.

Apos aquisicdo dos espectros de RMN, os mesmos foram processados no
software ACD/Labs Release versdo 12.01. Para isso foi aplicada uma transformada
de Fourier e uma multiplicacdo exponencial com fator de alargamento de linha (Line
Broadening ou LB) de 0,3 Hz para *H e 3,0 Hz para *3C afim de aumentar a relacéo
sinal/ruido do espectro. Na sequéncia, foi realizado o ajuste manual da fase e a

correcdo da linha de base, sendo o sinal do TMSP-d4 referenciado para 0,00 ppm.

4.3 ANALISE QUIMIOMETRICA

Todos os espectros processados de RMN de *H foram convertidos para uma

matriz que foi construida com auxilio do software Origin verséo 8.0.
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4.3.1 Alinhamento

Os sinais no espectro de RMN de 'H foram alinhados com o algoritmo icoshift
no Software MatLab versdo R2017a. Para isso, foram avaliados trés parametros de
entrada, xt (vetor de destino), xp (matriz) e inter (modo de alinhamento). Para xt foi
usada a meédia 2, definida como 3 vezes o valor da média para obter melhor
alinhamento de sinais com baixa intensidade. Em xp foi adicionada a matriz de
dados.

Para inter foi aplicado inicialmente o modo global “whole”, em seguida uma
sequéncia de 25 intervalos cuidadosamente definidos para alcangcar o melhor

resultado de alinhamento.

4.3.2 Pré-tratamento

O tratamento quimiométrico foi realizado com auxilio do programa Pirouette®
versao 4.5 (InfoMetrix Inc., Bothell, Washington, USA).

Os parametros e a selecdo de variaveis foram otimizados a partir das analises
exploratérias de dados dos espectros de RMN de 'H, a fim de obter melhores
resultados da técnica de PCA. Com relacdo aos parametros, foram usadas a
normalizagdo (norma um) e o autoescalamento, sendo excluidos os ruidos
espectrais e regibes de solventes como a da agua residual da supressdo e do
TMSP-d4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS CAFES DA CHAPADA

DIAMANTINA/BAHIA POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A regido da Chapada Diamantina faz parte do planalto baiano e possui
condicdes climéaticas favoraveis ao cultivo de frutos de cafés arabica® (elevadas
altitudes de até 1 268 metros acima do nivel do mar? e temperatura média anual de
20,5 °C%), que quando bem manejados sdo capazes de oferecer um produto com
elevada qualidade no que diz respeito as suas propriedades organolépticas.* Nesse
contexto, é importante salientar que sdo inUmeras as variaveis capazes de
influenciar os parametros da qualidade global desta bebida, desde as caracteristicas
do clima e microclima local, os métodos de cultivo, colheita, secagem,
armazenamento,® tempo® e temperatura da torra,’ blends, etc.'

No que se refere aos impactos a saude humana do consumo desta bebida,
constatam-se beneficios que vdo além das referidas propriedades organolépticas.®
Tendo em vista este aspecto, uma observacdo importante esta na forma de cultivo,
tanto deste como de qualquer produto alimenticio, pois se tratando de qualidades
perceptiveis aos sentidos humanos os produtos podem apresentar-se como
semelhantes, mas no ponto de vista do impacto a saude podem ser bem distintos,
devido principalmente aos constituintes quimicos que os compde.'® Dessa maneira,
estudos capazes de investigar a composicdo quimica dos alimentos sdo importantes
tanto para o aperfeicoamento da sua producéo, quanto para a compreensao de sua
acdo no organismo biolégico.

Diante disto, o estudo espectroscépico dos cafés torrados provenientes da
regido da Chapada Diamantina/BA permite conhecer alguns de seus constituintes
metabolicos. Além disso, € importante salientar que a composicdo quimica do
extrato aquoso do café torrado possui dependéncia da espécie, condi¢cdes de
producédo, torra e armazenamento do produto final.8'! Um espectro de RMN de *H
gue melhor representou essas amostras foi escolhido para demostrar a identificacéo
dos constituintes quimicos (Figura 5-1), que foi realizada de acordo com dado da

literatura.8:12-21
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Figura 5-1 - (A) Espectro de RMN de 'H do café (500 MHz, D,O) obtido com supresséo do
sinal da agua com atribuicdo dos constituintes. (B) Ampliacdo na regido de 0,8 — 4,4 ppm.
(C) Ampliacéo na regido de 5,0 — 9,5 ppm
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ACGs: acidos clorogénicos; 1: 2-furiimetanol; 2: 4cido 3-cafeoi|qumico (3-ACQ); 3: 4cido 5-
cafeoilquinico (5-ACQ); 4: 5-hidréximetilfurfural (5-HMF); 5: acido 2-oxobutilico; 6: acido
acético; 7: cafeaoil; 8: acido citrico; 9: acido férmico; 10: &cido fumérico; 11: acido glicdlico;
12: &cido latico; 13: &cido malico; 14: acido nicotinico; 15: &cido propandico;16: 4cido
succinico; 17: acrilamida; 18: cafeina; 19: catecol; 20: cation N-metilpiridinio; 21: colina; 22:
L-alanina; 23: mio-inositol; 24: nicotinato de metila; 25: quinida; 26: sacarose; 27: trigonelina;
28: trimetilamina; 29: xantina; 30: y-butirolactona.

Os sinais observados nos espectros de 'H apresentaram boa relacéo

sinal/ruido e a supressdo do sinal dos hidrogénios da agua (4,90 ppm) se mostrou



59

eficiente, possibilitando a andalise das informagdes quimicas das amostras sem a
necessidade de liofilizagéo.

Os sinais identificados nos experimentos de 3C e de correlagbes 'H-13C
(XJcH) gHSQC contribuiram para a caracterizacdo dos constituintes identificados nos

espectros de H, sendo que estas atribuicdes podem ser observadas na Tabela 5-1.

Tabela 5-1 — Atribuicdes da composicao quimica identificada nos extratos aquoso dos cafés
torrados comerciais por meio dos experimentos de RMN de *H, *C, gCOSY e gHSQC

Deslocamento quimico (& ppm)

Representacao estrutural Posicéo H (multiplicidade, J B3C *
em Hz) (gHSQOQC)
5 N2 3 6,42 (d, 3,0 H2) i
@/\O“ 4 6,45 (s) : 3
4 3
2-furilmetanol 5 7,52 - 7,55 (m) -
OH 3 5,38 - 5,43 (M -
HoOC 62\5;!4\“OH m
D ~5 1
HO R 6 2,09 — 2,13 (m) -
3-ACQ
HoOC 8\524x ° >:28:5,38 () -
2
p \|3 ~~ TOH B
HO OH 6 2,09 — 2,13 (m) -
5-ACQ
P 02
© \ OH
_ 13
4 2 5 9,44 (s)
5-HMF
HiC—— 0
4 )
/2 3 2,76-2,83 (M) - 13
o} OH

Acido 2-oxobutilico

Q
P
Hic”~ “OH

32

i 2 1,96 (s) 23,6 13,15
Acido acético
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. oA 2 6,31 (d, 16,0 Hz) -
5 ° 3 7.42 (d, 16,0 Hz) 145,7
2 / OH
1}‘2 5 6,89 - 6,95 (m) 1223 121516
9 8
Ho _ 8 6,74 - 6,80 (M) 115,6
Acido cafeico
9 6,86 (d, 8,0 Hz) 116,0
OH
2 | 4
/\3/\
Hooc” | 'COOH 2e4 2,61 — 2,84 (M) 44,2 18,15
COOH
Acido citrico
o
H)LOH 1 8,46 (s) - 13
Acido férmico
o)
2
o)
HO 1 \\ 3
3 4 2e3 6,55 (S) 135,2 1
) OH
Acido fumarico
OH
2 1
13,15
o i\o 2 3,98 (s) 61,2
Acido glicélico
O 2 4,13 — 4,19 (m) 69,3
HaC !
3 2 OH 14,15
OH 3 1,35 (d, 6,9 HZ) 20,7
Acido latico
| 5 2 4,32 — 4,38 (m) 70,7
1 5 /O
HO 4 13,15
~ OH ©OH 3 2,62-2,81 (m) 42,3
Acido malico
2 8,97 (s) - 13

Acido nicotinico
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OH 2 2,24 — 2,31 (m) 27,1
2 1
13
Hs‘_;," 0 3 1,08 (t, 7,7 Hz) 9,3
Acido propanoico
R
1 2 o
HO 3 2 2e3 2,39 (s) 29,4 13
) OH
Acido succinico
NH; 2 6,27 — 6,30 (M) 130,5
2 1
/ <\
G o 3 5,83 - 5,99 (m) 129,7
Acrilamida
o 12 8 7,77 (s 143,8
nd S e ’
C N 10 3,41 (s) 30,4
1 | > 5
2 / 11 3,24 (s) 28,4
O’/\IS\II 4 21] 13,16
CH,
10 12 3,84 (s) 34,0
Cafeina
4 3
2
5 OH
= le?2 5,49 - 5,58 (sl) - 17.18
OH
Catecol
4 6e2 8,77 (d, 5,8 Hz) 145,0
5 3
@ 3e5 8,01 — 8,06 (M) 127,7
6 N;’ 2 4 8,52 (t, 7,9 H2) 145,8 8.15
|
s
Cation N-metilpiridinio ! 4,39 (s) 48,1
cle3 -(CHa)s 3,21 (s) 54,4
+ 1
HaC—N 1 3,54 (t, 2,6 Hz) 68,3
I
CH; CH 13,15
i
Colina 2 4,01 - 4,10 (m) 56,4
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0 2 4,25 - 4,31 (m) -
HsC 1
2 OH 12
NH, 3 1,39 (d, 7,2 Hz) -
L-alanina
Ho— M OH 4 . 1 3,26 - 3,33 (M) 75,1
HO\A\E’Z\ 2e6 3,66 - 3,76 (M) 73,1
2 OH 13,15
1 3 3e5 3,51 - 3,56 (M) 71,8
mio-inositol
4 3,84 - 3,87 (m) 72,3
o) 4 8,08 (d, 7,4 Hz) 135,1
s 23 _-CHs
X o)
I 13
6 N 2
1 6 8,63 (d, 5,1 Hz) 150,3
Nicotinato de metila
(2,40 — 2,46)a (M)
2 36,7
=N o /(2,48 - 2,55)e (M)
; 1 3 3,87 — 3,93 (M) 66,2
6/
HO ;2 :3\\\\4/OH 4 4,19 — 4,22 (m) 66,3 15.19
R
Quinida 5 4,91 - 4,94 (m) 77,8
(2108 - 2113)61 (m)
6 /(2,18 - 2,14) () 384
Ho&H, Py o« Enon 1 5,60 (d, 2,5 Hz) 92,7
4"_—— U
HO’HC>Z/2$H1 RaryA 3 3,77 - 3,83 (m) - .
O ,
b COH 6 3,77 - 3,83 () 62,3
Sacarose 6 3,77 - 3,83 (M) 62,9
2 9,12 (s) -
4 8,83 (d, 7,3 Hz) 146,8
5 8,08 (t, 7,3 Hz) 127,6 81315
<;3Ha 6 8,84 (dl, 7,4 Hz) 145,0
Trigonelina 8 4,43 (s) 48,8
HAC
SN
N—CH,
H3C/ (-CHa)s 2,91 (s) 48,8 B

Trimetilamina
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7o
AN N>
OJ\N N/ 8 8,00 (sl) - 13
H
Xantina
5 o ?.;o 3 4,35 - 4,38 (m) 71,0
4 2,22 - 2,30 (m) - 15.15
4 3
y-butirolactona 5 2,15-2,18 (m) -

*Referéncia; R = cafeoil; s: singleto; sl: singleto largo; d: dubleto; dlI: dubleto largo; dd:
dubleto de dubleto; t: tripleto; m: multipleto; J: constante de acoplamento.

Com auxilio de um interessante estudo desenvolvido por Villalébn-Lépez e
colaboradores em 2018, o qual tratou de uma abordagem de impressdo digital
baseada em RMN de 'H de cafés torrados comerciais (Anexo — A, na pagina 95),%2
bem como de outros trabalhos cientificos relacionados e pela andlise dos dados
experimentais de RMN bidimensional (gCOSY e gHSQC) foi possivel realizar a
atribuicdo dos sinais dos constituintes do extrato de café analisado. Os constituintes
identificados sdo apresentados de acordo as suas classes quimicas e semelhanca
em suas férmulas estruturais.

A andlise dos dados de RMN de !H possibilitou identificar alguns sinais dos
acidos clorogénicos (ACGs), que sdo formas esterificadas do acido quinico com
derivados do &cido cindmico. Os &cidos cafeoilquinicos (ACQs) sdo exemplos
desses ésteres e sdo formados entre o acido quinico e o acido cafeico. O sinal do
H3 do &cido 3-cafeoilquinico (3-ACQ) foi observado entre 5,38 - 5,43 ppm (m)
engquanto que o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) apresentou o sinal do H5 entre 5,28
e 5,38 ppm (m). Além disso, para o substituinte cafeoil foram observados os sinais
caracteristicos dos hidrogénios olefinicos (H2 e H3) em 6,31 (d, J = 16,0 Hz) e 7,42
ppm (d, J = 16,0 Hz), respectivamente, e os sinais dos hidrogénios aromaticos (H5,
H8 e H9) nos respectivos deslocamentos quimicos 6,89 - 6,95 (m), entre 6,74 e 6,80
(m) e em 6,86 ppm (d, J = 8,0 Hz). O sinal dos hidrogénios de hidroxilas do catecol
foi verificado em 5,53 ppm (singleto largo). A representacdo estrutural desses

constituintes pode ser observada na Figura 5-2.
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Figura 5-2 — Representagéo estrutural dos &cidos cafeoilquinicos e catecol
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Os acidos clorogénicos estao correlacionados com a qualidade do sabor do
café, sendo que ao acido 3,4-dicafeoilquinico é associada a elevada qualidade da
bebida, entretanto o 5-ACQ é associado a uma qualidade ruim, %2 apesar de ser o
mais observado na literatura deste alimento.?® Qutro aspecto importante é a acéo
benéfica que os &cidos clorogénicos podem trazer a saude, a exemplo da sua
atividade antioxidante revisada em 2012.%4

Para a trigonelina foram observados os sinais do H2 em 9,12 ppm (s), H4 em
8,83 ppm (d, J = 7,3 Hz), H5 em 8,08 ppm (t, J = 7,3 Hz) e os hidrogénios metilicos
H8 em 4,43 ppm (s). O cation N-metilpiridinio apresentou sinais dos hidrogénios H2
e H6 em 8,77 ppm (d, J = 5,8 Hz), H3 e H5 entre 8,01 e 8,06 ppm (m), H4 em 8,52
ppm (d, J = 7,9 Hz) e os hidrogénios metilicos H7 em 4,39 ppm (s). O sinal do H2 do
acido nicotinico foi identificado em 8,97 ppm (s) enquanto que a observacao do
nicotinato de metila ocorreu pelos sinais dos hidrogénios H4 e H6 em 8,08 ppm (d, J
= 7,4 Hz) e 8,63 ppm (d, J = 5,1 Hz), respectivamente. Além disso, os sinais dos
hidrogénios metilicos H10, H11 e H12 da cafeina foram observados em 3,41 (s),
3,24 (s) e 3,84 ppm (s), respectivamente, e 0 H8 em 7,77 ppm (s). Com relacdo a
xantina, o sinal do H8 foi identificado em 8,00 ppm (singleto largo). As férmulas

estruturais desses constituintes podem ser observadas na Figura 5-3.
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Figura 5-3 - Representacéo estrutural dos alcaloides e xantinas
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A cafeina e a trigonelina apresentam alto deslocamento quimico dos grupos
metilicos, isto devido principalmente aos efeitos eletrbnicos em suas respectivas
estruturas. O grupo metilico na trigonelina esta ligado a um atomo de nitrogénio com
uma carga residual positiva 0 que eleva o deslocamento quimico deste grupo.
Quanto a cafeina a metila com menor deslocamento quimico (3,24 ppm) sofre
efeitos indutivo pois esta ligada a um heterodtomo e estérico de repulsdo elétron-
elétron da densidade eletronica dos grupos carbonilicos préximos as metilas. As
duas metilas mais deslocadas (nas posi¢cdes 7 e 3) possuem um efeito adicional,
que se refere a carga residual presente nos nitrogénios os quais estes grupos estao
ligados, como podemos observar nas estruturas de ressonancia?® (Figura 5-4) o que

contribui para a observacéo destes deslocamentos quimicos.

Figura 5-4 - Representacdes de ressonancias para a formula estrutural da cafeina
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O cation N-metilpiridinio, o acido nicotinico e o nicotinato de metila sdo
formados em decorréncia da degradacgéo da trigonelina, sendo que os dois ultimos
sdo formados em menor proporcdo?®. A trigonelina e esses derivados oferecem
beneficios a bebida por apresentar atividade biolégica, a exemplo da desintoxicacao
de xenobidticos e inducdo de mecanismos de defesa celular.?” Além disso, os teores
deste alcaloide e do cation N-metilpiridinio no café torrado proporcionam uma
relacdo que contribui para a verificacéo do grau de torra.®

A cafeina € o constituinte mais conhecido do café, devido a sua acao
estimulante no sistema nervoso central.?® Além disso, este metabdlito possui
correlagdo contra a doenca de Parkinson,?® apresenta potencial terapéutico contra a
doenca de Alzheimer®° e capacidade antioxidante.3!

Os sinais dos hidrogénios H3, H4 e H5 do 2-furiimetanol foram identificados
nos respectivos deslocamentos quimicos 6,42 (d, J = 3,0 Hz), 6,45 (singleto largo) e
entre 7,52 e 7,55 ppm (m). O sinal do hidrogénio aldeidico no 5-hidréximetilfurfural
(5-HMF) foi observado em 9,44 ppm (s). Entre os furanos (Figura 5-5) que podem
ser encontrados em cafés torrados, o 2-furimetanol € o0 que possui maior
abundancia,®? entretanto este estd correlacionado com defeitos de grdos pretos-
verdes que podem ocorrer pela antecipacdo da colheita dos grdos.3® Quanto ao 5-
HMF, este é formado no processo da torra como produto de decomposi¢cao térmica
de carboidratos.3* Em cafés, é um indicador da deterioracédo da qualidade, devido a

torra excessiva ou longos periodos de armazenamento do produto.?34

Figura 5-5 - Representacao estrutural dos furanos

o2 5 0O 2
5 o/
a \ ] on
4 3 4 3
2-furilmetanol 5-HMF

A acrilamida teve os respectivos sinais do H2 e H3 observados entre 6,27 e
6,30 ppm (m) e na faixa entre 5,83 e 5,99 ppm (m), respectivamente. A colina foi
identificada pelos sinais dos hidrogénios dos grupos metilicos em 3,21 ppm (s), de
H1 em 3,54 ppm (t, J = 2,6 Hz) e H2 na faixa entre 4,01 e 4,10 ppm (m). A L-alanina
apresentou o sinal de H2 entre 4,25 e 4,31 ppm (m) e H3 em 1,39 ppm (d, J = 7,2

Hz) enquanto que a trimetilamina foi identificada pela observacdo do sinal dos
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hidrogénios metilicos em 2,91 ppm (s). As respectivas formulas estruturais sdo
apresentadas na Figura 5-6.

Figura 5-6 — Representacao estrutural dos compostos nitrogenados
NH,
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O acido 2-oxobutilico foi identificado pelo sinal dos hidrogénios H3 entre 2,76
e 2,83 ppm (m). O sinal dos hidrogénios metilicos do acido acético foi verificado
como um singleto intenso em 1,96 ppm enquanto que o acido citrico teve os sinais
do H2 e H4 observados entre 2,61 e 2,84 ppm (m). O sinal do H1 do &cido férmico
foi observado em 8,46 ppm (s), ja o acido fumarico apresentou o sinal dos H2 e H3
em 6,55 ppm (s) e o sinal do H2 do acido glicdlico foi observado em 3,98 (s). O acido
latico foi caracterizado pelo sinal do H2 entre 4,13 e 4,19 ppm (m) e dos trés
hidrogénios metilico H3 em 1,35 ppm (d, J = 6,9 Hz). O &cido malico teve o sinal do
H2 identificado entre 4,32 e 4,38 ppm (m) e H3 entre 2,62 e 2,81 ppm (m). Foram
verificados também os respectivos sinais do H2 e H3 do acido propanoico entre 2,24
e 2,31 ppm (m) e em 1,08 ppm (t, J = 7,7 Hz). Além disso, 0 acido succinico
apresentou os sinais dos hidrogénios H2 e H3 em 2,39 ppm (s). As férmulas

estruturais destes acidos organicos séo apresentadas na Figura 5-7.
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Figura 5-7 — Representacdo estrutural dos acidos organicos
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Sabe-se que a quantidade de acidez livre proporciona sabor a bebida e é um
dos atributos na avaliagcdo da qualidade realizada pela Specialty Coffee Association
(SCA).%> A hidrélise de ésteres e ocorréncia da reacdo de Maillard durante a
producdo do café sdo as causas provaveis de aumento da acidez.®3¢ O &cido
acético, assim como os acidos citrico e malico, sdo os que mais afetam a acidez.
Tanto o &cido acético quanto o malico aumentam com a torra clara e tendem a
diminuir da torra média para a escura, tais graus de torras sao verificados por meio
da tonalidade da cor dos grdos (Figura 5-8). Contudo, o acido férmico tende a
aumentar com a elevacdo da intensidade da torra, assim como os acidos latico,
quinico e os de cadeia carbdnica pequena também tendem a aumentar em torras

mais prolongadas.?’

Figura 5-8 - Classificacdo por meio do sistema Agtron

Disco de Agtron.® Torra clara: 75 a 95; Torra média: 55 a 65; Torra escura: 25 A 45.
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O &cido glicdlico também €é formado no processo da torra pela degradacdo
dos carboidratos,*® e é utilizado no tratamento contra acne.*® O &cido fumarico é
relacionado como um metabdlico de protecdo em espécies de cafés resistentes a
infestagbes de parasitas.*! Os ésteres do acido malico podem exercer efeitos
neuroprotetores no organismo biolégico,*> ao passo que contribuem com as
propriedades organolépticas proporcionando um sabor de maca.*®* Além disso, o
acido citrico caracteriza-se pelo sabor de limdo e o acido latico por proporcionar um
sabor amanteigado.*®* Como exposto, cada acido contribui de forma diferente para a
qualidade final da bebida.

O mio-inositol apresentou o sinal do H1 entre 3,26 e 3,33 ppm (m), H2 e H6
entre 3,66 e 3,76 ppm (m), H3 e H5 entre 3,51 e 3,56 ppm (m) e H4 entre 3,84 e
3,87 ppm (m). Os respectivos sinais dos hidrogénios axial e equatorial H2 da quinida
foram observados entre 2,40 e 2,46 (m) e 2,48 e 2,55 ppm (m) e os hidrogénios axial
e equatorial H6 foram observados entre 2,08 e 2,13 (m) e entre 2,18 e 2,14 ppm (m),
respectivamente. A sacarose foi identificada pelo sinal do H1 em 5,60 ppm (d, J =
2,5 Hz) e H3 entre 3,77 e 3,83 ppm (m) engquanto que a Yy-butirolactona foi
identificada pelos sinais do H3 entre 4,31 e 4,38 ppm (m) e H4 entre 2,22 e 2,30
ppm (m). Na Figura 5-9 séo representas as respectivas férmulas estruturais.

Figura 5-9 — Representacao estrutural dos carboidratos e lactonas
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A y-butirolactona também pode possuir correlacdo com a torra,** além disso,
as lactonas podem conferir grande variedade de odores,** e embora a y-
butirolactona seja um composto volatil,6444647 a mesma pode ser detectadal3!° e
guantificada em cafés torrados.’® O mio-inositol é observado em maiores
quantidades no café robusta do que no arabica.*®

Algumas correlagdes 'H-'H, que corroboram com a atribuicdo dos sinais
realizada analisando-se o espectro de 'H (Figura 5-1), foram verificadas no
experimento de RMN bidimensional gCOSY (Figura 5-10 e Figura 5-12).

Na ampliagdo mostrada na Figura 5-10 foram correlacionados os sinais do H5
[5,30 - 5,37 ppm (m)] e do H6 [2,04 e 2,11 ppm (m)] no 5-ACQ. O 3-ACQ apresentou
correlacdo do sinal do H3 [5,41, dd] com H4 [3,77 - 3,83 ppm (m)]. Foi observada
uma correlacdo do sinal do H3 [2,62 - 2,81 ppm (m)] com o H2 [4,33 - 4,39 ppm (m)]
do acido malico. Também foi possivel observar uma fraca correlacédo entre H3 [1,39
ppm (d)] e H2 [4,29 - 4,31 ppm (m)] da L-alanina. O mio-inusitol apresentou
correlacdo de H1 [3,27 - 3,33 ppm (m)] com H2 e H6 [3,66 - 3,76 ppm (m)]. Foi
observada a correlacdo do H3 [1,35 ppm (d)] com o H2 [4,13 - 4,19 ppm (m)] do
acido latico. O acido propanoico mostrou correlacdo dos hidrogénios metilicos H3
[1,08 ppm (t)] com os hidrogénios metilénicos H2 [2,24 - 2,31 ppm (m)] e a y-
butirolactona mostrou uma correlagédo do H4 [2,22 - 2,30 ppm (m)] com H3 [4,31 -

4,38 ppm (m)]. Estas correlacdes concordam com dados da literatura.>16
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Figura 5-10 — CorrelagGes *H-'H observadas no experimento de gCOSY do café torrado da
Chapada Diamantina. Ampliacéo na regido de 0,6 — 5,7 ppm
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acido malico; 15: acido propanoico; 22: L-alanina; 23: mio-inositol; 30: y-butirolactona.

O contetudo de lipidios (Figura 5-11) apresentou boa visualizacdo das
correlagdes *H-'H no experimento de gCOSY (Figura 5-12). Foi possivel observar as
correlagbes dos hidrogénios metilicos (-CHs) [0,88 - 0,97 ppm (m)] com os
hidrogénios metilénicos (-CH2-) [1,28 - 1,35 ppm (m)], estes sinais representam 0s
acidos graxos totais, tanto insaturados como o acido linoleico e o oleico, quanto os
saturados a exemplo do acido palmitico. Além disso, foi observada também
correlagdo do (-CH2-) com o sinal dos hidrogénios metilénicos a aos grupos
olefinicos dos ésteres graxos insaturados (=CHCHz>-) [2,05 — 2,08 ppm (m)]. O sinal

atribuido ao hidrogénio olefinico (=CH-) [5,30 - 5,37 ppm (m)] apresentou correlacao
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com os hidrogénios metilénicos entre os grupos olefinicos (=CHCH2CH=) [2,76 —
2,80 ppm (m)], caracteristicos de acidos linoleico e linolénico presentes em cafés®
além da correlacdo com o grupo metilénico na posigao a aos grupos olefinicos [2,05
ppm] desses ésteres graxos (Figura 5-11).

Por fim, foi observado também correlagdo do sinal dos hidrogénios
metilénicos B em relacdo a carbonila dos acidos graxos (-CH2CH2CO) [1,56 - 1,65
ppm (m)] com o sinal dos hidrogénios metilénicos a a carbonila (-CH2CO) [2,25 —
2,29 ppm (m)]. Estas atribuicdes estdo de acordo com o observado por Tavares em
sua tese intitulada “Utilizacdo de Meétodos Quimiométricos Aliados a RMN na

Caracterizacao dos Diferentes Tipos de Cafés Comerciais”.®

Figura 5-11 - Representacao dos ésteres graxos identificados no café
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Figura 5-12 - Correlacdes 'H-'H observadas no experimento de gCOSY destacando as
principais correlagcdes do conteudo lipidico em cafés torrados da Chapada Diamantina.
Ampliacdo na regido de 0,6 — 5,7 ppm
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Os cafés torrados podem apresentar de 11,0 a 20,0 % de lipidios em sua
composicdo*® e os Acidos linoleico e palmitico sdo reportados como sendo o0s
principais no café verde.5%5! Os lipidios deste alimento compdem o que na literatura
€ conhecido como “Oleos de café”, isto porque diferente de muitos 6leos de origem
vegetal ou animal, o “6leo de café” possui uma fragdo insaponificavel
caracteristica.®%-52 Estes 6leos possuem funcéo protetora de compostos aromaticos,®
entretanto, apesar de possuirem certa resisténcia a torra,>® sofrem degradacéo
oxidativa gerando compostos volateis como alcoois alifaticos e compostos

carbonilados que contribuem para a reacéo de Maillard.>*
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O “Oleo de café” é responsavel por dissolver a maior parte dos compostos que
proporcionam qualidades sensoriais da bebida,>>° os extratos do 6leo revelam a
maior pontuacdo dos descritores sensoriais, a exemplo do doce, da vanilina e do
mel.>® Devido as propriedades organolépticas proporcionadas por essa classe de
substancias, estudos foram desenvolvidos para a compreensdo de suas
propriedades fisico-quimicas, para sua aplicacdo como ingrediente bésico para
melhorar as caracteristicas sensoriais de outros produtos alimenticios, bem como
para aumentar os efeitos benéficos a salude.>>>’

Quanto aos dados de RMN de 13C, estes também s&o bons parametros para
comparacao com os dados de deslocamentos quimicos (8) disponiveis na literatura,
isto porque os sinais sdo menos sobrepostos e os 3 de '°C ndo sofrem influéncias
perceptiveis das interacdes intermoleculares na complexa mistura dos constituintes
quimicos em amostras de cafés como ocorre na RMN de 'H,% sendo assim, os
valores de 6 tornam-se mais reprodutiveis. Contudo, a principal desvantagem nos
experimentos de RMN de 3C esta relacionado com o longo periodo na aquisigdo
dos dados. Isso € resultado da sua baixa sensitividade, uma vez que a constante
magnetogirica (especifica de cada nucleo) do *C (YC) é aproximadamente um
quarto em relacdo a do *H (YC/YH = 1/4), o que leva a uma sensitividade de 1/64
(Y?), isto somado a sua abundancia natural na terra de apenas 1,1 % (praticamente
todo o restante é '°C, entretanto, o nucleo de '?C ndo possui propriedades
magnéticas). Assim, a receptividade do 3C é cerca de (1/64) x (0,011) = 1,72.10*
em relacéo ao 'H, que é cerca de quatro ordens de magnitude superior.>®

A bebida do café é uma das matrizes alimenticias mais complexas,*® devido
ao grande namero de constituintes quimicos, tanto os naturais (observados no fruto
verde) quanto os que sdo formados no processamento do grdo até o produto final,
sendo que na torra acontece a maioria das alteracdes da composicao quimica deste
produto.50

Parte dessa complexidade foi verificada nos sinais entre 5,29 - 5,44 ppm
(Figura 5-13), que comumente sdo atribuidos aos acidos clorogénicos, 3-ACQ e 5-
ACQ, os quais mostraram distingéo entre os cafés analisados da regido da Chapada
Diamantina. O sinal do H3 do 3-ACQ esta destacado no retangulo, sendo que nessa
regido é observado somente este sinal. Por outro lado, o sinal do H5 do 5-ACQ (em
destaque na elipse) coincide com o deslocamento quimico dos hidrogénios

olefinicos dos ésteres graxos insaturados. Além disso, € possivel verificar nessa
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Figura que as amostras que estao representadas pelas linhas espectrais em azul, as
quais apresentam o0s sinais com maior intensidade entre 5,29 e 5,36 ppm (com
relacdo as demais em linhas espectrais na cor preta), sdo relativamente ricas em

lipidios, como pode ser observado na ampliacédo entre 1,26 e 1,44 ppm.

Figura 5-13 - AmpliagGes nas regides em 5,29 - 5,44 ppm e 1,26 — 1,44 ppm do espectro de
RMN de !H, evidenciando os sinais de acidos clorogénicos e lipidios presentes no café
torrado da regido da Chapada Diamantina

Lipidios

Acidos clorogénicos

5.2TRATAMENTO DOS DADOS DE 'H PARA ANALISE QUIMIOMETRICA

Ap6s a obtencdo dos espectros de RMN de 'H das amostras de cafés
comerciais provenientes da regido da Chapada Diamantina, de outras regides da
Bahia, dos demais estados brasileiros e colombianos, iniciou-se o processamento
dos espectros de maneira a garantir homogeneidade na manipula¢ao dos dados.

A avaliacdo de transformacdo dos dados, o que designa-se a aplicacdo de

recursos matematicos as variaveis de maneira a proporcionar uma melhor analise



76

exploratoria dos dados, possibilita reduzir variacdes aleatérias e informacgfes
sistematicas indesejaveis, contribuindo dessa forma, para a identificacdo das
informacdes relevantes a serem avaliadas. A escolha de cada pré-tratamento deve
ser criteriosa®!, além disso, deve-se ter um bom entendimento da funcdo de cada
método. Tendo em vista estes aspectos, foram considerados neste trabalho os
recursos de pré-tratamento de alinhamento de sinais, normalizacdo (norma um) e
autoescalamento, por proporcionarem os melhores resultados de processamento
destes dados.

As pequenas varia¢gdes no deslocamento quimico dos sinais, que podem ser
causadas por varidveis como temperatura e pH, podem se tornar inconvenientes
gquando um conjunto de espectros de RMN € submetido a analise multivariada.
Neste sentido, o alinhamento deve ser realizado para que essas variacdes possam
ser corrigidas. Com o objetivo de alcangar um alinhamento ideal para esses dados,
foi aplicado o algoritmo icoshift, um modelo mateméatico para alinhamento de
espectros que oferece bons resultados para dados de RMN como pode ser

observado na Figura 5-14.52
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Figura 5-14 — Ampliacdes das regides 6,10 - 7,60 e 8,35 - 8,90 dos espectros de RMN de 'H
mostrando o alinhamento dos sinais pelo algoritmo icoshift
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Com relacdo a normalizacéo, este pré-tratamento se faz essencial neste tipo

de trabalho principalmente por se tratar de cafés comerciais de distintos fabricantes,
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sendo assim, no momento do preparo cada amostra pode apresentar uma pequena
variagdo na extracdo dos constituintes sollveis em &gua, consequentemente
concentracfes finais com pequenas diferencas podem ser obtidas. A normalizacéo
(norma um) considera a area de cada espectro igual a um, assim, ela normaliza a
magnitude de cada amostra, mas preserva a sua dire¢éo.5?

Por fim, o autoescalamento se faz necessario, pois considera que todos os
sinais dos espectros tém a mesma importancia, mesmo tendo diferentes
intensidades, ndo distinguindo se o constituinte € majoritario ou se € encontrado em
pequenas proporgdes. Por isso, deve-se excluir todos os ruidos do espectro, de
forma a evitar que estes sejam considerados importantes para a analise.

Apos definidos os principais parametros para a analise multivariada, o
resultado do PCA revelou caracteristicas importantes dos dados espectrais de RMN

de 'H da composi¢éo quimica dos cafés.

5.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

Analises prévias de PCA foram realizadas apenas excluindo o sinal residual
da agua e as regides de ruidos (Figura 5-15), com o objetivo de compreender o
sistema de dados estudado. Com essa verificagdo preliminar foi possivel observar a
discriminagdo de quatros grupos distintos (Figura 5-16), embora as amostras se
apresentam espacadas entre si e a observacdo do conjunto de variadveis para a
discriminacdo de 36,0 %. Contudo regides mais restritas dos espectros foram
observadas para que se alcangasse um conjunto de dados mais precisos quanto a

discriminagcédo das amostras e consequentemente dos respectivos grupos.
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Figura 5-15 - Gréfico de linhas dos espectros de RMN de 'H do extrato aquosos de cafés
comerciais mostrando as regides de exclusdes preliminares em cinza
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Para a obtencdo do melhor resultado na analise por PCA (Principal
Component Analysis) foram excluidas as regides dos espectros que néo
contribuiram para o resultado de discriminacdo, além disso, estas regifes de
exclusdo foram verificadas de forma que proporcionassem a melhor discriminacéo

das amostras, o resultado alcancado esta apresentado na Figura 5-17.

Figura 5-17 - Gréfico de linhas dos espectros de RMN de 'H do extrato aquosos de cafés
comerciais mostrando as regides excluidas em cinza
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A variancia dos dados explicada pelas componentes principais PC1 e PC2 é
de 42,6% e as informacdes disponiveis nos espectros de RMN permitiram obter uma
andlise satisfatéria com relagcdo ao comportamento das amostras. Na Figura 5-18
estd mostrado o grafico de escores obtido para a analise quimiométrica dos dados
de RMN dos cafés estudados, sendo que cada ponto representa replicata amostral.
Dessa forma, entende-se que para 0S pontos que se encontram proXimos a
composi¢cdo quimica (entre as amostras) é semelhante, e que os pontos que se
encontram relativamente distantes equivalem a uma distingdo na composi¢céo

guimica das amostras.
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Figura 5-18 - Gréafico de escores dos dados de RMN de H (42,6 % de variancia)
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O gréfico de escores mostrou uma distincdo entre as amostras de forma a
discrimina-las com facilidade com relacéo a procedéncia geografica, como é o caso
dos cafés da Chapada Diamantina, os das demais regides da Bahia e os
provenientes de outros estados brasileiros. Além disso, os resultados permitiram
discriminar as amostras quanto a classificagdo de qualidade no que diz respeitos
aos cafés gourmets e/ou superiores em relacdo aos tradicionais (cafés da Bahia e
Brasil). Os da Chapada Diamantina ndo sao classificados como tradicionais, uma
vez gque todas as amostras pertencentes a esse grupo foram de qualidade gourmet,
organico e classico.

Em uma primeira andlise, sabe-se que a composicdo quimica é resultado de
distintos processos que vao desde a pré-colheita até o armazenamento do produto
final, neste contexto, a composi¢cdo quimica de origem, ou seja, a informagéo
quimica de registro geografico pode passar por diversas transformacdes. Embora
isto aconteca, o perfil quimico final da bebida pode trazer partes desse registro
metabdlico original do fruto, fato que ao observar as informagfes quimicas
evidenciadas pela quimiometria leva principalmente a discriminacdo entres as

amostras da Chapada Diamantina e de outros estados brasileiros.
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A semelhanca na composi¢cdo quimica solivel no extrato aquoso das
amostras do grupo gourmet/superiores dispensou a variavel origem geografica, isto
€, em um unico grupo foram agrupados cafés provenientes da Chapada Diamantina,
de alguns estados brasileiros e da Coldmbia. Este resultado, evidenciou a influéncia
dos recursos de producdo adotados pelos produtores na composi¢cao quimica destas
amostras para alcancar tal classificacdo de qualidade, além disso, a espécie pode
ser o principal fator de influéncia para a observacdo deste grupo, pois estas
amostras sdo exclusivamente da Coffea arabica, cuja a qual é conhecida por
proporcionar uma composi¢cdo metabdlica inicial favoravel aos agradaveis sabores
deste alimento.

Para compreender melhor o resultado observado no gréfico de escores, as
componentes PC1 e PC2 foram analisadas separadamente. A componente principal
PC1 foi responsavel por 29,7 % dos dados que discriminam as amostras.
Analisando-se a discriminagcdo das amostras com relagdo a essa componente, foi
observado que os cafés gourmet e superiores foram agrupados em valores
negativos de PC1l enquanto que as amostras de outras regidbes da Bahia se
concentraram em valores positivos desta componente. Foi constatado também que
as amostras da Chapada Diamantina apresentaram uma maior tendéncia a se
concentrarem em valores negativos de PC1, ao passo que os cafés dos demais
estados brasileiros apresentaram em uma regido central do grafico (-25 a 50 em
valores de PC1l). Dessa forma, é possivel verificar que a discriminagdo principal
observada em PC1 esta entre os cafés gourmet e superiores e aqueles produzidos
nas varias regiées do estado da Bahia.

Analisando a discriminacdo observada ao longo do eixo PC2, que descreveu
somente 12,9 % dos dados, € possivel observar que todas as amostras da Chapada
Diamantina concentraram-se em valores negativo de PC2, enquanto que
praticamente todas as amostras de outros estados brasileiros se concentraram em
valores positivo de PC2, mesmos aquelas classificadas para o grupo
gourmet/superiores. As amostras provenientes de outras regides da Bahia e as que
se agruparam em gourmet/superiores ndo apresentaram uma discriminagdo com
relacdo a PC2.

Apbs analisar a distribuicdo das amostras ao longo das PCs, pode-se buscar
no grafico de loadings as correlacbes capazes de identificar as variaveis

responsaveis por esse resultado. Os espectros representativos de cada grupo
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discriminado na PCA podem ser observados nos Apéndices (A, B, C e D) deste
trabalho (paginas 91 a 94).

O grafico de loadings (Figura 5-19) mostrou que grande parte das variaveis
gue descrevem PC1 encontram-se predominantemente na regido positiva de PC2
com concentragdo evidente na regido circulada em verde (“C”) e outra pequena
tendéncia de concentracdo na regido circulada em vermelho (“A”). O grafico de
escores sugere que estas regides (“A” e “C”) sdo de predominancia das amostras
gourmet/superiores e de regides da Bahia, respectivamente. Outro fato interessante
a ser destacado neste grafico sdo as variaveis que discriminam as amostras da
Chapada Diamantina, pois trata-se da porgao facilmente identificada e destacada em
azul (“B”). A selecédo destes pontos evidenciou no espectro de 'H (Figura 5-20 e

Figura 5-21) os sinais dos constituintes que permitiram a distingcdo dessas amostras.

Figura 5-19 - Gréfico de loadings representando a influéncia das variaveis em PC1 e PC2.
A: principais variaveis que descrevem o grupo gourmet/superiores; B: principais variaveis de
descrevem amostras da Chapada Diamantina/BA; C: varidveis que caracterizaram as
amostras de regifes da Bahia
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Observando-se a Figura 5-19 é possivel verificar no espectro de RMN de 'H
as informacdes que foram destacadas na Figura 5-20 e que sdo responséaveis pela
discriminacéo dos cafés da Chapada Diamantina e do grupo gourmet/superiores. A

composi¢cado quimica “B-1" que caracterizou as amostras da Chapada Diamantina
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correspondem ao consideravel conteudo de lipidios (sinais em 0,98, entre 1,22 e
1,71 e na regido compreendida entre 5,20 e 5,38 ppm). E possivel observar o sinal
da trigonelina “A-1”" (9,12 ppm), cafeina “A-2” (7,77 ppm), acidos clorogénicos “A-3”
(6,75 — 7,05 ppm) e sinais de acidos organicos “A-4” (2,62 — 2,71 ppm), 0s quais

correspondem aos constituintes descritores do grupo gourmet/superiores.

Figura 5-20 - Principais variaveis responsaveis pela discriminacdo dos cafés da Chapada

Diamantina (B-1) e do grupo gourmet/superiores (A-1, A-2, A-3 e A-4), evidenciadas pelo

gréafico de loadings
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A-1: trigonelina; A-2: cafeina; A-3: &cidos clorogénicos; A-4: cidos organicos; B-1: lipidios.

|

Ainda analisando o resultado do grafico de loadings, foi possivel observar que
as variaveis as quais tratam-se de produtos de degradacgéo térmica intensificam seu
sinal (da esquerda para a direita) ao longo de PC1l, a exemplo do céation N-
metilpiridinio “C-1” (8,77 ppm), que melhor discriminou as amostras pelo grau de
torra, enquanto que o acido fumarico “C-2” (8,46 ppm), reportado como metabdlito
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caracteristico de espécies resistente a parasitas*!, caracterizou principalmente os

cafés de regides da Bahia (Figura 5-21).

Figura 5-21 - Descritores do grau de torra influentes na discriminacdo em PC1
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C-1: cation N-metilpiridinio; C-2: &cido fumarico.

As amostras provenientes de regides da Bahia apresentaram maiores
relacbes com o que caracteriza composicdo quimica e alto grau de torra,?! esta
informacdo € melhor observada na Figura 5-22. Pode-se notar que o sinal da
trigonelina € menor para as amostras mais torradas, enquanto que o sinal do cation
N-metilpiridinio € mais intenso para essas amostras.

A razdo da area do sinal do cation N-metilpiridinio (8,77 ppm) com relacéo a
area do sinal da trigonelina (9,12 ppm) para as amostras do grupo gourmet/superior
foi de 0,139 +0,03 enquanto que este valor para as amostras do grupo Bahia foi de
1,260 0,38, expressando um aumento no teor do produto de degradacgéo térmica de
nove vezes para as amostras mais torradas. Com isso, foi possivel verificar que os
cafés classificados como gourmet/superiores apresentam 0s menores graus de

torras, enquanto que os cafés do grupo Bahia possuem uma torra nove vezes mais
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elevada. Estas observacdes referentes a torra concordam com os roétulos das
amostras comerciais. Em consequéncia disto, ambos o0s grupos (Bahia e
gourmet/superiores) apresentaram-se nas extremidades do eixo PC1 do gréfico de

escores apresentado na Figura 5-18.

Figura 5-22 - Comparagéo entre o sinal da trigonelina em 8,83 ppm e cation N-metilpiridinio
em 8,77 ppm dos dados de RMN H das amostras dos grupos gourmet/superiores e Bahia

Outras cores:
gourmet/superiores

Verde: Bahia

A relacdo dos dados quimicos dos cafés gourmet/superiores com diferentes
origens de producgédo (Chapada Diamantina, Minas Gerais, Sdo Paulo e Colémbia)
sugere que quando os critérios de producao e processamento do fruto até o produto
final sdo bem aplicados, os produtos podem apresentar um perfil quimico em
comum, e como consequéncia disto, os produtos correspondem a um padrdo de
qualidade caracteristico.

Além disso, a composicado quimica inicial é importante para que se possa
alcancar a qualidade desejada. Sendo assim, essas observacdes evidenciam que a
producéo desta bebida deve ser realizada de maneira criteriosa, a fim de fornecer as
condi¢cdes adequadas para que a composicdo quimica inicial possa alcangar as
transformacdes necessarias, de forma a fornecer os produtos dos quais

proporcionam as propriedades organolépticas desejaveis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo da composi¢cdo quimica na bebida do café pela andlise dos
espectros de RMN foi importante para a compreensdo do comportamento desses
dados no tratamento quimiométrico, o qual teve por objetivo identificar as variaveis
cuja as quais influenciaram parametros de interesse, a exemplo dos marcadores de
procedéncia geogréfica ou de caracteristica da qualidade sensorial da bebida.

Este trabalho mostrou que o0s extratos aquosos dos cafés comerciais
provenientes da regido da Chapada Diamantina possuem uma composi¢ao quimica
rica em lipidios, acidos organicos e &acidos clorogénicos, como consequéncia
proporcionou a estes cafés caracteristicas Unicas de forma a discrimina-los das
demais amostras.

Os resultados mostraram ainda, que o perfil quimico o qual descreveu as
amostras de qualidade gourmet/superiores também possuem uma composi¢ao rica
em acidos organicos, como os &cidos clorogénicos, mélico e citrico. Estas amostras
apresentaram ainda baixas intensidades dos sinais do cation N-metilpiridinio e de
lipidios, o que pode ter mais relacdo com as técnicas de producdo do que
simplesmente a sua origem, entretanto a origem dos cafés € responsavel por
oferecer a composicdo quimica inicial a ser transformada nas etapas de producéo.

De maneira geral, os resultados deste trabalho foram satisfatorios e
permitiram desenvolver uma analise quimica e estatistica bastante coerente com o
gue € observado na literatura de RMN e quimiometria no estudo desta matriz.

As sugestbes sobre este tema para trabalhos futuros discorrem em:
compreender melhor a natureza do conteudo lipidico dos cafés provenientes da
regido da Chapada Diamantina, bem como conhecer a composicdo metabdlica que
compdes estes 6leos de café; compreender a influéncia na composicao quimica, dos
diferentes métodos de producao e cultivo deste alimento pelos produtores de cafés
da Chapada Diamantina; buscar mais descritores metabdlicos para denominacgéo de

origem destes cafés por meio de outras abordagens metodoldgicas.
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APENDICE A - Espectro de RMN de 'H de uma amostra representativa do
Grupo Chapada Diamantina/Bahia

— =2
ooo— e —t2
N Le
-
| ~E |
o1 AT .-:g =]
' o= [ e /
. Bt I
i3] 07 L — =]
160 o - I
g 1" L2
e | i
9L T— - _ _}
u
65 T— — .
P
—
ST —— =
507 e —— ————— F i
i
Ela e
BT | 2 >
157-% o = = L=
¥9'T = ~
597 = =
Le—" PIT~ " E —_——
93'2;? 57— L oo = o
167 N e
re—
BEE— | R —?:__a
™ p— - :
———
> — e e —
oy B E ol =
geE~" — o+
ITh— ——
GE'V\L =
-k - B
-
3 7\' £
- &
/ L & —_— o=
i - A

gs— —— j
£S5~ I 0 E R
e R =
09'5§ = _—é
09 =

L
(T3]
2 ]
985" \ = _.{ .
09— —ra
PTG Y ___=// i >
—_— [ m =
—_— [t-] ]
55'9— — _ ; &
89— — R S
g5~ L 3
169 e, -—= | =
G50 — - £ 1 ~
— [=9
(=9
= ‘
L~ b
) (751
- m o
_ e — ———=——==__ B iﬁ_
e [
5[:':3—%2 _.=__:-} - S ! | o
La— —_— 3 e — [ o
g8 —_— L 7
—_— . ‘
'\> I
EL —' | 1
BT 2l
881 )
188 = —
23'37 {lLe
va'g- _ =
e~ 1
PE— -



APENDICE B - Espectro de RMN de 'H de uma amostra representativa do

Grupo Bahia
000-— —te
|Lw
=
_—/"/I
60— e
LrT— _% —
VT~ -
91" i
=
561 R
———— =
a0’z e — L=
90'2:>- —'_—__ ]
T - L w
ey —— "
CT— —
L=
o
sTE— —
we— — "
—_— =
E - -
il ——— o
gw} —
8T ——
Hr— — ————

avT
4.5
f1 (ppm)

|
|

|

!

|

|
5.0

5.5

6.0

&
s
|
-
|
|
JW\M Ill
’ l-",,‘" \
IK/J’JU""""M- e S ;_,il'u—'J'-"r/’
T
6.5

[}
@
= o
= i L2
J o
[=]
94 - .
96'L (\ L @ o~
66'L ) “
081 L8 B -
Ly} o E _} o
S0°8 al ——=e [@
s - 3
08 ™ |
g0°5- | *j
ire— LR - = |
o I R —? of
_ g _J
¥a— I o -— | =
T =
ee— _ A ————
_—— | =
RN E::]
1; "
o



APENDICE C - Espectro de RMN de 'H de uma amostra representativa do

me— j—

8.8

Grupo Brasil
00— f _
_‘_f_:__ o
J—1 -
—_—
-
I oF
_— i~ -
50— ) ?} — "'__:;
60T = — = -
st £ - >
1 L o .
661 =
Db"lf _;"J
= ~
N ~ .
—_———
T_‘__
———
W' =y
= —_g
15'zf j:‘.-;
=
B7T— —Q}
BlE— —
9 E~ el
O E _ —
t_-__-
——
geE—— —
e 1-;_‘
AR —_—
8l'e i ———
£ b— _ —JE‘k
v LA j
—_— %3] =
= —_—
i - TT——
2 ra D)
)
o =
3
L |
pu 4
8 _
—— e =
@ == I 3
—_—
- - St 7
— —_—
i 3 =
. ] -
i VALK 1
o = 3 —t
L — = ‘-i"
voi— E - —
| °& R
. — J
{ Q"‘ —--—lﬂ'_1
h1
Ve i
i =
s 3
96'8— s-J- N _1
- |

0.0

45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

B.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

9.0

95



APENDICE D - Espectro de RMN de 'H de uma amostra representativa do

Grupo gourmet/superiores
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ANEXO A

retirado do artigo:

com atribuicdes,

Espectro,

IH NMR-based metabolomic approach to compare the

colaboradores intitulado “An

chemical profiling of retail samples of ground roasted and instant coffees” Publicado

na revista Food Research International, v. 106, p. 263-270, abr. 2018.
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