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RESUMO

O crescimento das zonas agricolas de café irrigado e o desenvolvimento de novas
tecnologias vem proporcionando o aumento da produtividade e qualidade do produto
final. Entretanto, uma modelagem precisa da influéncia da irrigacdo sobre as altera-
¢bes quimicas do café arabica é limitada. Neste estudo, foram analisadas por espec-
trometria de massas com ionizagao por eletrospray por infusdo direta (EM-IES), dez
diferentes variedades de Coffea arabica L., cultivadas sob regimes distintos de agua
(irrigado e sequeiro). Os principais constituintes identificados nos extratos metandlicos
dos graos verdes, nos modos positivo e negativo, foram: colina; trigonelina; sacarose;
BN-araquinoil-5-hidroxitriptamida; 2AN-behenoil-5-hidroxitriptamida; palmitoil-linoleoil
(PL); dilinoleoil (LL); dipalmitoil-linoleoil (PPL); palmitoil-dilinoleoil (PLL), acido quinico,
acido cafeoilquinico, acido dicafeoilquinico e trés novos compostos identificados pela
primeira vez na matriz café verde: triacilglicerol (TG, 54:6), fosfoetanolamina (PE,
40:7) e 1-hexadecil-2-dodecanoil-glicero-3-fosfato. Foi possivel classificar eficiente-
mente os grupos de cafés irrigado e de sequeiro a 95% de confianga, usando PLS-DA
(Partial Least Squares Discriminant Analysis), a fim de se obter todos os requisitos
minimos para a avaliacao da eficiéncia do modelo de classificacdo dos cafés. A Sa-
carose (ion m/z 381) e o ion m/z 431 (nado identificado) sofreram uma influéncia nega-
tiva da irrigagdo, enquanto a trigonelina (ion m/z 138 e ion m/z 176) e o ion m/z 723
(n&o identificado) foram correlacionados positivamente com a irrigagéo. O teste de
xicaras mostrou que o café cultivado em regime de sequeiro apresentou notas de
classificagao ligeiramente maiores que as observadas no café cultivado sob irrigacéo,
provavelmente por apresentarem maior teor de sacarose. Adicionalmente, foi avaliada
a influéncia da resisténcia das variedades estudadas ao fungo Hemileia vastatrix
BerK. Et Br. na composi¢&o quimica dos graos verdes. Observou-se que o perfil qui-
mico dos graos das variedades resistentes ndo muda consideravelmente do perfil das

variedades suscetiveis.

Palavras-chave: Fingerprint, EM-IES, café verde, analise estatistica multivariada,

teste de xicaras, influéncia da irrigagao.



ABSTRACT

The growth of irrigated coffee farming areas and the development of new technologies
comes providing increased productivity and quality of the final product. However, a
precise modelling of irrigation influence on the chemical changes of the Arabica coffee
is limited. In this study, were analyzed by direct infusion electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS), ten different varieties of Coffea arabica L., cultivated under
distinct water regimes (irrigated and not-irrigated). The major constituents identified in
the methanolic extracts of green beans, in positive and negative modes, were: choline;
trigonelline; sucrose; PN-arachinoyl-5-hidroxytryptamide; PN-behenoyl-5-hidroxytryp-
tamide; palmitoyl-linoleoyl (PL); dilinoleoyl (LL); dipalmitoyl-linoleoyl (PPL); palmitoyl-
dilinoleoyl (PLL), quinic acid, cafeoilquinic acid, dicafeoilquinic acid and three new
compounds identified for the first time in the green coffee matrix: triacylglycerol (TG
54:6), phosphoethanolamine (PE, 40:7) and 1-hexadecyl-2-dodecanoyl-glycero-3-
phosphate. It was possible to efficiently sort the groups of irrigated and non-irrigated
at 95% of confidence using PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis), in
order to obtain all the minimum requirements for evaluation of efficiency of the rating
model of coffees. The sucrose (ion m/z 381) and the ion m/z 431 (not identified) suf-
fered a negative influence of irrigation, while trigonelline (ion m/z 138 and ion m/z 176)
and the ion m/z 723 (not identified) were correlated positively with irrigation. The cup
test showed that the coffees cultivated in not-irrigated regime had slightly larger cup-
ping notes that the ones cultivated under irrigation, probably because they presented
higher sucrose content. Additionally, it was evaluated the influence of resistance of
studied varieties to the fungus Hemileia vastatrix BerK. Et Br. on chemical composition
of green beans. It was observed that the chemical profile of grains of resistant varieties
does not change significantly from profile of susceptible varieties.

Key-words: Fingerprint, ESI-MS, green coffee, multivariate statistical analysis, cup

quality, influence of irrigation.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil € o maior produtor mundial de café, com um volume de 26,594 milhdes
de sacas de 60 kg exportadas, no periodo de outubro de 2016 a julho de 2017 (OIC,
2017a). E também o segundo maior consumidor da bebida, ficando atras apenas dos
Estados Unidos da América (OIC, 2017b). E, segundo dados do Conselho Nacional
de Abastecimento brasileiro, no ano de 2015, aproximadamente % da produg¢ao naci-
onal era da espécie arabica, tendo o estado de Minas Gerais como seu principal pro-

dutor, e respondendo por cerca de % de toda a produgéo de café do pais (ABIC, 2015).

Estudos realizados por Davis et al. (2012) mostraram que a produtividade do
café arabica pode ser reduzida em fungdo de mudancgas climaticas aceleradas, uma
vez que a radiagao solar e a umidade relativa influenciam muitos processos fisiologi-
cos da planta do café. Além de um resultado negativo para a industria cafeeira, tais
fatores também podem elevar o custo da producéao, devido a intensificagdo do geren-
ciamento da lavoura, por exemplo, com o uso da irrigagao. Neste contexto, areas con-
sideradas boas para o cultivo do café, poderao se tornar impréprias para o plantio do

café arabica.

A qualidade da bebida do café é influenciada diretamente pela composigéo qui-
mica dos graos verdes. Durante a torra desses graos, diversos compostos que formam
o sabor e 0 aroma sao formados, sendo responsaveis pelas qualidades ou defeitos da
bebida (DART; NURSTEN, 1985 apud DE MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999). Em um
trabalho de correlagéo entre precursores e volateis em café arabica, Arruda e colabo-
radores (2012) observaram uma forte influéncia do pré-processamento dos cafés ara-

bica crus no teor dos principais precursores de volateis.

Dada a diversidade do parque cafeeiro e o elevado nivel tecnologico da cafei-
cultura, o Brasil possui condi¢des favoraveis para aumentar sua participagdo no mer-
cado de cafés de qualidade (GIOMO; BOREM, 2011). Historicamente, a qualidade da
bebida n&o foi o foco nos programas de melhoramento do café arabica no Brasil. Até
a década de 1960, esses programas de melhoramento estavam ligados a produgéao
em larga escala e a capacidade de adaptagao da planta do café em diferentes regides.
Apos 1970, com o aparecimento da ferrugem e sua rapida dispersao nas lavouras

brasileiras, enorme énfase foi dada ao melhoramento para resisténcia a essa doenga.
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Na década de 1980, estudos sobre a resisténcia aos nematoides e ao bicho mineiro
receberam mais atengao, além disso as pesquisas sobre a qualidade da bebida tam-
bém foram otimizadas, verificando-se assim que além das condi¢des de cultivo e pro-
cessamento dos graos na pos-colheita, a constituicdo genética da planta também tem
um papel importante na determinagdo da qualidade final da bebida (MEDINA FILHO;
BORDIGNON; CARVALHO, 2008).

Assim, o estudo da relagao entre a composigao quimica do gréo cru, a irrigagao
e a resisténcia a doencgas das variedades de café arabica aqui propostas visa corro-
borar para a melhoria da qualidade do café do inicio do processo de producédo ao

consumo da bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a composigdo quimica dos gréos verdes de cultivares de Coffea ara-
bica L. — Paraiso H419-1, Catigua MG s3, Catigua MG s2, Rubi JM MG 1192, Topazio
MG1190, IBC 12 IAC 125 RN, Acaua, Catuai 144, Catuai 99 e Catuai 62 — plantados

nos regimes de sequeiro e irrigagao por gotejamento.

2.2 Objetivos especificos

- Diferenciar os cafés plantados no regime de sequeiro e no regime de irrigagao
com base nos perfis quimicos dos mesmos através do uso da técnica de espectrome-

tria de massas com ionizagao por eletrospray por infusao direta.

- Identificar quais compostos sofrem maior influéncia da irrigacao e estabelecer

uma relacao destes com a qualidade do café.

- Discriminar, com o auxilio da técnica de espectrometria de massas, os cafés
suscetiveis ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br. (causador da ferrugem) dos que

sao resistentes com base em seus perfis quimicos.

- Detectar a relagao entre resisténcia/suscetibilidade a ferrugem e qualidade de

bebida do café.

- Realizar o teste de xicaras e correlacionar os dados da analise sensorial com

os dados obtidos na analise estatistica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O café e o Brasil, em linhas gerais

O cafeeiro apresenta sua classificagdo botanica como sendo uma planta da
familia das Rubiaceas, que se caracterizam por possuir folhas simples, e pertence ao
género Coffea, onde as flores apresentam anteras e estigmas proeminentes (BRID-
SON, 1987 apud GUERREIRO FILHO et al., 2008a). E uma planta de tamanho arbus-
tivo ou arbdreo, de raiz pivotante e de caule lenhoso, com formato quase cilindrico.
Seus ramos podem crescer no sentido vertical, formando as hastes ou troncos, ou no
sentido horizontal, onde ocorre a formacao das gemas florais, que dao origem a flora-
cao e frutificacdo. As folhas sado opostas e inteiras. Ja o fruto € uma drupa, normal-
mente com duas sementes (MATIELLO et al., 2016).

Embora existam diversas espécies do género Coffea, apenas duas se desta-
cam — Coffea arabica L. e Coffea canephora. Juntas elas representam quase a totali-
dade do café cultivado e comercializado no mundo (GUERREIRO FILHO et al.,
2008a). A espécie Coffea arabica L. é comercialmente chamada de café arabica e a
espécie Coffea canephora, café robusta. Segundo a Organizacao Internacional do
Café (OIC, 2017c), no ano de 2016 foram produzidas 153,869 milhdes de sacas de
60 kg de café, das quais 97,269 milhdes sdo de cafés arabicas e 56,600 milhdes re-
ferem-se aos cafés robustas. Nota-se, portanto, que o café arabica responde por apro-

ximadamente dois tercos da produ¢do mundial de cafés.

Para Sakiyama (2015), o café arabica é uma planta perene, alotetraploide, de
ramos dimoérficos e crescimento continuo. A inflorescéncia ocorre nos nés de ramos
laterais novos. Seus frutos, quando maduros, sdo conhecidos como cerejas, e podem

apresentar o exocarpo de cor vermelha ou amarela (Figura 1).
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Figura 1 — Imagens de cafés amarelos e vermelhos e da inflorescé

N

ncia do cafeeiro.
‘L}( =3 F}

O café arabica apresenta melhor qualidade de bebida, de carater mais refinado
e diferentes nuances de docgura e acidez, ao passo que o café robusta tem bebida
com menos peculiaridades e por isso € muito usado em misturas (“blends”) e na in-
dustria de cafés soluveis (MATIELLO et al., 2016). Em estudos realizados por Ribeiro
et al. (2014), blends de Coffea canephora Pierre e Coffea arabica L. mostraram mu-
dancgas nos atributos sensoriais a medida em que houve aumento na proporc¢ao de
café robusta no blend. Houve aumento do atributo corpo e diminuicdo da acidez. O
amargor intensificou-se, devido, em parte, a maior quantidade de cafeina presente na
espécie Coffea canephora Pierre. Houve reducido no teor de agucares totais e nio
redutores, assim como reducao das notas para os atributos fragrancia e aroma. Ainda,
para Giomo e Borém (2011), dentre as muitas espécies do género Coffea, a espécie
C. arabica L. é a Unica capaz de produzir cafés com bebidas aromaticas e saborosas.
Bebidas de qualidade superior s&do inerentes a espécie C. arabica, sendo que 0s pro-
cessos de producgao, colheita e pds-colheita devem ser bem executados apenas para
manter essa caracteristica. Falhas nesses processos, bem como problemas relacio-
nados ao meio ambiente, podem impedir a manifestagéo da capacidade genética das

cultivares da espécie Coffea arabica.

A introdugéo do cafeeiro no Brasil ocorreu no ano de 1727, como pode-se ver
nesse texto de Eccardi e Sandalj (2003, p. 50):

“Em 1727, um oficial brasileiro em visita a Guiana Francesa ganhou da mulher
do governador, como sinal de amizade, um mago de flores que trazia escon-
dida uma muda de café. Dessa homenagem nasceu o império cafeeiro brasi-
leiro”.

As plantas introduzidas no estado do Para eram da espécie C. arabica, e foram

descritas em 1913 por Cramer que propds a denominacéo tipica (Coffea arabica L.
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var. tipica Cramer) por ser a cultivar que representa as caracteristicas tipicas da es-
pécie C. arabica. Essa cultivar de frutos vermelhos foi, praticamente, a unica cultivar

explorada comercialmente até meados do século XIX (MENDES et al., 2008).

Do estado do Para, o café seguiu para o Maranhao e dai se expandiu, em pe-
guenas plantagdes, para os estados vizinhos, tendo alcangado a Bahia no ano de
1770. Jaem 1774, o café desceu do Maranh&o para o Rio de Janeiro, estado onde os
cafezais se ampliaram, atingindo o Vale do Paraiba em 1825, de onde seguiu para os
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Em Ribeirdo Preto chegou em 1835, no noro-
este paulista e norte do Parana entre 1928 e 1930. No Espirito Santo, chegou a partir
de 1920 (MATIELLO et al., 2016; MENDES et al., 2008).

A primeira plantagao de café em larga escala foi empreendida no Rio de Janeiro
pelo médico francés Louis Francois Lecesne, em 1816, com 50 mil pés de café. Le-
cesne trouxe para o Rio sua inestimavel experiéncia na lavoura cafeeira, baseada no
sistema dominicano de plantio, limpeza, colheita e secagem (FERRAO, 2004). Assim,
as primeiras exportagcdes de café em quantidade ocorreram a partir de 1820 e 25 anos
depois, em 1845, o Brasil ja era considerado o principal produtor, colhendo 45% da
produgado mundial da época (MATIELLO et al., 2016).

Em 1864, em face do declinio da produgcao cafeeira por area e, sabendo da
importancia da cultura para o pais, o governo brasileiro providenciou a introdugéo da
cultivar Bourbon Vermelho (C. arabica L. var. Bourbon), da Illha de Reunido (antiga
llha de Bourbon), considerada de alta produtividade. Em 1870, na Bahia, a cultivar
Maragogipe (C. arabica L. var. Maragogipe) foi encontrada por Eriségono José Fer-
nandes; tratava-se de uma mutagcdo dominante, ocorrida na cultivar Tipica. Um ano
depois, em 1871, outra mutagado também surgiu em Botucatu, estado de Sao Paulo —
era o Amarelo de Botucatu. Por volta de 1896, a cultivar Sumatra foi introduzida no
Brasil por Fonseca Costa e Cia, vinda da ilha de mesmo nome, na Indonésia. E ja no
século da frente, em 1930, surgem, independentemente, duas novas cultivares, o Bou-
rbon Amarelo, no municipio paulista de Pederneiras e a cultivar Caturra, na Serra do
Caparad, ambas tendo como origem a cultivar Bourbon Vermelho. Ainda no inicio da
década de 1930, com o estabelecimento do plano geral de melhoramento do cafeeiro
pela Secao de Genética do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), o melhoramento
genético foi abordado de forma bastante completa, contando com o apoio de pesqui-

sadores de areas como citologia, fisiologia e estatistica. E a partir de 1943 teve inicio
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a selecao da cultivar Mundo Novo e, em 1949, da cultivar Catuai. Com a renovagao
das lavouras, no final dos anos 1960 e 1970, praticamente todo o parque cafeeiro
brasileiro, cerca de 90% da area hoje cultivada com arabica, passou a ser constituida
por linhagens selecionadas dessas duas cultivares (MATIELLO et al., 2016; MENDES
et al., 2008).

3.2 Colheita e pos-colheita do café

A cultura do café é caracterizada por ser muito exigente de recursos financeiros
e requer um enorme uso de mao-de-obra durante todo o seu ciclo. As operagcdes mais
onerosas e complexas ocorrem no periodo da colheita e pds-colheita dos frutos de
café. A colheita do café € mais complexa, dificil e cara de ser realizada que a de
outros produtos, haja vista a altura e arquitetura da planta, a desuniformidade da ma-
turacdo e o enorme teor de agua presente nos frutos. Durante essa etapa, tem-se
cerca de 30% do custo de producao e 40% da mao-de-obra empregada (TEIXEIRA et
al., 2015).

Para Matiello et al. (2016), a colheita e pds-colheita estdo entre os trés princi-
pais fatores dos quais depende a qualidade do café, sendo o primeiro a composicao

quimica dos graos e o terceiro o processo de industrializagcéo e preparo da bebida.

As etapas que envolvem o processamento dos graos de café se iniciam na
colheita. Na Figura 2, a seguir, € possivel observar a sequéncia de etapas envolvidas

na producao dos gréos de café verde.
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Figura 2 — Esquema basico de processamento (preparo) do café’.

COLHEITA

DERRICA i DERRICA
NO PANO MECANICA A DEDO NO CHAO

LAVADOR

| SEPARADOR DE VERDES |

| DESPOLPADOR / DESCASCADOR |

| DESMUCILADOR / DEGOMAGEM |

| LAVAGEM |

| PRE-SECAGEM |

| SECAGEM |

| ARMAZENAMENTO EM COCO OU PERGAMINHO |

| BENEFICIAMENTO |

| REBENEFICIAMENTO/PADRONIZACAO |

| CLASSIFICACAO |

| COMERCIALIZAGAO |

Fonte: MATIELLO et al., 2016.

A colheita de café ocorre em épocas diferentes nos dois hemisférios. Devido a
grande diversidade de condigdes ambientais em que o café é cultivado, sua colheita
se estende, grosso modo, de setembro a margo no hemisfério Norte e de abril a agosto
no hemisfério Sul (ECCARDI; SANDALJ, 2003). Como a maturagao dos graos néo é
uniforme (Figura 3), alguns agricultores comegam a colheita antecipadamente, antes
da maioria dos frutos completarem o ciclo de maturacao, pelo fato de estarem quase
sempre descapitalizados. Outros produtores, para realizarem a colheita em uma unica
vez, praticam-na tardiamente, onde havera uma maior quantidade de graos passas e
secos, proporcionando um produto de baixa qualidade pelo aumento do numero de

defeitos e bebida inferior. Embora mais trabalhosa e onerosa, o que se recomenda é

" Observagao: De acordo com os processos usados, algumas etapas desse esquema podem ser pu-
ladas.
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a realizagdo de uma colheita seletiva, iniciando quando as plantas tiverem pelo menos
50% de frutos maduros, se constituindo num método de colheita que contribui em
muito para melhorar o padréo de qualidade do café e consequentemente proporcionar

um diferencial na valorizagdo do produto (SANTOS, 2005).

Figura 3 — Imagem de frutos em diferentes estagios de maturagéo, mostrando frutos verdes, madu-
ros e em passas.

/7

Fonte: O autor.

A colheita de café pode ser realizada de forma manual, semimecanizada ou
mecanizada. A colheita manual compreende a derri¢a total dos frutos do cafeeiro ou
pode ocorrer de forma seletiva, onde apenas os frutos maduros sao retirados. No
modo semimecanizado, a colheita é feita empregando-se as maquinas derricadoras
portateis, que sao operadas manualmente e acionadas por pequenos motores de
combustdo a gasolina, com ciclo de dois ou de quatro tempos. Nas regides de topo-
grafia plana existe a opgdo do uso da mecanizagéo, onde maquinas colhedoras subs-
tituem com vantagens o emprego da mao de obra nas lavouras para a colheita (MA-
TIELLO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2015). Na Figura 4 sdo apresentados modos

diferentes de colheita.
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Figura 4 — Imagens de diferentes modos de colheita: (a) colheita manual nao seletiva; (b) colheita
semimecanizada; (c) colheita mecanizada.
5 B

Fonte: Brasil, 2016.

Apods a colheita, inicia-se uma série de etapas para o preparo do café que cons-
tituem o processamento chamado de pdés-colheita. Essas etapas sdo basicamente:
limpeza, lavagao, separagao, secagem, armazenagem, descascamento, padroniza-
¢ao e classificagdo. Essas operagdes nao tém por objetivo melhorar a qualidade do
café, mas tentar manté-la muito proxima daquela existente antes da colheita (TEI-
XEIRA et al., 2015).

O processo de beneficiamento do fruto do café pds-colheita pode ser feito de
dois modos: por via seca, resultando nos “cafés de terreiro” ou “cafés naturais”, ou por
via umida dando os “cafés despolpados” e os “cafés cerejas descascados” (MATI-
ELLO et al., 2016).
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Na Figura 5 pode-se visualizar as diferentes partes constituintes dos frutos do
café, o que facilita o entendimento sobre as operagdes necessarias no processamento

pos-colheita.
Figura 5 — Imagem das partes do fruto do café.

Endosperma
(grao)

Tegumento ou perisperma
{pelicula prateada)

Endocarpo
(pergaminho)

Mesocarpo
(polpa)

Epicarpo ou exocarpo
{(casca)

Fonte: adaptacao de FARAH; SANTOS, 2014.

O beneficiamento do café por via seca, com o qual se obtém os cafés naturais,
€ o método tradicional, em que o fruto é colocado para secar e somente entdo sao
eliminadas a casca e a polpa (Figura 6). Os frutos sao espalhados ao sol, em terreiros
de cimento, asfalto ou terra batida, e constantemente revolvidos por um periodo de
dez a trinta dias. Nesse método, uma secagem correta € a condigdo necessaria para
obter um produto sem defeitos ou caracteristicas negativas (ECCARDI; SANDALJ,
2003). A preparagao por via seca predomina em cerca de 90% da cafeicultura brasi-
leira (MATIELLO et al., 2016).

Em estudos realizados variando-se o método de processamento, pdde-se ob-
servar que os cafés naturais apresentam, de forma geral, menores teores de acucares
nao redutores, quando comparados aos cafés despolpados e os desmucilados, inde-
pendentemente do método de secagem (CLEMENTE et al., 2015). Uma vez que os
agucares sao precursores do sabor e aroma do café torrado, pode-se considerar que
esse fator mantém a qualidade do café ou possibilita a obtencdo de uma bebida de
qualidade superior (BOREM et al., 2006).
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Figura 6 — Imagem do processamento de cafés naturais por “via seca”.

Fonte: O utor.

O processamento umido é mais sofisticado e tende a gerar uma bebida de qua-
lidade superior. Existem muitas versdes diferentes deste método, mas, em geral, ape-
nas cerejas maduras sdo usadas. Elas podem ser selecionadas e separadas mecani-
camente ou em tanques de flutuagao. A classificagéo é seguida por despolpagao me-
canica, imersao, e fermentacdo em um tanque, normalmente de 12-36 h. Durante a
fermentacgdo, que pode ocorrer naturalmente ou com a adicdo de microrganismos ou
enzimas, a polpa remanescente é removida?, a acidez aumenta, e pode diminuir o pH
para 4,5. As sementes nuas (café pergaminho) em seguida sao extensivamente lava-
das em tanques de agua limpa ou em maquinas de lavar especificas. A seguir, os
graos sao secos em terreiros ou em tabelas suspensas (ventiladas); isso as vezes é
combinado com ar quente de secagem. Apos a secagem, a parte restante da casca é
removida mecanicamente. O processamento umido frequentemente é usado em lu-
gares onde o café é colhido por colheita manual, tais como Colémbia, Asia e América
Central, embora por causa do valor de mercado superior, varias exploragbes em pai-
ses que produzem volumes maiores, como o Brasil, também o tenham adotado (FA-
RAH; SANTOS, 2014).

2 Por isso esses cafés sdo chamados de “cafés despolpados”.
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O preparo dos cafés “cereja descascados” vem crescendo no Brasil. Essa téc-
nica € uma variavel no processo “via umida”, onde os cafés maduros s&o apenas des-
cascados e nao passam pelo processo de degomagem, indo direto para a secagem.
Dessa forma se produz um café com caracteristicas de cor e corpo semelhantes ao
café natural, porém com maiores possibilidades de obtencdo de melhores padrdes de
bebida (MATIELLO et al., 2016).

Em estudos sobre a germinagédo de sementes de café e seu significado para a
qualidade da bebida, Selmar et al. (2006) concluiram que a diferenga de qualidade no
processamento “via seca” e no processamento “via umida” pode ser correlacionada

com eventos metabalicos relacionados aos metabolismos de germinagao ou estresse.

O café natural, chamado também de café em coco e o café pergaminho, ainda
necessitam passar pelo processo de beneficiamento ou descasque, onde, com a reti-
rada das cascas e separagao dos gréaos, da origem ao café beneficiado ou café verde,

que é destinado a industria ou ao comércio (MATIELLO et al., 2016).

3.3 Classificagao do café

A avaliacdo da qualidade do café compreende dois tipos de classificagdo: a
classificagao por tipos e a classificagao pela bebida. Ela deve ser feita por profissional
habilitado (classificador-provador), especialmente no que se refere a determinagao da
bebida do café. A classificacdo € importante para a definicdo de preco do produto,
para a formacao de lotes para a comercializagcado e para caracterizar a matéria prima
desejada na industrializagao (MATIELLO et al., 2016).

A classificagao por tipos adotada compreende sete tipos de valores decrescen-
tes, de 2 a 8, determinados em uma amostra de 300 gramas de café verde, segundo
as normas estabelecidas pela Tabela Oficial Brasileira de Classificagdo (Tabela 1). A
cada tipo corresponde um maior ou menor numero de defeitos (grédos imperfeitos ou

impurezas).



Tabela 1 — Tabela oficial para classificagao de café

Defeitos Tipos Pontos Defeitos Tipos Pontos Defeitos Tipos Pontos
4 2 +100 28 4-5 -5 100 6-10 -110
4 2-5 +95 30 4-10 -10 108 6-15 -115
5 2-10 +90 32 4-15 -15 115 6-20 -120
6 2-15 +85 34 4-20 -20 123 6-25 -125
7 2-20 +80 36 4-25 -25 130 6-30 -130
8 2-25 +75 38 4-50 -30 138 6-35 -135
9 2-30 +70 40 4-35 -35 145 6-40 -140
10 2-35 +65 42 4-40 -40 153 6-45 -145
11 2-40 +60 44 4-45 -45 160 7 - 150
12 3 + 50 46 5 - 50 180 7-5 -155
13 3-5 +45 49 5-5 -55 200 7-10 -160
15 3-10 +40 53 5-10 -60 220 7-15 -165
17 3-15 +35 57 5-15 -65 240 7-20 -170
18 3-20 +30 61 5-20 -70 260 7-25 -175
19 3-25 +25 64 5-25 -75 280 7-30 -180
20 3-30 +20 68 5-30 -80 300 7-35 -185
22 3-35 +15 71 5-35 -85 320 7-40 -190
23 3-40 +10 75 5-40 -90 340 7-45 -195
25 3-45 +5 86 6 -100 360 8 - 200
26 4 BASE 93 6-5 -105

Fonte: BRASIL, 1978.
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Os defeitos podem ser de natureza intrinseca, constituindo-se de gréos altera-

dos (os pretos, os ardidos, os verdes, os chochos e os mal granados), ou de natureza

extrinseca, compondo-se de elementos estranhos ao café beneficiado (coco, mari-

nheiro, cascas, paus e pedras).

Cada defeito possui sua equivaléncia, como pode ser visto na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Equivaléncia dos defeitos do café, para sua classificacdo pelo tipo.

NATUREZA DAS IMPERFEIRCOES NUMERO DE DEFEITOS

1 gréo preto

1 pedra, pau ou torrdo grande

1 pedra, pau ou torrdo regular

1 pedra, pau ou torrdo pequeno

1 coco

1

casca grande

2 ardidos

2 marinheiros

2/3 cascas pequenas

2/5 brocados

3 conchas

5 verdes

5 quebrados

5 chochos e mal granados

AlAalAalalalalalalalalalNdDOY—~

Fonte: BRASIL, 1978.
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O conhecimento do numero e do tipo de defeitos pode revelar também como

se deu 0 manejo da lavoura, como pode ser visto na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 — Principais defeitos do café, causas, modo de evitar e prejuizos na qualidade.

PREJUIZOS
NATUREZA CAUSAS MODO DE EVITAR E ELI- A ‘QUALL-
MINAR
DADE
Preto Permanéncia prolongada dos Colheita racional, catacao Aspecto, cor,
frutos no pé, contato com o manual ou eletrdnica. torracéo e
chéo. bebida.

Ardido Colheita de frutos verdes e per- Colheita racional, catacao Aspecto, cor,

manéncia prolongada dos fru- manual ou eletrdnica. torracéo e
tos no pé ou em contato com o bebida.
chéo.

Verde Colheita de frutos verdes. Colheita em época certa, Aspecto, cor,
emprego de separador de torragéo e
verdes, catagao. bebida.

Concha Problemas genéticos da varie-  Manejo racional da cultura, Aspecto e
dade e efeito climatico. no beneficiamento e na ca- torracao.
tagdo manual ou mecénica.
Chocho Problema genéticos, climaticos Troca de variedade, manejo Aspecto e
ou (seca) caréncia nutricional racional da cultura, ventila- torracao.
¢ao adequada no beneficio,
catagcdo manual ou mecéa-
nica.
Mal gra- Problema climatico (seca) ou Nutricdo adequada, irriga- Aspecto e
nado caréncia nutricional ou ataque ¢ao. Separagao no benefici- torracao.
de cercospora. amento. Catagdo manual ou
mecanica.
Brocado Ataque da broca do café. Controle da broca. Catagéo Aspecto.
manual ou mecéanica
Quebrado  Seca inadequada e ma regula- Secagem adequada, regula- Aspecto e
gem do descascador. gem dos ventiladores. Cata- torracao.
¢ao manual ou mecanica.
Coco e ma- Ma regulagem do descascador. Regulagem do descasca- Aspecto e
rinheiro dor, separagao no beneficia- torragéao.
mento e catagdo manual.
Paus, pe- Colheita por derrica no chao e Colheita por derrica no Aspecto e
dras, tor-  abanacdo malfeita. pano, emprego de lavado- torracao.
roes e cas- res e seletores, regulagem
cas do catador e da ventilagao

no beneficiamento, catagéo
manual.

Fonte: MATIELLO et al., 2016.

A classificagdo da bebida é feita pela analise sensorial da bebida dos graos
torrados e sao avaliados atributos como aroma, acidez, amargor, corpo, entre outros.
A metodologia tradicional de avaliagao sensorial, como definida na COB — Classifica-

cao Oficial Brasileira, é feita com uma torra denominada “americana”, que é uma torra
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clara ou leve (BRASIL, 2010). No Brasil, o teste da bebida € comumente chamado de

“prova de xicara” e os cafés sao classificados em sete categorias (Tabela 4).

Tabela 4 — Descricdo das categorias de classificacdo oficialmente utilizadas na prova de xicara.

Padrao de Classifi-
cacao

Caracteristicas

Estritamente mole

Bebida de sabor suavissimo e adocicado; todos os requisitos de aroma e
sabor “mole” mais acentuado.

Mole

Bebida de sabor suave, agradavel, brando e adocicado.

Apenas mole

Bebida de sabor levemente doce e suave, mas sem adstringéncia ou aspe-
reza de paladar.

Dura Bebida de sabor acre, adstringente e aspero, porém nao apresenta palada-
res estranhos.
Riada Bebida apresentando sabor tipico de iodoférmio.
Rio Bebida com sabor tipico e acentuado de iodoférmio.
Rio Zona Sabor muito acentuado, assemelhando ao iodoférmio ou ao acido fénico.

Fonte: BRASIL, 2010.

A metodologia da Associagdo de Cafés Especiais da América (do inglés: Spe-

cialty Coffee Association of America — SCAA) no entanto, tem como objetivo identificar

todo o potencial de qualidade de um café e, desse modo, o ponto de torra recomen-

dado € o mesmo dos produtos comerciais, com ponto de torra entre os discos #65 e
#55 da escala Agtron, mostrado na figura abaixo (LINGLE, 2011) (Figura 7).

Figura 7 — Imagem de padroes de torra do disco Agtron.

1

Padro de Torra

Fonte: https://www.cafepoint.com.br/noticias/mercado/sutilezas-do-tonsurton-da-torra-do-cafe-
41147n.aspx
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Os atributos avaliados sao fragrancia/aroma, uniformidade, auséncia de defei-
tos (xicara limpa), dogura, sabor, acidez, corpo, finalizagao, equilibrio, defeitos e ava-
liacao global (ANEXO A). Se a nota atribuida a bebida for de 80 a 85, o café é consi-

derado especial, como mostra a Figura 8 abaixo.

Figura 8 — Esquema em pirAmide para avaliacao sensorial de café.

ESPECIAIS

Cafés de Altissima Qualidade
B&b‘ig_lu. Estrita mell'n"ig Mole
BISIiIIiliIIDOI. E A EEENEENEXN,]
S —

CAF da Mole

CAFES
COMERCIAIS 75 evonepl e esee

Fonte: SCAA, 2009.

3.4 Composicgao quimica dos graos de café verde

A composi¢cado quimica basica do café verde depende de aspectos genéticos,
como a espécie, e de aspectos fisioldgicos, como o grau de maturagéo. Além desses
fatores intrinsecos, fatores extrinsecos como a composi¢ao do solo, clima, praticas
agricolas e condi¢cdes de estocagem afetam a fisiologia e a composigdo quimica das

sementes, mas em menor intensidade (FARAH, 2012).

Acidos clorogénicos, cafeina, trigonelina, extrato aquoso, aminoacidos e polife-
nois foram analisados em 41 amostras de café verde e usados como descritores qui-
micos para diferenciar variedades de arabica e robusta. Estes estudos mostraram que
essas duas espécies podem ser facilmente diferenciadas com relagdo aos seus con-
tetdos de cafeina e aminoacidos livres (MARTIN; PABLO; GONZALEZ, 1998).
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Segundo Farah (2009), a fragao nao-volatil de café verde € composta principal-
mente por agua, carboidratos e fibras, aminoacidos livres, proteinas, lipidios, minerais,
acidos organicos, acidos clorogénicos, trigonelina e cafeina. Desses componentes,
cafeina, trigonelina e os acidos clorogénicos s&o compostos bioativos caracteristicos
do café que contribuem muito para o sabor da bebida apés a torrefacdo dos gréos. Na
Tabela 5 sao apresentados a composicao quimica de sementes verdes de Coffea ara-

bica e Coffea canephora.

Tabela 5 — Composicdo quimica de sementes verdes de Coffea arabica e Coffea canephora
Concentragao (g/100g)

Componentes Coffea arabica Coffea canephora
Hidratos de carbonol/fibra

Sacarose 6.0-9.0 0.94.0
Acucares redutores 0.1 0.4
Polissacarideos 34-44 48-55
Lignina 3.0 3.0
Pectina 2.0 2.0
Compostos nitrogenados

Proteinas/peptideos 10.0-11.0 11.0-15.0
Aminoacidos livres 0.5 0.8-1.0
Cafeina 0.9-1.3 1.5-25
Trigonelina 0.6-2.0 0.6-0.7
Lipidios

Oleo de café (triglicerideos com insaponificaveis, 15-17.0 7.0-10.0
esterois/tocoferois)

Diterpenos (livres e Esterificados) 0.5-1.2 0.2-0.8
Minerais 3.0-4.2 4.4-45
Acidos e ésteres

Acidos clorogénicos 4.1-7.9 6.1-11.3
Acidos alifaticos 1.0 1.0
Acido quinico 0.4 0.4

Fonte: FARAH, 2012.

3.4.1 Cafeina

A cafeina € uma metilxantina de sabor amargo embora, no entanto, ndo seja
responsavel por mais que 10% da amargura percebida na bebida do café. Este alca-
loide é estavel ao calor e sua concentragao € aproximadamente duas vezes maior na

espécie C. canephora que a encontrada na espécie C. arabica (FARAH, 2012).

Fatores ambientais e agricolas parecem ter um efeito minimo sobre a quanti-
dade de cafeina presente no café. Durante a torrefagao, ndo ha nenhuma perda sig-

nificativa em termos de cafeina. Um copo da bebida de café normalmente contém 70-
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140 mg de cafeina, dependendo do tamanho do copo, do blend de café e da prepara-
cao (WEI; TANOKURA, 2014)

Dentre as substancias contidas no café, a cafeina foi a primeira a ser identifi-
cada por um quimico alemao chamado Ferdinand Runge, no ano de 1820. As propri-
edades estimulantes desse alcaloide, fizeram do café umas das bebidas mais consu-
midas no mundo. Ainda devido as suas propriedades, a cafeina ou 3,7-dihidro-1,3,7-
trimetil-1-H-purina-2,6-diona, como é sistematicamente chamada, foi uma das subs-
tancias mais estudadas em toda a histéria da medicina. A sua ingestao, entretanto, &
segura na dose existente em 3 ou 4 xicaras diarias (até 500 mg/dia), e estudos de-
monstram que nessa concentragao, a cafeina tem um papel importante no rendimento
escolar (ENCARNACAO; LIMA, 2003).

A elucidacio da estrutura demorou um pouco mais; sendo que até 1873 a opi-
nido sobre a formula molecular da cafeina era de que poderia ser C16H10N4O4. A ca-
feina ocorre tanto em cha de folhas verdes de Camellia sinensis L. (até 5%), quanto
em sementes de café Coffea arabica L. (até 1,5%). E, ao contrario do que se acredi-
tava, ndo ha diferencgas entre a “teina” do cha e a “cafeina” do café, sendo a mesma
substancia. Outras fontes estdo em cha mate (erva mate) (1%), guarana, nozes de
cola e sementes de cacau (0,2%) (BERGER; SICKER, 2009).

Hoje ja se sabe sua formula molecular (CsH1oN4O2), sua massa exata

(194,0804) e ela € comercialmente disponivel (Figura 9).
Figura 9 — Estrutura quimica da cafeina.
Q /CH3
H5;C N
O)\T N

CHj3
Fonte: O autor



35

3.4.2 Trigonelina

A trigonelina (Figura 10 A) é um alcaloide biologicamente derivado da metilagao
enzimatica do acido nicotinico (Figura 10 B). Ela também contribui para a amargura
da bebida e é um precursor para a formacao de diferentes classes de compostos vo-
lateis durante a torra dos graos como pirrdis e piridinas, alguns dos quais podem con-
ferir sabor desagradavel (FARAH, 2012).

Figura 10 — Estruturas quimicas da trigonelina (A) e acido nicotinico (B).
CO,

= ’ P

CO,H

XN+ N

N

Fonte: O autor.

Analises laboratoriais indicaram que os acidos clorogénicos, o acido nicotinico
e a trigonelina, todos componentes do café verde ou torrado, possuem propriedades
bactericida e adesiva. Tais resultados permitiram a hipotese de que essas substan-
cias, efetivamente, podem prevenir a formagao de céries dentarias (ENCARNACAO;
LIMA, 2003).

3.4.3 Acidos Clorogénicos

Os acidos clorogénicos (ACGs) compreendem um grupo majoritario de com-
postos fendlicos que derivam da esterificagcdo de um ou mais residuos de acidos fe-
nélicos (principalmente o caféico, ferulico, ou acido p-cumarico) com o (-)-acido qui-
nico e que sdo comumente encontrados e diferentemente distribuidos em plantas su-
periores (BICCHI et al., 1995; FARAH et al., 2008).

Em um estudo de correlagao entre o teste de xicara e os atributos quimicos de

café arabica brasileiro, Farah et al. (2006), identificaram 8 acidos clorogénicos. Os
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acidos cafeoilquinicos corresponderam a 83% do total de acidos clorogénicos nos
graos verdes. O maior teor de acidos clorogénicos totais nos graos verdes foi correla-
cionado com o café de pior qualidade, Rio zona, e o menor teor correlacionado com a

amostra de melhor qualidade na prova de xicara, Mole.

As reagdes quimicas que ocorrem durante a torra dos gréos de café, transfor-
mam os acidos clorogénicos em compostos que operam no sistema nervoso central e
estdo ligados ao estado de humor, prevenindo sensacgdes de depressao e suas con-
sequéncias como o desejo de ingerir outras drogas. Além disso, esses compostos
exercem um importante papel na prevencao de infarto do miocardio. Ademais, os aci-
dos clorogénicos apresentam importante fungcdo como antioxidantes naturais. E, ape-
sar do café ser a maior fonte de acidos clorogénicos, eles também podem ser encon-
trados em algumas frutas, chocolate e alguns chas (ENCARNACAO:; LIMA, 2003).

Em um estudo do efeito do processamento de cafés comerciais no teor de aci-
dos clorogénicos, Mills et al. (2013), encontraram a presenga de oito acidos fendlicos
majoritarios em todos os extratos analisados. Esses compostos foram identificados
como sendo os acidos 3,4 e 5-cafeoilquinicos, 4 e 5-feruloilquinicos e 3,4, 3,5 e 4,5-
dicafeoilquinicos. Os dados mostraram também que os acidos cafeoilquinicos foram
0s mais abundantes, com o acido 5-cafeoilquinico respondendo por cerca de 25 a
30% do total de acidos clorogénicos em todas as amostras analisadas. O estudo con-
clui também que torras mais acentuadas provocam uma diminuicido no teor de acidos
clorogénicos, mas que néo ha uma diferenga significativa quando comparados os ca-

fés comuns, os descafeinados e os soluveis (instantaneos).

Os acidos clorogénicos sao subdivididos de acordo com a natureza € numero
de substituintes cindmicos e da posi¢ao da esterificagdo no anel cicloexanico do acido
quinico. Os ésteres sao formados preferencialmente com as hidroxilas localizadas nos
carbonos 3, 4 ou 5. Menos comuns, alguns ésteres podem ser formados com a hidro-
xila do carbono 1 (Figura 11). Assim, as principais subclasses dos acidos clorogénicos
nos graos verdes de café sdo os acidos cafeoilquinicos, acidos dicafeoilquinicos, aci-
dos feruloilquinicos e, menos abundantes, acidos p-cumaroilquinicos e acidos cafeoil-
feruloilquinicos (FARAH, 2012).
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Figura 11 — Estruturas quimicas de acidos clorogénicos e compostos relacionados. (A) Compostos
base, (B) monoésteres de acido quinico com acido hidroxicinamico, (C) di-ésteres de acido quinico
com acido caféico e ésteres mistos. AdiCQ, acidos dicafeoilquinicos; AFQ, acidos feruloilquinicos;
Ap-CoQ acidos p-
cumaroilquinicos.

(A)
CO,H / R,
CO,H R4 =0OH AC (cafeico)
R4 =0OCH; AF (ferulico)
Ry=H Ap-Co (p-cumarico)
OH

Acidos hidroxicinamicos

Acido quinico

(B)
OH

R = OH 5-ACQ
R=0CH; 5-AFQ
R=H 5-Ap-CoQ
CO,H

(C)

R;=AC, R, = AC, Ry = H 3,4-AdiCQ
R;=AC,R,=H, Ry = AC 3,5-AdiCQ
Ry=H, Ry =AC, Ry = AC 4,5-AdiCQ

R, = AF, R, =AC, Ry = H 3F,4ACQ
R, =AC, R, = AF, Ry = H 3C,4AFQ
R; = AF, R, = H, Ry = AC 3F,5ACQ
R;=AC, R, =H, Ry = AF 3C,5AFQ
R, = H, R, = AF, R; = AC 4F 5ACQ
R;=H, R, = AC, Ry = AF 4C,5AFQ

Fonte: FARAH, 2012.

3.5 Influéncia da irrigagao

Ha tempos a irrigagéo era usada apenas como uma técnica de combate a seca.

Hoje, no entanto, insere-se em um conceito mais abrangente de agricultura irrigada,
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onde é uma estratégia para o aumento da produgdo, da produtividade e da rentabili-
dade da propriedade agricola, de forma sustentavel e criando condi¢des para perma-
néncia do homem no campo (MANTOVANI; VICENTE; SOUZA, 2004).

No Brasil, a cafeicultura irrigada ocupa cerca de 260 mil hectares, sendo a
maior parte em regides de Cerrado e representando mais de 10% da area plantada e
mais de 25% da produgéo de café no pais. Os sistemas de irrigacédo mais utilizados
sdo de aspersao (convencional, em malha ou pivé central) e os localizados (goteja-
mento e modificados) (FERNANDES; LIMA, 2013) (Figura 12).

Figura 12 — Imagem da forma de irrigacéo por gotejamento na lavoura de café.

=

Fonte: FERNANDES: LIMA, 2013.

Embora a maior parte das areas irrigadas estejam em regides com restricdes
hidricas consideraveis em periodos extensos do ano, é notavel também a implantagao
de projetos de irrigagcdo em areas tradicionais de cafeicultura de sequeiro, onde os
avancos da irrigacao tém propiciado vantagens competitivas, traduzidas em maior pro-
dutividade da lavoura e melhor qualidade do produto final (MANTOVANI; VICENTE;
SOUZA, 2004). Na lavoura cafeeira a agua tem papel indispensavel no desenvolvi-
mento e na produgao das plantas. Sem a agua a planta de café murcha e perde folhas,
tornando reduzida a produgéo de energia para o pé de café. Isso leva a diminuigdo do
pegamento da florada e, consequentemente, a carga de frutos fica prejudicada (MA-
TIELLO et al., 2016).

O objetivo central na irrigacao do cafeeiro € o acréscimo de produtividade e

melhoria em alguns parametros de qualidade do café, como classificagdo por penei-
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ras, rendimento e qualidade de bebida. Entretanto, € necessario considerar a impor-
tancia da implantagdo de uma cafeicultura irrigada em bases técnicas e ter claro que
0 sucesso depende de um planejamento que leve em conta o conceito de que cafei-
cultura irrigada é diferente de cafeicultura de sequeiro mais agua (MANTOVANI; VI-
CENTE, 2015).

Os efeitos da irrigagcdo na composi¢cao quimica dos graos de café e sua relagao
com a qualidade final do produto, na prova de xicara, ainda nao foram extensivamente
estudados, apesar da importancia agronémica dessa commodity. Silva et al. (2005),
realizaram um estudo da influéncia da irrigagdo na composigdo quimica e na quali-
dade da bebida do café, onde analisaram uma unica cultivar, Coffea arabica L. cv.
Obata IAC 1669-20, em trés diferentes regides do estado de Sao Paulo, sob diferentes
médias anuais de chuvas e temperaturas e em uma unica colheita. Tal trabalho mos-
trou que o teor de sacarose foi maior em gréos de cafés de plantas ndo irrigadas e
cultivadas em regides mais quentes, enquanto o teor de agucares redutores foi maior
nas regides de temperaturas menores. Ja o teor de cafeina, em qualquer tratamento,
mostrou-se diminuido com a irrigagao. O composto acido 5-cafeoilquinico, principal
isébmero dos acidos clorogénicos encontrados no café, n&o variou seu teor significan-
temente entre os tratamentos e localidades. Trés testadores treinados analisaram os
cafés para a qualidade da bebida e, embora a classificagao tenha mostrado o café de
uma localidade melhor que o das outras duas, nao teve uma forte influéncia para dis-
tinguir os cafés por analise de componentes principais (PCA — do inglés). O teste de
qualidade também foi realizado com a ajuda de uma lingua eletrénica, que também
mostrou que a irrigacao nao afetou significantemente a composicéo quimica dos cafés

e a qualidade da bebida.

Em um trabalho recente, Vinecky et al. (2017), avaliaram a influéncia da irriga-
¢ao controlada e da fertilizagdo na composi¢ao bioquimica e na qualidade dos graos
de café arabica. Nesse trabalho, a mesma cultivar, Coffea arabica L. cv. Rubi MG1192,
foi submetida a diferentes regimes de agua e diferentes doses anuais de nitrogénio-
fésforo-potassio (NPK) por trés anos consecutivos. Na analise discriminante linear
(LDA — do inglés), foi possivel separar os cafés plantados no regime de sequeiro de
outros quatro tratamentos com diferentes regimes de irrigacao, com 95% de confi-
anca. O teor de sacarose se mostrou maior nas plantas onde nao houve irrigagao e,

em um dos anos analisados, a diferenga foi de 10%. Para os trés anos, incrementos
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significativos nos teores de acidos clorogénicos foram observados com o aumento do
tempo de irrigacdo na estagao seca. Trigonelina e lipidios totais também foram afeta-
dos pela seca nos trés anos de testes; seus teores aumentaram com a diminuigao da
irrigagdo. Segundo os autores, independentemente da fertilizagdo, a auséncia de uma
irrigagao controlada durante o desenvolvimento dos graos de café é nitidamente ina-
propriada para a cultura do café sob o clima do Cerrado brasileiro. Diminuindo os te-
ores de cafeina e acidos clorogénicos e aumentando os teores de lipidios e sacarose,
o stress hidrico controlado durante a estacao seca altera a qualidade do café positi-
vamente. E, embora a qualidade da bebida ndo tenha sido avaliada, os autores sus-
tentam que os graos colhidos de uma lavoura com suspensdo controlada de agua
durante a estagao seca levam a uma melhor qualidade de bebida, quando compara-

dos com graos produzidos sob irrigacéo continua.

3.6 Cafés resistentes e suscetiveis a ferrugem

Foi a partir da década de 1970, apds a constatagédo da ferrugem alaranjada no
pais, que varias instituicbes brasileiras se langaram na busca de cultivares de café
portadoras de resisténcia ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br., agente causador
da ferrugem do cafeeiro (PEREIRA; BAIAO, 2015) (Figura 13).

Figura 13 —

Imagem da ferrugem do cafeeiro.

Fonte: http://www.gfcafe.com.br/single-post/2015/03/20/Veranico-n%C3%A30-para-a-ferrugem-do-
cafeeiro. Acesso em: out. 2017.
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A ferrugem é a doenga mais importante do cafeeiro, pois ao atingir com gravi-
dade grandes areas, provoca enormes prejuizos na produtividade. O fungo H. vasta-
trix € um parasita que sobrevive sobre o tecido vivo da folhagem do café. Se desen-
volve em lesdes, nas folhas, onde esporula e dai se dissemina (MATIELLO; ALMEIDA,
2006). Os prejuizos nas regides cafeeiras brasileiras, onde a doenga encontra condi-
cOes climaticas favoraveis, podem variar de 35 a 50%. Os estragos mais importantes
causados pelo fungo sédo a desfolha precoce das plantas e a seca dos ramos que,

consequentemente, ndo produzirdo frutos no ano seguinte (ZAMBOLIM, 2015).

O controle da ferrugem pode ser de forma natural ou por controle quimico. O
controle natural inclui o controle genético, com variedades resistentes; o controle bio-
I6gico, pela acdo de inimigos naturais; e as praticas de manejo da lavoura. Ainda,
pode-se incluir a indugéo de resisténcia através de produtos bioldgicos, que propiciam
a producdo de fito-alexinas pelo cafeeiro. O controle quimico é adotado extensiva-
mente no Brasil e vem se mostrando muito eficiente e econémico, tendo que, para
isso, ser adotado com critérios corretos de selecao dos fungicidas, doses, épocas e
tecnologias de aplicacdo (MATIELLO et al., 2016).

Todavia, o controle genético, com o uso de variedades resistentes, € o método
mais econdmico de controle de uma doenca (MATIELLO; ALMEIDA, 2006). Existem
variedades altamente resistentes ao fungo, ou seja, plantas consideradas imunes a
doencga. Em geral, as cultivares derivadas de ‘Hibrido de Timor’ — Catimores ou Sar-
chimores — apresentam alta resisténcia a ferrugem (Figura 14A). Outras cultivares, em
que ha ocorréncia da doenga, mas as pustulas sdo pequenas e em numero reduzido,
sado consideradas moderadamente resistentes. Geralmente, essa resisténcia é ori-
unda de C. canephora, como por exemplo, nas cultivares Icatu e Catucai. Ja as culti-
vares em que a ferrugem causa dano econdmico sdo consideradas suscetiveis. Nessa
categoria, encontram-se as cultivares Bourbon, Catuai (Figura 14B), Rubi, Topazio,
entre outras (GUERREIRO FILHO et al., 2008b).
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Figura 14 — Imagem de diferentes niveis de resisténcia a H. vastatrix apresentados pelas cultivares
Obata — altamente resistente e Catuai V rmelho — suscetivel (B).

A :
Fonte: (GUERREIRO FILHO et al.,

e s
2008b).

O estudo feito por Mendonga e colaboradores (2007), avaliou a influéncia da
espécie Coffea canephora, utilizada na obtengao de nove cultivares com resisténcia a
ferrugem, através da composigao quimica dos graos crus. Tal estudo mostrou que as
cultivares suscetiveis ao fungo estudadas, apresentaram maiores teores de agucares
totais que as cultivares resistentes; uma caracteristica que pode ter sido herdada dos
cafés robustas, que possuem menores teores desses constituintes. Na avaliagao dos
teores de polifendis, apenas quatro cultivares resistentes mostraram correlagdo com
o café robusta, que contem maiores teores desses compostos. Com relagcao aos teo-
res de cafeina no gréo cru, esperava-se que todas as cultivares originadas de cruza-
mentos com a espécie robusta apresentassem os maiores teores. Contudo, ‘Mundo
Novo’' e ‘Rubi’, cultivares 100% arabica, também tiveram os maiores valores deste
alcaloide. Ainda, em outro estudo, Fassio et al. (2015) avaliam a influéncia da resis-
téncia ao H. vastatrix nos teores de acidos graxos nos graos de sete cultivares de
Coffea arabica L. resistentes a ferrugem e duas cultivares susceptiveis, utilizadas
como testemunhas. O teor de acidos graxos no café verde foi eficiente na discrimina-

¢ao da maioria das cultivares resistentes a ferrugem.

Na relacdo entre andlise sensorial e resisténcia a ferrugem, FASSIO et al.
(2016), correlacionaram os teores de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos de cul-
tivares resistentes cultivadas em duas localidades e suas provas de xicara, por analise
de componentes principais. Os resultados mostraram que n&o houve uma boa relagéao
entre os teores desses compostos e os atributos sensoriais. Os compostos discrimi-

naram as localidades, mas nao foram capazes de discriminar as cultivares.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparo das amostras

As amostras de Coffea arabica L. das cultivares Paraiso H419-1, Catigua MG
s3, Catigua MG s2, Rubi JM MG 1192, Topazio MG1190, IBC 12 IAC 125 RN, Acaua,
Catuai 144, Catuai 99 e Catuai 62 foram cedidas pela Fundagdo Comunitaria Educa-

cional e Cultural de Patrocinio (Funcecp), de sua Fazenda Experimental.

A Fazenda Experimental da Funcecp esta situada no limite urbano da cidade
de Patrocinio, Minas Gerais, a uma altitude de 948 metros e coordenadas 18°57°'21.3”
S (latitude) e 46°58’44.2” W (longitude). A temperatura média anual da regido é de 22
°C e a precipitacdo média anual é de 1.193 mm. Os cafés estao plantados numa area

de 3 hectares, nos sistemas de sequeiro e irrigagao por gotejamento.

Nove litros de cada cultivar de café foram colhidos no més de junho de 2017.
Os cafés plantados no regime sequeiro foram colhidos nos dias 05, 06 e 07 do referido
més e os cafés plantados no regime de irrigagao (por gotejamento) foram colhidos
uma semana depois, nos dias 13 e 14 do mesmo més. A colheita foi manual do tipo

seletiva, onde apenas os graos maduros ou cerejas foram colhidos.

Utilizou-se o processamento “via seca”, em que os cafés foram secos em ter-
reirdo de cimento da prépria Funcecp, por um periodo de aproximadamente 15 dias,
obtendo-se, dessa forma, o café natural. Os cafés foram secos até apresentarem um

percentual de aproximadamente 12% de umidade.

Depois de secos, os cafés foram separados em dois lotes — um para a torra e
outro para a analise dos graos verdes. O lote destinado a torra foi devidamente arma-
zenado na forma de café em coco (sem descascar). O lote para analise dos graos
verdes foi descascado e selecionado. Foram selecionados os graos das peneiras 16,
17 e 18. Os graos mocas, os graos mal granados, quebrados e os graos brocados

foram descartados. As amostras entao, constituem-se de graos de peneira 16 acima.

Apés a classificacdo, os cafés foram congelados e triturados a frio, para evitar
oxidacao de material. Depois de triturados, todos foram peneirados em peneira de 42

meshes (0,355 mm de abertura). Na sequéncia foram liofilizados por um periodo de 8
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horas em liofilizador LS 3000 (Terroni Equipamentos Cientificos), e armazenados con-

gelados até o momento das analises.

As amostras de cafés receberam codigos de identificagdo, como mostrado na
Tabela 6.

Tabela 6 — Codigos das amostras de cafés.

Amostras

Coffee 03 = Acaua Coffee 19 = Acaua
Coffee 04 = Catigua MG S2 Coffee 20 = Catigua MG S2
Coffee 05 = Catigua MG S3 Coffee 21 = Catigua MG S3
Coffee 06 =IBC 12 IAC 125 RN Coffee 22 =IBC 12 IAC 125 RN
Coffee 08 = Paraiso H 419-1 Coffee 24 = Paraiso H 419-1

= Topazio MG 1190 = Topazio MG 1190

= Catuai 62 = Catuai 62

= Catuai 99 = Catuai 99

= Catuai 144 = Catuai 144

= Rubi = Rubi

SEQUEIROS IRRIGADOS
RESISTENTES
(Ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br.) (Ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br.)

Fonte: O autor.

4.2 Preparo dos extratos

A extracdo metandlica foi conduzida segundo a metodologia adaptada de
Aquino et al. (2014). Os extratos dos graos de café verde foram preparados em tripli-
cata, usando-se 1,0 grama de cada cultivar e 15,0 mL de metanol grau HPLC, em
refluxo por 2 horas. Em seguida, os extratos foram filtrados com filtro de papel comum
(qualitativo). Logo apds as amostras foram mantidas em freezer até o momento das

analises.

4.3 Espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray por infusao direta

Os graos de café sadios foram caracterizados quimicamente por espectrome-
tria de massas com ionizagao por eletrospray (EM-IES) através de seus extratos me-
tandlicos injetados diretamente no equipamento nos modos positivo e negativo, sem

separagao cromatografica, obtendo o “fingerprint” de cada amostra.
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O espectrofotdmetro de massa ESI-Q-TOF (Quadrople Time of Fligth) da marca
Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) que se encontra
no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da Univer-
sidade Federal de Uberléndia (IGEB-UFU), foi usado para adquirir espectros de mas-
sas e os experimentos MS/MS. Os extratos metandlicos foram injetados a uma taxa
de 10 yL.min"", utilizando um injetor automatico. As condigdes gerais do equipamento
Agilent® foram: temperatura da fonte de 80°C, 2.500V como a voltagem do capilar e
40 V de voltagem do cone. Os espectros de massa foram adquiridos e acumulados
no modo de varredura (scan) de m/z 100 a 1.000 com o auxilio do software MassHun-
ter Workstation Qualitative Analysis (Agilent®). A identificagdo dos compostos foi rea-
lizada comparando os valores de ions m/z obtidos por ESI-QTOF-MS com aqueles
relatados na literatura e plataformas online (www.lipidmaps.org; https://me-
tlin.scripps.edu). Uma correspondéncia entre o valor de ions m/z experimental e teo-
rica da biblioteca foi considerada verificando o menor valor de erro, em ppm, tanto

para o modo positivo quanto para o modo negativo, de acordo com a Equagao 1.

(massa exata — massa experimental)] .
Eppm = massa exata 10% Equagdo 1

4.4 Torra e analise sensorial da bebida

A torra dos graos e a analise sensorial foram realizados com graos retidos na
peneira 16 e acima, com base em protocolos descritos pela Associagdo de Cafés Es-
peciais da América (do inglés, Specialty Coffee Association of America — SCAA). O
lote destinado a prova de xicara foi torrado em um torrador comercial elétrico de ban-
cada (Pinhalense, modelo TC-0, Brasil) a temperatura de 190 £10 °C, por um periodo
de 10 + 2 minutos. A cor da torra foi determinada visualmente usando o disco de torra
(AGTRON-SCAA, 1995) (MORAIS et al., 2009). A temperatura e o tempo de torra

foram monitorados com termdmetros e crondmetros.

Para a analise sensorial, trés provadores treinados (ANEXOS B, C e D) avalia-
ram dez atributos sensoriais (fragrancia/aroma, consisténcia, auséncia de defeitos,

dogura, sabor, acidez, corpo, equilibrio, finalizagdo e impresséo global), que foram
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registrados em uma escala de 0 a 10 pontos, de acordo com a SCAA (LINGLE, 2011).
O placar final sensorial foi gerado a partir da soma dos atributos avaliados. As descri-
¢des das caracteristicas sensoriais de cada amostra analisada pelos provadores, de

acordo com os protocolos da SCAA, também foram registradas (ANEXO A).

Os dados gerados no teste de xicaras foram submetidos a analise estatistica

univariada usando a plataforma on-line Sisvar (FERREIRA, 2014).

4.5 Tratamento dos dados e analise estatistica

Com o uso do software MassHunter Workstation Qualitative Analysis (Agi-
lent®), obteve-se um espectro resultante da média de nove leituras (scans) do inter-
valo de 0,290 a 0,440 minutos (modo positivo), e da média de 28 leituras (scans) do
intervalo de 0,230 a 0,680 minutos (modo negativo) do cromatograma de ions obtido
na analise de cada extrato. Picos de ion com intensidade relativa inferior a 5% em
uma amostra foram considerados como ruido para o estudo e, portanto, foram des-
cartados. Embora os dados tenham sido obtidos em um analisador de alta resolucgéo,
foram considerados valores de m/z com apenas duas casas decimais apods a virgula.
Os dados, entao, foram exportados para planilhas eletronicas em forma de uma tabela
de relagdo massa/carga (m/z) e abundancia absoluta e salvos como Arquivos de Va-
lores Separados por Virgulas (*.csv). Os arquivos *.csv foram agrupados em quatro
pastas distintas, a saber: cafés sequeiros (non-irrigated coffee), cafés irrigados (irriga-
ted coffee), cafés resistentes (resistant coffee) e cafés suscetiveis (susceptible coffee).
Posteriormente essas pastas foram agrupadas de acordo com cada analise e com-

pactadas para o formato de arquivo .ZIP.

Antes das analises estatisticas os dados foram pré-processados. Foi feita a
estimativa de valores ausentes (do inglés, Missing value estimation) e, embora exis-
tam varios métodos diferentes para essa finalidade, foi aplicado o método padrao
(STACKLIES et al., 2007). O método padrao substitui todos os valores ausentes por
valores pequenos (a metade dos valores minimos positivos nos dados originais) as-
sumindo ser o limite de deteccdo. Apds isso, os dados foram escalados utilizando o
auto dimensionamento ou unidade de dimensionamento de variancia (do inglés, auto

scaling), onde o desvio padrao € usado como fator de escala (VAN DEN BERG, et al.,
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2006). Os dados escalados foram inicialmente submetidos a analise exploratéria de
dados utilizando os métodos nao supervisionados de Analise de Componentes Prin-
cipais (PCA —do inglés, Principal Component Analysis) (HOTELLING, 1933) e Analise
de Agrupamento Hierarquico (HCA — do inglés, Hierarquical Cluster Analysis) (BRID-
GES, 1966). Por fim, foi empregada a analise discriminante por quadrados minimos
parciais (PLS-DA — do inglés, Partial Least Squares Discriminant Analysis) (BARKER,;
RAYENS, 2003), um método supervisionado de classificagdo para identificar os me-
tabdlitos alterados entre os grupos e estabelecer os potenciais marcadores quimicos.
O modelo resultante desta analise foi validado utilizando validacao cruzada e a capa-
cidade de predicao do modelo foi avaliada utilizando os paradmetros de exatidao, R2 e
Q2. Foram considerados potenciais marcadores as variaveis localizadas longe do
agrupamento central da maioria das variaveis no loading plot bem como os resultados
fornecidos pelo indice VIP. O pré-processamento dos dados como normalizagao e
escalamento e ainda, as analises estatisticas, foram realizadas utilizando a plataforma
online MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca) (XIA; WISHART, 2016).



48

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagcao quimica de cafés por Espectrometria de Massas com loniza-

¢ao por Eletrospray (EM-IES), no modo positivo

Os espectros de massas tipicos, gerados no modo positivo pelo analisador de
alta resolugéo ESI-QTOF, mostraram ions m/z de moléculas da matriz caracteristica

para cada uma das amostras de cafés verdes (Figura 15).

Figura 15 — Espectros de massa com ionizagao por eletrospray tipicos dos extratos metandlicos de
graos verdes de café no modo positivo: (A) sequeiro e (B) irrigado.
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Fonte: O autor.

Todos os espectros gerados mostraram o mesmo conjunto de ions, uma vez

gue as amostras sao de cafés da mesma espécie (Coffea arabica) e cultivados sob as

mesmas condi¢des edafoclimaticas. A diferenca, no entanto, aparece na abundancia

dos ions mostrados em cada espectro, em fungao dos diferentes regimes de agua —

sequeiro e irrigado.
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Apesar da espectrometria de massas ser uma técnica analitica amplamente
utilizada na caracterizagdo quimica e analise em diferentes areas, especialmente
amostras de alimentos (ALVES et al., 2010; SANTOS, et al., 2006; CHANDRASE-
KARA, SHAHIDI, 2011), na literatura sdo relatados poucos trabalhos que analisam a
composigao quimica do café verde por espectrometria de massas e estes normal-
mente tratam da constituicao do café verde da espécie Coffea arabica (Arabica) e (ou)
Coffea Canephora (Robusta) (ALONSO-SALCES, GUILLOU, BERRUETA, 2009;
JAISWAL, KUHNERT, 2010; AMORIM et al., 2009; MENDONCA et al.,2008; GAR-
RETT et al., 2012; GARRETT et al., 2014; GARRETT, REZENDE, IFA, 2013) ou al-
guns poucos cultivares (DA ROSA et al., 2016; GARRETT et al., 2013). Para varieda-
des do café arabica em ambiente irrigado e de sequeiro n&o foram encontrados na
literatura trabalhos que analisam, por espectrometria de massas, a influéncia da irri-

gacao na composicao dos graos verdes.

Na regidao de menor massa molecular, ions m/z 100 - 400 (Figura 16), os prin-
cipais ions observados no extrato metandlico de Coffea arabica L. foram os ions m/z
104,1070 relativo a um possivel candidato a colina (NIKOLIC et al., 2012); m/z
138,0548 e m/z 176,0110 associados a molécula protonada de trigonelina e seu aduto
de potassio, respectivamente e, por fim, o ion m/z 381,0804 relativo a um aduto de
potassio da sacarose (AMORIM et al., 2009). Aquino e colaboradores (2014), relacio-
naram o ion m/z 104 a molécula protonada do acido gama-amino butanoico (do inglés
GABA - gama-aminobutanoic acid), embora, para o presente estudo, o erro calculado

(349,76 ppm) refute essa possibilidade presente no café.

No final do desenvolvimento dos grdos de café verdes, a sacarose torna-se
100% do agucar total livre nos grdos maduros, com 5 a 12% do peso seco, enquanto
as concentragdes de glicose e frutose diminuem para 0,03 a 0,04% do peso seco,
respectivamente (REDGWELL; FISCHER, 2006). Isto, sem duvida, explica o estudo
de Garrett, Rezende e Ifa (2016), que em um trabalho de imageamento por DESI-MS
(do inglés desorption electrospray ionization mass spectrometry), observaram que a
sacarose esta distribuida em todo o endosperma do grao de café. Ainda, segundo os
autores, a sacarose e os acidos clorogénicos sdo compostos facilmente ionizaveis
pelas técnicas de ionizagdo suave, como por exemplo a ionizagao por eletrospray e
assim, geralmente aparecem com abundancias relativas elevadas nos espectros de

massas.
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A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray com infusédo direta
apresenta vantagens como pouco preparo de amostras e uma imediata informagao
composicional da matriz analisada para os compostos ionizados pelo eletrospray
(AMORIM et al., 2009). Com o uso dessa técnica, diferentes trabalhos analisaram
graos verdes de café: onde os graos sao previamente desengordurados antes da ex-
tracdo (MENDONCA et al., 2008) e onde a extracao é realizada com os graos in natura
(AMORIM et al., 2009; DA ROSA et al., 2016). Entretanto, tais trabalhos ndo mostra-
ram resultados referentes aos triglicerdis em seus espectros de massas, 0 que pode
ser explicado pelo tipo de extragao e solvente utilizados. Fatores como tamanho da
particula, escolha do solvente e tempo de extragdo sao determinantes no rendimento
da frac&o oleosa dos gréos de café (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006). Assim, o sinal
referente a cafeina, que aparece como molécula protonada, ion m/z 195 e (ou) um
aduto de potassio, ion m/z 233 (AMORIM et al., 2009; GARRETT; REZENDE; IFA,
2013; DA ROSA et al., 2016), pode ter sido suprimido pelo aparecimento, no presente
trabalho, de triglicer6is como ions m/z com maior abundancia relativa. Ainda, o traba-
Iho de Mendonga e colaboradores, 2008, mostra a auséncia de cafeina na andlise de

café arabica sem defeitos.

Figura 16 — Espectro de massa com ionizagéo por eletrospray do extrato metandlico de café verde
expandido na regido de 100-400, no modo positivo.
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Fonte: O autor.

A regido de ions m/z 400 - 600 do espectro de massas (Figura 17) caracteriza-
se pela presenca dos principais ions m/z 431, 509, 537 e 593. O ion m/z 431,0142,
segundo Mendonga et al. (2008) € o principal cation diagndstico de graos pretos e tem
sua relacao de intensidade ligada ao aumento da fermentagcdo nos graos de café.

Nesse mesmo trabalho, o ion-cation m/z 431 foi reportado como sendo um possivel
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fragmento dos compostos Kaempferol-3-O-a-L-ramnosideo-7-O-a-L-ramnopiranosi-
deo, Kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranosideo-7-O-a-L-ram-
nopiranosideo e Kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo-7-O-3-D-glucopiranosil-
(1—2)-a-D-ramnopiranosideo. Esta regido ainda mostrou #N-alcanoil-5-hidroxitripta-
midas (C5HT), derivados de acidos graxos. Aparecem fN-araquinoil-5-hidroxitripta-
mida, m/z 509,3502 e BN-behenoil-5-hidroxitriptamida, m/z 537,3819 (DA ROSA et al.,
2016). Entretanto, Garret et al. (2014), sugere a identificacdo do ion m/z 537 como
sendo um éster diterpénico do cafestol (palmitato) obtido por [M + H — H20]" que, para
o presente trabalho, apresenta erro em ppm muito elevado. O ion m/z 593 nao foi

identificado.

Os compostos AN-alcanoil-5-hidroxitriptamidas (C5HT) estdo presentes na
parte cerosa dos graos de café, mais especificamente, nas camadas externas das
sementes, tanto dos graos verdes quanto dos graos torrados. Entretanto, os proces-
sos industriais de producéo do café descafeinado e do café sob tratamento de vapor
(do inglés steaming), provocam uma diminuicdo no teor dessas substancias (LAGANA
etal., 1989; PEHL et al.,1997; SPEER, KOLLING-SPEER, 2006). Estudos conduzidos
por Lang et al. (2009) com café arabica filtrado e em baixas concentragdes de tripta-
midas, concluiram que estes compostos sdo capazes de induzir a secrecao gastrica.
Assim, solugcdes contendo as quatro triptamidas predominantes no café arabica (C1s-
5HT, C20-5HT, C22-5HT, C24-5HT), em concentragdes reais e a linha de célula gastrica
humana HGT-1 (do inglés human gastric cell line), foi possivel evidenciar que os com-
postos AN-alcanoil-5-hidroxitriptamidas s&o capazes de induzir alguma secregéo gas-

trica.

Figura 17 — Espectro de massa com ionizagéo por eletrospray do extrato metandlico de café verde
expandido na regidao de 400-600, no modo positivo.
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A Figura 18 mostra a estrutura base para as #N-alcanoil-5-hidroxitriptamidas.

Figura 18 — Estrutura base de #N-alcanoil-5-hidroxitriptamidas.
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Onde: n = 16 - #N-estearoil-5-hidroxitriptamida (Cg-5HT)
n = 18 - #N-araquinoil-5-hidroxitriptamida (C,y-5HT)
n = 20 - #N-behenoil-5-hidroxitriptamida (C,,-5HT)
n = 22 - AN-lignoceroil-5-hidroxitriptamida (C,4-5HT)
Fonte: DA ROSA et al., 2016.

A regiao de ions m/z 600-900 é caracteristica dos acidos clorogénicos, acilgli-

cerois e outros oligbmeros (DA ROSA et al., 2016; AQUINO et al., 2014). Assim, foram

observados os diacilgliceréis palmitoil-linoleoil (PL; m/z 631,4697), e dilinoleoil (LL;

m/z 655,4698) (Figura 19). O ion m/z 617 ainda néo foi relatado para amostras de

café, mas pode ser sugestivamente atribuido ao aduto de potassio de 1-hexadecil-2-

dodecanoil-glicero-3-fosfato, em virtude do baixo valor de erro em ppm (1,78) e de
fosfolipideos ja terem sido reportados na matris do café (SPEER, KOLLING-SPEER,

Figura 19 — Espectro de massa com ionizagéo por eletrospray do extrato metandlico de café verde

expandido na regido de 600-700, no modo positivo.
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Na regiao dos triacilglicerois (Figura 20), apareceram o dipalmitoil-linoleoil-gli-
cerol (PPL; m/z 869,6997) e o palmitoil-dilinoleoil-glicerol (PLL; m/z 893,7011) (DA
ROSA et al., 2016). Além disso, os ions m/z 796 e m/z 917 foram sugestivamente
atribuidos aos adutos de moléculas sodiada e potassiada de PE (40: 7) e TG (54: 6),

respectivamente.

Figura 20 — Espectro de massa com ionizagéo por eletrospray do extrato metandlico de café verde
expandido na regido de 700-900, no modo positivo.
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Fonte: O autor.
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A Figura 21 mostra a estrutura base dos glicerais.

Figura 21 — Estrutura quimica base dos glicerdis.
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Fonte: O autor.

Os erros, em ppm, também foram calculados e podem ser observados na Ta-

bela 7, a seguir.



Tabela 7 — Compostos caracterizados por EM-IES nos extratos metandlicos do café verde, no modo positivo.
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Experimental Tedrico Erro Férmula Composto
m/z m/z (ppm) Molecular Aduto sugerido Referéncias

104,1070 104,1073 -2,88 CsH1aNO* [M]* Colina NIKOLIC et al., 2012
138,0548 138,0549 0,72 C7H7NO2 [M+H]*

Trigonelina AMORIM et al., 2009
176,0110 176,0108 1,13 C7H7NO2 [M+K]*
381,0804 381,0793 2,88 C12H22011 [M+K]* Sacarose AMORIM et al., 2009
509,3502 509,3509 -1,37 C3oHsoN202  [M+K]* BN- araquinoil-5-hidroxitriptamida DA ROSA et al., 2016
537,3819 537,3822 -0,55 C32Hs54N202  [M+K]* BN-behenoil-5-hidroxitriptamida DA ROSA et al., 2016
617,3954 617,3943 1,78 Cs1He30O7P [M+K]* 1-hexadecil-2-dodecanoil-glicerol-3-fosfato https://metlin.scripps.edu
631,4697 631,4704 -1,10 C37HesOs [M+K]* palmitoil-linoleoil (PL) DA ROSA et al., 2016
655,4698 655,4704 -0,91 C39Hes0s [M+K]* dilinoleoil (LL) DA ROSA et al., 2016
796,5249 796,5252 -0,37 C4sH76NO7P  [M+Na]* PE (40:7)2 https://lipidmaps.org
869,6997 869,7000 -0,34 Cs3HesOs [M+K]* dipalmitoil-linoleoil (PPL) DA ROSA et al., 2016
893,7011 893,7000 1,23 Cs5HosOs [M+K]* palmitoil-dilinoleoil (PLL) DA ROSA et al., 2016
917,6993 917,6995 -0,21 Cs7H9es06 [M+K]* TG (54:6)2 https://lipidmaps.org

a8CN:DB, numero de carbonos/ligacao dupla; PE, fosfoetanolaminas; TG: Triacilglicerdéis

Fonte: O autor.
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A seguir, sdo apresentadas as propostas de mecanismos de alguns compostos
caracterizados na analise por espectrometria de massas do extrato metandlico dos
graos de café verde, no modo positivo. Na Figura 22, tem-se o espectro de massas
EM/EM do ion m/z 138, relativo a molécula protonada de trigonelina e, na Figura 23,

a proposta de fragmentacéo deste ion.

Figura 22 — Espectro de EM/EM do ion m/z 138.
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Fonte: O autor.
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Figura 23 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 138.
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Fonte: O autor.

Na Figura 24, temos o espectro de fragmentagao do ion m/z 176, também re-

lativo a molécula de trigonelina, mas agora como aduto de potassio.
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Figura 24 — Espectro de EM/EM do ion m/z 176.
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Fonte: O autor.

A seguir, na Figura 25, temos a proposta de fragmentagao do ion m/z 176.

Figura 25 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 176.
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Fonte: O autor.

O ion m/z 381, relativo a um aduto de sacarose, tem seu espectro de EM/EM e

sua proposta de mecanismo representados nas Figura 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26 — Espectro de EM/EM do ion m/z 381.
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Figura 27 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 381.
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Fonte: O autor.

A seguir, temos o espectro de EM/EM do ion m/z 893, que foi atribuido ao aduto

de potassio do composto palmitoi-dilinoleoil (PLL) (Figura 28).
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Figura 28 — Espectro de EM/EM do ion m/z 893.
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Fonte: O autor.

Na Figura 29, temos a proposta de mecanismo de fragmentagdo do ion m/z
893.



Figura 29 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 893.

m/z 599

Fonte: O autor

m/z 893

60



61

5.1.1 Analise estatistica dos dados de EM-IES no modo positivo sobre a in-

fluéncia da irrigagao.

A primeira analise aplicada foi a analise exploratéria multivariada nao supervi-
sionada dos dados de EM-IES, utilizando-se a analise de componentes principais
(PCA —doinglés, Principal Component Analysis) com o intuito de verificar as variaveis
responsaveis pela maior variancia entre os dados, isto €, se é possivel distinguir gru-
pos de cafés irrigados de grupos de cafés ndo irrigados. A PCA é um método utilizado
para projetar os dados multivariados em um espago de dimensao reduzida. Essa re-
ducao é denominada “compressao dos dados” e € obtida fazendo combinacgdes line-
ares das variaveis originais, de maneira a agrupar aquelas que fornecem informagoes
semelhantes. O resultado é o surgimento de um novo conjunto de variaveis, chama-
das de componentes principais, PCs. As componentes principais sdo “nao” correlaci-
onadas e ortogonais entre si, ou seja, a informagao contida em uma delas nao esta
contida em outra. Assim, em analises dessa natureza, as amostras sao agrupadas de
acordo com sua semelhanga, sem informagao prévia sobre os grupos, apenas utili-
zando os dados instrumentais fornecidos (FERREIRA, 2015).

Desta forma, temos os graficos de score plot e loading plot, gerados pela PCA
(Figura 30). O score plot mostra as coordenadas das amostras no novo sistema de
eixos/variaveis formado pelas componentes principais. E o loading plot pode ser
usado para julgar a importancia das proprias variaveis originais escolhidas, ou seja,
as variaveis originais com maior peso (loadings) na combinagao linear dos primeiros
componentes principais sdo as mais importantes do ponto de vista estatistico (MOITA
NETO e MOITA, 1998).
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Figura 30 — Score Plot (A) e Loading Plot (B) da PCA para influéncia da irrigagao.

Scores Plot

7232
4 |rgated_coffee
= | -+ Mon_irrgated_coffee

©176.01

» 138.06

4 £k 2
3 +=1Aﬂiifn%lz 5 0870 A097
E = & coffee?n, Faienz0z L ©537.38
4 coffeeld 3 bayf
B 4 coffes30_1 PAEERT
A coffee20_2 2
coffesls 2 Coffeaza 2 g S © 004§ BHbaa m
.| g 259138 3§
coffesia 1 A cofiesaiz Pl 1 2
14 3 - =
g
&

® 38108

0.6 - ®431.01

o
s

01 -
0

-0.2 4
01

Loadings 1
PC 1 (68.1 %)

(A) (B)
Fonte: O autor.

No score plot (Figura 30A) foi possivel observar que as amostras similares de
cafés irrigados e ndo irrigados foram agrupadas. No entanto, ndo houve uma distingao
completa entre os grupos de cafés estudados. Isto, talvez, possa ser explicado pelo
fato das amostras pertencerem a uma unica espécie de café, ou ainda, pelo fato de
que algumas cultivares sao mais resistentes a seca. Um outro fator importante é que,
dentro do grupo de amostras analisadas, existem cultivares que sao suscetiveis e ou-
tras que séo resistentes ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br., o agente causador
da ferrugem do cafeeiro. Geralmente, essa resisténcia € conseguida pelo cruzamento
com café robusta que, conhecidamente, possui teores de compostos quimicos dife-

rentes do arabica.

Observando o loading plot (Figura 30B) € possivel notar também a formagcao
de dois grupos distintos com mais variaveis. Ha, entretanto, algumas variaveis que se
distanciam do centro e sao elas as que exercem uma maior contribui¢gdo para a sepa-
racao dos grupos no score plot e na construgdo de cada componente principal em

questao.

A componente principal PC1, juntamente com a componente principal PC3, ex-
plicam, juntas, 74,7% da variancia total do conjunto de dados, como pode ser visto no
grafico de porcentagem de variancia em fungao do numero de componentes principais
(Figura 31).
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Figura 31 — Gréfico de scree plot da PCA.
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O grafico de scree plot (Figura 31) nos permite visualizar o numero de compo-
nentes principais necessarias para descrever de forma adequada a variancia do con-
junto de dados. A linha verde mostra a variancia acumulada e a linha azul mostra a
variancia de cada componente principal, individualmente. Utilizando-se 5 componen-
tes principais € possivel explicar 93,3% da variancia total do conjunto. Segundo Ra-
jalahTl e Kvalheim (2011), a matriz de dados é decomposta em um numero de com-
ponentes principais (PCs) que maximizam a variancia explicada nos dados em cada
componente sucessiva sob a restricdo de ser ortogonal para os PCs anteriores, isto
€, onde a componente principal (PC1) detém mais informagéao estatistica que a PC2,

e assim por diante.

Ainda dentro da analise da influéncia da irrigagao, o conjunto de dados foi sub-
metido a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA — do inglés, Hierarquical Clus-
ter Analysis). Este também é um método ndo supervisionado onde as amostras sao
divididas em grupos com base na distancia entre eles, sem levar em conta rétulos de
classe. Se os dados se dividem em grupos ao longo das linhas de rétulos de classe

entdo isto € uma forte indicagcdo de que a divisdo de classe é refletida nos dados. A
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HCA faz uma analise exploratéria dos dados por meio da redugcédo da dimensionali-
dade de informacéao e, como resultado gerado, o chamado dendrograma, mostra na
forma de um grafico bidimensional a estrutura hierarquica dos dados que apresenta a
similaridade entre as amostras (BLEKHERMAN, 2011). O resultado desta analise é

apresentado na Figura 32.

Figura 32 — Dendrograma da analise da influéncia da irrigagdo, modo positivo.
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Fonte: O autor.

Observando o dendrograma apresentado € possivel notar que as amostras nao
se agrupam totalmente dentro dos respectivos grupos de cafés irrigados e néo irriga-

dos. Ha, no entanto, a formagao de outros pequenos grupos formados mostrando a
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proximidade entre esses cafés. Embora uma analise mais aprofundada seja necessa-
ria, € possivel sugerir que esses grupos tenham sido formados em fungao da intro-
gressao de genes de cafés resistentes ao fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br., agente

causador da ferrugem do cafeeiro, nos cafés suscetiveis.

Apos o tratamento, o conjunto de dados também foi submetido a analise discri-
minante pelo método de quadrados minimos parciais (PLS-DA — do inglés, Partial
Least Squares Discriminant Analysis). Este € um método de analise supervisionado
tendencioso cuja motivacédo € aproximar o espac¢o das medidas originais por um de
dimenséo reduzida, mas com a diferenga de que alguma restricdo € imposta na de-
composig¢ao da matriz de dados, direcionando-a para uma solugao cujo alvo € a pro-
priedade de interesse (FERREIRA, 2015). Ou seja, a reducéo da dimensao fornecida
pelo PLS em uma aplicagao discriminante € guiada explicitamente pela variabilidade
entre os grupos, enquanto a reduc¢do da dimensao fornecida pelo PCA é guiada ape-
nas pela variabilidade total (BARKER; RAYENS, 2003). A Figura 33 mostra os resul-
tados obtidos no score plot e no loading plot do PLS-DA.

Figura 33 — Score Plot (A) e Loading Plot (B) do PLS-DA para a influéncia da irrigagao.
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No score plot podemos observar uma quase total separagéo dos grupos, uma

vez que este método de analise tem por objetivo tornar evidentes similaridades ou
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diferencas especificas, através da organizagao preferencial de componentes princi-
pais que se mostrem correlacionadas com variaveis classificatérias de interesse (para

este caso, os grupos cafés irrigado e de cafés nao irrigado).

No loading plot, podemos observar claramente a formag&o de dois grupos de
variaveis, e outras que permaneceram isoladas nos extremos e exercem uma contri-
buicdo maior na construgao das componentes principais como potenciais marcadores

quimicos.

O modelo de classificagado estabelecido para o conjunto de dados foi avaliado
utilizando validag&o cruzada. Nessa abordagem, uma ou mais amostras do conjunto
de calibragao sao excluidas, e 0 modelo € construido sem essas amostras. A seguir
os valores da propriedade de interesse das amostras excluidas sao estimados e com-
parados com os respectivos valores experimentais. No processo de validacido cru-
zada, cada amostra do conjunto de calibragc&o é excluida uma unica vez (FERREIRA,
2015). Dentre os diferentes métodos disponiveis para a realizagao da validagao cru-
zada, a escolha adequada do método ira depender basicamente da quantidade de
amostras disponiveis. Para o conjunto de dados deste estudo foi utilizado o método
de LOOCYV (do inglés, Leave One Out Cross-Validation) com o intuito de evitar sobre
ajuste e estimar a qualidade da analise por PLS-DA (GARRET et al., 2013). A Tabela
8 mostra os resultados para os parametros estatisticos considerados na validagao do
modelo em fungao do numero de componentes principais utilizadas para descrever os

dados.

Tabela 8 — Parametros estatisticos de avaliagdo do modelo PLS-DA (irrigacao).

Medida 1 comps 2 comps 3 comps 4 comps 5 comps
Exatidao 0.65 0.93333 0.95 0.93333 0.93333
R? 0.25975 0.80477 0.83127 0.87039 0.87554
Q? 0.19908 0.74366 0.77692 0.80492 0.80479

Fonte: O autor.

Com apenas duas componentes principais, os valores de R? e Q2 sdo 0,80477
e 0,74366, respectivamente. O modelo sera bem avaliado quando apresentar eleva-
dos valores de R? e Q?, e que ndo apresentem diferengas significativas de valor. As-

sim, quando Q? apresentar valores iguais ou maiores que 0,7 ja é o indicativo de que
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o modelo possui boas habilidades preditivas. O poder de predicado do modelo ou “qua-
lidade de predigao” (do inglés goodness of prediction), dado por Q?, € um paradmetro
usado como uma medida da capacidade do modelo de avaliar novos experimentos
(ERIKSSON et al., 2008). O parametro R? ¢ chamado de “qualidade do ajuste” (do
inglés goodness of fit) e tem seu valor ajustado para proximo de 1 com a inclus&o de
mais componentes principais ao modelo, como pode ser visto na Tabela 8. No entanto,
isso pode acarretar um fator chamado de sobre ajuste (do inglés overfitting), em que
0 modelo serve apenas para a base de dados em questdao (MEHMOOD et al., 2012).
Também com apenas duas componentes, a exatiddo apresentou um valor de 0,93333.
A exatidao representa o numero de instancias corretamente preditas relativas ao nu-
mero total de ocorréncias no conjunto de dados de teste (LIU et al., 2016). Em geral,
quando se possui uma matriz de dados de alta complexidade e muitos parametros, o
que se recomenda é simplificar o modelo, ou seja, usar o menor numero possivel de
componentes principais na construcdo do modelo. Isso posto, buscando-se valores
proximos de 1 para os parametros de avaliagdo do modelo e a exatiddao, sem que haja
um ganho significativos nos mesmos, € possivel construir um modelo ajustado. O in-
cremento de qualquer parametro ao modelo, se 0 mesmo pode ser retirado sem qual-
quer impacto significativo, pode levar ao sobre ajuste e comprometer a capacidade
preditiva do modelo (DUARTE, 2016). Assim, os elevados valores observados nos
parametros R?, Q? e exatiddo garantem a racionalidade do modelo construido para o

presente estudo.

Uma outra medida importante fornecida pela PLS-DA sio os resultados do VIP
score (do inglés Variable Influence on Projection). A ideia por tras desta medida esta
em acumular a importancia de cada variavel sendo refletida por cada componente.
Valores mais distantes de 1 apresentam uma maior influéncia na separagao dos gru-
pos (MEHMOOQD et al., 2012). A Figura 34 mostra o resultado desta analise com os
maiores valores de VIP, onde as caixas coloridas indicam a concentragao relativa da

variavel em questéo para cada um dos grupos estudados.
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Figura 34 — VIP Plot das variaveis de maior influéncia no modelo PLS-DA.
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Fonte: O autor.

A Figura 34 mostra as 15 variaveis que mais se destacam na separagao dos
grupos. Entretanto, considerando apenas valores acima de 1, temos 6 variaveis que
apresentam por sua vez maior influéncia na separagéo dos grupos. Observando mais
atentamente, vemos que duas delas se afastam das demais; séo os ions m/z 431 e
m/z 381, que sofrem uma influéncia negativa da irrigagdo. O ion m/z 381 refere-se a
um adulto da sacarose [M + K]*, e sua relagdo negativa com a irrigagao corrobora com
os resultados obtidos por Silva et al., (2005) e Vinecky et al., (2017). Ainda em uma
intensidade bem menor que os dois primeiros, o ion m/z 591, também sofre influéncia

negativa da irrigagéo.

Os ions m/z 138, m/z 723 e m/z 176, sado todos influenciados positivamente
com relagéo a irrigagdo. Os ions m/z 138 e m/z 176 referem-se a uma molécula pro-

tonada e um aduto de trigonelina, [M + H]* e [M + K]*, respectivamente. Vinecky et al.,
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(2017), observou que os teores de trigonelina e de lipideos totais aumentaram com a
diminui¢ao da irrigacao. Essa diferenga, no entanto, pode ter se apresentado pelo fato
do presente trabalho ter sido feito com varias cultivares, diferentemente do outro onde

apenas a cultivar Coffea arabica L. cv. Rubi MG1192 foi analisada.

5.1.2 Andlise estatistica dos dados de EM-IES no modo positivo sobre a influén-

cia da resisténcia a ferrugem

Assim como na analise da influéncia da irrigagdo, os dados foram submetidos
aos métodos quimiométricos pertinentes para a analise da influéncia da resisténcia ao
fungo Hemileia vastatrix Berk. Et Br., agente causador da ferrugem do cafeeiro. A

Figura 35 exibe os resultados score plot e loading plot da analise de PCA.

Figura 35 — Score Plot (A) e Loading Plot (B) do PCA para a influéncia da resisténcia a ferrugem.
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Fonte: O autor.

Observando o score plot da Figura 35 € possivel notar que houve uma grande
sobreposigao das elipses a 95% de confianga entre os grupos resistente e suscetivel.
Essa similaridade também € observada no loading plot, onde poucas variaveis se
mostram como possiveis marcadores quimicos. Com o uso da PCA-tridimensional,

onde vemos as janelas PC1 x PC2 x PC3, temos uma vis&o ainda mais clara de como
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os dados se comportaram (Figura 36). Podemos perceber que mesmo com trés com-
ponentes principais, ainda ndo ha uma separagao dos grupos, mostrando que em um
conjunto maior de cultivares, a constituicao quimica dos graos de café verde nao sofre

uma acentuada influéncia da resisténcia ao fungo causador da ferrugem.

Figura 36 — Janelas PC1 x PC2 x PC3 da PCA da influéncia da resisténcia a ferrugem.
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Fonte: O autor.

O conjunto de dados também foi submetido a analise por PLS-DA. Na Figura
37 podemos observar o score plot (A) e o grafico tridimensional (B), onde os grupos

foram melhor separados que na analise por PCA.
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Figura 37 — Score Plot (A) e Janelas PC1 x PC2 x PC3 da PLS-DA da analise de influéncia da resis-
téncia a ferrugem.
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Mesmo sendo a PLS-DA uma ferramenta de analise supervisionada, ainda ha
uma grande sobreposi¢ao das elipses a 95% de confianga dos grupos resistente e
suscetivel. Os resultados obtidos para os parametros de validagéo sao exibidos na
Tabela 9 e mostram que o modelo proposto nao foi satisfatério para garantirmos a

capacidade de predicdo do modelo.

Tabela 9 — Par&metros estatisticos de avaliagdo do modelo PLS-DA (ferrugem).

Medida 1 comps 2 comps 3 comps 4 comps 5 comps
Exatiddo 0.63667 0.69333 0.73667 0.82667 0.87333
R? 0.093441 0.40319 0.52948 0.6076 0.65125
Q? 0.034261 0.14234 0.32945 0.32576 0.30944

Fonte: O autor.

Como a analise por PLS-DA nao péde ser validada, ndo procedeu-se com a
analise dos marcadores no VIP Plot. Esse resultado negativo, no entanto, tem um
ponto positivo. Ele reforga que os marcadores quimicos encontrados na analise ante-
rior (secéo 5.1.1) sdo todos mais fortemente influenciados pela irrigagcéo que pela re-

sisténcia a ferrugem.
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5.2 Caracterizacao quimica de cafés por Espectrometria de Massas com loniza-

¢ao por Eletrospray (EM-IES), no modo negativo

O espectro de massas gerado no modo negativo pelo analisador de alta reso-
lucdo ESI-QTOF, também mostrou as moléculas da matriz caracteristica do café (Fi-

gura 38).

Figura 38 — Espectro de massa com ionizacéo por eletrospray tipico do extrato metandlico de graos
verdes de café, no modo negativo.
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Fonte: O autor.

Observando o espectro de massas no modo negativo (Figura 38), podemos
perceber que o numero de anions detectados € menor em comparagao com o numero

de cations detectados no modo positivo (Figura 15).

O espectro mostra o acido quinico, ion m/z 191,0537, o acido cafeoilqui-
nico, ion m/z 353,0849, o acido dicafeoilquinico, ion m/z 515,1159 e o ion m/z
695,2003, que embora ainda ndo tenha sido identificado, corresponde a espécie [M —
H]- (GARRET et al., 2013). Os acidos clorogénicos, classe de que os acidos cafe-
oilquinico e dicafeoilquinico fazem parte, sdo compostos responsaveis pela resistén-
cia a pragas que se alimentam do tecido vivo das plantas (LEISS et al., 2009). O acido
quinico e o acido feruloilquinico estdo localizados em maior abundancia na regiao
mais externa dos graos de café, chamada de endosperma duro. Na regidao mais in-
terna do grao verde de café, no chamado endosperma macio, o acido cafeoilquinico
foi encontrado em maiores teores (GARRETT; REZENDE; IFA, 2016).

Os erros, em ppm, também foram calculados e podem ser observados na Ta-

bela 10, a seguir.
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Tabela 10 — Compostos caracterizados por EM-IES nos extratos metandlicos do café verde, no modo

negativo.
Experi- - Férmula
mental Tedrico  Erro Molecu- Aduto Compc_>sto Referéncias
m/z (ppm) sugerido
m/z lar

191,0837  191,0561 -1,25 CrH1206 [M — H]- Acido quinico GARRET et al.,

2013
353,0878 353,0849 8,21 CieH1809  [M — H]~ Acido cafeoilqui- GARRET et al.,

] nico 2013
5151159 515,1195 -6,98 C25H2012 [M — H]~ Acido dicafeoilqui- GARRET et al.,

nico 2013

Fonte: O autor.

A seguir estdo as propostas de mecanismos de alguns compostos caracteriza-

dos na analise por espectrometria de massas do extrato metandlico dos graos de café

verde, no modo negativo. Na Figura 39, temos o espectro de EM/EM do ion m/z 191,

relativo a molécula desprotonada do acido quinico e na Figura 40, sua proposta de

fragmentagao.

Figura 39 — Espectro de EM/EM do ion m/z 191.
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Figura 40 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 191.
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O ion m/z 353, relativo ao acido cafeoilquinico, tem os espectros de massas e
as propostas de fragmentacgdes relativos aos seus isbmeros representados nas Figu-
ras 41 a 44.

Figura 41 — Espectro de EM/EM do ion m/z 353, referente ao acido 3-O-cafeoilquinico.
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Figura 42 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 353, referente ao acido 3-O-cafeoilquinico.
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Figura 43 — Espectro de EM/EM do ion m/z 353, referente ao acido 5-O-cafeoilquinico.
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Figura 44 — Proposta de fragmentacao do ion m/z 353, referente ao acido 5-O-cafeoilquinico.
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5.2.1 Analise estatistica dos dados de EM-IES no modo negativo de cafés irri-

gados e nao irrigados.

Assim como na analise da influéncia da irrigacdo no modo positivo, os dados
obtidos no modo negativo também foram submetidos a analise quimiométrica perti-
nente. A Figura 45 exibe os resultados obtidos no score plot do PCA e o dendrograma

da HCA.

Figura 45 — Score plot do PCA (A) e dendrograma (B), no modo negativo.
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Observando o score plot da Figura 45, é possivel notar que ndo houve pratica-
mente nenhuma separacéo dos grupos, com uma sobreposigédo quase total do grupo
de cafés n&o irrigados sobre o grupo de cafés irrigados, a 95% de confianga. Essa
tendéncia de similaridade também pode ser verificada no dendrograma, onde as

amostras de cafés irrigados e nao irrigados foram agrupadas juntas.

O conjunto de dados também foi submetido a analise por PLS-DA, mas os re-
sultados obtidos para os parametros de validagao nao foram suficientes para validar

a analise.
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5.2.2 Analise estatistica dos dados de EM-IES no modo negativo sobre a in-

fluéncia da resisténcia a ferrugem

Os dados obtidos na espectrometria de massas no modo negativo, também
foram submetidos a analise da influéncia da ferrugem. A Figura 46 mostra o score plot

e o loading plot da PCA.

Figura 46 — Score plot (A) e loading plot (B) da PCA, modo negativo.
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Observando o score plot é possivel notar, assim como na analise da influéncia
da irrigacdo (secdo 5.2) que ndo ha a formacéo de grupos distintos. Ha, sim, uma
sobreposigao quase total, de um grupo sobre o outro, a 95% de confianga. Esse com-
portamento é também evidenciado no loading plot, uma vez que nao ha formacéao de

nenhum grupo distinto de variaveis.

Assim como na analise anterior (seg¢ao 5.2), o conjunto de dados também foi
submetido a analise por PLS-DA, e outra vez os resultados obtidos para os parame-

tros de validagcdo nao foram suficientes para validar a analise.
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5.3 Caracterizagao sensorial das cultivares de cafés arabicas pelo teste de xi-

caras.

A andlise sensorial dos cafés pela metodologia SCAA, mostrou que os cafés

plantados no regime de sequeiro, obtiveram notas ligeiramente maiores que as notas

dos cafés plantados no regime de irrigacao por gotejamento (Tabela 11).

Tabela 11 — Notas atribuidas aos cafés estudados, pelos provadores e nota média da prova de xica-
ras pela metodologia SCAA.

Notas obtidas

Café Provador 1 Provador 2 Provador 3 MEDIA + DP
Sequ. Irrig. Sequ. Irrig. Sequ. lIrrig. Sequ. Irrig.
Acaua 82 82 80 8275 805 825 80,83 % 0,85 82,42 % 0,31
Catigua
UGEy 8425 81 83 825 825 80 83,25+ 0,73 81,17 1,03
Catigua
UG&s 835 80 835 &0 83 80 83,33 % 0,23 80,00 % 0,00
IBC 12
IAC 125 8325 81 825 80 8225 83 82,67 % 0,42 81,33 1,25
RN
Eaﬁgs_‘j 8275 815 8175 80 8125 83 81,92 £ 0,62 81,42 1,23
Topazio
Ve si00 84 82 80 82 805 81 81,50 + 1,78 81,67 % 0,47
C%t;a' 82 82 83 815 825 825 82,50 + 0,41 82,00 + 0,41
Ci‘;ga' 825 81 82 81 80,75 825 81,75+ 0,73 81,50 0,70
Cﬂ‘f' 83 815 85 8125 83 82 83,67 * 0,94 81,58 % 0,31
Rubi 825 815 8 815 82 82 82,17 £ 0,23 81,67 0,23

Sequ. = Sequeiro

Irrig. = Irrigado

Fonte: O autor.

Embora a influéncia da irrigagcao tenha discriminado os cafés por PLS-DA, a

prova de xicara mostrou que todas as amostras estao na faixa de 80 a 85, faixa dos

cafés especiais.

As notas mostradas na tabela anterior foram submetidas ao teste de significan-

cia. Nao houve diferencas estatisticas na pontuacao final da bebida do café, compa-

rando-se as amostras de café das cultivares de cafeeiro utilizadas nesse estudo (Ta-

bela 12).
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Tabela 12 — Pontuagéo final das bebidas dos cafés estudados utilizando-se a metodologia SCAA em
fungéo de cultivares de cafeeiro.

Cultivares Pontuacao final da bebida *
Catuai IAC-144 82,63 a
Catuai IAC-62 82,25 a
Catigua MG-s2 82,21 a
Tupi IAC-125 RN 82,00 a
Rubi JM MG-1192 81,92 a
Paraiso H-419-1 81,71 a
Catigua MG-s3 81,67 a
Catuai IAC-99 81,63 a
Acaua 81,63 a
Topazio MG-1190 81,58 a
DMS 1,83

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 0,05 de significancia
Fonte: O autor.

Entretanto, a andlise estatistica univariada das notas obtidas na analise senso-
rial dos cafés pela metodologia SCAA, mostrou que os cafés plantados no regime de
sequeiro, obtiveram notas ligeiramente maiores que as notas dos cafés plantados no

regime de irrigagao por gotejamento (Tabela 13).

Tabela 13 — Pontuagéo final da bebida dos cafés estudados utilizando-se a metodologia SCAA em
funcéo do sistema de conducgao da lavoura cafeeira.

Sistema de conducgédo Pontuacéo final da bebida *
Sequeiro 82,36 a

Irrigado 81,48 b

DMS 0,49

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 0,05 de significancia
Fonte: O autor.

O efeito ligeiramente inferior da irrigacdo na qualidade final do produto, na
prova de xicara, provavelmente ocorreu devido as menores concentragdes do ion m/z
381, que correspondente a um aduto da sacarose [M + K]*. Os resultados corroboram
com os obtidos por Silva et al. (2005), que obtiveram cafés com teores de sacarose
maiores em oriundos de lavouras nao irrigadas e cultivadas em regides mais quentes,

apesar da irrigacao nao ter afetado significantemente a qualidade da bebida.

Vinecky e colaboradores (2017), também avaliaram a influéncia da irrigagao
controlada na qualidade dos gréos de café arabica. O teor de sacarose também se

mostrou maior nas plantas onde ndo houve irrigagdo. O estresse hidrico controlado
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durante a estacao seca altera a qualidade do café positivamente, diminuindo os teores
de cafeina e acidos clorogénicos e aumentando os teores de lipidios e sacarose. E,
embora a qualidade da bebida nao tenha sido avaliada, os autores sustentam que os
graos colhidos de uma lavoura com suspensé&o controlada de agua durante a estagao
seca levam a uma melhor qualidade de bebida, quando comparados com graos pro-

duzidos sob irrigagcao continua.
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6 CONCLUSOES

Ao nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que verifica por analise qui-
mica, usando dados de espectrometria de massas e ionizagao eletrospray por infusdo
direta, a influéncia da irrigagdo no perfil quimico de graos de café verdes de dez vari-
edades de Coffea arabica L. e correlaciona esses dados com o teste de xicaras. As-
sim, além dos compostos ja descritos na literatura, foram sugeridas as identificagdes
de trés novos compostos, no modo positivo, presentes na matriz de café — um triacil-
glicerol, TG (54:6); uma fosfoetanolamina, PE (40:7) e 1-hexadecil-2-dodecanoil-gli-
cero-3-fosfato.

A abordagem metabolémica, usando técnicas de analise multivariada PLS-DA,
distinguiu com sucesso os regimes de condugao da lavoura em relagéo ao plantio
(café irrigado e café sequeiro). Além disso, o grafico VIP score (Influéncia da Variavel
na Projecao) da analise pela PLS-DA, indicou quais compostos foram responsaveis
para a discriminagao.

Embora as notas do teste de xicaras de todas as cultivares (sequeiro e irrigado)
tenham ficado localizadas na faixa de 80 a 85 (faixa de cafés especiais), a analise
sensorial dos cafés pela metodologia SCAA indicou que os cafés plantados no regime
de sequeiro tém notas de atributos de qualidade um pouco maiores do que as notas
dos cafés plantados em regime de irrigacéo.

A resisténcia ao fungo Hemileia vastatrix ndo exerce influéncia significativa na
composi¢ao quimica dos graos de café estudados, que resultasse na distingdo inequi-

voca das cultivares, utilizando-se da EM-IES nos modos positivo e negativo.
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ANEXOS
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ANEXO B — Certificado Provador 1

L\ ¢
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CAFES DO
CERTIFICACAQ & AGROF BRASIL

TREINAMENTO DE QUALIDADE EM CLASSIFICAGAO
E DEGUSTACAO DE CAFE

Certificamos que ELAINE CRISTINA ROSA

registro n® 552/15 , participou e obteve aproveitamento exigido no Curso de
Classificacao e Degustacao de Café, com um total de 40 horas realizado no
periodo de 06/07/2015 a 10/07/2015.

Patrocinio,MG 10 de Julho de 2015

7

Y
(# | { (fwies2~
GLAUCIO*HIMA FONTE BOA ELAINE CRISTINA ROSA
Engenheiro Agrénomo Registro n° 552/15

Reg. MAPA N° 3.872
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ANEXO C - Certificado Provador 2
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fo!
Academia nwo

Café

concede a
_ MARYANA NOVAIS DE CASTRO
O presente Certificado pela Participagdo no
CURSO DE BARISTA

realizado na Academia do Café, Belo Horizonte - MG, em Margo de 2014.

Carga Horaria: 16 horas

®u)@u mﬁw@a\.bu

Osneil Cesarino Bruno Souza

Instrutor  Barista J.;:_:,_.:: Q Grader

-
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ANEXO D - Certificado Provador 3
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o ARABICA GRADER

Sandra das Gracas de Moraes

The Coffee Quality Institute confers the honor and professional distinction of CQI Licensed Q Arabica Grader to the
holder of this certificate for having successfully passed all of the Licensed Q Arabica Grader exams. CQI hereby for 36
months extend all the privileges as described in the Q Grader Rules and Regulations, and the holder of this certificate
agrees to uphold the Q Grader Code of Ethics established by the Q Cotfee System.

Presented this 8th day of April, 2017

Instructor | Alfredo Rodriguez

Location | Academia Do Cafe 7 :
ELRY o i '
R DELRUE. |
Roukiat Delrue David Roche

CQI Director of Q and Educational Programs CQI Executive Director




