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RESUMO: Os grdos de café verde (Coffea arabica L.) foram quantificados em cafeina e acidos clorogénicos por
CLAE/UV-Vis, teor em 6leo por extracdo Soxhlet (4h) e anélise do perfil quimico por ESI(-)-QTOF-MS, em busca da
relacdo composi¢do quimica: tratamento pos-colheita para cafés naturais (CN) e cerejas descascados (CD), com auxilio
da ferramenta estatistica PCA e PLS-DA. Foi possivel observar diferenciacdo entre os tratamentos com base na anélise
do perfil quimico por ESI(-)-QTOF, além da classificacdo de amostras desconhecidas a partir da calibragdo e validacéo
dos dados. Os resultados indicam um grande potencial do emprego da analise do perfil quimico associado a estatistica
multivariada na diferenciacdo entre os tratamentos pos-colheita a partir da identificacdo das substancias quimicas que
melhor classificam os grupos, sugerindo um possivel marcador quimico para esses graos de cafés.

PALAVRAS-CHAVE: Café verde, metaboldmica, espectrometria de massas, pos-colheita, PCA e PLS-DA.

METABOLOMIC APPROACH: DISCRIMINATION GREEN COFFEE BEANS (Coffea
arabica L.) OF POST-HARVEST TREATMENT OF PARANA

ABSTRACT: Green coffee beans (Coffea arabica L.) were quantified in caffeine and chlorogenic acid by HPLC/ UV-
Vis, oil by Soxhlet extraction (4h) and chemical profile by ESI(-)-QTOF-MS. Searching on the relationship between
chemical composition and post-harvest treatment, natural (CN) and peeled coffees (CD) were investigated with
statistical tools as PCA and PLS-DA. Differences between the two treatments were observed on the chemical profile for
ESI(-)-QTOF-MS, in addition of classifying unknown samples by calibration and validation data. The results indicate a
great potential by the use of chemical profile analysis and multivariate statistics in the differentiation of post-harvest
treatments from of the chemicals compounds identification that better classify the groups, suggesting a possible
chemical marker for this green coffee beans.
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INTRODUCAO

O Brasil é o primeiro produtor mundial de grdos de café verde e apresenta diversas regides de plantio de cafés arabica
com importante participacdo na economia brasileira. O Estado do Parana deteve cerca de 3% da producéo brasileira nos
anos de 2013 (CONAB, 2014). Para o aprimoramento dos cafés, diversos produtores tém estabelecido colaboragdes
com institutos de pesquisa, visando contribuigdes cientificas que respaldem as certificagcdes da regido como produtora
de cafés de qualidade, com o intuito de fortalecer o reconhecimento da regido e dos proprios cafeicultores (IAPAR,
2012). O café é uma das principais fontes de acidos clorogénicos na dieta humana, uma classe de compostos
considerados como antioxidantes e que estdo presentes tanto no café cru quanto na bebida, além de ser rico em cafeina e
teor em 6leo. Segundo Giomo (2012), a composi¢do quimica dos grdos de café verde pode sofrer variagdo durante as
diferentes etapas do processamento pds-colheita devidos as alteracoes bioquimicas nos grdos. Este trabalho tem como
objetivo avaliar o relacdo dos teores de cafeina, acidos clorogénicos (acido 5-cafeoilquinico) e 6leo, além da andlise de
perfil quimico por técnicas modernas de analise quimica por ESI(-)-QTOF-MS, com base na influéncias dos diferentes
processos pos-colheita dos grdos com auxilio de ferramentas estatisticas multivariadas e sugerir um possivel marcador
quimico para os tratamentos p6s colheita entre o café cereja natural e cereja descascado.
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MATERIAIS E METODOS

Os graos verdes utilizados originara, de dois tipos de tratamento pds colheita, café natural (CN) e cereja descascado
(CD). No total foram utilizadas 14 amostras CN, CD e Microlotes (mistura de CN e CD). A extra¢do partiu de 1 g de
grao moido com 4 mL de metanol a 45°C/20 minutos, seguido da filtragdo em membrana (42um) e posterior diluigdo do
extrato para analise por ESI(-)-QTOF-MS e CLAE/UV. As condicdes empregadas em CLAE foram de acordo com
Alves et al., (2006) com adaptacOes: pré-coluna e coluna Regis ODS-1, 4,6 x 250mm, 5um; fase mével em modo
isocratico com acido acético/H,O (5:95 v/v) e acetonitrila, em proporgao de 95:5 (v/v), deteccdo UV-Vis em 320nm e
272nm para o acido clorogénico e cafeina, respectivamente. Foram investigados os parametros de validagdo do método
CLAE para &cidos clorogénicos e cafeina, como a precisao, limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) e linearidade.
O teor em 6bleo (massa 6leo/100g grao) foi obtido via extracdo por Soxhlet (4 h) com éter de petréleo.

Para analise quimica do extrado por ESI(-)-QTOF-MS foram utilizadas as seguintes condicdes: injecdo de 0.20 uL da
amostra em fluxo de 0,25 uL com lavagem do sistema de injecdo com solucdo metanol e adgua deionizada (70:30, v/v),
adicionado 0,1% hidréxido de amdnio. Foram utilizadas as seguintes condi¢des de operagdo: fonte de ionizacdo
electrospray, voltagem do capilar 3,5kV, temperatura de dessolvatagdo 225°C, fluxo de dessolvatacdo 11L min-, gés de
nebulizagdo 25 psi e gas de contra fluxo a 275°C e 12 L min™, com tempo de aquisicdo dos dados de 2 minutos para
cada injecdo. Os dados foram adquiridos na faixa de m/z 100-1000 pelo software Qualitative Analysis B.06.00.

Os dados de composi¢do quimica e perfil quimico foram processados e andlises por componentes principais (PCA) e
discriminagdo por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram utilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método empregado para a quantificacdo de &cido clorogénico e cafeina revelou-se satisfatdrio em linearidade e
precisdo (Tabela 1). A curva analitica para ambas substancias estdo apresentadas na Figura 1.

Tabela 1. Parametros da curva analitica para cafeina e acido clorogénico.

Parametros Acido clorogénico Cafeina
Equacéo y = 69662x — 100,24 y = 108231x + 12,405
r 0,9968 0,9980
LD 0,000263 0,002516
LQ 0,000796 0,007625
Precisdo (CV%) <37 <5
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Figura 1. Curva analitica do padréo cafeina e acido clorogénico.

O teor de acido clorogénico foi de 1,7 a 3,0 g/ 100g de gréo. Para cafeina, os grdos apresentaram variacéo entre 0,5- 0,9
g/ 100 g de grédo. Para o teor de 0leo, os grdos apresentaram variagdo 8 a 11,3 g/ 100g de grdo. A Tabela 2 apresenta os
valores das médias nos gréos, do desvio padréo e variancia dos teores de cafeina, cido clorogénico e 6leo das amostras
de tratamento p6s-colheita CN, CD e microlotes.

Tabela 2. Pardmetros estatisticos para os teores de cafeina, 4cidos clorogénicos e dleo em relacdo ao tratamento pds-
colheita dos graos de café verde.

Amostras Meédia* + Desvio Padréo Variancia
Café natural (CN) 0,65 +0,10 0,01
Cafeina Café cereja descascado (CD) 0,76 £ 0,17 0,03

Microlotes (CN e CD) 0,72+0,11 0,01
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Acidos Café natu_ral (CN) 2,31+0,46 0,21
clorogénicos Café cereja descascado (CD) 2,26 + 0,49 0,24
Microlotes (CN e CD) 2,18 + 0,28 0,07

Café natural (CN) 9,69 + 1,07 1,16

Oleo Café cereja descascado (CD) 10,30 + 0,63 0,39
Microlotes (CN e CD) 10,78 + 0,48 0,24

*Meédia (g/100 g de grao).

O desvio padrdo e a variancia dos teores mostram a dispersdo das amostras em torno de sua média. As amostras
tratamento CN e CD estdo mais dispersas ao comparar com as amostras microlotes. 1sso acarretou na nao diferenciacdo
entre as mesmas.

A partir dos resultados da analise de perfil quimico foi possivel identificar 13 substancias no ESI(-)-QTOF, as de maior
intensidade relativa (IR) foram acido quinico (m/z 191,0561), sacarose (m/z 341,1089) e acido cafeoilquinico (m/z
353,0878) (Tabela 3). Sete substancias da fragmentagdo da estrutura do &cidos clorogénicos (&cido cafeico, ferdlico,
quinico, coumaroilquinico, cafeoilquinico, feruloiquinico e dicafeoilquinico), seguido de &cidos graxos (palmitico,
oleico e linoleico). A identificagdo foi realizada comparando a razdo massa/carga experimental e tedrica e a partir da
comparagdo com base de dados de nosso grupo e outras publicagdes da literatura (Garrett et al., 2014; Garrett et al, 2013;
Garrett, Rezende e Ifa, 2013; Rodrigues e Bragagnolo, 2013; Amorim et al., 2009; Clifford et al., 2005; Clifford et al,
2003;).

Tabela 3. Substancias identificadas por ESI (-)-QTOF-MS.
Experimental Erro relativo

Substancias Férmula Tedrico (M/z) IR®
(m/z) (ppm)
scido cafeico CsH702 135,0446 135,0448 1,4 2,79+ 0,36
CoHgOs4 [M-H]  179,0349 179,0348 0,5 1,49 +0,17
acido ferdlico C10H1004 [M-H]-  193,0506 193,0522 8,2 4,91+0,82
acido quinico C7H120s [M-H]- 191,0561 191,0560 0,5 76,18 £11,79
acido palmitico Ci6H3202 [M-H]®  255,2329 255,2322 2,7 1,84 +£0,28
acido linoleico CisH3202 [M-H]®  279,2329 279,2321 2,8 447+171
acido oleico CigH3402 [M-HJ 281,248 281,2475 1,7 1,63 +0,26
cido coumaroilguinico Ci16H180s [M-H]"  337,0928 337,0919 2,6 2,32 +0,57
sacarose C12H22011 [M-H]-  341,1089 341,1086 0,8 91,15+ 12,36
[2M-H]"  683,2225 683,2169 125 5,46 +1,10
4cido cafeoilquinico Ci6H1809 [M-H]-  353,0878 353,0873 1,4 69,62 + 11,38
[2M-H] 707,1828 707,1734 13,2 1,81 +0,35
acido ferulico-hexose Ci6H2009 [M-H]-  355,1034 355,0908 354 2,53 +0,79
acido feruloilquinico Ci17H2009 [M-H]"  367,1034 367,1025 2,4 15,27 + 3,25
atractilosideo |1 CasH3s09 [M-H]”  481,2443 481,2409 7,0 1,3+0,00

cido dicafeoilquinico  CzsH24012 [M-H]"  515,1190 515,1173 3,3 8,02 +0,91

2 Intensidade Relativa (média e desvio padrdo); m/z: razdo massa carga; ppm: parte por milhao.

A anélise de componentes principais (PCA) referente ao perfil quimico por ESI(-)-QTOF-MS das substancias
identificadas (Tabela 3) levou a classificagdo das amostras em relagdo aos dois tipos de tratamento pés-colheita (CN e
CD), além de indicar a maior representacio das amostras Microlotes como café cereja descascado (Figura 2). E possivel
observar os grupos de amostras CN (em preto) na regido mais abaixo da linha interna no grafico, o qual inicia do valor
zero de cada eixo, juntamente com as amostras Microlotes (em verde). As amostras CD (em vermelho) estdo agrupadas
mais acima dessa mesma linha. Essa tipo de analise de dados é um indicativo a respeito das informagdes contida nas
amostras. O que leva a sugerir uma diferenciagdo entre os tratamentos pds-colheita, apesar de apresentar baixa
variabilidade dos dados para ambos componentes principais (40 e 10%). Isso é decorrente da dispersdo entre as
amostras (gréos de diversos regides produtoras), mas com valor de coeficiente de variacdo menor que 0,3 para 11 das 13
substancias identificadas, assim, os dados podem ser analisados estatisticamente.

A contribuic8o desse tipo de analise por ESI(-)-QTOF-MS na identificacdo rapida das substancias quimicas e analise de
dados multivariados por componentes principais é aplicavel para obter/tirar informacGes a respeito dos gréos de café
verde, neste caso, o tratamento pds —colheito submetido nos mesmao.
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Figura 2. PCA as amostras de café verde (Coffea arabica L.) a partir das substancias apresentadas na Tabela 3. Preto-
café natural; vermelho- café descascado; verde- microlotes.

Outra andlise de dados capaz de classificar as amostras em grupos é a analise discriminante por minimos quadrados
parcias (PLS-DA), para as mesmas amostras utilizadas no PCA, permitiu observar a discriminacéo entre os tratamentos
pos-colheita (Figura 3).
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Figura 3. PLS-DA amostra calibracdo de gréos de café verde (Coffea arabica L.) a partir das substancias apresentadas
na Tabela 3. (a) Preto- café natural; vermelho- café descascado; (b) azul (café natural e cereja descascado), verde-

microlotes.

Ao construir um modelo de calibragéo é necessario validar observando os seguintes parametros, R2, RMSE de calibragéo
e validacdo cruzada (cross validation) e Slope (Tabela 4). Os pardmetros foram satisfatérios para descrever
adequadamente o modelo.

Tabela 4. Pardmetros de validacdo dos dados para calibra¢do e validagdo.

Calibragéo Validacéo
RMSE 0.2766 0.5511
R? 0.9232 0.7266
Slope 0.9232 0.7796

RMSE: (inglés: Root Mean Squared Erro) Erro quadrado médio; Slope: declive préximo de 1, dados bem modelados. Tipo de validagdo: Validagdo
cruzada (cross validation).

A partir do modelo de calibracdo foi aplicado para predizer as amostras desconhecidas, neste caso as microlotes. Com
intuito de predizar em qual grupo (CN ou CD) essas amostras sdo mais representativas. Na Figura 4, observa-se 0
agrupamento dessas amostras na regido do grupo CD, podendo caracteriza-las como pertencentes em maior proporcéo
como cereja descascado.

Pode-se constatar que a analise do perfil quimico por ESI(-)-QTOF-MS e andlise de dados por PCA e PLS-DA se
mostraram boas ferramentas para diferenciagdo de tipos de tratamento pos colheita entre as amostras avaliadas
produzidas no estado do Parana. Abre-se, assim, novas possibilidades de caracterizacdo de cafés desconhecidos, com
sugestdo das duas vias de tratamento pos-colheita a qual foram submetidos os gréos.
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Figura 4. Amostras ‘desconhecidas’ como forma de caracteriza-los nos grupos observados na calibracéo obtida por
PLS-DA.

CONCLUSOES

1. A quantificacdo dos teores de cafeina e acido clorogénicos ndo apresentou diferenga das amostras em relacdo ao
tratamento pés-colheita.

2. A anélise do perfil quimico dos graos de café verde por ESI(-)-QTOF-MS levou a identificagdo de 13 substancias.

3. A andlise dos dados de perfil quimico por ESI(-)-QTOF-MS em conjunto com PCA e PLS-DA foi capaz de
classificar as amostras de acordo com o tratamento po6s-colheita, café natural e cereja descascado, além de classificar
amostras microlotes com maior representagdo por cereja descascado.
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