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RESUMO GERAL

Durante 0 armazenamento dos grdos crus de café, ocorrem alteragdes metabdlicas que afetam
a qualidade sensorial do produto. Atualmente, a embalagem mais utilizada no mundo, para
acondicionar o café cru, € a sacaria de juta, permeavel, que proporciona maior exposi¢cdo do
café as condi¢des ambientais favorecendo maior reducdo da qualidade. Inimeras pesquisas ja
avaliaram tecnologias, para o acondicionamento do café cru e identificaram embalagens
capazes de reduzir a taxa de reducdo da qualidade. Apesar dos avangcos na area, nenhuma
embalagem em uso tem a capacidade de manter a qualidade inicial do café. Ainda que em
taxas minimas, ocorre deterioracdo dos gréos resultando na reducdo da complexidade da
bebida e sdo descritos com sabor e aroma caracteristicos de café velho, como papel, papeldo e
madeira. Essa redu¢do na qualidade tem grande impacto, no mercado de cafés especiais, visto
que, dependendo da intensidade dessas caracteristicas, os cafés ndo sdo mais considerados
especiais. A maioria dos estudos de armazenamento de café cru utiliza técnicas analiticas
especificas, para determinados grupos de compostos quimicos, com o objetivo de explicar o
fendmeno do envelhecimento dos grdos. Mas a dinamica de transformacgdes que ocorre nos
gréos durante o armazenamento ¢ complexa e ndo se limita a alteracbes em grupos quimicos
especificos, deixando abertas varias questdes a respeito do envelhecimento do café. Acredita-
se, assim, que metodologias modernas da analise de alimentos capazes de fornecer panorama
completo dos compostos quimicos possuem elevado potencial, para esclarecer o fendmeno e
possam trazer beneficios a gestdo e controle da inddstria de cafés especiais. Neste contexto, o
presente trabalho utilizou técnicas espectroscopicas e cromatograficas para abordar o
fendmeno do envelhecimento dos grdos crus de café arabica. O estudo foi dividido em trés
artigos com o objetivo de determinar indicadores quimicos do envelhecimento dos graos crus
de Coffea arabica L. antes de afetar a qualidade sensorial empregando (i) espectroscopia
Raman nos gréos crus e (ii) espectroscopia de RMN *H nos gréos crus e (iii) cromatografia
gasosa com espectrometria de massas nos graos torrados e moidos. Gréos crus de café natural
e cereja descascado especial foram acondicionados em 3 tipos de embalagens e armazenados
em armazém comercial. Foi realizada a analise sensorial e andlises espectroscépicas e
cromatograficas, nos periodos de 0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses de armazenamento. O emprego da
espectroscopia Raman com cartas de controle multivariadas, baseada na PCA, foi eficiente em
identificar alteracbes quimicas nos graos crus de café cereja descascado armazenados em
diferentes embalagens. A espectroscopia Raman é mais sensivel que a analise sensorial a
detectar alteragbes quimicas do café cereja descascado armazenado que, posteriormente,
afetara a qualidade da bebida. A abordagem metabolémica com o emprego da espectroscopia
RMN foi eficiente em identificar alteracdes quimicas relacionadas ao envelhecimento dos
grdos crus de café natural e cereja descascado antes de afetar a qualidade sensorial do café. A
analise de compostos volateis dos graos torrados foi eficiente em identificar alteracdes
guimicas nos grdos crus de café natural armazenados na embalagem de papel a partir do 3°
més de armazenamento, que, posteriormente, afetard a qualidade da bebida. As técnicas
espectroscopicas e cromatograficas foram eficientes em detectar alteracdes relacionadas ao
envelhecimento dos gréos crus de café arabica que antecedem a depreciacdo sensorial. O café
natural especial é mais sensivel as transformacdes quimicas relacionadas ao armazenamento,
quando comparado com o café cereja descascado especial. A embalagem de alta barreira
oferece a mesma protecdo ao café cru que o acondicionamento a vacuo e é adequada para o
acondicionamento de graos crus de café natural e cereja descascado especial por até 18 meses.

Palavras-chave: Cafés especiais. Deterioracdo. Espectroscopia Raman. RMN 'H.
Cromatografia gasosa. Quimiometria.



GENERAL ABSTRACT

During storage of green coffee beans, metabolic changes occur, affecting the sensory quality
of the product. Jute bags are the most used packaging form worldwide. However, jute bags
are permeable, which provides greater exposure of coffee to environmental conditions
favoring further reduction of quality. Currently, no packaging in use has the ability to
maintain the initial quality of the coffee beans, which is usually described as having flavor
and aroma characteristic of old coffee. This reduction in quality has a great impact on the
specialty coffee market, since, depending on the intensity of these characteristics, the
beverage is no longer considered special. Most of the green coffee storage studies use specific
analytical techniques for certain groups of chemical compounds to explain the phenomenon of
grain aging. However, the dynamics of transformations occurring in the grains during storage
is complex and is not limited to changes in specific chemical groups, leaving a gap about the
compounds responsible for altering the taste or aroma of the beverage. It is thus believed that
modern methodologies of food analysis capable of providing a complete analysis of the
chemical compounds have high potential to clarify the phenomenon, bringing benefits to the
management and control of the specialty coffee industry. In this context, the present study
used spectroscopic and chromatographic techniques to address the phenomenon of Arabica
coffee beans aging. The study was divided into three articles with the objective of determining
chemical indicators of the aging of Coffea arabica L. green coffee before affecting their
sensorial quality, by using using (i) Raman spectroscopy and (ii) *H NMR spectroscopy to
analyze green coffee beans and (iii) Gas chromatography mass spectrometry (GC/MS) in
roasted and ground beans. Green coffee beans of specialty natural and specialty pulped
natural coffee were packed in 3 different types of packaging and stored in commercial
warehouse. Sensorial, spectroscopic and chromatographic analyzes were carried out at 0, 3, 6,
9, 12 and 18 months of storage. The use of Raman spectroscopy with multivariate control
charts, based on PCA was efficient in identifying chemical changes in the green coffee beans
of pulped natural coffee stored in different packages. Raman spectroscopy is more sensitive
than sensory analysis to detect chemical changes in pulped natural coffee, which might affect
the quality of the beverage. The metabolomic approach using NMR spectroscopy was
efficient in identifying chemical changes related to the aging of green coffee beans of natural
and pulped natural coffee before affecting the sensory quality of the beverage. The analysis of
the volatile compounds present in roasted coffee beans was efficient in identifying chemical
changes in green coffee beans of natural coffee stored in different packages. Spectroscopic
and chromatographic techniques were efficient in detecting changes related to the aging of
Arabica coffee beans prior to sensorial depreciation. The high-barrier packaging offers the
same protection to coffee as the vacuum packaging and is suitable for the packaging of green
coffee for up to 18 months.

Keywords: Specialty coffee. Deterioration. Raman spectroscopy. ‘H-NMR. Gas
chromatography. Chemometrics.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O presente trabalho faz parte de um grande projeto celebrado em convénio com a
UFLA, BSCA (Associacao Brasileira de Cafés Especiais), Klabin e Videplast, com o apoio da
Apex-Brasil e das exportadoras de café especiais Bourbon Specialty Coffees e Carmocoffees.
Essa parceria surgiu de a necessidade de oferecer ao mercado embalagens eficientes para o
acondicionamento dos grdos crus de café especial. Para isso, foi realizado um estudo em que
foi constatado que embalagens com alta barreira sdo eficazes para o armazenamento de cafés
especiais por longos periodos, pois proporcionam melhor conservacdo dos graos
(ANDRADE, 2017). Atualmente, as embalagens estudadas ja estdo sendo comercializadas e
utilizadas por produtores, exportadores e importadores de cafés especiais. Entretanto, apesar
dos avancos na area, nenhum tipo de acondicionamento em uso tem capacidade de manter a
qualidade inicial dos grdos. Mesmo em condic¢Ges adequadas de armazenamento, ocorre perda
da qualidade do café, ainda que em taxas minimas (ANDRADE, 2017; BOREM et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2011).

Ao longo do armazenamento do café cru, ocorre oxidacdo de carboidratos, lipideos e
proteinas, depreciando a qualidade sensorial da bebida (CORADI; BOREM; OLIVEIRA,
2008; RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; SAATH et al., 2014; SELMAR;
BYTOF; KNOPP, 2008). As perdas de qualidade observadas nos cafés especiais, durante o
armazenamento, mundialmente realizado em sacos de juta, sdo mais acentuadas quando
comparadas as perdas observadas nos cafés commodities (ANDRADE, 2017; BOREM et al.,
2013; RIBEIRO et al.,, 2011; RIGUEIRA et al., 2009). No caso dos cafés especiais,
dependendo da intensidade das alteracdes tipicas do armazenamento, o café deixa de ser
classificado como especial pela reducdo da complexidade de sabor, aroma e outros atributos
sensoriais, apresentando notas sensoriais descritas pelos degustadores como papel, papelédo,
palha ou “safra passada”. Uma vez detectada a alteracdo sensorial, ndo é possivel reverter a
situacdo, sendo, muitas vezes, necessario destinar o lote de café para outro mercado. Acredita-
se, assim, que metodologias capazes de identificar alteracbes quimicas nos gréos crus de café,
durante o armazenamento, antes que ocorram mudancas depreciativas na sua qualidade
sensorial, podem trazer beneficios a gestdo e controle da industria de cafés especiais.

A maioria dos estudos de armazenamento de café cru utiliza analises especificas, para

determinados grupos de compostos quimicos, a fim de explicar o fen6bmeno do
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envelhecimento dos gréos, deixando abertas varias questdes a respeito dos compostos
responsaveis pela alteragdo do sabor ou do aroma do café. Somado a esse fato, as diferencas
quimicas entre os cafés processados por via seca ou via imida conferem maior complexidade
ao fendbmeno. Estudos de armazenamento de cafés naturais e descascados constataram
comportamento distinto, visto que os cafés naturais apresentaram maior reducdo da qualidade
sensorial, fisiologica e bioguimica (ABREU, 2015; CORADI et al., 2007; SAATH et al.,
2012, 2014), mas ndo foram esclarecidas as razdes que explicam essas diferencas.

Para detectar os compostos responsaveis pelo fendmeno do envelhecimento dos graos
crus, associado a depreciacdo da qualidade sensorial, sdo necessarias abordagens modernas na
analise de alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012; MINOJA; NAPOLI,
2014). Por isso, esse trabalho propbe o emprego de técnicas espectroscopicas e
cromatograficas; espectroscopia de espalhamento de luz Raman, espectroscopia de
Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN) e cromatografia gasosa com espectrometria de
massas. As tecnicas espectroscopicas ainda ndo foram utilizadas para estudar o
envelhecimento dos gréos crus de café ardbica.

A espectroscopia Raman é uma ferramenta potencial para a avaliar a qualidade dos
alimentos durante a manipulacdo, processamento e armazenagem (BOYACI et al., 2015). A
espectroscopia Raman € um metodo com capacidade de fornecer informagdes sobre
concentracdo, estrutura e interacdo de moléculas, com vantagem de ser uma técnica ndo
destrutiva (OLIVEIRA, 2001; SALA, 2008). Para a analise, ndo é necessaria a extracdo,
homogeneizacdo, utilizacdo de corantes ou agente de marcacdo, ou qualquer pré- tratamento
das amostras. Necessita-se apenas pequenas por¢des de amostras. Outra vantagem da técnica
é que atualmente ja existem equipamentos portateis que podem ser utilizados pela industria de
café in loco. A espectroscopia Raman ja foi utilizada para analisar gréos crus de café
(CAGLIANI et al., 2013; EL-ABASSY; DONFACK; MATERNY, 2011; ERAVUCHIRA et
al.,, 2012; KEIDEL et al., 2010; RUBAYIZA; MEURENS, 2005; WERMELINGER et al.,
2011), mas ndo com o objetivo de detectar indicadores quimicos da qualidade de graos crus
durante o armazenamento.

A RMN é reconhecida como uma das principais metodologias utilizadas, na
abordagem metaboldmica dos alimentos, pois proporciona panorama completo dos
metabolitos e tem sido aplicada para elucidacdo estrutural e estudo de transformacdes
quimicas nos alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; LAGHI; PICONE; CAPOZZI, 2014,
LIU et al., 2017; LIU; CHEN, 2016; MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012; SOBOLEV et al.,
2017; TRIMIGNO et al., 2015). Um Unico espectro de RMN contém os sinais provenientes
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dos protons de todas as moléculas presentes na amostra, 0 que permite obter rapidamente
informagdes completas sobre a composicédo quimica (MANNINA; VIEL; SOBOLEV, 2012).
Juntamente com o uso de ferramentas quimiométricas, a espectroscopia de RMN fornece
resultados relevantes, na area de seguranca alimentar, controle de qualidade, qualidade
sensorial, origem geogréfica e fingerprint de bebidas e alimentos (FAN et al., 2017; HUO et
al., 2017; L1 et al., 2017; MALMENDAL et al., 2011; MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012;
MARSEGLIA et al., 2016; MINOJA; NAPOLI, 2014; PALARIC et al., 2018; PRAKASH et
al., 2016; ROCHFORT et al., 2010; SOBOLEV et al., 2017).

Com o objetivo de compreender o fendmeno e relacionar com as caracteristicas
sensoriais da bebida do café, acredita-se no potencial da cromatografia gasosa (CG) aplicada
aos graos torrados para avaliar o envelhecimento dos grdos crus. Em razdo dos avangos na
técnicas de CG, nos ultimos anos, o numero de publicacbes sobre café e aroma e,
concomitantemente, o numero de compostos volateis identificados no café sdo elevados
(BERTRAND et al., 2012; CANTERGIANI et al., 2001; CHEONG et al., 2013; DULSAT-
SERRA; QUINTANILLA-CASAS; VICHI, 2016; GLOESS et al., 2014; KNYSAK, 2017,
PICCINO et al., 2014; POYRAZ et al., 2016; SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH,
2014; YERETZIAN et al., 2002, 2004). Aproximadamente mil compostos volateis foram
relatados no café cru e torrado e menos de 30 s@o importantes na percep¢do do aroma do café
torrado (BLANK; SEN; GROSCH, 1992; CZERNY; GROSCH, 2000; CZERNY; MAYER;
GROSCH, 1999; GROSCH, 2001; GROSCH et al., 2000; MAYER; GROSCH, 2001;
SEMMELROCH et al., 1995; SEMMELROCH; GROSCH, 1996). Apesar de ser uma técnica
amplamente utilizada para analisar café, a CG é considerada a melhor abordagem para
compreender questdes relacionadas ao aroma do café torrado.

Dessa forma, realizou-se este trabalho com o objetivo de determinar indicadores
quimicos do envelhecimento dos gréos crus de Coffea arabica L. antes de afetar a qualidade
sensorial, empregando (i) espectroscopia Raman e (ii) espectroscopia de RMN *H nos gréos

crus e (iii) cromatografia gasosa com espectrometria de massas nos graos torrados e moidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cafés especiais

O termo café especial foi usado pela primeira vez, em 1974, por Erna Knutsen em uma
edicdo do Tea & Coffee Trade Journal, para descrever os grdos de melhor qualidade
produzidos em microclimas especificos. Posteriormente, em 1978, em uma conferéncia
internacional de café em Montreuil, na Franca, Erna afirmou que cafés especiais sao
produzidos em microclimas geograficos especiais que conferem a bebida perfis sensoriais
nicos. Iniciaram-se movimentos para definir padrdes de qualidade ao comércio e organizar o
mercado de cafés especiais. Em 1982, um pequeno grupo de profissionais relacionados a
industria de café fundaram a Specialty Coffee Association of America (SCAA), com a misséo
de estimular a producao e consumo de cafés especiais. Apds a criacdo da SCAA, comegaram
a ser estabelecidas diversas organizagdes especializadas a promover a oferta e demanda por
cafés especiais, como a Associacdo Brasileira de Cafés Especiais (BSCA), a Speciality Coffee
Association of Europe, a Speciality Coffee Association of Japan, dentre outras. Em janeiro de
2017, a Specialty Coffee Association of America e a Specialty Coffee of Europe (SCAE)
tornaram-se oficialmente uma unica organizacdo, denominada Specialty Coffee Association
(SCA).

Atualmente, a definicdo de café especial mundialmente reconhecida é a estabelecida
pela Specialty Coffee Association (SCA). De acordo com a SCA, para o café ser considerado
como especial, ele deve atender a trés tipos de verificacfes; duas avaliam a qualidade fisica e
uma, a qualidade sensorial. A primeira avaliacdo da qualidade fisica é realizada nos gréos
crus; em uma amostra de 350 gramas de graos crus, representativa do lote de cafe, é avaliada
e ndo é admitida a presenca de defeitos primérios e tolera-se até cinco defeitos equivalentes
secundarios’. A segunda avaliacdo da qualidade fisica é realizada nos gréos torrados; em uma
amostra de 100 gramas de grdos torrados ndo € permitida a presenca de grdos quakers
(imaturos). Por fim, a qualidade sensorial € avaliada, por meio da analise sensorial, realizada
por juizes certificados, e a bebida deve apresentar pontuacdo minima de 80 pontos, a qual sdo
pontuados dez atributos sensoriais (LINGLE, 2011). O café que recebe pontuacdo minima de

80 pontos nao apresenta defeito na bebida e possui dogura.

sdo considerados defeitos primarios: gréo de café totalmente preto, ardido, colonizado por fungos, brocado
com ataque severo, café em coco, paus, pedras e outras impurezas.

sdo considerados defeitos secundarios: grdo de café parcialmente preto, ardido, café em pergaminho, mofado,
imaturo, malformado, concha, quebrado, casca e brocado (ataque leve).
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O objetivo da metodologia é avaliar todos os aspectos envolvidos na producéo do café
até a concepcao da bebida. O café classificado como especial pela metodologia é indicativo de
que inimeros processos, para a producao da bebida, desde a genética da planta, ambiente de
cultivo e técnicas agricolas, com destaque para as préaticas de p6s-colheita, foram adequados
(FIGUEIREDO et al., 2013; JOET et al., 2010; RAMOS et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016;
TAVEIRA et al., 2014; TOLESSA et al., 2017). Trata-se de uma grande cadeia de producao,
com inumeras pessoas envolvidas. Por isso, o café especial s6 sera produzido com exceléncia
nos padrdes de qualidade exercido por todos os envolvidos.

Uma grande cadeia de negocios, como € caracterizado o mercado de café especiais,
necessita de organizacdo, planejamento e gestdo para ter sustentabilidade econdmica,
ambiental, social e ética. Para dar suporte as essas questdes, as associacdes de cafés especiais
possuem papel fundamental. No Brasil, a principal organizacdo que representa os cafes
especiais brasileiros é a BSCA. A organizacdo congrega pessoas fisicas e juridicas nos
mercados interno e externo de cafés especiais e busca difundir e estimular o aprimoramento
técnico na producdo, comercializacdo e industrializacdo desses produtos. Também promove,
principalmente nas areas cafeeiras, a preservacdo do meio ambiente e 0 desenvolvimento
ambiental sustentavel por programas, projetos e parcerias com entidades pablicas e privadas,
nacionais e estrangeiras. Por intermédio de parcerias, a BSCA tem por finalidade promover
pesquisas e difundir técnicas de controle de qualidade e, com as promocdes de produtos,
elevar os padrdes de exceléncia dos cafés brasileiros ofertados nos mercados interno e
externo, como exemplo, o convénio estabelecido entre a BSCA, UFLA, Klabin e Videplast.

A Agéncia Brasileira de Promocdo de Exportacdes e Investimentos (Apex-Brasil),
apos prospeccdo internacional do posicionamento de produtos brasileiros no exterior, iniciou
0 desenvolvimento do projeto intitulado Design Embala, com foco na qualificacdo das
embalagens dos produtos para exportacdo. No setor cafeeiro, a BSCA foi convidada para
coordenar acOes relacionadas as embalagens para café cru. Apds levantamento das demandas
do setor, foi estruturado um projeto, para o desenvolvimento de novas técnicas e prolongar o
tempo de armazenamento, com a preservacao da qualidade do café cru e custo acessivel a um
maior nimero de produtores nacionais e internacionais. O projeto resultou na celebracdo de
convénio entre a UFLA, BSCA, Klabin e Videplast, com o apoio das exportadoras de café
especiais Bourbon Specialty Coffees e Carmocoffees. Parte dos resultados desse projeto esta

documentado nesta tese de doutorado.
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2.1.1 Mercado de cafés especiais

O mercado de cafés especiais cresce cada vez mais no Brasil e no mundo. De acordo
com a Euromonitor (2017)", em pesquisa contratada pela BSCA, o consumo nacional de cafés
especiais correspondeu a 550 mil sacas em 2017. Entre 2012 e 2016, o crescimento médio
anual no consumo foi de 20,6% e a projecdo € que o consumo de cafés especiais chegue a
1,063 milhdo de sacas até em 2021 (EUROMONITOR, 2017).

Com relagdo as exportacbes brasileiras, de acordo com a CECAFE (CONSELHO
DOS EXPORTADORES DE CAFE DO BRASIL, 2017), foram exportadas 5.133.792 sacas
de cafés diferenciados em 2017, representando 16,7% do total de café embarcado no mesmo
ano. A receita cambial dessa modalidade foi de US$ 1,02 bilh&o, correspondendo a 19,6 % do
total gerado com os valores da exportacéo de café. O preco medio dos cafes diferenciados foi
de US$ 199,59. No relatorio, sdo considerados como cafés diferenciados aqueles que tém
qualidade superior ou algum tipo de certificado de praticas sustentaveis. Estima-se que 50%
dos cafés diferenciados exportados sejam especiais (dados ndo oficiais). Assim, pode-se
inferir que foram exportadas 2.556.896 sacas de cafés especiais em 2017. Apesar de o valor
médio da saca de cafés diferenciados ser de US$ 199,59, estima-se que o valor das sacas de
cafés especiais € maior. Atualmente, no mercado de cafés especiais, o valor das sacas de cafés
com pontuagdo de 85 pontos varia de US$ 272,72 a US$ 363,63 (CECAFE, 2017).

Dependendo do tipo de acondicionamento dos gréos, o café fica exposto as alteracdes
que irdo culminar na reducdo da sua qualidade sensorial (BOREM et al., 2008, 2013; NOBRE
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011). Em funcdo da intensidade e do tempo em que essas
alteracdes ocorrem, pode impactar na reducdo acentuada da dogura da bebida, complexidade
do sabor, aroma e de outros atributos sensoriais do café. Nesse caso, o café ndo é mais
classificado como especial e passa a ser considerado como bebida dura, ou seja, café
commoditie. O valor comercializado por saca desse café é de US$ 136,36 que impacta em
desagio de 50% a 61% no valor da saca com relacé@o aos cafés especiais com pontuacdo de 85

pontos.
2.2 Composicdo quimica dos gréos crus de café

O sabor e aroma da bebida percebidos, durante a degustacdo, sdo resultado da

composicao quimica dos gréos crus de café. A interagdo entre ambiente de producdo, gendtipo

“ Pesquisa encomendada pela BSCA através da Euromonitor em 2017.
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do cafeeiro e processos de pds-colheita determinam a composi¢do quimica dos graos crus de
café e condicionam a producdo de cafés especiais (FIGUEIREDO et al., 2013, 2015;
RIBEIRO et al., 2016; SELMAR et al., 2006; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008; TAVEIRA
et al., 2012, 2014). Entretanto, mesmo se todos esses fatores forem favoraveis a producgéo de
cafés com qualidade, o fornecimento desse produto com consisténcia e constancia ao mercado
é comprometido dependendo das condi¢cdes de armazenamento.

As condicGes ideais de armazenamento de grdos agricolas sdo aquelas que reduzem a
taxa respiratéria dos grdos, preservando a composicdo quantitativa e qualitativa dos
compostos quimicos mais proximos da condicdo inicial de armazenamento (ABREU et al.,
2017; BOREM et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011). Condicdes adversas de armazenamento
promovem aumento na taxa respiratéria dos grdos, favorecendo o consumo dos compostos
quimicos precursores do sabor e aroma, além de formar outras substancias que afetam
negativamente a qualidade sensorial do café (BOREM et al., 2013; NOBRE et al., 2007;
RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; RIBEIRO et al., 2011).

O objetivo com este tdpico € garantir o embasamento tedrico sobre a composicdo
quimica basica dos graos crus de café para explicar as alteracbes nos compostos quimicos
decorrentes do armazenamento. Este topico serd divido em compostos ndo volateis e volateis

presentes nos grados crus de café.

2.2.1 Compostos ndo volateis

A fracdo ndo volatil, encontrada nos grdos crus de café, é composta, principalmente,
por agua, carboidratos e fibras, proteinas e aminoacidos livres, lipidios, minerais, acidos
organicos, acidos clorogénicos, trigonelina e cafeina

Dos compostos encontrados nos grdos crus, os 4acidos clorogénicos, cafeina,
trigonelina e os diterpenos da fracdo lipidica sdo considerados bioativos. Bioativos sdo
compostos que tém efeito sobre um organismo vivo, tecido ou célula. Esses compostos sdo
reconhecidos por suas propriedades benéficas a saude humana e podem reduzir os riscos de
incidéncia de doencas crénicas como cancer, diabetes e doencas vasculares (SVILAAS et al.,
2004). A composicdo dos bioativos nos grdos varia entre espécies, cultivares de uma mesma
espécie e qualidade do café (BERTRAND et al., 2008; MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000).
Esses compostos sdo importantes para a qualidade sensorial, pois sdo precursores de
compostos volateis que contribuem para o sabor e o aroma do café torrado (FARAH et al.,
2006; TRUGO; MACRAE, 1984).
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Os é&cidos clorogénicos (CGA) (FIGURA 1) compreendem uma classe importante de
compostos fendlicos, que sdo derivados, sobretudo, da esterificacdo de acidos transcindmicos
(por exemplo, cafeico, fertlico e p-coumarico) com &cido quinico (TRUGO; MACRAE,
1984). Os &cidos clorogénicos sdo subdivididos, de acordo com a natureza e numero de
substituintes cindmicos e a posicao de esterificacdo no anel de ciclo-hexano do acido quinico
(CLIFFORD, 2000). Os ésteres sdo formados, preferencialmente, com a hidroxila localizada

no carbono 5, nos carbonos 3 e 4 e mais raramente, no carbono 1.

Figura 1 - Formula estrutural do &cido clorogénico.

HQ CO,H

OH
OH
Fonte: Da autora (2018).

As principais subclasses de &cidos clorogénicos em grdos de café sdo acidos
cafeoilquinicos (CQA), acidos dicafeoilquinicos (diCQA), acidos feruloilquinicos (FQA) e,
em menor quantidade, acido p-coumaroilquinico e &cidos cafeoil-feruloilquinico. Cada uma
dessas subclasses € constituida por pelo menos trés grandes isdémeros posicionais, além de
compostos menores, com excecdo da Ultima classe, que contém seis isGmeros principais
(CLIFFORD et al., 2006; FARAH; DONANGELO, 2006). Entre estas classes, os acidos
cafeoilquinicos representam, aproximadamente, 80% do teor total de &cidos clorogénicos
(FARAH; DONANGELO, 2006). Em particular, o &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA) representa
quase 60% e € o isbmero mais estudado. Por isso, 0 5-CQA é comumente chamado de acido
clorogénico.

Estudos tém mostrado associacdes de diferentes isomeros de CGA com qualidade da
bebida do café. Um estudo, que avaliou as correlacbes entre a qualidade do café e a
composicdo quimica, encontrou que os niveis de 3,4-diCQA, nos grdos crus e torrados, sdo
associados a elevada qualidade, enquanto niveis elevados de 4cidos cafeoilquinicos,
principalmente, 5-CQA e FQA, sdo associados a baixa qualidade da bebida (FARAH;

DONANGELO, 2006). Em outro estudo, foram avaliados os efeitos climaticos na composicdo
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quimica dos grdos de café e revelou que 3-CQA e 4-CQA, 3,4-diCQA e 4,5-diCQA foram
positivamente relacionados com a temperatura ambiente, enquanto a tendéncia inversa
ocorreu tanto para os niveis de 5-CQA e 3,5-diCQA (JOET et al., 2010).

No armazenamento dos gréos, ha relatos de reducdo do contetdo de acido clorogénico,
principalmente, 5-CQA, por oxidacdes enzimaticas e ndo enzimaticas (RENDON; SALVA,;
BRAGAGNOLO, 2014; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Durante o armazenamento,
ocorrem reacdes de oxidacdo de &cidos clorogénicos e reagdes subsequentes com aminas
primarias que afetam a viabilidade dos grdos e consequente reducdo da qualidade sensorial
(SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Diante desses resultados, alteracdes no contetdo de
acido clorogénico e seus isomeros, durante o armazenamento, Sd0 esperadas por ser um
componente encontrado em grande quantidade nos grdos de café.

A cafeina (FIGURA 2) € uma metilxantina que possui gosto amargo e € responsavel
por 10% do amargor percebido na bebida de café (FLAMENT et al., 1968).

Figura 2 - Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: Da autora (2018).

Na literatura ainda ha divergéncia da relacdo da cafeina com a qualidade do café. Ha
associacdes de maiores teores de cafeina em amostras de café ardbica de alta qualidade
(FARAH et al., 2006; FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005). Entretanto outros
autores observaram associacfes negativas entre o teor de cafeina e a qualidade de bebida,
especificamente, nos atributos sensoriais acidez, corpo, sabor e impressdo geral
(DESSALEGN et al., 2007; FRANCA; MENDONCA,; OLIVEIRA, 2005). Acredita-se que a
biossintese de cafeina e seu acimulo nos grdos sdo mais pronunciados em situaces de
estresse (DESSALEGN et al., 2007).
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A cafeina é reconhecida por ser um composto com certa estabilidade desde o
desenvolvimento de frutos e sementes (CASTRO; MARRACCINI, 2006), processamento
(DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010; JOET et al., 2010) e apds a torra (CASAL;
OLIVEIRA; FERREIRA, 2000; FRANCA; MENDONGCA; OLIVEIRA, 2005).
Provavelmente por esta caracteristica, este composto é pouco explorado em pesquisas
relacionadas ao armazenamento dos graos crus de cafe.

A trigonelina (FIGURA 3) é um alcaloide derivado da metilacdo enzimética do &cido

nicotinico.

Figura 3 - Estrutura quimica da (a) trigonelina e (b) acido nicotinico.
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Fonte: Da autora (2018).

Né&o esta clara na literatura a relacdo entre a trigonelina e o tipo de processamento do
café, entretanto é de consenso que cafés com maior qualidade apresentam maiores valores no
conteddo de trigonelina (FIGUEIREDO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016). Cafés cultivados,
em ambientes com altitudes elevadas, acima de 1200 metros e com notas sensoriais de 90
pontos, obtiveram maiores valores de trigonelina, independentemente do tipo de
processamento. J& menores valores de trigonelina foram registrados em cafés naturais
cultivados abaixo de 1200 metros, com notas sensoriais abaixo de 85 pontos (RIBEIRO et al.,
2016). Apesar desses estudos, ndo ha relatos do comportamento da trigonelina nos gréos de
café durante o armazenamento.

O cafestol e caveol sdo diterpenos produzidos exclusivamente por plantas do género
Coffea. Sdo compostos que tém sido cada vez mais estudados pelos seus efeitos fisioldgicos e
potencial discriminante entre as duas espécies de interesse econdmico do género Coffea
(CAMPANHA; DIAS; BENASSI, 2016; DIAS et al., 2010; SPEER; KOLLING-SPEER,
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2006). A diferenca estrutural entre caveol e cafestol esta na presenca de uma dupla ligacdo a

mais na estrutura do caveol (FIGURA 4).

Figura 4 - Formulas estruturais dos diterpenos (a) caveol e (b) cafestol.
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Fonte: Da autora (2018).

Trabalhos recentes tém avaliado o conteldo de caveol e cafestol como marcador de
cafés de diferentes origens geogréaficas, de espécies do género Coffea e como indicador de
qualidade (EL-ABASSY; DONFACK; MATERNY, 2011; KITZBERGER et al., 2016;
RUBAYIZA; MEURENS, 2005; SCHOLZ et al., 2014; SRIDEVI; GIRIDHAR, 2016). O
teor de cafestol e caveol é maior em grdos de café cultivados em baixas altitudes quando
comparado a cafés de elevada altitude (SRIDEVI; GIRIDHAR, 2016). E consenso, na
literatura, que cafés de altitude possuem qualidade superior aos cafés cultivados em altitudes
mais baixas (FIGUEIREDO et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016), por isso, acredita-se que
estes compostos possam ser utilizados como indicador da qualidade do café.

N&o ha relatos na literatura que relacionem a presenca do caveol com alteracdes
quimicas nos grdos crus de café armazenados. Entretanto foi constatado aumento de até 16%
no teor de cafestol livre em grdos de café acondicionados em temperatura de 25 e 40 °C
quando comparado a grdos armazenados em ambiente refrigerado (SPEER; KOLLING-
SPEER, 2006). Os maiores valores foram observados, aos 12 meses de armazenamento e,
apos este periodo, € pronunciada a degradacdo dos diterpenos. As alteracdes foram
relacionadas a atividade das lipases, pois 0 aumento no teor de agua dos grdos e altas
temperaturas do ambiente de armazenamento favorecem a hidrélise de ésteres de acidos
graxos, a decomposicdo dos diterpenos e provocam efeito negativo na qualidade sensorial do
café (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

A fracdo lipidica do café é composta, principalmente, por triacilglicerois
(aproximadamente, 75%), esterois (2,2% ndo esterificados e 3,2% esterificados com acidos

graxos), acidos graxos livres (1%) e tocoferois (0,05%), que sdo normalmente encontrados em
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Oleos vegetais comestiveis. Essa fragdo também contém diterpenos da familia dos cauranos
(20%) (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; TRUGO; MACRAE, 1984). Outros componentes
recentemente identificados sé&o o coffeadiol e o arabiol I, que possuem estruturas similares
aos diterpenos cafestol e caveol, respectivamente, mas com diferentes substituicdes no anel
furano (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

Os é&cidos graxos no café sdo encontrados, principalmente, em formas combinadas. A
maioria é esterificada com glicerol, na fracdo de triacilglicerol e, aproximadamente, 20% séao
esterificados com diterpenos e uma pequena proporcao, em ésteres de esterol. A maioria dos
acidos graxos no café é insaturada. O é&cido linoleico, acido oleico e acido linolénico
representam, aproximadamente, 44,4 - 47,2%, 7,8 - 9,6% e 1,4 - 1,6% da fracdo de
triacilglicerol (COSSIGNANI et al., 2016).

Durante o armazenamento dos grédos, a hidrolise do material graxo inicia-se antes da
hidrdlise de carboidratos ou proteinas (DUSSERT et al., 2006; SPEER; KOLLING-SPEER,
2006). Em geral, as primeiras modificagdes, nas sementes relacionadas a deterioragéo,
correspondem a acidificacdo causada, em parte, pelo aumento de acidos graxos livres, fosfatos
acidos e aminoacidos produzidos pelas lipases, fitases e proteases (ABDUL-BAKI;
ANDERSON, 1972; MAHJABIN; ABIDI, 2015). Os acidos graxos livres podem ser
oxidados na presenca de oxigénio, originando compostos como aldeidos, cetonas, acidos,
alcoois e hidrocarbonetos, associados ao sabor e aroma desagradaveis nos alimentos e, no
caso do café, as alteracbes sensoriais da bebida (DUSSERT et al., 2006; FELLOWS, 2006;
SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

Por muitos anos, trabalhos de armazenamento de grdos de café utilizaram o teste de
acidez graxa como indicador do nivel de deterioracdo dos gréos armazenados (CORADI;
BOREM; OLIVEIRA, 2008; RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; SAATH et al.,
2012). Entretanto esse teste expressa o teor de acidos graxos livres, em funcdo da acidez do
6Oleo, visto que esta pode ser influenciada pela presenca de outros compostos acidos (SPEER;
KOLLING-SPEER, 2006). Para compreender melhor o fendmeno das alteragdes, que ocorrem
nos grdos armazenados, € necessario informacdo sobre o comportamento do perfil de acidos
graxos dos grdos crus de café, pois a sua liberacdo ndo é uniforme e o nivel de degradacéo é
variavel em funco do tipo de acido graxo (CORADI; BOREM; OLIVEIRA, 2008; JHAM;
MULLER; CECON, 2008).

Estudo do perfil de &cidos graxos em grdos acondicionados, em embalagens com
atmosfera artificial e natural, detectou aumento mais intenso na liberagdo dos &cidos graxos

palmitico e oleico nos gréos acondicionados em saco de juta e armazenados em condicbes
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ambiente ap6s 12 meses. Apenas graos acondicionados, em ambiente controlado, preservaram
os valores dos &cidos graxos esteérico e oleico (RIBEIRO, 2013).

Com relacdo aos acucares, a sacarose (Figura 5a) é importante para o sabor e
qualidade do café e pode representar 9% do peso seco no café arabica (KNOPP; BYTOF,;
SELMAR, 2006). Glicose e frutose (Figura 5b e 5c) também s&o encontradas nos graos em
intervalos de <0,01 a 0,45% e 0,02 a 0,40%, respectivamente (SILWAR; LULLMAN, 1988).
Tragos de outros carboidratos de baixo peso molecular, como manose, arabinose, ramnose,
estaquiose, também, foram identificados em gréos de café ardbica (KOLLING-SPEER,;
SPEER, 2005; SILWAR; LULLMAN, 1988).

Figura 5 - Formulas estruturais da (a) sacarose, (b) glicose e (c) frutose.

(a) HO

Fonte: Da autora (2018).

Os teores de acucares de baixo peso molecular nos grdos crus de café podem ser
influenciados pelos métodos de acondicionamento e tempo de armazenamento do produto
(RIBEIRO et al., 2011; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Considerados como a fonte
prontamente disponivel de energia, para 0s processos respiratérios dos grdos, a variacdo nos
teores de carboidratos de baixo peso molecular pode ser usada como indicador dos processos
metabolicos associados ao consumo de matéria seca e consequente perda de qualidade dos
grdos (CORADI et al., 2007; DUSSERT et al., 2006; REINATO et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2011; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008)
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No processo de respiracdo dos grdos, ocorre hidrolise da sacarose, liberando os
monossacarideos glicose e frutose, que se tornam prontamente disponiveis para a respiracéo.
Assim, a elevacdo no teor de glicose e frutose estd associada a hidrélise da sacarose e
elevacdo do metabolismo dos gréos, indicando rapida deterioracdo e perda de qualidade
(ANDRADE, 2017; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008).
Grdos acondicionados, em embalagens permeaveis, que favorecem o reumedecimento,
respiracdo e consequente deterioracdo dos gréos, tiveram reducdo do conteldo de sacarose e
aumento no contetdo de frutose e sacarose até o periodo de 9 meses de armazenamento,
seguido de reducdo até o periodo de 18 meses de armazenamento (ANDRADE, 2017).

A fracdo de fibra insolGvel dos grdos crus de café é constituida, principalmente, por
celulose, hemicelulose e lignina, componentes da parede celular das plantas. A celulose é um
componente basico da parede celular e em graos de café encontra-se associada a
polissacarideos, como hemicelulose, pectina e também lignina, o que dificulta a sua
degradacéo.

A relacdo lignina/celulose determina a intensidade da degradagdo microbiana da
parede celular (VAN SOEST, 1994). A degradacdo dos polissacarideos peécticos esta
relacionada com a desintegracdo da parede celular, provocada pela acdo de injurias
mecanicas, fisioldgicas e microbianas (PIMENTA; VILELA; CARVALHO JUNIOR, 2004).
Durante as fases que antecedem a colheita e a pos-colheita do café, hd continuo metabolismo
dos gréos e essas reacdes sdo responsaveis pela definicdo do sabor e aroma do café. Algumas
dessas transformac@es bioquimicas podem degradar as paredes e as membranas celulares e,
consequentemente, alterar o teor de fibras nos graos de café.

O conteudo de celulose, hemicelulose, lignina nos grdos reduz, durante o
armazenamento em embalagens permeaveis, que permite trocas gasosas e de vapor d’agua
com a atmosfera. Este fendmeno esta intimamente relacionado as alteragdes no sabor e aroma
do café e a diminuicdo da qualidade sensorial (RIBEIRO, 2013; SAATH et al., 2012). A
desestruturacdo das membranas e paredes celulares e consequente perda da permeabilidade
seletiva do sistema de membranas do endosperma dos grdos provoca rapida deterioracéo.
Uma vez rompida a membrana celular, ocorre maior contato entre as enzimas e 0S compostos
quimicos presentes intra e extracelulares no grdo. Esta situacdo permite rea¢es quimicas e
bioguimicas que modificam a composicédo original do café e, consequentemente, a qualidade
da bebida (ABREU, 2015; RIBEIRO et al., 2011).

Compostos nitrogenados, exceto cafeina e trigonelina, representam de 9% a 16% da

composicdo quimica dos gréos crus de cafe. Proteinas, peptideos e aminoacidos livres séo
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essenciais para o sabor e aroma do café, pois sdo necessarios a reacdo de Maillard (MARIA,;
MOREIRA; TRUGO, 1999; MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000) S&o precursores na
formacdo de compostos volateis como furanos, piridinas, pirazinas, pirrois, aldeidos e
melanoidinas.

Os aminodcidos sdo suscetiveis a oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (EROs)
gerando grupos carbonila. Assim, a presenca de grupos carbonila reflete a oxidacgdo proteica
durante o armazenamento dos grdos (RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014). A
oxidacdo das proteinas, durante 0 armazenamento, pode ser acelerada pela oxidacéo lipidica,
em razdo da proximidade de lipidios e proteinas na célula e da presenca de EROs, geradas
pela respiragdo dos grdos (SIMKIN et al., 2006). Durante 0o armazenamento do cafe, foi
detectado aumento seguido por estabilizacdo da concentracio do grupo carbonila (RENDON;
SALVA; BRAGAGNOLO, 2014). Provavelmente a manutengédo dos valores esta relacionada
ao final do processo respiratorio dos grédos, indicando elevada deterioracdo (ROJAS, 2008).

Outro estudo de armazenamento de grdos crus de café ndo detectou mudancas
significativas no contetdo total de aminoacidos proteicos e na concentracdo da maioria dos
aminodacidos individuais. Apenas a concentracdo de glutamina diminuiu significativamente
durante o armazenamento (SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008).

2.2.2 Compostos volateis

O aroma e sabor do café sdo formados por uma mistura complexa de,
aproximadamente, trezentos compostos volateis, compreendendo, principalmente, as classes
dos hidrocarbonetos alifaticos, compostos de enxofre, pirazinas, piridinas, oxazois, pirrois,
furanos, aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas e fenois (BANDEIRA et al., 2009; BROHAN et
al., 2009; BUFFO; CARDELLI-FREIRE, 2004; FLAMENT, 2002; PETISCA et al., 2013;
POYRAZ et al., 2016; RODRIGUEZ; DURAN; REYES, 2010; TOCI; FARAH, 2008).

Inmeros estudos tém buscado relacionar compostos volateis com a qualidade
sensorial do café (BERTRAND et al., 2012; GONZALEZ-RIOS et al., 2007a), origens
geogréficas (KNYSAK, 2017; LEE; SHIBAMOTO, 2002; RISTICEVIC; CARASEK;
PAWLISZYN, 2008), diferentes genotipos (KNYSAK, 2017) e com a presenca de defeitos
fisicos nas amostras de café (AGRESTI et al., 2008; CANTERGIANI et al., 2001; TOCI;
FARAH, 2008, 2014).

Durante 0 armazenamento dos grdos, ocorre uma série de reacfes de oxidacdo. Os

enantiobmeros de linalol e o acetaldeido trans-2-nonenal sdo exemplos de compostos volateis
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oriundos da oxidacéo lipidica que impactam no sabor e aroma do café (BONNLANDER et
al., 2006). O trans-2-nonenal é considerado indicador de café wvelho, pois confere
desagradavel nota sensorial de papeldo e madeira & bebida (BONNLANDER; COLOMBAN;
LONZARICH, 2005; PARLIMENT; CLINTON; SCARPELLINO, 1973). Esse composto
também ja foi associado ao sabor desagradavel de papeldo em cerveja velha (SCHERER et
al., 2010; SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008). O aumento de ésteres metilicos foram
relatados em estudo sobre o efeito do armazenamento de grdos de café sob diferentes
condicbes de temperatura, teores de agua dos graos e disponibilidade de oxigénio
(SCHEIDIG; CZERNY; SCHIEBERLE, 2007). Em particular, o 2 e 3-metil-butanoico,
responsavel pelo odor frutado, agradavel em baixas concentracfes. No entanto valores
elevados, nas concentragdes de 2-metoxi-4-vinifenol e 2-metoxi-5-vinilfenol, conferem odor
desagradavel de fumaca e cravo.

Os acidos orgéanicos sdo caracterizados pela presenca do grupo funcional (COOH), a
carboxila (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Contribuem para o sabor e aroma
do café, pois a maioria dos acidos organicos é volatil (GALLI; BARBAS, 2004). Em geral, os
acidos organicos estdo presentes no café, compondo cerca de 10% da massa do gréo cru e 6%
da massa do grdo torrado. Os principais acidos organicos encontrados nos graos crus de café
sdo 0 acetico, citrico, férmico, malico, pirtvico, clorogénico, quinico e succinico (GALLI;
BARBAS, 2004). Com relacdo ao comportamento dos acidos orgéanicos no café armazenado,
ndo foi detectada variacdo nos gréos acondicionados em diferentes métodos durante 12 meses
(RIBEIRO, 2013).

2.3 Compostos volateis do café torrado

Durante a torra, 0s grdos crus sdo submetidos a inimeras rea¢fes. As mais importantes
e estudadas sdo a pirdlise, degradacdo de Strecker e reacbes de Maillard, que irdo produzir,
aproximadamente, mil compostos volateis (BUFFO; CARDELLI-FREIRE, 2004,
FLAMENT, 1989; MARIA; MOREIRA; TRUGO, 1999; MOREIRA; TRUGO; MARIA,
2000). Por isso, 0s compostos quimicos presentes nos graos crus, submetidos as condicdes da
torra, sdo precursores da quantidade e concentracdo dos compostos volateis no café torrado
(CHEONG et al., 2013; GLOESS et al., 2014; GONZALEZ-RIOS et al., 2007b; MOON;
SHIBAMOTO, 2009; SOMPORN et al., 2011).

Os compostos volateis sdo classificados em duas classes: compostos heterociclicos e

compostos ndo heterociclicos (alifaticos, aliciclicos e aromaticos) (MARIA; MOREIRA;
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TRUGO, 1999; MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000). A seguir, serdo apresentadas as

principais substancias de cada classe encontradas no café torrado e suas vias de formacéo.

2.3.1 Compostos heterociclicos

Os compostos heterociclicos sdo a classe de substancias volateis mais estudada. Os
furanos sdo compostos, encontrados em grande quantidade no café torrado, além de seus
derivados, contendo fungdes como aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, éteres e tiois
(FLAMENT, 2002). S&o formados, principalmente, a partir da degradacdo de carboidratos
presentes nos graos crus de café, como a sacarose e a arabinogalactana (MARIA et al., 1994).
Existem evidéncias de que os furanos também podem ser formados pela degradacdo de
terpenos, principalmente, os terpenos de elevado peso molecular (VITZTHUM;
WERKHOFF, 1976).

Os pirrois sdo compostos caracteristicos de alimentos submetidos a tratamentos
térmicos e podem ser formados, a partir da reacdo de Maillard, degradacdo de Strecker,
pirélise de aminoacidos ou degradacédo da trigonelina (HWANG; HARTMAN; HO, 1995).
Podem ser formados, também, por reacdes secundarias entre a trigonelina e outros
constituintes, particularmente carboidratos, que estdo presentes em grandes quantidades no
café cru.

Os oxazois sdo formados exclusivamente por degradacdo térmica de proteinas. Os
tiazois sdo formados a partir da reacdo de Maillard entre metionina, cisteina ou cistina e
acucares redutores ou intermediarios da reacdo de Millard. As pirazinas sdo formadas, apds a
degradacdo térmica e podem ser geradas pela reacdo de Maillard, degradacdo de Strecker ou
pirélise de hidroxiaminoacidos (FLAMENT, 2002). As piridinas podem ser formadas, a partir
da degradacdo térmica da trigonelina, pirélise de aminoacidos, degradacédo de Strecker ou na
reacdo de Maillard (FLAMENT, 2002). A presenca de piridina ja foi relacionada com aroma
de café torrado velho (SIVETZ; DESROSIER, 1979).

2.3.2 Compostos ndo heterociclicos (alifaticos, aliciclicos e aromaticos)
Os compostos alifaticos, aliciclicos e aromaticos sdo encontrados, normalmente, em

baixas concentracdes no café torrado. Desse grupo de compostos, destacam-se varias classes,

como os fenois, aldeidos, cetonas, alcoois, éteres, hidrocarbonetos, acidos organicos,
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anidridos, ésteres, lactonas, aminas e os compostos contendo enxofre. Varios compostos
volateis apresentam mais de uma fungdo quimica, o que dificulta a sua classificagéo.

A principal via de formacdo dos fenois no café torrado é por meio da degradacéo dos
acidos clorogénicos, durante a torra, especialmente, &cido p-cumarico, ferdlico, cafeico e
quinico (MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000). Os aldeidos sdo formados por meio da auto-
oxidacdo dos lipidios, degradacdo de Strecker, reacdo de Maillard e oxidacdo de aminoécidos
(FLAMENT, 2002). Os aldeidos sdo encontrados em grande quantidade no café recém-
torrado, pois séo oxidados durante 0 armazenamento.

Aldeidos formados, a partir da oxidacdo de lipidios, como o hexanal, (Z)-2-nonenal,
(E)-2-nonenal, (E,Z)-2,6-nonadienal, (E,E)-2,4-nonadienal e os isomeros do 2,4-decadienal,
foram relacionados com sabor e aroma de café velho (DART; NURSTEN, 1985;
PARLIMENT; CLINTON; SCARPELLINO, 1973). A ocorréncia dos aldeidos volateis no
café verde e torrado € esperada, ja que os lipidios representam, aproximadamente, 13% do
café verde e o acido linoleico representa mais da metade do conteddo de &cidos graxos
(COSSIGNANI et al., 2016). A clivagem oxidativa das ligacdes duplas do acido linoleico
produz aldeidos e cetonas (VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

As cetonas podem ser provenientes da pirdlise de carboidratos e reacdes de Maillard
(CLARK; MACRAE, 1985). A auto-oxidacéo de lipideos, particularmente de acidos graxos
insaturados, também esta relacionada a producdo de cetonas, como, por exemplo, a 2,3-
butanodiona e hidroxiacetona. Essas cetonas podem participar posteriormente de reacdes que
levam a formacéo de pirazinas ou de aldeidos de Strecker (CLARK; MACRAE, 1985). A
sintese de cetonas também pode ocorrer por meio da quebra de carotenoides durante a torra.
As cetonas de menor massa molarr sdo abundantes no café torrado e, assim como os aldeidos,
a concentracdo no café torrado reduz durante o periodo de armazenamento (DART;
NURSTEN, 1985) devido a sua volatilizaco.

Os éalcoois presentes no café torrado sdo alguns dos produtos secundarios da oxidacao
de lipidios e também sdo formados por meio da degradacéo de carotenoides durante a torra.
Dentre os alcoois, 0 metanol e etanol sdo os mais relatados nos gréos de café. As razdes entre
determinados compostos e determinados alcoois ja foram utilizadas como indicadores do
tempo de armazenamento do café torrado, como a relagdo entre 2-metil-furano e metanol e
entre o 3-metilbutanal e o 3-metil-1-butanol. A diminuicdo na razdo desses compostos indica
0 aumento do tempo de armazenamento do café torrado em atmosfera com presenca de
oxigénio e a temperatura ambiente (VITZTHUM; WERKHOFF, 1976).
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Os hidrocarbonetos s&o encontrados em grande quantidade no café torrado. E provavel
que certos hidrocarbonetos sejam derivados da oxidacdo de lipideos do grdo cru durante o
periodo de armazenamento (CLIFFORD, 1985). Existem varias vias de formacéo dos acidos
carboxilicos, como a degradacdo de carboidratos, degradacdo térmica de ésteres e a auto-
oxidacdo de aldeidos e cetonas (KAWADA et al., 1967; WOODMAN, 1985). Os anidridos
sdo formados durante a torracéo a partir de &cidos carboxilicos ou derivados que perdem uma
molécula de &gua e sofrem ciclizacdo (FLAMENT, 2002; MOREIRA; TRUGO; MARIA,
2000).

A maioria dos ésteres € formada durante o desenvolvimento dos frutos do café
((TAIZ; ZEIGER, 2004) e sofre processo de pir6lise durante a torra. Por isso, normalmente,
0s ésteres estdo presentes em maiores concentracBes, nos graos crus de café, quando
comparados aos graos torrados. Uma fracdo menor de ésteres é formada, durante a torra, a
partir da reacdo de esterificacdo entre um acido e um alcool presente nos grdos (GUYOT;
CROS; VINCENT, 1982). Aumento de ésteres metilicos foram relatados em estudo sobre o
efeito de diferentes temperatura, disponibilidade de oxigénio e teores de agua dos gréos crus
de café armazenados (SCHEIDIG; CZERNY; SCHIEBERLE, 2007).

Os compostos sulfurados sdo formados, a partir da degradacéo direta dos aminoacidos
sulfurados cistina, cisteina e metionina (BERNDT; RICHTERS, 2012; KRUGER;
DALLAGO; DI LUCCIO, 2009; WANG et al., 2011) ou da interacdo desses compostos com
acucares redutores e intermediarios da reacdo de Maillard. Estdo presentes em pequenas
quantidades no café torrado e o contedo reduz, durante o periodo de armazenamento do café

torrado, provavelmente, pelas reacGes de oxidacdo (KALLIO et al., 1990).

2.4 Processamento do café

Classicamente o processamento do café é dividido em dois métodos: a via seca e a
Umida. No processamento via seca, os frutos sdo secados com todos seus componentes
(exocarpo, mesocarpo e endocarpo). Ja no processamento via Umida, podem ser produzidos
trés tipos de café. O café descascado, em que € removido mecanicamente 0 exocarpo e partes
do mesocarpo; o café desmucilado em que é removido mecanicamente 0 exocarpo e todo o
mesocarpo; e o café despolpado, aquele em que é removido mecanicamente 0 exocarpo e, por
fermentacéo biolégica, 0 mesocarpo (BOREM; ISQUIERDO; TAVEIRA, 2014).

Na industria do café, é notdrio que cafés processados por via Umida, geralmente,

possuem bebida mais homogénea e limpa do que os cafés naturais. Os principais sabores que
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normalmente descrevem os cafés naturais sdo frutado, rustico e selvagem. Na literatura
cientifica, muitos autores relatam que o processamento via seca origina cafés com corpo mais
acentuado quando comparado com os cafés processados por via Umida. Ja os cafés em
pergaminho s&o, na maioria das vezes, descritos com acidez mais elevada e aroma suave
(GHOSH; VENKATACHALAPATHY, 2014; MAZZAFERA; PURCINO, 2005; SELMAR;
KLEINWACHTER; BYTOF, 2014). Essas diferencas sensoriais sdo reflexos da composico
quimica dos gréaos crus de café que é definida, durante o processamento do café, em funcéo
das alteracbes metabdlicas que ocorrem nos graos (BYTOF et al., 2007; KNOPP; BYTOF,;
SELMAR, 2006).

N&o ha consenso na literatura sobre o impacto do processamento nos conteudos de
sacarose, glicose e frutose. Estudos relatam que os niveis de sacarose ndo sdo afetados pelo
método de processamento (JOET et al., 2010; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006), enquanto
outros trabalhos relataram que menores niveis de sacarose foram detectados em cafés
desmucilados em relacéo aos cafés descascados (DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010). Os
niveis de frutose e glicose sdo menores nos gréos processados via Umida quando comparados
ao processamento via seca (KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006).

Essas diferencas podem ser explicadas por alteracbes metabolicas que ocorrem nos
grdos durante o processamento. Estudos comprovaram que, ao remover 0 exocarpo dos graos
e parte do mesocarpo, sdo removidas substancias inibidoras da germinacéo, desencadeando o
processo germinativo durante o processamento do café (BYTOF et al., 2007; SELMAR et al.,
2006). A germinacdo € marcada pela maior expressdao da enzima isocitrato liase (ICL),
relacionada ao metabolismo da germinacdo e aumento na quantidade de B-tubulina, marcador
para a divisdo ou alongamento celular, ap6s a remocéo de partes dos frutos grdos para os
processados via umida (BYTOF et al., 2007; SELMAR et al., 2006).

Este fenbmeno implica consumo das substancias de reserva, em grdos de café
processados por via Umida, para iniciar o processo de germinacao. As substancias de reservas
presentes no endosperma dos grédos de café representam os precursores do sabor e aroma que
se formardo no café torrado, influenciando diretamente a qualidade da bebida. Dessa maneira,
acredita-se que diferencas sensoriais entre cafés naturais e despolpados pode ser explicada
pelo fato de que, nos cafés despolpados, parte dos aclcares foi consumida no processo de
germinacdo (BYTOF et al.,, 2007; SELMAR et al., 2006). Contudo sdo necessarios mais
estudos cientificos para elucidar os mecanismos relacionados a germinagdo durante o

processamento do café e seu impacto sobre a qualidade sensorial.



33

Como mencionado, o processamento do café é um dos fatores que define a
composicdo quimica dos graos crus, que, por sua vez, é precursora dos compostos volateis
encontrados nos gréos torrados (ARRUDA et al., 2011, 2012; GONZALEZ-RIOS et al.,
2007a, 2007b; RIBEIRO et al.,, 2016). Arruda et al. (2011) estudaram a influéncia do
processamento natural, descascado e despolpado na composicdo de volateis do café torrado e
constataram semelhanca no perfil de volateis do café natural e descascado. O processamento
descascado é o que se assemelha mais ao natural, em virtude da permanéncia de parte do
mesocarpo ao fruto, justificando a semelhanca no perfil de volateis. Ja o café despolpado gera
composi¢do mais rica qualitativa e quantitativamente de volateis, quando comparado aos
outros processamentos, com forte correlacdo com derivados das reacdes de Maillard e
degradacdo de Strecker (ARRUDA et al., 2011, 2012). Gonzales-Rios et al. (2007a),
estudando diferentes tipos de processamento via imida, encontraram que o café despolpado a
seco garantiu maior riqueza na composicdo de volateis, principalmente, de hidrocarbonetos,
quando comparado ao café despolpado, em tanques com agua e o café desmucilado, os quais
apresentaram maior quantidade de alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e compostos sulfurosos,

respectivamente.

2.5 Armazenamento do café

O objetivo do armazenamento de grdos é manter a qualidade do produto, no periodo
entre a colheita e sua comercializacdo, garantindo a adequada distribuicdo e abastecimento de
distintos mercados consumidores (BOREM et al., 2008). Contudo, ao longo desta etapa,
fatores como qualidade e teor de agua inicial do produto, tipo de embalagem, condicdes
ambientais do armazém e tempo de armazenamento podem promover a degradacdo de
compostos quimicos e gerar substancias que conferem caracteristicas indesejaveis ao paladar.
Este conjunto de eventos afeta negativamente os aspectos sensoriais da bebida (BOREM et
al., 2013; CORADI; BOREM; OLIVEIRA, 2008; NOBRE et al., 2007; RENDON; SALVA,
BRAGAGNOLDO, 2014; RIBEIRO et al., 2011; RIGUEIRA et al., 2009).

Essas mudancas sdo mais acentuadas, no sistema de armazenamento convencional,
que é o predominante em todo 0 mundo. Neste sistema, 0s graos crus sao acondicionados em
sacaria de juta (permeavel) e armazenados em locais sem o controle da temperatura e umidade
relativa. Esta condicdo permite a variacdo do contetido de dgua dos graos e interacbes com o
ar ambiente, intensificando a reducio da qualidade inicial do produto (BOREM et al., 2013;
NOBRE et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011; RIGUEIRA et al., 2009).
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A reducdo na qualidade do café é detectada, principalmente, pela anlise sensorial. No
mercado de café, sdo comumente utilizadas as designacdes "safra passada”, para indicar que o
café possui sabor e aroma de café velho ou "safra atual”, para cafés frescos e que ndo possuem
estas caracteristicas. Os principais aromas e sabores descritos por degustadores, para
classificar o café em “safra passada”, sdo termos como madeira, papel, papeldo, palha e juta.
Contudo, mesmo grdos da safra atual, se armazenados em condicGes inadequadas, podem
adquirir estes aromas e sabores. No entanto grdos armazenados por mais de uma safra, em
condices ideais, podem possuir caracteristicas sensoriais de “safra atual” (BOREM et al.,
2013).

Alteracbes na qualidade da bebida dos grdos de café sdo evidenciadas, durante o
armazenamento, por causa das oxidacdes lipidicas (BOREM et al., 2013; RENDON; SALVA;
BRAGAGNOLO, 2014; SAATH et al., 2014; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Contudo
ainda ndo s@o conhecidos compostos especificos que sdo oxidados e quais substancias sao
formadas. Estudos de metaboldmica em grdos crus de café que abordem compostos pouco
estudados, como diterpenos, aminoacidos e acidos organicos, em vez de analisar compostos,
classicamente relatados na literatura (acidos clorogénicos, cafeina, aclcares soluveis, acidos
graxos, etc.), podem ser Uteis para explicar as alteragdes na qualidade da bebida do café
durante o armazenamento (JOET et al., 2010; RIBEIRO et al., 2016; TAVEIRA et al., 2014).

O mercado de cafés especiais tem demandado por tecnologias, para preservar as
caracteristicas qualitativas dos gréos cru de café por maior periodo de tempo (BOREM et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2011; TRUBEY; RAUDALES; MORALES, 2005) e que seja
acessivel economicamente. A embalagem mais utilizada para o acondicionamento dos graos
crus de café ainda é a sacaria de juta. Todavia, por ser permeavel, ndo é considerada adequada
para 0 armazenamento de cafés especiais (BOREM et al., 2013). Além dos sacos de juta, 0s
big bags tém sido cada vez mais utilizados por serem de facil adaptacdo a mecanizacéo,
minimizando o uso de mao de obra. Assim como nos sacos de juta, uma das desvantagens é a
permeabilidade ao ar ambiente.

Recentemente, estudos demonstraram eficiéncia no uso de embalagens em atmosfera
artificial. O principio de funcionamento da atmosfera artificial baseia-se na modificacdo da
concentracdo de gases da atmosfera natural, fazendo com que o produto acondicionado
apresente drastica reducao nos processos metabdlicos, mantendo suas caracteristicas iniciais
por maiores periodos (BOREM et al, 2008; CHITARRA; CHITARRA, 1990). S#o
consideradas atmosfera artificial as técnicas de atmosfera controlada, atmosfera modificada e
atmosfera hipobarica (CHITARRA; CHITARRA, 1990).
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A atmosfera controlada baseia-se na modificacdo e monitoramento periddico da
concentracdo dos gases como CO,, N, e Oz, no ambiente de armazenamento e em niveis
diferentes da atmosfera normal. Ja a atmosfera modificada é aquela formada, em recipiente
hermeticamente fechado, criada ao redor do produto, por impermeabilidade da embalagem e
por respiracdo do produto, porém sem controle das concentracfes dos gases formados ou
existentes (WHITE; LEESCH, 1996). O armazenamento hipobarico corresponde ao
armazenamento sob vacuo parcial pela reducdo na pressdo parcial de O, (CHITARRA,;
CHITARRA, 1990).

Embalagens de plastico impermeéaveis a gases e vapor d’agua, denominadas
GrainPro®, comegaram a ser utilizadas, para revestir 0s sacos de juta, principalmente, para a
exportacdo ou armazenamento por longos periodos de grdos de cafés especiais ha anos
(TRUBEY; RAUDALES; MORALES, 2005). No entanto este tipo de embalagem tem apenas
a capacidade de 60 kg e ndo oferece protecdo contra o transporte mecanico, 0 que, muitas
vezes, resulta em um produto danificado ao chegar ao seu destino final. Outra opgéo utilizada
por empresas brasileiras de producdo e exportacdo de café é o acondicionamento hipobarico.
Entretanto tanto as embalgens GrainPro® quanto o acondicionamento hipobarico sdo
tecnologias que possuem elevado custo e ndo sdo viaveis para diversos produtores e
exportadores de café (BOREM et al., 2008).

Estudos demonstraram a eficiéncia de métodos de acondicionamento que modificam
imediatamente a concentracdo dos gases no interior da embalagem pela melhor preservacéo
da qualidade sensorial e fisica dos grdos, quando comparado a embalagens que apenas
promovem a modificacdo da atmosfera lentamente, a exemplo do GrainPro®. Neste contexto,
destacam-se 0 uso de big bags herméticos com injecdo de CO, e embalagens impermeaveis
com atmosfera modificada ativamente (injecio de 10% de CO,) (BOREM et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2011). Recentemente, empresas do setor de café contemplaram convénio
publico-privado com o objetivo de avaliar o desempenho de embalagens desenvolvidas por
empresas para o acondicionamento de grdos crus de cafés especiais. Os resultados dessa
pesquisa comprovaram que embalagens com alta barreira a gases, vapor d’agua e luz séo
eficientes para conservar as caracteristicas sensoriais, fisicas e quimicas dos graos por longos
periodos (ANDRADE, 2017).

Apesar da evolucdo tecnoldgica, para o acondicionamento dos gréos crus de café e ja
terem sido descritos compostos associados ao aroma e sabor de café velho, nenhuma
embalagem em uso é capaz de manter a qualidade inicial dos grdos e parar o fenémeno do
envelhecimento dos grdos (ANDRADE, 2017; BOREM et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011).
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Além disso, uma vez detectada a alteragdo sensorial caracteristica de café envelhecido, ndo é

possivel reverter essa situacao.

2.6 Novas abordagens para avaliar as alteracdes metabdlicas dos gréos crus de café

armazenados

A matriz quimica dos alimentos é extremamente complexa. Do ponto de vista
quimico, cada alimento pode ser considerado uma mistura complexa, contendo inimeros
metabolitos, amplamente varidveis em concentragdo e propriedades quimicas. Para
compreender os diferentes aspectos quimicos relacionados a composicdo original dos
alimentos e compreender a dindmica de transformacfes metabdlicas que podem ocorrem,
durante os processos a que 0s alimentos sdo submetidos, sdo necessarias abordagens
modernas na analise de alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012;
MINOJA; NAPOLLI, 2014).

Nesta perspectiva, uma nova area da ciéncia e tecnologia dos alimentos, denominada
Foodomics, tem ganhado destaque por enfatizar a importancia de uma visao holistica dos
compostos quimicos presentes nos alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES,
2012). As quatro tecnologias "omics”, ou seja, a gendmica (analise génica), transcriptomica
(analise da expressdo génica), protedbmica (estudo do conjunto de proteinas) e metabolémica
sdo ferramentas potentes para fornecer informacGes sobre todas as propriedades dos alimentos
(CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012; D’ALESSANDRO; ZOLLA, 2012).
Dentre essas tecnologias, a abordagem metaboldmica investiga o metabolismo dos compostos
quimicos presentes nos sistemas biologicos.

Técnicas espectroscopicas e cromatograficas sdo consideradas técnicas de analise
metabolémicas (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012). Destacam-se a
espectroscopia Raman, ressonancia magneética nuclear (RMN) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) com elevado potencial, para avaliar a

qualidade dos gréos crus de café, durante o armazenamento.
2.6.1 Espectroscopia Raman
A espectroscopia Raman € uma técnica de espalhamento de luz a qual permite a

identificacdo de materiais organicos e inorganicos. A técnica fornece informacg&o vibracional

dos grupos funcionais presentes na amostra, permitindo obter conhecimento da composicao
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quimica e estrutural do material analisado. O espectro Raman é obtido, medindo a diferenca
de energia entre a radiacdo monocromatica incidente e a radiacdo espalhada inelasticamente
pela amostra, essa diferenca de energia corresponde a diferenca de energia entre dois estados

vibracionais.
2.6.1.1 Efeito Raman

No momento em que a radiacdo eletromagnética interage com os elétrons e nucleos
dos atomos, a radiacdo pode ser absorvida, transmitida ou espalhada. Essas interacdes
originam uma série de técnicas espectroscopicas, que possibilitam obter informacGes sobre
estrutura molecular, niveis de energia, ligagdes quimicas, identificacdo e quantificacdo de
elementos quimicos e moléculas.

Quando a radiacéo € espalhada, a maior parte dos fotons € espalhada elasticamente, ou
seja, a radiacdo espalhada tem a mesma energia que a radiacdo incidida. Esse tipo de
espalhamento ndo traz nenhuma informacao, a respeito da estrutura e composi¢do molecular e
é chamado de espalhamento Rayleigh. No entanto uma pequena fracdo da radiacdo pode ser
espalhada inelasticamente, ou seja, com energia diferente da incidida. Quando a energia
espalhada é menor que a incidida, o espalhamento é chamado de Stokes; quando a energia €
maior, denomina-se espalhamento anti-Stokes. O espalhamento Stokes & o processo de
espalhamento mais eficiente, com maior aplicacdo em processos biolégicos. A Figura 6 ilustra
o0 procedimento de incidéncia de fétons com uma radiagdo monocromatica sobre a amostra e

os diferentes tipos de espalhamentos que podem ocorrer.

Figura6 - Formas de espalhamentos da radiacdo que ocorrem quando uma radiacédo
monocromatica interage com uma amostra.
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O espalhamento inelastico é conhecido como efeito Raman e foi demonstrado
experimentalmente pela primeira vez, em 1928, pelo cientista indiano Sir Chandrasekhara
Venkata Raman, apos ter sido previsto por Smekal em 1923 (SALA, 2008). A descoberta do
efeito Compton, em 1923, levou Raman a considerar a possibilidade de um fendmeno similar,
0 espalhamento ineldstico da radiacdo para a regido visivel do espectro eletromagnético.
Raman imaginou que seria possivel a radiacéo visivel interagir com a matéria de modo que
houvesse variacdo na energia do foton incidente.

Assim, o fisico indiano Raman utilizou a luz solar, um espectrometro de bolso e o olho
humano como detector. A luz solar foi focalizada por intermédio de uma série de lentes, em
um recipiente contendo um liquido transparente purificado, e um filtro azul foi colocado antes
da amostra para deixar passar apenas a radiacdo de maior energia do espectro. Observando a
amostra, em uma direcdo perpendicular a direcdo de iluminagéo, verificou-se um trago
luminoso pelo espalhamento da radiagdo, demonstrando, assim, um novo tipo de fendmeno, o
efeito Raman (FARIA; SANTOS; GONCALVES, 1997). A importancia da descoberta de
Raman foi reconhecida em 1930 com o recebimento do prémio Nobel de Fisica.

A teoria do espalhamento Raman mostra que o fendmeno resulta do mesmo tipo de
alteracdes vibracionais quantizadas que estdo associadas com a absor¢édo no infravermelho. A
diferenca de comprimento de onda entre a radiacdo visivel incidente e a espalhada
corresponde a comprimentos de onda na regido do infravermelho médio. De fato, o espectro
de espalhamento Raman e o espectro de absorcdo de infravermelho de uma determinada
espécie se assemelham muito. Ha diferencas suficientes entre os dois grupos que séo ativos no
infravermelho e no Raman, para tornar essas técnicas complementares, em vez de
competitivas. Entretanto, para algumas aplicacfes o0 método Raman oferece mais espectros
uteis.

Diferente do infravermelho, as ligacbes moleculares associadas a dispersdo Raman sdo
ndo polares, portanto é comum que o Raman forneca informacdes sobre as ligagdes carbono-
carbono, ao longo da cadeia principal dos materiais organicos. O espectro gerado por um
equipamento Raman, geralmente, € mais nitido e com melhor definicdo do que os espectros
obtidos com o infravermelho e isso pode fornecer mais informagdes quimicas sobre amostras
de materiais pouco estudados, além de facilitar a pesquisa de dados nas bibliotecas
disponiveis.

Os espectros Raman sdo obtidos, irradiando-se uma amostra com uma fonte laser
potente de radiacdo monocromatica no visivel ou no infravermelho proximo. Durante a

irradiagdo, o espectro da radiacdo espalhada é medido em determinado &ngulo
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(frequentemente, 90°) com um espectrometro apropriado. Entdo, para obter um espectro
Raman, sdo necessérios: (i) fonte monocromatica, (ii) sistema de iluminacdo da amostra, (iii)
parte dptica e (iv) detector (FIGURA 7).

Figura 7 - Esquematico da obtengdo de um espectro Raman.
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Fonte: Da autora (2018).

Ao longo dos anos, houve diversas melhorias na instrumentacdo que permitiu a
obtencdo de espectros Raman de melhor qualidade e a universalizacdo da técnica, que passou
a ser aplicada em diversos sistemas bioldgicos, biomédicos, arqueoldgicos, obras de arte e
outros. Um espectrémetro Raman registra a radiacdo que € inelasticamente espalhada, em
funcéo da sua energia, mostra cada componente espectral e sua respectiva intensidade em um
gréfico chamado de espectro Raman. A radiacdo espalhada na amostra contém varios
comprimentos de onda e necessita ser discriminada para ser apresentada como bandas.

As componentes espectrais podem ser separadas por redes de difracdo e prismas, que
compdem os equipamentos Raman dispersivos. Esse espectrémetro opera com laser, na regido
do visivel e inicio do infravermelho proximo (785 nm) e utiliza detectores multicanais, como
o dispositivo de carga acoplada CCD - charge-coupled device. Este detector registra uma
janela do espectro por vez e é constituido por uma matriz de fotodiodo, em que cada
fotodiodo é denominado de pixel. Outro modo de discriminacdo da radiacdo espalhada é por
equipamentos interferométricos. Nesses equipamentos, cria-se um padrdo de interferéncia
gerando um interferograma durante o movimento dos espelhos. Nesse caso, a radiacdo é
refletida em um espelho fixo e em outro mével. O espectro é obtido pela aplicacdo da
transformada de Fourier no interferograma. Os equipamentos com excita¢do no infravermelho
proximo (1064 nm) sdo interferométricos.

O uso de laser, na regido do infravermelho proximo, evita o problema da

fluorescéncia. Entretanto, como a intensidade da radiacdo espalhada é proporcional a quarta
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poténcia da frequéncia da radiacdo incidida, nessa regido, o efeito Raman é fraco. Por isso, €
necessario o0 uso de um interferdmetro, que possibilite somar os espectros e melhorar a
qualidade. Os detectores usados em equipamentos FT-Raman sdo geralmente fotodiodos
semicondutores, como Germanio resfriado com nitrogénio liquido.

O espectro Raman é composto por bandas Raman, ruido césmico, raios cdsmicos e
fluorescéncia. Por isso, € necessario realizar o pré-tratamento dos espectros. Existem varios
meétodos para pré-processamento (LASCH, 2012; VIDAL; AMIGO, 2012) e a escolha do
mais adequado ndo ¢ trivial e depende do objetivo da andlise. Adiante serdo comentados 0s
pré-processamentos que serdo utilizados neste trabalho.

2.6.1.2 Aplicagéo da Espectroscopia Raman em alimentos

Ha grande potencial de aplicacdo da técnica Raman na area de alimentos. Além de
informacBes sobre concentracdo, a técnica também fornece informagdes sobre a estrutura e
interacdo de moléculas no interior das células e tecidos intactos. Possui a conveniéncia de ser
ndo destrutiva, necessitar de pequenas porcOes de amostras e ndo requer extragéo,
homogeneizacdo, utilizacdo de corantes ou qualquer outro agente de marcacdo, ou ainda
qualquer pré-tratamento das amostras. Por estas caracteristicas, a espectroscopia Raman é
uma ferramenta potencial, para a avaliacdo dos sistemas de qualidade dos alimentos, durante a
manipulacdo, processamento e armazenagem (BOYACI et al., 2015; LI-CHAN, 1996).

A aplicacdo da espectroscopia Raman em graos agricolas abrange a area de seguranca
alimentar, qualidade e assinatura quimica de constituintes de varios tipos de grdos, como
cacau, tabaco, algoddo, arroz, trigo (CELEDON; AGUILERA, 2002; CHOI; MA, 2007;
CRAIG; FRANCA; IRUDAYARAJ, 2013; EDWARDS et al., 2005).

Para o café, destacam-se os trabalhos em que foi possivel discriminar, por meio de
componentes quimicos, as espécies Coffea arabica e Coffea canephora P. (EL-ABASSY;
DONFACK; MATERNY, 2011; KEIDEL et al.,, 2010; RUBAYIZA; MEURENS, 2005;
WERMELINGER et al., 2011) e estudos dos ismeros do acido clorogénico (ERAVUCHIRA
et al., 2012).

Rubayiza e Meurens (2005) estudaram a eficiéncia da espectroscopia Raman, na
distincdo de grédos crus e torrados de cafés de diferentes espécies produzidos em ambientes
distintos. Os autores encontraram que cafés arabica, provenientes de regifes de elevada

altitude, como Quénia e Jamaica, apresentam altas concentracdes de caveol enquanto os cafés
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ardbica, provenientes de regides de baixa altitude, como Austrélia, apresentam baixas
concentragdes de caveol.

Keidel et al. (2010) utilizaram a espectroscopia Raman, para distinguir as espécies
Coffea arabica e Coffea canephora pelo contetdo de caveol. A proporcdo relativa do caveol
em grdos de café foi determinada, quantitativamente, por meio de uma andlise dos
componentes do espectro, produzindo um indice espectral do caveol, proporcional ao
contetdo relativo de caveol no grdo de café. O uso da espectroscopia Raman foi eficiente em
classificar os graos de café, de acordo a espécie, por conteldo de caveol. Wermelinger et al.
(2011) avaliaram a eficiéncia da espectroscopia Raman na determinacdo da proporc¢do de café
arébica e robusta em blends. No estudo, os autores concluiram que a espectroscopia Raman
permitiu a medicdo da proporcdo de cafés das diferentes espécies no blends por meio de
varias abordagens. A abordagem mais promissora é medir o conteudo relativo de caveol por
intermédio da razdo de intensidade entre a banda de caveol e as bandas Raman de &cidos
graxos.

El-Abassy, Donfack e Materny (2011) utilizaram a microespectroscopia Raman para
discriminar graos de café das espécies Coffea arabica e C. canephora P. com base no teor de
acido clorogénico (CGA) e lipidios. Os espectros Raman revelam diferentes CGA e
composicdes lipidicas entre os cafes das diferentes espécies. A faixa espectral de 1000 e 1750
cm™, caracteristica por banda do CGA, foi considerada regido de impressdo digital
responsavel pela separacdo das espécies. Além disso, a faixa espectral de 2700 a 3050 cm™,
dominada por bandas lipidicas, é confiavel para discriminar as duas espécies de café.

Apesar de inimeros trabalhos utilizarem a técnica em graos de café, ndo ha relatos na
literatura do uso da técnica, para avaliar compostos quimicos relacionados ao envelhecimento

dos grdos cru de café, durante o armazenamento.
2.6.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é uma poderosa ferramenta que
vem sendo aplicada para elucidacdo estrutural e estudo de transformagfes quimicas em
produtos agricolas (BERNARDINELLI et al., 2015; LIU; CHEN, 2016; TSUCHIDA et al.,
2014).

A teoria da ressondncia magnética nuclear envolve a absorcdo de radiacdo
eletromagnética, na regido da radio frequéncia (rf), em uma frequéncia governada pelas

caracteristicas da amostra. Os nucleos de determinados elementos e is6topos podem absorver
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uma determinada energia, em um processo denominado ressonancia magnética, como é o caso
do 'H e **C. O nlcleo atdmico possui propriedades magnéticas como: nimero de spin (1) e
momento magnético nuclear (). Nucleos que possuem nimero de spin %2 apresentam uma
distribuicdo de carga esférica e uniforme que, quando submetidos a um campo magnético,
podem assumir duas orientacfes possiveis (21 + 1, efeito Zeeman) (CREWS; RODRIGUEZ;
JASPARS, 2009). Na Figura 8 sdo representados os niveis de energia para o hidrogénio sob a

acdo de um campo magnético.

Figura 8 - Representacdo dos niveis de energia para o hidrogénio sob acdo de um campo
magnético Bo.
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Fonte: Skoog (2009).

O ndcleo possui um baixo campo magnético, em razdo da presenca de cargas em
movimento. Assim, 0 momento magnético | é proporcional ao seu spin, como descreve a
Equacdo 1 (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 2006).

_ih 1)

#_271'

A constante fundamental nuclear, y, ¢ chamada de razdo giromagnética ¢ h ¢ a
constante de Planck. A diferenga de energia (energia de transi¢do, AE) ¢ dada pela Equacéo 2
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 2006).

_YhB (2)

AE =
2m
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Sem a presenca de um campo magnético, o nlcleo gira em torno do proprio eixo. Com
a introducéo do campo magnético, o nlcleo passa a ter um movimento de precessdo em torno
do eixo z (FIGURA 9). A frequéncia de precessdo é chamada de frequéncia de Lamor, que é

idéntica a de transicdo. A energia potencial de precessao do nucleo é dada pela Equacéo 3.

E= —uB cosB 3)

Em que 0 ¢ o angulo formado entre a dire¢do do campo magnético (B) e o eixo de
rotacdo nuclear. Quando a energia é absorvida, 0 angulo de precessdo varia. Apds a absorcdo
de energia pelo nicleo, ocorre o processo de relaxacdo (retorno ao estado fundamental). A
relaxacdo ocorre de dois modos: (1) relaxacdo longitudinal, que envolve transferéncia de
energia do ndcleo no estado de maior energia para as moléculas mais proximas e (2) relaxacéao
transversal, que envolve a variacdo de entalpia de um nucleo para outro (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 2006).

Figura 9 - Movimento de precessdo de um nucleo de hidrogénio.
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Fonte: Da autora (2018).

A frequéncia de radiacdo de radiofrequéncia que é absorvida por um certo ndcleo é
fortemente afetada pelo seu ambiente eletrdnico, ou seja, por elétrons e nlcleos proximos. Em
consequéncia, mesmo moléculas simples produzem uma grande quantidade de informacdes
espectrais que podem servir para elucidar suas estruturas quimicas. Este efeito faz com que
ocorram pequenas diferencas na frequéncia de absorcdo dos nucleos as quais dependem do

grupo quimico a que o atomo esta ligado. Esse efeito € denominado deslocamento quimico.
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Além disso, outro efeito pode ser observado pela influéncia magnética dos ndcleos vizinhos e
é chamado de desdobramento spin-spin (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 2006).
Como resultado a este fendmeno, obtém-se por espectroscopia de RMN um grafico das
frequéncias dos picos de absor¢do em virtude das suas intensidades.

Os fabricantes de instrumentos comercializam dois tipos de espectrometros de RMN:
espectrometros de linhas largas e espectrometros de alta resolugdo. Os instrumentos de linhas
largas tém imas com alguns décimos de tesla e sdo mais simples e baratos que os instrumentos
de alta resolucdo. Os instrumentos de alta resolucdo sdo equipados com imas de intensidades
que vao de 1,4 a 14 T, o que corresponde a frequéncias de hidrogénios de 60 a 1 mil MHz.
Atualmente os espectrometros de RMN de alta resolucdo possuem transformada de Fourier
equipados com solenoides supercondutores para fornecer o campo magnético. Computadores
sdo parte integrante dos instrumentos de RMN que digitalizam e armazenam o sinal, fazem a
transformacéo de Fourier do FID (Free Induction Decay), para fornecer o sinal no dominio de
frequéncias e possibilitam muitos outros tratamentos de dados e fungdes de controle do
instrumento.

A Figura 10 mostra um diagrama de blocos simplificado com os componentes de um
espectrometro tipico de RMN com transformada de Fourier. O componente central do
instrumento € um ima altamente estavel no qual é colocada a amostra, circundada por uma

bobina transmissora/receptora.
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Figura 10 - Diagrama de blocos de um espectrémetro de RMN com transformada de Fourier.
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Fonte: Da autora (2018).

A radiacdo de radiofrequéncia intensa é produzida por um sintetizador de frequéncia
controlado por cristal com frequéncia de saida de v.. Esse sinal passa por um interruptor
pulsador e por um amplificador de poténcia que cria um pulso de corrente de radiofrequéncia
intenso e reprodutivel na bobina transmissora. A radiacdo de radiofrequéncia resultante incide
na amostra que esta dentro da bobina. A duracdo, amplitude, forma e fase do pulso séo
selecionados pelo operador. Durante o intervalo de pulsos, um sinal de FID é emitido pelos
nacleos a medida que eles relaxam. O sinal de FID resultante é recolhido pela mesma bobina
gue agora serve como receptor. O sinal é entdo amplificado e transmitido a um detector de
fase. O circuito do detector produz as diferencas entre os sinais nucleares v, e a saida do
oscilador de cristal v 0 que leva ao sinal de baixa frequéncia no dominio do tempo mostrado
a direita da Figura 16. Esse sinal é digitalizado e armazenado, na memoria do computador,
para analise de dados. A saida desse programa € registrada, fornecendo um espectro no
dominio de frequéncia (SKOOG, 2009).
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2.6.2.1 Aplicacéo da técnica RMN em alimentos

A RMN é reconhecida como uma das principais metodologias que proporcionam
panorama completo dos metabdlitos e tem sido aplicada para elucidacdo estrutural e estudo de
transformagdes quimicas nos alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; LAGHI; PICONE;
CAPOZZI, 2014; LIU et al., 2017; LIU; CHEN, 2016; MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012;
SOBOLEV et al., 2017; TRIMIGNO et al., 2015). Um unico espectro de RMN contém o0s
sinais provenientes dos hidrogénios de todas as moléculas presentes na amostra e possiveis de
deteccdo pela técnica, o que permite obter rapidamente informacGes completas sobre a
composi¢do quimica (MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012). Juntamente com o uso de
ferramentas quimiomeétricas, a espectroscopia de RMN fornece resultados relevantes, na area
de seguranca alimentar, controle de qualidade, qualidade sensorial, origem geogréafica e
fingerprint de bebidas e alimentos (FAN et al., 2017; HUO et al., 2017; LI et al., 2017;
MALMENDAL et al.,, 2011; MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012; MARSEGLIA et al.,
2016; MINOJA; NAPOLI, 2014; PALARIC et al, 2018; PRAKASH et al., 2016;
ROCHFORT et al., 2010; SOBOLEV et al., 2017).

A espectroscopia de RMN de *H ja foi utilizada com sucesso, para estudar alteracées
metabolicas no suco de laranja e graos crus de arroz, durante o armazenamento (OLIVEIRA;
CARNEIRO; FERREIRA, 2014; ZHENG et al., 2017). Nos graos crus de arroz armazenados,
a técnica foi eficiente em detectar alteracdes, na composicdo dos fosfolipidios, presentes nas
membranas celulares, indicando que as alteracBes decorrentes do armazenamento estdo
relacionadas a desestruturacdo das biomembranas (ZHENG et al., 2017). Nos dois estudos, 0s
autores acreditam que a técnica de RMN de *H poderia ser aplicada em estudos de degradacio
de alimentos. No caso de arroz armazenado, 0s autores revelaram que a técnica auxilia a
estimar periodos e condi¢fes 6timas de armazenamento.

Pesquisas com gréos crus e torrados de café ja foram realizadas utilizando a técnica de
RMN. As principais pesquisas foram realizadas com o objetivo de detectar metabdlitos
capazes de distinguir espécie Coffea arabica L. e Coffea canephora P. e, assim, identificar
contaminacdo e/ou fraudes no café torrado (CAGLIANI et al., 2013; CIARAMELLLI et al.,
2017; DEFERNEZ et al., 2017; GUNNING et al.,, 2018; MONAKHOVA et al., 2015);
discriminar amostras de café de diferentes paises, incluindo paises vizinhos (ARANA et al.,
2015; CONSONNI; CAGLIANI; COGLIATI, 2012; KWON et al., 2015; WEI et al., 2012a);

estudar os efeitos da bebida na saide (CIARAMELLLI et al., 2018), caracterizar quimicamente
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0s gréos (BOSCO et al., 1999; DEL CAMPO et al., 2010) e avaliar metabdlitos relacionados
com a qualidade dos gréos crus (KWON et al., 2015).

Em estudo com o objetivo de caracterizar metabolicamente grdos de café arabica,
proveniente de diversas origens geogréficas, a espectroscopia por RMN, associado a
ferramentas quimiométricas, determinou-se que niveis elevados de sacarose e baixos niveis de
GABA (&cido gama-aminobutirico), acido quinico, colina, &cido acético e &cidos graxos sdo
marcadores de grdos crus de café de alta qualidade (KWON et al., 2015). Entretanto ndo ha
informacdo cientifica sobre o uso da técnica para a avaliacdo de qualidade sensorial do café e
as relagdes com a deterioracdo da bebida ao longo do armazenamento dos graos crus.

2.6.3 Cromatografia gasosa de alta resolucao - perfil de compostos volateis

A cromatografia gasosa é uma técnica de separacdo de compostos volateis que utiliza
como fase mdvel um gas inerte (hidrogénio, hélio, nitrogénio) e como fase estacionaria um
liqguido (com ponto de ebulicdo elevado) ligado a um suporte solido inerte. A amostra €
volatilizada no injetor e os compostos analisados sdo distribuidos entre as duas fases, ao longo
da coluna cromatogréafica, por meio dos mecanismos de separacao, particdo e adsorcdo. A
afinidade por que tais compostos apresentam-se com ambas as fases ird determinar seu tempo
de retencdo. Compostos com baixa afinidade com a fase estacionaria evoluem mais
rapidamente. Ao final da coluna, estdo localizados o sistema de deteccdo e o registrador
(computador) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O esquema basico de um cromatografo a gas € mostrado na Figura 11. As
temperaturas dos componentes delimitados pela linha tracejada sdo controladas

individualmente.
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Figura 11 - Esquema de cromatografo a gas: 1: fonte do gés de arraste; 2: controlador da
vazdo e regulador de pressdo; 3: sistema de injecdo da amostra; 4: coluna
cromatogréfica; 5: sistema de deteccdo; 6: sistema de registro e tratamento dos
dados.

Fonte: Da autora (2018).

A cromatografia gasosa € uma técnica com poder de resolucdo excelente, tornando
possivel, muitas vezes, a analise de dezenas de substancias de uma mesma amostra. Além
disso, € uma técnica com baixo limite de deteccdo dependendo do detector utilizado. Essa
caracteristica faz com que seja necessaria pequena porcdo da amostra para realizar a analise.
Para tornar a técnica mais eficiente, na identificacdo segura dos compostos presentes na
amostra, sdo necessarias técnicas auxiliares. Nesse caso, destacam-se 0S equipamentos com
espectrometro de massa acoplado (GC-MS), que também funcionam como um detector
universal (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

2.7 Ferramentas quimiomeétricas

O uso de estatistica multivariada permite que muitas variaveis sejam analisadas
simultaneamente. Isso possibilita extrair inimeras informac6es de um conjunto de dados. Na
area quimica, esse tipo de analise é conhecido como quimiometria e é definida como o uso de
ferramentas estatisticas e matematicas em dados quimicos. Os métodos quimiométricos
podem ser aplicados para planejamento e otimizacdo de experimentos; para a extracao e
interpretacdo de dados quimicos multivariados com o objetivo do reconhecimento de padroes,

classificacdo, modelagem, processamento de imagens e outros.
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Os métodos de reconhecimento de padrdes permitem identificar similaridades e
diferencas nas propriedades das amostras e/ou variaveis e classifica-las de acordo com essas
caracteristicas. Esses métodos sdo divididos em dois segmentos: os de treinamento ndo
supervisionado e o0s de treinamento supervisionado.

Os metodos de treinamento ndo supervisionados ndo requerem suposicédo inicial sobre
a estrutura dos dados e o objetivo é encontrar agrupamentos naturais. A Analise por
Componentes Principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis) é um dos métodos
mais utilizados e difundidos para esse tipo de estudo (BRO; SMILDE, 2014). J4 os métodos
de treinamento supervisionados sdo aqueles que necessitam de alguma suposicao inicial sobre
as amostras estudadas e sdo empregados para prever se uma amostra pertence a uma
determinada classe previamente estabelecida, como, por exemplo, o SIMCA (Soft
Independent Modeling of Class Analogy) e a Analise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA, Partial Least Squares Discriminant Analysis) (BARKER; RAYENS,
2003).

Para utilizacdo das ferramentas quimiométricas, os dados quimicos séo arranjados na
forma de tabelas ou matrizes de dados (FIGURA 12). Nesta organizacdo, as linhas
representam as amostras e as colunas referem-se as variaveis (exemplo, intensidade Raman
em diferentes nUmeros de onda). Durante uma andlise quimica, grande quantidade de dados
pode ser obtida, um espectro Raman coletado para 50 amostras na faixa de 3500 a 200 cm™
com resolucdo de 4 cm™ produz uma matriz de dados de dimensbes 50 x 825 = 41250
nameros. Desta forma, € necessario extrair informac6es importantes de matrizes de dados

com essas dimensoes.

Figura 12 - Organizacdo dos dados de espectroscopia Raman em uma matriz de dados para
aplicacdo de ferramentas quimiométricas.
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Nesta tese, serdo apresentados somente os métodos empregados para tratamento dos

dados obtidos com a espectroscopia Raman, RMN e cromatografia gasosa.

2.7.1 Andlise por Componentes Principais

A PCA é um dos métodos mais importantes na quimiometria, sendo a base para varios
outros métodos. O objetivo da PCA é transformar grandes matrizes de dados em matrizes
menores que podem ser facilmente interpretadas, permitindo extrair o maximo de informacéo.
A PCA converte as informacdes obtidas em graficos que mostram a relacdo entre as amostras
e entre as variaveis do sistema em estudo. E um método versatil que possibilita uma visdo
geral dos dados multivariados, revelando relagdes entre varidveis e as amostras, permitindo
deteccdo de amostras andémalas, encontrando padrdes e mostrando variaveis importantes de
um processo.

A PCA tenta agrupar as variaveis que estdo altamente correlacionadas em uma nova
variavel chamada de componente principal. As componentes principais sdéo uma combinacéo
linear das variaveis originais. Normalmente, grande fracdo da variancia é descrita, nos
primeiros componentes principais, sendo possivel visualizar os dados pelo grafico dos escores
de um componente contra o0 outro. O grafico de escores mostra as similaridades e as
diferencas entre as amostras e o grafico dos loadings ou pesos, mostra a contribuicdo de cada
variavel original para o modelo das componentes principais.

Essa técnica pode ser usada como um método de pré-processamento, a fim de reduzir
a dimensionalidade do conjunto de dados. Em vez de usar todas as varidveis originais, 0
conjunto de dados pode ser representado pelas componentes principais as quais Sao
empregadas para finalidades diferentes, como regressdo linear, analise discriminante, redes
neurais artificiais, analise de componentes independentes, resolucdo multivariada de curvas, e
muitas outras (BRO; SMILDE, 2014).

2.7.2 Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)

O PLS-DA é considerado um método supervisionado, por isso, € necessario
conhecimento inicial sobre as classes do conjunto de amostras (BARKER; RAYENS, 2003).
As classes sdo definidas baseadas no conhecimento prévio do sistema ou por meio de uma
analise exploratéria, como, por exemplo, a Analise de Componentes Principais. Um passo

fundamental, para a construcdo de um modelo PLS-DA, é a determinac&o do nimero correto



51

de variaveis latentes. A escolha do numero de variaveis latentes é comumente feita pela
validacdo cruzada, em que uma parte das amostras (ou apenas uma) do conjunto de dados é
utilizada para validagé&o.

A Figura 19 ilustra o processo da escolha do numero de varidveis latentes: as amostras
em conjunto de calibracdo e validacdo sdo separadas e 0 modelo PLS é construido com as
amostras de calibragcdo. As amostras que foram separadas (conjunto de validagdo) sdo testadas
e 0s erros de previsdo sdo estimados empregando diferentes nimeros de variaveis latentes. O
processo é repetido até que todas as amostras tenham sido previstas, ou seja, tenham
participado do conjunto de validacdo. O nimero de varidveis latentes escolhido é o que
fornece um menor erro de previsdo, por exemplo, na Figura 13 seriam escolhidas trés
variaveis latentes. Se for utilizado menos que trés variaveis, 0 modelo pode apresentar falta de

ajuste. Se for utilizado mais que trés variaveis latentes, 0 modelo sera sobre ajustado.

Figura 13 - Esquema do particionamento das amostras para validacéo cruzada.
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Fonte: Almeida (2015).

2.7.3 Cartas de Controle

Carta de controle é um tipo de grafico utilizado para acompanhar um processo. Este
gréfico determina estatisticamente uma faixa denominada limites de controle que € limitada
pela linha superior (limite superior de controle) e uma linha inferior (limite inferior de
controle), além de uma linha média. O objetivo com a carta de controle é verificar se o
processo estd sob controle, o que significa que esta isento de alteracdes e evidenciar,
identificar variacdes indesejadas. Assim é possivel aplicar medidas que corrijam variacdes
indesejadas (WERKEMA, 2006).

As cartas de controle estatistico tém sido amplamente utilizadas no monitoramento do
desempenho de processos na area de controle de qualidade de alimentos. Por este motivo, tem

sido considerada uma das sete ferramentas do controle de qualidade (WERKEMA, 2006).
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Além disso, o uso de cartas de controle tem crescido, em fungdo da complexidade em
interpretar grandes conjuntos de dados multivariados de instrumentos analiticos, como 0s
obtidos com a espectroscopia Raman (CLUPEK; MATEJKA; VOLKA, 2005; LIU et al.,
2017).

Vérios cartas de controle podem ser desenvolvidas e empregadas para destacar as
informacbes solicitadas. Para cada carta de controle, podem ser utilizados algoritmos
especificos, de acordo com o carater da distribuicdo de dados. No caso da analise
espectroscopica, os dados geralmente tém distribuicdo normal (MULLINS, 1994).

Uma limitacdo das cartas de controle é apenas a visualizacdo elementar da estrutura de
dados. No entanto os sistemas de graficos de controle comercialmente disponiveis aceitam, no
geral, apenas algumas variaveis (normalmente até 20) como uma entrada padrdo, enquanto 0s
espectros Raman possuem milhares de variaveis relevantes. Portanto € necessario encontrar

meios que permitam avaliar muito mais variaveis.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da complexidade quimica da matriz café, as técnicas espectroscopicas, Raman
e ressonancia magnética nuclear, e a analise de compostos volateis por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, possuem potencial na compreensdao dos
fendbmenos que ocorrem, durante o armazenamento, relacionados ao envelhecimento dos
grdos crus de café e associados a depreciacdo sensorial da bebida.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que as técnicas
espectroscopicas e cromatograficas sdo eficientes a detectar alteragdes relacionadas ao
envelhecimento dos gréos crus e torrados de café ardbica que antecedem a depreciacdo
sensorial. A embalagem de papel permite maiores transformac6es quimicas, nos graos crus de
café, durante o armazenamento e o café natural especial € mais sensivel as transformacées
quimicas relacionadas ao armazenamento, quando comparado com o café cereja descascado
especial. A embalagem de alta barreira oferece a mesma protecdo ao café cru que o
acondicionamento a vacuo e € adequada para o acondicionamento de grdos crus de cafe
natural e cereja descascado especial por até 18 meses.

Acredita-se que essas metodologias possam contribuir com a industria de cafes
especiais, na gestdo da qualidade e aperfeicoamento da oferta de café cru especial, ao
mercado. Exemplo pratico da aplicacdo dessa ferramenta seria monitorar os indicadores
quimicos do envelhecimento do café em cada lote e planejar a sua logistica de distribuicéo e
comercializacdo, com a garantia que o consumidor final receberd produto isento de sabor e
aroma caracteristico de cafée velho.

Além disso, metodologias como as utilizadas neste estudo, também possuem potencial
para estudar outros fenémenos relacionados a qualidade dos grdos crus e torrados de cafes
especiais. Ainda existem varias questdes abertas sobre os fatores que afetam a qualidade do
café, possivelmente, pois a grande maioria dos estudos utilizam andlises especificas para
determinados grupos de compostos quimicos. Assim, a associacdo de ferramentas que
fornecem panorama sobre diversos compostos quimicos tem elevado potencial para contribuir

na elucidacdo dos eventos relacionados a qualidade.
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ABSTRACT

In this study, Raman spectroscopy was used to identify chemical changes associated with
changes in the sensory quality of green coffee beans from natural coffee and pulped natural
coffee stored in different packaging. Green coffee of specialty natural and specialty pulped
natural coffee were stored in three types of packaging in a commercial warehouse. Sensory
analysis was performed, and the Raman spectra were obtained after 0, 3, 6, 9, 12, and 18
months of storage. The Raman spectra were used to construct multivariate control charts. The
charts, which were constructed using principal component analysis (PCA), can be used to
identify chemical changes only in the green coffee from the pulped natural stored in different
packaging. Raman spectroscopy is more sensitive than sensory analysis in detecting chemical
changes in green coffee stored from the pulped natural. The measured changes subsequently
affect the quality of the beverage because samples stored six months in paper packaging were
detected as being outside the quality control requirements.

Keywords: Raman spectroscopy, Coffea arabica L., ageing, sensory quality, processing.

1 INTRODUCTION

In the international market, the price paid for coffee depends on the quality and
complexity of the brewed beverage, which is verified shortly after its production. As the
sensory attributes become more complex and exotic, the value of the coffee increases (Giomo
& Borém, 2011; Ribeiro et al., 2011). Factors such as the production environment, the
genotype, and the processing are determinants for defining the quality of the coffee
(Figueiredo et al., 2013, 2015; Joét et al., 2010; Ramos, Ribeiro, Cirillo, & Borem, 2016;
Ribeiro et al., 2016; Taveira et al., 2014). However, even if all these factors result in high
quality, depending on storage conditions, the regular supply of consistent specialty coffees to
the consumer market can be compromised (Borém et al., 2013; Ribeiro et al., 2011).

The most-used packaging for storing green coffee beans continues to be the jute sack.
However, a jute sack does not provide a barrier to the exchange of gases and water vapour
between the beans and the ambient air. The exchange of gases and vapour causes a rapid
reduction in the quality of the coffee; therefore, a jute sack is not suitable for the storage of
specialty coffees (Borém et al., 2013). Several studies have evaluated strategies for preserving
the initial quality of coffee for a longer time period, with emphasis on techniques involving a
modified atmosphere (Trubey, Raudales, & Morales, 2005), a controlled atmosphere (Borém
et al., 2013), and a hypobaric atmosphere (Borém et al., 2013; Ribeiro et al., 2011). These
techniques are artificial atmospheric methods based on the modification of the concentration
of gases inside the packaging at different levels of the natural atmosphere to reduce the

availability of oxygen and preserve the product (Chitarra & Chitarra, 1990). The hypobaric
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atmosphere, i.e., vacuum packaging, is considered by specialty coffee exporters and importers
to be the reference method in the preservation of green coffee beans.

Despite current advances in the area, no commercial packaging for green coffee beans
has been able to fully maintain the quality of the grains. Even in appropriate storage
conditions, there is a slight loss in quality (Andrade, 2017; Rendon, Salva, & Bragagnolo,
2014; F. C. Ribeiro et al., 2011). Chemical, biochemical, and physical changes occur in coffee
beans, which affects their sensory quality (Abreu et al., 2017; Abreu et al., 2015; Borém et al.,
2013; Rendédn et al., 2014; Saath et al., 2014; Selmar, Bytof, & Knopp, 2008), resulting in
flavour and aroma characteristics of old coffee. Once depreciation in the beverage is detected,
the changes are irreversible. Therefore, methodologies capable of identifying chemical
changes in the green coffee during storage, before there are any depreciating changes to their
sensory quality, may lead to improved management and control of specialty coffee beans.

The reduction in quality during storage is explained by the oxidation of carbohydrates,
lipids, and proteins in the beans (Rendodn et al., 2014; Selmar et al., 2008). Studies on coffee
bean storage have successfully used the fatty acid test and the fatty acid profile as an indicator
of the level of deterioration in stored beans (Coradi, Borém, & Oliveira, 2008; Rendon et al.,
2014; Saath, Biaggioni, Borém, Broetto, & Fortunato, 2012; Speer & Kolling-Speer, 2006).
However, these analyses detect changes in the beans that are not related to storage alone. In
addition, because these techniques require extractions, the measurement process itself can
modify the structure of the chemical constituents in the beans; therefore, it is not possible to
identify the specific precursors of coffee ageing. Compounds of minor quantitative
importance, which may be precursors of the ageing of green coffee beans, are affected during
storage.

Raman spectroscopy is a potential tool for evaluating food quality during handling,
processing, and storage (Boyaci et al., 2015). The method is capable of providing information
on the concentration, the structure, and the interaction between molecules, and has the
advantage of being a non-destructive technique (Oliveira, 2001; Sala, 2008). For the analysis,
no extraction, no homogenization, no use of dyes or marking agents, and no pretreatment of
the samples are required. Small portions of the samples are required. Another advantage of
the technique is the development of portable equipment that can be used by the coffee
industry in situ. Raman spectroscopy has previously been used to analyse green coffee beans
(Cagliani, Pellegrino, Giugno, & Consonni, 2013; El-Abassy, Donfack, & Materny, 2011;
Eravuchira et al.,, 2012; Keidel, Von Stetten, Rodrigues, Maguas, & Hildebrandt, 2010;
Rubayiza & Meurens, 2005; Wermelinger, D’ Ambrosio, Klopprogge, & Yeretzian, 2011);
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however, Raman spectroscopy has not previously been applied to detect chemical indicators
of the quality of green coffee beans during storage.

The increase in the number of applications of Raman spectroscopy is related to the use
of chemometric tools (EI-Abassy et al., 2011; Eravuchira et al., 2012; Keidel et al., 2010; Liu
et al., 2017; Oliveira, Callegaro, Stephani, Almeida, & de Oliveira, 2016; Stephani et al.,
2017) to develop classification models, control charts, and regression models. In this study,
Raman spectroscopy and multivariate control charts are used to identify chemical changes in
green coffee stored in different packaging prior to any changes in sensory quality.

2 MATERIALS AND METHODS
Samples

The green beans of natural coffee and pulped natural coffee (Coffee arabica L.) from a
commercial batch were processed, selected, and characterized with respect to beverage quality
by judges certified by the Specialty Coffee Association (SCA). Scores of 84 points for the
natural coffee and 86 points for the pulped natural coffee were awarded.

The coffee was stored in three types of packaging for 18 months at the Bourbon
Specialty Coffees S/A warehouse in the city of Pocos de Caldas, MG. The spectroscopic and
sensory analyses were performed on the beans for six storage periods (0, 3, 6, 9, 12, and 18

months).

Packaging

Three types of packaging (30 kg capacity) were used for storing the green coffee
beans: paper packaging without a barrier (P), paper packaging with a high barrier (PHB), and
vacuum packaging (V). The P and PHB packaging were supplied by Klabin®, and the V
packaging was supplied by Bourbon Specialty Coffee.

The P packaging was used because its permeability to gas and water vapour is similar
to the jute sack, which is the most-used packaging for green coffee storage. The PHB
packaging is impermeable to gases and water vapour and represents the modified atmosphere
technique. The V packaging, which represents the hypobaric atmosphere technique, was
included as a reference in preserving the quality of green coffee.

In the vacuum treatment, the partial oxygen pressure was reduced by employing a
partial vacuum in the packaging via the TecMag-300 equipment. The potentiometer of the
vacuum time in the equipment was adjusted to level 3, using a vacuum of -540 mmHg in the

packaging, which is equivalent to approximately 95% of the total.
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Implantation of the experiment
The different types of packaging were stored in ambient conditions. Samples for the
evaluations were taken at the start and after 3, 6, 9, 12, and 18 months of storage. The sample

size for all of the analyses was approximately 500 g of beans from each packaging type.

Experimental design

The experimental design was completely randomized in a 2x3x6 factorial scheme,
corresponding to two processes (natural and pulped natural), three types of packaging (P,
PHB, and V), and six storage periods (0, 3, 6, 9, 12, and 18 months), with three replicates.
The test thus required a total of 108 coffee samples.

Analyses
Sensory analysis

The sensory analysis was performed by judges certified by the SCA, using the SCA
protocol. The methodology proposed by Lingle (2011) for the sensory evaluation of specialty
coffees was followed. In this methodology, scores are given for fragrance/aroma, acidity,
body, taste, residual taste, sweetness, uniformity, clean cup, balance, and overall impression.

The roasting (moderately light) was performed on 100 g of above-sieve-16 coffee
beans. The temperature was monitored so that the roasting time was neither less than 8 min
nor greater than 12 min. To standardize the roasting, and thus avoid influencing the evaluation
of the judges, the roasting pattern from the first period was recorded and duplicated for the
roasting in each evaluation period. All the samples were roasted at least 12 h prior to tasting.
The final results of the sensory evaluation were determined via the sum of all the attributes.

For each storage evaluation period, roasted samples of the best coffees from each
process were placed in falcon tubes and stored in a deep freezer (-80 °C). These were sampled
at the time of the subsequent evaluations to enable the tasters to recover the sensory

experience at a previous storage period.

Raman Spectroscopy

In preparation for the Raman spectroscopy analyses, in each storage period, the green
coffee bean samples were ground for approximately 1 min in an 11A basic grinder (IKA,
Brazil), adding liquid nitrogen to facilitate the grinding and to avoid oxidation of the samples.
After grinding, the samples were placed in falcon tubes and stored in a freezer at -80 °C until

the analyses were performed.



74

The Raman spectra of the ground green bean samples were obtained with an FT-
Raman RFS/100 (Bruker Optics) spectrometer, using a neodymium: yttrium aluminium garnet
(Nd:YAG) laser with an excitation at 1064 nm. The spectra were recorded in the spectral
range of 3500-50 cm™, with a spectral resolution of 4 cm™. The best signal-to-noise ratio was
obtained with a laser power of 50 mW and 256 acquisitions (approximately 7.5 min). The
spectra were obtained using the OPUS 6 software (Bruker Optics). All spectra were obtained

in duplicate to confirm the position and intensity of the observed bands.

Data processing
Sensory analysis
The data were submitted to regression analysis with the aid of Sisvar® software.

Raman Spectra

The Raman spectra were processed in a MATLAB environment. Initially, Raman
spectra were preprocessed to correct systematic variations. The baseline was corrected using a
weighted least squares (WLS) algorithm, and the Raman intensities, performed per unit
vector, were normalised.

The exploratory analysis was performed using principal component analysis (PCA) of
the spectra of the control samples for the natural coffee and the pulped natural coffee. A
supervised model was subsequently developed to classify the green coffee beans in relation to
the type of processing (natural and pulped natural) through supervised analysis using a partial
least squares discriminant analysis (PLS-DA).

For each coffee processing type, PCA-based multivariate control charts were
constructed using the control samples (zero storage time) and samples with 3, 6, 8, 12, and 18
months of storage in the different types of packaging. The T? chart is a measure of the
variation of each sample in the PCA model. It is constructed with the PCA scores to
determine if a specific sample has a systematic deviation as compared to samples in the
control group. The scores with the highest variance are used to calculate T2, in accordance

with equation 1 as follows:

T2 =t51%] =x,PSTPTxT (1)
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where t; is the vector of scores of the i principal component and S is the covariance matrix of
the model constructed with the control samples. The limit of the T2 chart is calculated by
equation 2, which is based on the F distribution, as follows:

_iN-1)
Tzfm - FF (L.N—Lia) )

where i is the number of principal components in the PCA model, N is the number of samples,
and F is the value of the F distribution with confidence o with i and N-i degrees of freedom.

Another PCA-based chart is the Q chart, which shows the non-systematic variations;
i.e., those that are not explained by the model constructed with the control samples. The Q
chart is obtained from the residuals of the samples in the PCA model, and the Q values are
calculated according to equation 3 as follows:

Q=3%_,(x,— 2,)* (3

where x,, and £, are the measure of the p" variable and its predicted value, respectively. The

remaining components (p components) are used; i.e., the non-significant information. The Q
values follow a normal distribution. The limiting value for the Q chart is calculated in

accordance with equation 4 as follows:
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where hy, =1 — , 8, = X c, A, is the eigenvalue associated with each weight vector of the

data, and z, is the standardized normal variable with a level of confidence .

The calculation of Tjin and Qiim enables the identification of the samples of stored
green coffee beans that are outside the quality control requirements. These samples exhibit
undesirable changes during storage.

In the development of the multivariate control charts, 21 control samples (zero storage
time) were monitored to define Tjim and Qjim. For the set of test samples, the mean value of the
replicates was used, which is a total of 15 samples stored in different packaging (P, PHB, and
V) for five storage periods (3, 6, 9, 12, and 18 months).
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3 RESULTS AND DISCUSSION
Sensory analysis
The results of the sensory analysis of the natural coffee and the pulped natural coffee

are shown in Figure 1.

Figure 1. Mean values of the final score of the sensory analysis of the coffee beans: (a) natural and (b)
pulped natural; stored in P (o), PHB (A), and V (¢) packaging for a period of 18 months.

88 :1 (a)
86 ;

Sensory analysis (scores)

72 1 ) ) ) ) ) ) 1 1 1
0 2 R 6 8 10 12 14 16 18 20

Storage time (months)

® P(y=0.01478x -0.90976x> +85.37904 R*=0.96207
A PHB (y=0.03884x -0.78862x> +86.29681 R>=0.82038
¢ V(y=9.06084x -0.43357x> +86.21988 R*=(.83223
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Sensory analysis (scores)

72 I I I I I 1 I I I 1
0 2 -+ 6 8 10 12 14 16 18 20

Storage time (months)

® P (y=-0.01157x -0.33267x> +84.24717 R>=0.96729
A PHB (y=0.01414x -0.33914x> +83.88659 R>=0.80004
V (y =2.69841x -0.25748x> +83.8210 R>=0.72792

Source: from the author (2018).

The batches of natural coffee and pulped natural coffee were classified as specialty
coffee with excellent quality at the beginning of the storage period. The data show that
regardless of the packaging used, including vacuum, the quality of the natural coffee and
pulped natural coffee decreased during storage. However, the rate of quality reduction was
statistically different amongst the different packaging options.

The most significant reduction occurred in the coffee beans stored in the P packaging,
which was permeable to gases and water vapour, for both the natural coffee and the pulped
natural coffee. The natural coffee stored in the paper bags had a score less than 80 points at 6
months, thus losing its classification as a specialty coffee. The pulped natural coffee packed in

paper bags had a score less than 80 points at 12 months and, therefore, was no longer

considered to be specialty coffee.



78

After 12 months of storage, both the natural coffee and the pulped natural coffee
stored in the PHB packaging had a sensory quality equal to that of the coffee stored in the V
packaging. After 18 months of storage, the natural coffee beans stored in the PHB and the V
packaging preserved the sensory quality, continuing with scores greater than 80 points. The
beans from pulped natural coffee stored in the PHB packaging also preserved their sensory
quality, with a score greater than 80 points.

These results confirm the hypothesis that coffee quality can be maintained during long
storage periods. Additionally, they show that there is technology capable of preserving coffee
beans at an efficiency equal to or greater than the V packaging, which is considered by
specialty coffee exporters and importers to be a reference in the preservation of the green
beans. Despite the positive results, no packaging was able to maintain the coffee's initial
sensory quality. This reinforces the need to develop methodologies capable of identifying
chemical changes in green coffee beans during storage, before depreciating changes occur in
their sensory quality. The specialty coffee industry would then have an efficient strategic tool
available to contribute to quality management and improve the supply of specialty green
coffee to the market. A practical example of the application of this tool would be to monitor
the chemical indicators of the ageing of the coffee in each batch and to plan its distribution
and commercialisation logistics, with the guarantee that the final consumer will receive a

product free of the characteristic flavour and aroma of old coffee.

Raman spectra of green coffee beans

In Figure 2, the mean Raman spectrum of the green coffee beans is shown. The
spectrum shows bands in the 2900 cm™ region. This region carries symmetrical and
asymmetrical stretching information about the C-H bond. The weak band located at 3012 cm™
is attributed to the =CH stretching of the ethylenic group. The region between 1800 and 800
cm™ provides information about the composition of the coffee beans and is used as a
fingerprint region. It is this band that is used to follow the changes in the coffee beans in the
different packaging during storage. The most intense bands in this region, i.e., 1632 and 1606
cm™, are attributed to chlorogenic acid, which is a phenolic acid comprising an ester from
caffeic acid and quinic acid (EI-Abassy et al., 2011). These bands are related to the stretching
vibrations of the phenyl ring (1632 cm™) and to the C=C stretching vibration of the ethylenic
group (1606 cm™) (Eravuchira et al., 2012; Keidel et al., 2010).
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Figure 2. Mean Raman spectra of the green beans from pulped natural coffee prior to storage.
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Source: from the author (2018).

The Raman spectrum is dominated by the vibrational modes of chlorogenic acid,
which is one of the primary, but not the largest, constituents of the coffee bean. The most
intense band, which can be used as a marker, is at 1606 cm™, which is attributed to a coupled
mode of the C=C and C=0 bonds present in the structure of the chlorogenic acid (Eravuchira
et al., 2012; Keidel et al., 2010). Other important vibrational modes, such as those observed in
the 2800-2950 cm™ region that can be attributed to the presence of fatty acids in the
composition of the beans, can also be used to indicate the presence of such compounds (EI-
Abassy et al.,, 2011). Some of the modes present in the spectrum cannot be discussed
specifically because they may be attributed to the vibrations of various compounds present in
the beans rather than to specific compounds.

Low- and medium-intensity bands, observed at 1745 and 1693 cm™, respectively, are
attributed to the vibrational mode of C=0 stretching. The bands located in the 1570 and 1485
cm™ regions are attributed to the presence of kahweol modes. These bands were used to
differentiate the Arabica coffee from the Robusta coffee (Rubayiza & Meurens, 2005). The
scissoring and twist-type deformation modes of the CH, group are found at 1466 and 1300
cm™, respectively. The vibrational band at 1266 cm™ is attributed to the =CH deformation.

The band observed at 1167 cm™ contains a contribution from the CH vibration of the
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cyclohexane ring of the chlorogenic acid molecule, which is present in large amounts in green
coffee beans (EI-Abassy et al., 2011). The bands at 1120, 1088, and 1034 cm™ are attributed
to the vibrational modes COH, CC, and CO, respectively. The bands that are observed at
lower frequencies in the Raman spectrum are attributed to modes of CH; rocking deformation.

Characterisation of the samples of the natural coffee and the pulped natural coffee
In Figure 3, the results from the exploratory analysis using PCA in the spectra of the
control samples (zero storage time), for both the natural coffee and the pulped natural coffee,

are shown.

Figure 3. PCA model results for the natural coffee (@) and the pulped natural coffee (®) before storage.
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The results show some dispersed samples of natural coffee and pulped natural coffee
in PC1. These samples have a large influence on the principal components model. The results
for PC6 show a tendency towards separation between the natural coffee (positive side of PC6)

and the pulped natural coffee (negative side of PC6) samples. To classify the Raman spectra
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of the green coffee beans from different types of processing, a supervised analysis was
performed using PLS-DA. In the first step, samples were used to train, thereby obtaining the
parameters of the model. In the second step, a new set of samples was used to test the model.
In Figures 4 and 5, the results of the supervised analysis are shown.

Figure4.  Result from the PLS-DA model for the calibration and validation samples. The samples
above the red line are classified as natural coffee (e) and below the line are classified as
pulped natural coffee (®).
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Figure 5. Primary VIP scores for the PLS-DA model showing the Raman bands responsible for the
separation of the coffee with respect to dry and wet processing.
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The supervised analysis enabled the identification of samples according to the
processing (dry or wet) method. The VIP scores of higher intensity are responsible for the
separation. The bands at 1680, 1637, and 1606 cm™ are related to the presence of chlorogenic
acid and are attributed to a coupled mode of the C=C and C=0 bonds present in the acid
structure (EI-Abassy et al., 2011; Eravuchira et al., 2012). The vibrational band present at
1479 cm™ is attributed to the kahweol (Rubayiza & Meurens, 2005) and can be used to
identify kahweol in the structure of the coffee beans. The band observed at 1336 cm™ is
attributed to a deformation mode of the CH group, which is related to the cellulose (Adapa,
Karunakaran, Tabil, & Schoenau, 2009). The bands at 1120 and 1034 cm™ are attributed to
the vibrational modes of the COH and CO groups.

After the supervised analysis of the data and the separation of the samples according to
the coffee processing method, the behaviours of the natural coffee and the pulped natural

coffee during storage were analysed separately.



Multivariate control charts

Natural coffee

To construct the control charts, PCA was performed for samples of the coffee beans
prior to the storage period (zero storage time), used as the control. Four principal components
were chosen, which explain 92.05% of the data variance. In Figure 6, the results for the Q

control charts for the control samples and for the green coffee bean samples stored in different

packaging for 3, 6, 9, 12, and 18 months is shown.

Figure 6. Q control chart for the natural coffee. Control samples (o) used for construction of the
threshold (red line), and beans stored in P (black), PHB (blue), and V (green) packaging
during the storage periods of 3 months (V¥), 6 months (m), 9 months (), 12 months (*),

and 18 months (A).
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From the Q chart, nearly all the samples were within the region considered to be the
control region. The Q chart was not able to indicate how far outside the quality control

boundaries the stored samples were; in the sensory analysis, these samples scored less than 80

points and, therefore, were outside the specialty coffee category.

Pulped natural coffee

30
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To construct the control charts, PCA was performed for samples of the coffee beans
before the storage period (zero storage time) for the control. Six primary components were
chosen, which explain 98.7% of the data variance. The number of components was chosen to
describe the variance in the control samples and to minimise the results outside the quality
control region for the control dataset; i.e., to minimise the false results. In Figure 7a, the T?
and Q control charts are shown for the control samples and for samples of green beans from
pulped natural coffee stored in different packaging for 3, 6, 9, 12, and 18 months. In the T2
chart, all of the samples were similar to the control samples. Therefore, the T2 chart was not
able to indicate how far outside the quality control boundaries the stored samples became. In
the sensory analysis, these samples received scores lower than 80 points and thus were
classified as being outside the specialty coffee category. However, the Q chart, shown in more
detail in Figure 7b, is capable of detecting changes in the spectra of the green coffee beans
from the storage time while indicating that the samples are outside of the quality control

region.
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Figure 7. (a) T2 control chart and (b) Q control chart of the pulped natural coffee. Control samples
(o) used for construction of the threshold (red line). The beans were stored in P (black),
PHB (blue), and V (green) packaging for 3 months (¥), 6 months (m), 9 months (), 12
months (*), and 18 months (A).
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Other works in the literature show that the Q chart is more suitable when the objective
is to identify changes that are not covered by the defined spaces of the principal components
used in the T2 chart. The Q chart indicates that the Raman spectra for the coffee beans stored
in P packaging, permeable to gases and to water vapour, show differences that cannot be
modelled by the principal components, which indicates a loss of quality in these samples, and
therefore, they are classified as outside the quality control region.

The beans stored in the PHB and V packaging retained the initial chemical
characteristics for a period of 18 months. From 6 months of storage onward, the beans stored
in the P packaging were outside the quality control region, with the primary changes observed
at 1567 and 1468 cm™ in the Raman spectra of the green beans. In Figure 8, the Raman
spectra that were not modelled by the six principal components are shown. These signals
appear in the residuals (Q values) and are related to the regions of the Raman spectra in which

changes occurred with respect to storage time, enabling distinction of the control samples.

Figure 8. Region of the Raman spectrum related to the changes in the green beans from pulped natural
coffee during storage.
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The literature attributes these bands to vibrational modes of the kahweol molecule; the
bands at 1567 cm™ and 1468 cm™ are related to the C=C stretching of the 1,3-cyclohexadiene
ring and the C=C stretching in the furan ring, respectively (Rubayiza & Meurens, 2005;
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Wermelinger et al., 2011). Cafestol and kahweol are examples of diterpenes associated with
the lipid fraction of plants of the Coffea genus. However, kahweol is more present in the
Coffea arabica species, i.e., only traces of this compound are found in Coffea canephora (EI-
Abassy et al., 2011; Rubayiza & Meurens, 2005; Scholz et al., 2014; Wermelinger et al.,
2011). The levels of these diterpenes present in the Arabica coffee beans vary primarily
according to the genetic material, in the range of 1.3 to 1.9 g per 100 g of beans. The level of
cafestol usually found in Arabica coffee is in the range of 0.18-1.39 g per 100 g, while the
level of kahweol is between 0.18-1.08 g per 100 g (Kitzberger, Scholz, Pereira, Silva, &
Benassi, 2016; Scholz et al., 2014).

Recent studies have evaluated the level of kahweol and cafestol in coffees from
different geographic origins and several species of the Coffea genus, seeking to relate the
levels of these compounds to coffee quality (EI-Abassy et al., 2011; Kitzberger et al., 2016;
Rubayiza & Meurens, 2005; Scholz et al., 2014; Sridevi & Giridhar, 2016). The levels of
cafestol and kahweol are higher in coffee beans grown at low altitudes than at high altitudes
(Sridevi & Giridhar, 2016). The consensus in the literature is that high-altitude coffees are of
superior quality to low-altitude coffees (Figueiredo et al., 2013; Ribeiro et al., 2016).
Therefore, these compounds can be used as indicators of coffee quality.

There are no reports in the literature that relate the presence of kahweol with the
chemical change in green coffee beans during storage. However, when compared to beans
stored in an appropriate environment, an increase of up to 16% in the level of free cafestol
was found in coffee beans stored at 25 and 40 °C. The highest values were observed at 12
months of storage. After this period, the degradation of the diterpenes becomes pronounced.
The changes were related to the activity of the lipases, i.e., the increase in water content in the
stored beans. The high temperatures of the storage environment favour the hydrolysis of fatty
acid esters and the decomposition of diterpenes, with a resulting negative effect on the
sensory quality of the coffee (Speer & Kolling-Speer, 2006).

The structural difference with cafestol is in the presence of an additional double bond
in the kahweol structure. When compared to cafestol, kahweol is more sensitive to heat,
oxygen, light, and acids (Flament, Gautschi, Winter, Willhalm, & Stoll, 1968; Wermelinger et
al., 2011). Therefore, techniques that require extractions for quantification can hydrogenate
the kahweol molecule, transforming it into cafestol and causing the level of cafestol to be
underestimated. Raman spectroscopy is indicated for the identification of target compounds
because it does not require extraction or pretreatment of samples. This method can also detect

compounds present at lower levels, which can be used to separate the samples.
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The results obtained with the control Q Chart corroborate the sensory analysis of the
green beans from pulped natural coffee stored in the different types of packaging (Figure 1b).
Beans stored in packaging without a barrier to gases and water vapour had a greater reduction
in quality, i.e., at 12 months they were no longer considered specialty coffee beans. Raman
spectroscopy detected a chemical change in the green beans from pulped natural coffee at 6
months of storage that was likely too low to affect the sensory quality of the beans. Therefore,
the results show that Raman spectroscopy is more sensitive than sensory analysis in the
detection of chemical changes that will later compromise the sensory quality of the green
beans from pulped natural coffee. The results obtained in this work indicate that changes in
the chemical composition of coffee beans occur during storage and that kahweol can be used
as a chemical indicator of the ageing of green Arabica coffee beans.

Although Raman spectroscopy with multivariate control charts was effective in
detecting changes during storage in the spectra of the green beans from pulped natural coffee,
the technique was not effective for the natural coffee. The processing of the coffee has an
influence on the chemical, physiological, and biochemical quality of the beans (Joét et al.,
2010; Taveira, Rosa, Borém, Giomo, & Saath, 2012). The removal of the parts that constitute
the fruit favours the embryo germination process because the exocarp and mesocarp of the
fruit have germination inhibitors (Bytof et al., 2007; Selmar, Bytof, Knopp, & Breitenstein,
2006). Therefore, the husking of the coffee triggers reactions related to germination; e.g., the
consumption of reserve substances and changes in compounds such as organic and bioactive
acids that are present in lower concentrations. This results in different metabolic profiles
compared to the natural coffee (Bytof et al., 2007; Knopp, Bytof, & Selmar, 2006; Ribeiro et
al., 2016). Because the chemical matrix is different from that of the pulped natural coffee, it
exhibits distinct chemical changes during storage. This activity may have compromised the
identification of the chemical changes related to the storage of the green beans of natural

coffee via Raman spectroscopy with multivariate control charts.

4 CONCLUSIONS
The important conclusions of this study are the following:
e The use of Raman spectroscopy with PCA-based multivariate control charts was not
effective in the identification of chemical changes in green coffee beans from natural

coffee stored in different types of packaging.
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e The use of Raman spectroscopy with Q multivariate control charts enabled the
identification of chemical changes in the green beans from pulped natural coffee
stored in different packaging. The results corroborate the sensory analysis.

e Raman spectroscopy is more sensitive than sensory analysis in detecting chemical
changes in green coffee stored from the pulped natural coffee that would subsequently
affect the quality of the beverage. The analysis showed that samples stored 6 months
in P packaging were outside the quality control region.

e The V and PHB packaging are suitable for the storage of specialty green beans from

pulped natural coffee over long periods of time.
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RESUMO

A maioria dos estudos de armazenamento de café cru utiliza analises especificas para
determinados grupos de compostos quimicos para explicar o fendmeno do envelhecimento
dos gréos, deixando abertas varias questdes a respeito dos compostos responsaveis pela
alteracdo do sabor ou do aroma do café. Técnicas que fornecem um panorama completo dos
metabdlicos possuem elevado potencial para esclarecer o fendmeno. A ressonancia magnética
nuclear (RMN) é um que atende a esse objetivo pois tem sido utilizada com frequéncia para
estudos de abordagem metabolomica e fingerprint de alimentos. O objetivo com este trabalho
foi utilizar a técnica de RMN 'H para identificar alteracdes metabélicas decorrentes do
envelhecimento do café cru armazenado em diferentes embalagens. Graos crus de café natural
e cereja descascado especial foram acondicionados em 3 tipos de embalagens e armazenado
em armazém comercial. Foi realizada a analise sensorial e analise de ressonancia magnética
nuclear nos periodos de 0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses de armazenamento. O emprego da
espectroscopia RMN 'H foi eficiente em identificar alteracdes quimicas nos gréos crus de café
natural e cereja descascado armazenados em diferentes embalagens. A embalagem de papel
permite maiores transformacgdes quimicas nos gréos crus de café durante o armazenamento. O
café natural especial é mais sensivel as alteracbes decorrentes do armazenamento quando
comparado ao café cereja descascado especial.

Palavras-chave: Ressonancia magnetica nuclear. Coffea arabica L.. Armazenamento.
Qualidade sensorial. Processamento.

CHEMICAL INDICATORS OF AGING IN GREEN COFFEE GRAINS DURING
STORAGE USING NMR 'H SPECTROSCOPY

ABSTRACT

Most studies about coffee storage use specific analyses for certain groups of chemical
compounds to explain aging of grains, leaving several questions about the compounds
responsible for alteration of coffee flavor and scent unanswered. Techniques that provide a
complete overview of metabolism have great potential to explain the phenomenon. Nuclear
magnetic resonance (NMR) is a technique that meets this objective, since it has been
frequently used in studies on the metabolic approach and food fingerprinting. This work
aimed at using NMR H to identify metabolic alterations due to aging of green coffee grains
stored in different packages. Green coffee beans from the natural coffee and pulped natural
coffee were conditioned into three types of packages and stored at a commercial warehouse.
Sensory analysis and nuclear magnetic resonance analysis were carried out at 0, 3, 6, 9, 12
and 18 months of storage. The use of NMR ™H spectroscopy was enough to identify chemical
alterations in the green coffee stored in different packages. Paper packages allow greater
chemical transformations in green coffee during storage. Natural specialty coffee is more
sensitive to chemical transformations related to storage, when compared to pulped natural
specialty coffee.

Keywords: Nuclear magnetic resonance. Coffea arabica L.. Storage. Sensory quality.
Processing.
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1 INTRODUCAO

A matriz quimica dos alimentos é extremamente complexa. Do ponto de vista
quimico, cada alimento pode ser considerado uma mistura complexa, contendo indmeros
metabolitos amplamente varidveis em concentragdo e propriedades quimicas (CIFUENTES,
2012). Para compreender os diferentes aspectos quimicos relacionados a composic¢éo original
dos alimentos e a dindmica de transformacdes metabdlicas que podem ocorrer durante os
processos que os alimentos sdo submetidos, sdo necessarias abordagens modernas na analise
de alimentos (CAPOZZI & BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012; MINOJA & NAPOLI,
2014).

Novas areas da ciéncia e tecnologia dos alimentos tem ganhado destaque, como a
denominada Foodomics, por enfatizar a importancia de uma visdo holistica dos compostos
quimicos presentes nos alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012;
LAGHI; PICONE; CAPOZZI, 2014; TRIMIGNO et al.,, 2015). As quatro tecnologias
"omics", ou seja, a gendmica (analise génica), transcriptomica (anélise da expressdo génica),
protedmica (estudo do conjunto de proteinas) e metaboldmica (investiga os metabolitos
presente nos sistemas biolégicos) sdo ferramentas potentes para fornecer informacées sobre
propriedades dos alimentos (CAPOZZI; BORDONI, 2013; CIFUENTES, 2012;
D’ALESSANDRO; ZOLLA, 2012; LAGHI; PICONE; CAPOZZI, 2014).

Na abordagem metabolémica, a RMN é reconhecida como uma das principais
metodologias que proporcionam panorama amplo dos metabdlitos e tém sido aplicada para
elucidacdo estrutural e estudo de transformacdes quimicas nos alimentos (CAPOZZI;
BORDONI, 2013; LAGHI; PICONE; CAPOZZI, 2014; LIU et al., 2017; LIU; CHEN, 2016;
MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012; SOBOLEV et al., 2017; TRIMIGNO et al., 2015). Um
Unico espectro de RMN contém os sinais provenientes dos hidrogénios de todas as moléculas
presentes na amostra e possiveis de serem detectadas pela técnica, o que permite obter
rapidamente informacBes sobre a composicdo quimica (MANNINA, VIEL e SOBOLEYV,
2012). Juntamente com o uso de ferramentas quimiométricas, a espectroscopia de RMN
fornece resultados relevantes na area de seguranca alimentar, controle de qualidade, qualidade
sensorial, origem geogréfica e fingerprint de bebidas e alimentos (FAN et al., 2017; HUO et
al., 2017; LI et al., 2017; MALMENDAL et al., 2011; MANNINA; SOBOLEV; VIEL, 2012;
MARSEGLIA et al., 2016; MINOJA; NAPOLI, 2014; PALARIC et al., 2018; PRAKASH et
al., 2016; ROCHFORT et al., 2010; SOBOLEV et al., 2017).
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Por ser umas das bebidas mais consumidas no mundo, sdo crescentes os estudos de
ferramentas modernas para analise de alimentos aplicados em café, especificamente de RMN.
As principais pesquisas foram realizadas com o objetivo de identificar compostos quimicos
capazes de distinguir as espécies Coffea arabica L. e Coffea canephora P. e assim detectar
contaminagdes e/ou fraudes no café torrado (CAGLIANI et al., 2013; CIARAMELLI et al.,
2017; DEFERNEZ et al., 2017; GUNNING et al., 2018; MONAKHOVA et al., 2015);
discriminar amostras de café de diferentes origens geograficas (ARANA et al., 2015;
CONSONNI, CAGLIANI, & COGLIATI, 2012), estudar os efeitos da bebida na salde
(CIARAMELLLI et al., 2018),caracterizar quimicamente os graos (BOSCO et al., 1999; DEL
CAMPO et al., 2010) e avaliar metabolitos relacionados com a qualidade dos gréos crus
(KWON et al., 2015).

Devido ao aumento na demanda por cafeés diferenciados e ao seu alto valor agregado,
0s estudos cientificos com cafes especiais tém avancado (CHENG et al., 2016; FIGUEIREDO
et al., 2013, 2015; PICCINO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016; TAVEIRA et al., 2014;
TOLESSA et al.,, 2016, 2017; WORKU et al., 2018). As perdas de qualidade observadas nos
cafés especiais durante o armazenamento, mundialmente realizado em sacos de juta, sdo
superiores quando comparadas as perdas observadas nos cafés commodities (ANDRADE,
2017; BOREM et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011; RIGUEIRA et al., 2009). Mas apesar
disto, ndo ha relatos cientificos sobre o uso da abordagem Foodomics, incluindo a
espectroscopia de RMN, para avaliar as alteracbes quimicas dos grédos crus especificas do
armazenamento e suas relacbes com a depreciacdo de qualidade sensorial do café.

Ao longo do armazenamento do café cru, ocorre oxidacdo de carboidratos, lipideos e
proteinas, depreciando a qualidade sensorial da bebida (CORADI, BOREM, & OLIVEIRA,
2008; RENDON, SALVA, & BRAGAGNOLO, 2014; SAATH et al., 2014; SELMAR,
BYTOF, & KNOPP, 2008). A maioria dos estudos de armazenamento de café cru utiliza
analises especificas para determinados grupos de compostos quimicos para explicar o
fendmeno do envelhecimento dos grdos, deixando abertas varias questdes a respeito dos
compostos responsaveis pela alteracdo do sabor ou do aroma do café. Somado a esse fato, as
diferencas quimicas entre os cafés processados por via seca ou via Umida tona o fendmeno
ainda mais complexo. Estudos de armazenamento de cafés naturais e descascados constataram
comportamento distinto, sendo que os cafés naturais apresentaram maior reducdo da
qualidade sensorial, fisiologica e bioquimica (ABREU, 2015; CORADI et al., 2007; SAATH
et al.,, 2012, 2014). Mas, ndo foi completamente elucidada as razGes que explicam essas

diferencas.
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Durante 0 armazenamento ocorrem inimeras reagfes metabolicas nos graos que irdo
afetar diversos constituintes quimicos (ABREU et al., 2015, 2017, BOREM et al., 2013;
DUSSERT et al., 2006; RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; RIBEIRO et al., 2011;
SAATH et al., 2014; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Para compreender este fenémeno
sd80 necessarias técnicas modernas, que fornecam informacdes sobre todos os metabdlitos
presente nas amostras, simultaneamente. A espectroscopia de RMN *H ja foi utilizada com
sucesso para estudar alteracfes metabdlicas no suco de laranja e gréos crus de arroz durante o
armazenamento (OLIVEIRA, CARNEIRO, & FERREIRA, 2014; ZHENG et al., 2017). Nos
dois estudos, os autores acreditam que a técnica de RMN *H poderia ser aplicada em estudos
de degradacdo de alimentos. No caso de arroz armazenado, 0s autores revelaram que a técnica
auxilia a estimar periodos e condigBes Otimas de armazenamento. Com base no caso de
sucesso da técnica aplicada no estudo de outros alimentos, inclusive de outra espécie de gréo,
acredita-se no potencial da RMN *H para ajudar a compreender as alteragdes quimicas
durante o envelhecimento dos gréos crus de café natural e descascado. Assim, a proposta com
este trabalho é o emprego da técnica de RMN *H para identificar alteragdes metabdlicas

decorrentes do envelhecimento do café cru armazenado em diferentes embalagens.
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2 MATERIAL E METODOS

Os graos crus de café natural e cereja descascado (Coffee arabica L.), provenientes de
um lote comercial, foram beneficiados, selecionados e caracterizados quanto a bebida por
Juizes Certificados pela Associacdo de Cafés Especiais (SCA), com nota de 84 pontos para o
lote de café natural e 86 pontos para o lote de café cereja descascado.

Apds homogeneizagdo e fracionamento, o café foi acondicionado em embalagens
permeaveis, impermeaveis e a vacuo, e armazenado por periodo de 18 meses no armazém
comercial da empresa Bourbon Specialty Coffees S/A, na cidade de Pocos de Caldas, MG. As
analises espectroscéopicas e sensoriais foram realizadas nos grdos em seis periodos de

armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses).

2.1 Embalagens

Foram utilizadas trés embalagens, com capacidade de 30 kg, para acondicionar 0s
grédos crus de café: (P) embalagem de papel sem barreira, (PAB) embalagem de papel com
alta barreira e (V) embalagem a vacuo. As embalagens P e PAB foram fornecidas pela
empresa Klabin® e a embalagem V pela empresa Bourbon Specialty Coffee.

A embalagem de papel sem barreira (P) foi utilizada por possuir permeabilidade a
gases e vapor de agua similar a sacaria de juta, embalagem mais utilizada no armazenamento
de café cru. A embalagem de papel com alta barreira (PAB) se refere a impermeabilidade a
gases ¢ vapor d’agua ¢ representa a técnica de atmosfera modificada. A embalagem a vacuo
(V) foi utilizada por ser referéncia na conservacdo da qualidade do café cru e representa a
técnica de atmosfera hipobaérica.

No tratamento a vacuo a pressdo parcial de oxigénio foi reduzida empregando-se
vacuo parcial nas embalagens por meio do equipamento TecMag-300.0 potenciémetro do
tempo de vacuo no equipamento foi ajustado para o nivel 3, empregando-se na embalagem

vacuo de -540 mmHg, equivalente a aproximadamente 95% do volume total.

2.2 Implantacéo do experimento

As embalagens foram mantidas em ambiente natural sem controle de temperatura e

umidade relativa do ar. As amostragens para as avaliagdes foram realizadas em seis periodos
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de armazenamento (0, 3, 6, 12 e 18 meses). A quantidade amostrada para a realizagdo de

todas as andlises foi de aproximadamente 500 g de grdos em cada embalagem.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
2x3x6, correspondendo a dois processamentos (natural e cereja descascado), trés embalagens
(P, PAB e V) e seis periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses) com trés

repeticOes. Totalizando 108 amostras de café.

2.3.1 Anélise sensorial

A andlise sensorial foi realizada de acordo com o protocolo da Associacdo de Cafés
Especiais (SCA) para avaliacdo sensorial de cafés especiais (Lingle, 2011). Nesta
metodologia, sdo atribuidas notas para fragrancia/aroma, acidez, corpo, sabor, sabor residual,
docura, uniformidade, xicara limpa, balanco e impressao global.

A torra, moderadamente leve foi realizada em 100g de graos de café peneira 16 acima.
Monitorou-se a temperatura para que o tempo de torracdo ndo fosse inferior a 8 minutos ou
superior a 12 minutos. Para padronizar a torra, evitando que esta influencie a avaliacdo dos
juizes, armazenou-se um padrdo de torra da primeira época que era recorrido durante a torra
em cada época de avaliacdo. Todas as amostras foram torradas com antecedéncia minima de
12 horas a degustacdo. Os resultados finais da avaliacdo sensorial foram constituidos pela
soma de todos os atributos.

Um dos desafios com a andlise sensorial de amostras de café cru estocadas por longos
periodos € fixar uma referéncia sensorial confidvel da amostra original. Assim, em cada
periodo de avaliacdo do armazenamento, amostras torradas dos melhores cafés de cada
processamento foram acondicionadas em tubos tipo falcon e armazenadas em deep frezer (-80
°C). Essas amostras foram usadas na calibracdo dos degustadores no momento das avaliacdes
seguintes permitindo a eles o resgate das referéncias sensoriais do periodo anterior de
armazenamento. Todas secdes de analise sensorial foram realizadas pelo mesmo grupo de

degustadores durante 18 meses.
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2.4 Ressonancia Magnética Nuclear

Para realizacdo das analises de RMN 'H, em cada periodo de armazenamento as
amostras dos gréos crus de café foram moidas, por cerca de 1 minuto, em moinho 11A basic
(IKA, Brasil), adicionando-se nitrogénio liquido para facilitar a moagem e evitar oxidacdes
das amostras. Apds a moagem, as amostras foram liofilizadas e acondicionadas em tubos tipo
falcon até a realizacdo das andlises.

As amostras de 50 mg do café moido foram extraidas com 1,2 ml do solvente
deuterado metanol-d4, referéncia interna TMPS-d4 na concentragdo de 0,02% (m/v). Em
seguida as amostras foram centrifugadas em temperatura ambiente por 15 minutos a 13.000
rpm. Uma aliquota de 0,6 mL do sobrenadante foi analisada.

Os espectros de RMN *H foram adquiridos em um espectrometro Bruker Avance Il
de 9,4 Tesla (400 MHz para a frequéncia do hidrogénio) equipado com a sonda PABBI
(5 mm) e uma unidade de ajuste automatico da sintonia - ATMA (Automatic Tuning and
Matching), localizado no Laboratdrio de RMN do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos - UFSCAR. Para maior confiabilidade do método, as medidas foram
realizadas em quintuplicata.

Todos os espectros foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso de pré-saturagédo
do solvente zgcppr (denominacdo Bruker) para suprimir o sinal da agua. Os espectros foram
adquiridos com 64 promediacdes (NS), janela espectral de 20.0254 ppm, ganho do receptor
(RG) de 128, tempo de espera entre as promediacOes de 4 s (D1), tempo de aquisi¢do entre
cada varredura de 4,09 s (AQ) com atenuacdo do pulso de pré-saturacdo de 45.77 dB
(PLDBY9). O valor da funcdo exponencial utilizada para a apodizacdo espectral (LB) foi de
0,30 Hz, a sonda utilizada é de deteccdo inversa - BBI (5 mm) com ATMA e a temperatura da
amostra de 298,2 K (calibrada com 99,8% MeOD). O tempo total de aquisicdo de cada

espectro foi de 9 minutos e 12 segundos.
2.5 Ferramentas estatisticas e quimiométricas

As notas obtidas com a andlise sensorial foram submetidas a analise de regressdo com
auxilio do Software Sisvar® (FERREIRA, 2011).

Os dados obtidos com a espectroscopia de RMN de *H foram analisados com método
de estatistica multivariada utilizando o Software Amix® versdo 3.9.14 da Bruker®.Os dados

foram dispostos em uma matriz com 443 amostras e 196 variaveis (sinais integrados



101

manualmente), escalonadas pela intensidade total e dividido pelo tamanho da regido. Para as
analises de PCA todos os dados da matriz final foram pré-processados realizando
escalonamento pela unidade de variancia a 95% de confianca.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados da analise sensorial do café natural e cereja descascado sdo apresentados
na Figura 1.

Figural- Valores médios da nota final da analise sensorial dos gréos de café (a) natural e
(b) cereja descascado acondicionados na embalagem papel (@), alta barreira (A) e
a vacuo (¢) durante 18 meses.

88 (a)

Analise sensorial (notas)

72 T T T T T T T T T |

Tempo de armazenamento (meses)

® P (y=0,01478x-0,90976x'+85,37904 R*=0,96207)
A PAB (y=0,03084x-0,78862x+86,29681 R*=0,82038)
¢V (y=9,06084x-0,43357x’+86,21988 R’=0,82323)

88 1
(b)

86 -

Analise sensorial (notas)

72 T T T T T T T T T |

Tempo de armazenamento (meses)

® P (y=-0,01157x-0,33267x+84,24717 R*=0,96729)
A PAB (y= 0,01414x-0,33914x°+83,88659 R'=0,80004)
¢V (y=2,69841x-0,25748x+83,8210 R’=0,72792)

Fonte: Abreu et al. (2018).
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Os lotes de café natural e cereja descascado foram classificados como especiais de
excelente qualidade antes do armazenamento. Observa-se que independentemente da
embalagem usada, inclusive a vacuo, a qualidade do café natural e cereja descascado reduziu
durante o armazenamento. No entanto, a taxa de reducdo da qualidade foi estatisticamente
diferente entre as embalagens.

A reducdo mais acentuada ocorreu nos grdos de café acondicionados na embalagem de
papel, permeavel a gases e ao vapor d’agua, tanto para o café natural quanto para o café
descascado. O café natural acondicionado em sacos de papel apresentou nota inferior a 80
pontos aos 6 meses, perdendo sua classificacdo como café especial. JA& o café cereja
descascado, acondicionado em sacos de papel apresentou nota inferior a 80 pontos aos 12
meses, ndo sendo mais considerado especial.

Apos 12 meses de armazenamento, tanto o café natural quanto o cereja descascado
acondicionados na embalagem PAB (papel com alta barreira) apresentaram qualidade
sensorial igual ao café armazenado na embalagem V (a vacuo), que é considerada uma
embalagem ideal para manutencdo dos atributos do café por longos periodos de
armazenamento (WATTS, 2013). Apds 18 meses de armazenamento graos de café natural
acondicionados nas embalagens de papel com alta barreira (PAB) e a vacuo apresentaram
melhor conservacdo da qualidade sensorial, mantendo-se com notas acima de 80 pontos. Ja
gréos de café cereja descascado acondicionados na embalagem PAB (papel com alta barreira)
apresentaram melhor conservacao da qualidade sensorial, com nota acima de 80 pontos.

Apesar dos resultados positivos, nenhuma embalagem foi capaz de manter a qualidade
sensorial inicial do café. Isso reforca a necessidade do desenvolvimento de metodologias
capazes de identificar alteragdes quimicas nos gréos crus de café durante o armazenamento,

antes que ocorram mudancas depreciativas na sua qualidade sensorial.
3.1 Ressonancia Magnética Nuclear *H
O espectro médio dos grdos crus de café inicio do armazenamento (tempo 0) é

apresentado na Figura 2. Experimentos 2D detalhados foram realizados para confirmar as

atribuicdes dos sinais.
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Figura 2 - Espectro de RMN *H (400 MHz, 25 °C) dos gréos crus de café.
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Legenda: Os metabdlitos identificados foram: 1, trigonelina; 2, &cido férmico; 3, cafeina; 4, acidos
clorogénicos; 5, acido cafeico; 6, acido ferdlico; 7, catecol; 8, sacarose; 9, acidos graxos insaturados;
10, acido malico; 11, &cido quinico; 12, glicerofosfocolina; 13, colina; 14, &cido citrico; 15, acido
succinico; 16, acidos graxos; 17, acido acético; 18, acido latico; 19, alanina e 20, treonina.

Fonte: Abreu et al. (2018).

A grande maioria dos compostos quimicos identificados no espectro gerado pela
técnica de RMN *H foram consistentes com os relatados na literatura cientifica nos graos de
café (DEL CAMPO et al., 2010; MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000; WEI et al., 20123,
2012b). A glicerofosfocolina e a treonina ndo estdo claramente documentados na literatura
dos grdos crus, mas ha relatos de compostos relacionados, como a fosfatidilcolina,
responsavel pela formacédo da glicerofosfocolina e outros aminoacidos relacionados a treonina
(DUSSERT et al., 2006).

O espectro gerado por essa abordagem metaboldémica € mais rico em informacgdes
quimicas quando comparado com as técnicas convencionalmente utilizadas para avaliar a
qualidade do café cru armazenado (RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; RIBEIRO et
al., 2011; SCHEIDIG; CZERNY; SCHIEBERLE, 2007; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008)
Assim, € possivel compreender as inimeras reacdes metabdlicas que podem ocorrer nos graos
durante o armazenamento e ndo apenas estudar compostos ja relatados com frequéncia na

literatura.
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3.2 Caracterizacao das amostras de acordo com o processamento do café

Inicialmente, realizou-se a analise exploratdria empregando a analise dos componentes
principais (PCA) apenas para as amostras no inicio do armazenamento com o objetivo de
identificar variacfes metabdlicas exclusivas do processamento do café. Na Figura 3 encontra-
se o resultado da analise exploratdria das variaveis quimicas referente ao café natural e cereja

descascado.
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Figura 3 - Grafico de escores e pesos do modelo da PCA para as amostras de café natural (e)
e cereja descascado (e).
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Fonte: Abreu et al. (2018).

Os 3 componentes principais (PC1, PC2 e PC3) explicaram cerca de 68,7% da
variancia total nas analises realizadas. Analisando o grafico de pesos obtidos a partir desta
PCA, percebe-se que a trigonelina, cafeina, colina e glicerofosfocolina sdo os compostos que
tiveram maior contribuicdo na descriminacdo das amostras.

Para identificar variagcdes nos compostos decorrentes apenas do tipo de

acondicionamento, realizou-se analise exploratdria através do PCA das variaveis quimicas dos
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gréos crus acondicionados em diferentes embalagens aos 18 meses de armazenamento,

independentemente do tipo de processamento do café (FIGURA 4).

Figura4 -  Grafico de escores e pesos do modelo da PCA para as amostras de café
acondicionado na embalagem de papel (@), alta barreira (@) e vacuo (o) aos 18

meses de armazenamento.

Fonte: Abreu et al. (2018).
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A espectroscopia por RMN 'H foi capaz de identificar modificagdes quimicas nos
grdos crus acondicionados em diferentes embalagens aos 18 meses. O café acondicionado em
embalagem de papel alta barreira e a vacuo possuem comportamento quimico similar, mas
distinto dos gréos acondicionados na embalagem de papel. Ao associar esse resultado com os
obtidos na analise sensorial é observada coeréncia (FIGURA 1). A nota sensorial do café
acondicionado na embalagem de papel alta barreira e a vacuo aos 18 meses sdo relativamente
préximas, mas diferentes da nota obtida na andlise sensorial do café acondicionado na
embalagem de papel, tanto para o café natural quanto para o café cereja descascado (FIGURA
1). Os resultados obtidos reforcam que a embalagem com alta barreira oferece protecdo aos
grdos crus igual ou superior a embalagem a vécuo.

De acordo com o grafico de pesos dessa PCA, a sacarose, acido graxo saturados,
treonina, acidos clorogénicos, glicerofosfocolina e colina sdo os compostos que tiveram maior
contribuicdo na discriminacdo das amostras. A sacarose € um dos carboidratos associados a
respiracao celular. Nesse processo ocorre hidrélise da sacarose, liberando os monossacarideos
glicose e frutose, que se tornam prontamente disponiveis para a respiracdo. Reducdo no
conteudo de sacarose durante o armazenamento esta relacionada ao aumento no metabolismo
dos gréos, indicando répida deterioracéo e perda de qualidade (SELMAR; BYTOF; KNOPP,
2008). Gréos acondicionados em embalagens permeaveis, como o papel, estdo mais expostos
as modificacbes ambientais, propiciando aumento da taxa respiratoria dos grdos e
consequentemente, afetando o metabolismo dos agucares com reducdo do conteudo de
sacarose (SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Resultados iniciais, referente a este mesmo
estudo ja indicaram reducdo da sacarose e aumento da glicose e frutose nos graos
acondicionados em embalagens permeaveis. Portanto, pode-se afirmar que graos
acondicionados em embalagens com alta barreira e a vacuo conservam melhor o contetdo de
sacarose, quando comparado aos graos acondicionados na embalagem de papel, confirmado
também pela espectroscopia por RMN *H.

Durante o armazenamento do café cru, ocorre oxidacdo da fracdo lipidica e liberacdo
de &cidos graxos decorrentes da hidrolise dos triacilglicerois (DUSSERT et al., 2006; SPEER,;
KOLLING-SPEER, 2006). Estudo do perfil de acidos graxos em café cru acondicionado em
diferentes embalagens detectou aumento mais intenso na liberacdo dos é&cidos graxos
saturados, palmitico e estearico, nos grdos acondicionados em saco de juta e armazenados em
condicBes ambiente apds 12 meses. Apenas grdos acondicionados em ambiente controlado
preservaram 0s valores dos &cidos graxos saturados apds 12 meses de armazenamento

(RIBEIRO, 2013). Como o saco de juta é similar a embalagem de papel, provavelmente os
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grdos acondicionados nessa embalagem sofreram maiores oxida¢des no conteldo de lipidios
promovendo aumento no teor de acidos graxos saturados.

A treonina é um amino&cido sintetizado a partir do &cido aspartico. Apesar de nao
haver relatos dessa substancia em estudos sobre armazenamento de gréos crus de café, sabe-se
que 0s amino&cidos sdo suscetiveis a oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (EROs)
gerando grupos carbonila, indicador de oxidagdo proteica (RENDON; SALVA;
BRAGAGNOLO, 2014). A oxidacdo das proteinas durante o armazenamento pode ser
acelerada pela oxidacdo lipidica, devido a proximidade de lipidios e proteinas na célula e a
presenca de EROs, geradas pela respiracdo dos grdos (SIMKIN et al., 2006). Estudo de
armazenamento de grdos crus de café ndo detectou mudangas significativas no contetdo total
de aminoacidos proteicos e na concentragdo da maioria dos aminoécidos individuais
(SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). Entretanto, a concentracdo de glutamina diminuiu
significativamente durante o armazenamento (SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008). De acordo
com as informacOes na literatura, possivelmente ocorreram diversas alteracdes metabdlicas
nos graos acondicionados em sacos de papel permeavel que propiciaram respiracdo dos
carboidratos, oxidacdo dos lipideos em um nivel capaz de afetar até o conteddo proteico,
indicado pelas alteragcdes no aminoacido treonina.

Os écidos clorogénicos sdo encontrados em grande quantidade nos grdos de café.
Existem diversas subclasses e isomeros dessas substancias, sendo o 5-CQA o isdmero
encontrado em maior quantidade no café. (CLIFFORD, 1985, 2000; FARAH;
DONANGELO, 2006). Por ser encontrado em grade quantidade no café, sdo esperadas
alteracdes no contetido desses compostos. No armazenamento dos graos ha relatos de reducéo
do conteudo de acido clorogénico, principalmente 5-CQA, devido as oxidagdes enzimaticas e
ndo enzimaticas (RENDON; SALVA; BRAGAGNOLO, 2014; SELMAR; BYTOF; KNOPP,
2008) que consequentemente afetam a qualidade sensorial (SELMAR; BYTOF; KNOPP,
2008). Por estarem mais expostos as oxidagcoes, graos acondicionados na embalagem de papel
possivelmente apresentam maiores alteragdes no contetdo dos acidos clorogénicos aos 18
meses.

Colina e glicerofosfocolina sdo componentes presentes nas membranas celulares. A
colina € uma amina encontrada nos lipidios da membrana celular e no neurotransmissor
acetilcolina. A glicerofosfocolina é um fosfolipidio derivado da fosfatidilcolina e precursor da
acetilcolina. A fosfatidilcolina é um glicerofosfolipideo que possui como grupo hidrofilico um
fosfato ligado a colina e é considerada o fosfolipidio mais abundante da membrana celular

(MURRAY; DAVIS, 2003). Diversas pesquisas sobre grdos e sementes de café utilizaram
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analises indicadoras de danos as membranas celulares para inferir deterioracdo do produto
durante o armazenamento, como o0s testes de condutividade elétrica, lixiviacdo de potassio e
germinacdo (ABREU et al., 2017; PAULO CARTERI CORADI, BOREM, SAATH, &
MARQUES, 2007; NOBRE, BOREM, FERNANDES, & PEREIRA, 2007; RIBEIRO et al.,
2011; SAATH, BIAGGIONI, BOREM, BROETTO, & FORTUNATO, 2012). Resultados
iniciais, referente a este mesmo estudo ja indicaram maior deterioracdo das membranas
revelado pelos testes de condutividade elétrica, lixiviacdo de potéssio nos gréos crus
acondicionados na embalagem de papel (ANDRADE, 2017).

Estudos mais especificos sobre deterioracdo das membranas durante 0 armazenamento
dos gréos constataram desestruturacdo das biomembranas e alteragdes na composicdo dos
fosfolipidios (DUSSERT et al., 2006; SELMAR; BYTOF; KNOPP, 2008; ZHENG et al.,
2017). Dussert et al. (2006) observaram seletiva reducdo dos glicerofosfolipideos presentes
nas membranas dos gréos crus de café, com rapida reducédo do fostatidiletanolamina e declinio
da fosfotidilcolina e fosfatidilinositol apds 12 meses de armazenamento. Por isso, de acordo
com as alteraches nesses compostos pode-se entender que possivelmente neste estudo os
grdos acondicionados em embalagem com alta barreira e a vacuo apresentam melhor
conservacdo da estrutura das membranas celulares aos 18 meses de armazenamento, quando
comparado com os gréos acondicionados na embalagem de papel.

Com o objetivo de identificar marcadores responsaveis pelas alteracdes decorrentes do
armazenamento, realizou-se a PCA das amostras acondicionadas nas diferentes embalagens
durante o periodo de armazenamento apenas para as variaveis colina, glicerofosfocolina,
trigonelina e cafeina (FIGURA 5). Apesar da sacarose, acidos graxos saturados, acidos
clorogénicos e treonina também terem contribuido com a separacdo das amostras no modelo
anterior, as variaveis escolhidas apresentaram sinais mais claro e separadas de outros

compostos quimicos no grafico de pesos (FIGURA 4).
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Figura 5 - Grafico de escores e pesos do modelo da PCA para as variaveis glicerofosfocolina,
colina, trigonelina e cafeina das amostras de café acondicionadas na embalagem
de papel (@), alta barreira (®) e vacuo () durante 0 armazenamento.
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Fonte: Abreu et al. (2018).

Novamente, observa-se sobreposicdo das amostras de grdos de café acondicionadas
em alta barreira e véacuo. Predominantemente, as amostras de café acondicionadas na
embalagem de papel ndo se agruparam com as amostras acondicionadas em alta barreira e a
vacuo. As Unicas amostras de papel que se agrupam com as amostras acondicionadas em alta
barreira e a vacuo sdo as amostras referentes ao inicio do armazenamento, ou seja, que nao

foram comprometidas com as alteracdes decorrentes do armazenamento. I1sso mostra que no
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inicio do armazenamento as amostras apresentavam caracteristicas quimicas similares e com o
passar do tempo, grdos de café acondicionados em embalagens de papel apresentam
alteracOes quimicas que os distinguem da composi¢do quimica inicial. Esse modelo enfatiza o
potencial da analise de RMN de *H em estudos com o armazenamento de grdos crus de café
acondicionados em embalagens com diferentes propriedades de barreira.

Depois de identificada a diferenca no comportamento quimico entre as amostras de
café acondicionadas em embalagens distintas durante o armazenamento, independente do
processamento do café, realizou-se a PCA das varidaveis em cada embalagem durante o
armazenamento, separadamente. Na Figura 6 é apresentado o resultado do modelo da PCA

dos gréos de café acondicionados na embalagem de papel.
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Figura 6 - Gréfico de escores e pesos do modelo da PCA para as amostras de café
acondicionadas na embalagem de papel durante o armazenamento. (inicio do
armazenamento (e) 3 meses (®), 6 meses (e), 9 meses (e), 12 meses (=) e 18
meses (e)).
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Fonte: Abreu et al. (2018).

Analisando o grafico de pesos dessa PCA as varidveis colina, glicerofosfocolina,
trigonelina e cafeina sdo o0s principais compostos quimicos responsaveis pela discriminagéo.
Para verificar se realmente esses compostos sao indicadores do envelhecimento dos grédos crus

de café, realizou-se a PCA apenas para essas variaveis (FIGURA 7).
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Figura 7 - Gréfico de escores e pesos do modelo da PCA para varidveis colina,
glicerofosfocolina, trigonelina e cafeina das amostras de café acondicionadas na
embalagem de papel durante o armazenamento. (inicio do armazenamento (e) 3
meses (@), 6 meses (#), 9 meses (o), 12 meses (=) e 18 meses (e)).
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A partir do modelo elaborado apenas para as variaveis colina, glicerofosfocolina,
trigonelina e cafeina foi possivel observar melhor separacdo das amostras durante o
armazenamento. Em cada periodo de armazenamento, as amostras de café natural estdo
localizadas na parte superior da elipse e as amostras do café cereja descascado, na parte
inferior. A trigonelina é a substancia com maior contribuicdo nessa separacao, apresentando
sinais ligeiramente mais intensos no café natural. Apesar de ser um composto amplamente

estudado e documentado em estudos de grdos de café, ndo é clara a contribui¢do isolada da
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trigonelina na diferenciacdo do café quanto aos diversos fatores que afetam a qualidade. A
maioria dos estudos com cafés especiais que avaliaram o comportamento da trigonelina
encontraram que, em algumas situacgdes, essa substancia em conjunto com outros compostos
sdo capazes de diferenciar origens geogréficas, genotipos, ambientes, processamentos e
qualidade sensorial do café (ARRUDA et al., 2012; AVELINO et al., 2005; FASSIO et al.,
2016, 2017; FIGUEIREDO et al., 2013; OBERTHUR et al., 2011; RIBEIRO et al., 2016).
Sendo assim, pode-se afirmar que apesar dos sinais mais intensos da trigonelina nas amostras
de café natural, a interagdo com outros compostos quimicos permitiu a separacéo entre o café
natural e cereja descascado.

Pelo grafico dos pesos observa-se que as amostras de café inicio do armazenamento e
apos 3 e 6 meses estdo relacionadas principalmente a presenca da glicerofosfocolina; ja as
amostras armazenadas por 9, 12 e 18 meses estdo relacionadas a colina e cafeina. A cafeina é
reconhecida por ser um composto com certa estabilidade, desde o desenvolvimento de frutos e
sementes (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006), processamento (DUARTE; PEREIRA,
FARAH, 2010; JOET et al, 2010), e ap6s a torra (CASAL; BEATRIZ OLIVEIRA;
FERREIRA, 2000; FRANCA; MENDONCA; OLIVEIRA, 2005). Devido a estabilidade da
substancia, ndo eram esperadas alteracfes metabdlicas desse composto. Existe um composto,
junto com os sinais da cafeina com probabilidade de ser xantosina. Para confirmar se o
metabolito realmente € a xantosina, estdo sendo realizadas investigacdes.

Conforme ja apresentado, glicerofosfocolina e colina sdo compostos relacionados com
as membranas celulares. Com a finalidade de verificar se realmente esses sdo 0S compostos
indicadores do envelhecimento dos gréos e verificar se grdos de café obtidos por via seca e
via Umida possuem comportamento diferente no armazenamento, realizou-se a PCA para o
café natural (FIGURA 8) e cereja descascado (FIGURA 9) com as variaveis colina e

glicerofosfocolina.



116

Figura 8 - Resultado do modelo da PCA para as variaveis e colina e glicerofosfocolina, das
amostras de café natural acondicionadas na embalagem papel durante o
armazenamento. (inicio do armazenamento (@) 3 meses (®), 6 meses (), 9 meses
(@), 12 meses (=) e 18 meses (e)).
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Figura 9 - Resultado do modelo da PCA para as variaveis e colina e glicerofosfocolina, das
amostras de café cereja descascado acondicionadas na embalagem papel durante o
armazenamento. (inicio do armazenamento (®) 3 meses (®), 6 meses (®), 9 meses
(@), 12 meses (=) e 18 meses (e)).
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Por meio da RMN *H e ferramentas quimiometria, foi possivel separar as amostras de
café natural acondicionado na embalagem de papel a partir do 3° més de armazenamento. 1sso
permite afirmar que aos de 3 meses de armazenamento ocorrem alteracdes relacionadas as
membranas celulares no café natural precursoras da depreciacdo sensorial que os degustadores
comecam a perceber a partir de 3 meses, com forte detec¢cdo aos 6 meses de armazenamento.

Aos 6 meses o café natural acondicionado ndo é considerado mais especial (FIGURA 1a).
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O comportamento do café cereja descascado foi diferente do café natural. Aos 3 meses
de armazenamento, algumas amostras ainda possuem comportamento similar as amostras
tomadas no inicio do armazenamento (tempo 0). A partir dos 6 meses, as amostras se separam
com maior clareza das amostras do inicio do armazenamento. Isso permite afirmar que aos de
6 meses de armazenamento ocorrem alteracdes relacionadas as membranas celulares no café
cereja descascado precursoras da depreciagcdo sensorial que os degustadores comecam a
perceber a partir de 6 meses, com forte deteccdo aos 9 meses de armazenamento. Aos 9 meses
o café natural acondicionado ndo é considerado mais especial (FIGURA 1b).

Os resultados permitem afirmar que colina e glicerofosfocolina sdo indicadores do
envelhecimento do café cru. Cafés naturais apresentaram maior transformacGes quimicas,
confirmando a hipdtese que sdo mais sensiveis as alteragdes no armazenamento (ABREU,
2015; CORADI et al.,, 2007; SAATH et al., 2012, 2014). Além disso, estd claro que os
resultados obtidos com a espectroscopia RMN *H sdo mais sensiveis em detectar alteracdes
metabolicas nos graos crus de café acondicionado que posteriormente depreciardo a qualidade
sensorial do café (FIGURA 1).

Abaixo sdo apresentados os resultados do modelo da PCA das variaveis quimicas dos
gréos de café acondicionados na embalagem de papel alta barreira (FIGURA 10) e vacuo
(FIGURA 11).
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Figura 10 - Resultado do modelo da PCA para (a) todas as varidveis e para (b) colina,
glicerofosfocolina, trigonelina e cafeina das amostras de café acondicionadas na
embalagem de papel alta barreira durante o armazenamento. (inicio do
armazenamento (®) 3 meses (@), 6 meses (¢), 9 meses (o), 12 meses (+) e 18
meses (e)).
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Figura 11 - Resultado do modelo da PCA para (a) todas as varidveis e para (b) colina,
glicerofosfocolina, trigonelina e cafeina das amostras de café acondicionadas na
embalagem a vacuo durante o armazenamento. (inicio do armazenamento (e) 3
meses (@), 6 meses (#), 9 meses (o), 12 meses (=) e 18 meses (e)).
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O comportamento dos grdos de café acondicionados na embalagem de papel alta
barreira e a vcuo durante o armazenamento foi similar, ndo apresentando alteracdes quimicas
observadas nos grdos acondicionados na embalagem de papel. Isso significa que graos

acondicionados em embalagens com alta barreira e a vacuo conservaram as caracteristicas
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quimicas iniciais por 18 meses. Os resultados séo coerentes com a analise sensorial (FIGURA
1). Apds 18 meses de armazenamento gréos de café natural acondicionados nas embalagens
de papel com alta barreira (PAB) e a vacuo (V) apresentaram melhor conservacdo da
qualidade sensorial, mantendo-se com notas acima de 80 pontos. Ja gréos de café cereja
descascado acondicionados na embalagem PAB (papel com alta barreira) apresentaram
melhor conservagao da qualidade sensorial, com nota acima de 80 pontos.

Os resultados confirmam a hipétese de que € possivel manter a qualidade do café
durante longos periodos de armazenamento. Além disso, comprova que ha tecnologia capaz
de conservar os grdos de café com eficiéncia igual ou superior a embalagem a vacuo,
considerada referéncia na conservacao dos gréos crus por exportadores e importadores de café
especiais (WATTS, 2013).
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4 CONCLUSAO

a) A abordagem metaboldmica com o emprego da espectroscopia RMN *H foi
eficiente para compreender o fenémeno do envelhecimento dos gréos crus de café
natural e cereja descascado armazenados em diferentes embalagens;

b) A embalagem de papel permite maiores transformagfes quimicas nos grdos crus
de café durante o armazenamento e 0s compostos quimicos associados as
alteracOes sdo colina e glicerofosfocolina;

c) Café natural especial é mais sensivel as transformac6es quimicas relacionadas ao
armazenamento, quando comparado com café cereja descascado especial;

d) A embalagem de alta barreira oferece a mesma protecdo ao café cru que o
acondicionamento a vacuo e é adequada para o acondicionamento de gréos crus de

café natural e cereja descascado especial por longos periodos de tempo.
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RESUMO

Apesar dos avanc¢os nos estudos em tecnologias eficientes para acondicionar os grdos crus de
café, ndo existe embalagem comercial capaz de evitar alteracbes nos gréos decorrente do
armazenamento. Isso significa que ocorrem alteracbes nos grédos decorrentes do
armazenamento em todas embalagens disponiveis comercialmente. A velocidade com que
essas modificacbes ocorrem € diferente em tipo de acondicionamento do café, sendo que a
taxa de reducdo da qualidade é maior nas embalagens permeaveis, como a sacaria de juta ou
papel. A proposta com este trabalho é determinar o periodo de armazenamento em que ocorre
alteraces nos compostos volateis do café torrado indicadores do envelhecimento dos graos
crus de café especial natural e cereja descascado acondicionado em embalagem com alta
barreira e permeavel. Grdos crus de café natural e cereja descascado especial foram
acondicionados em 2 tipos de embalagens e armazenado em armazém comercial. Foi
realizada a analise sensorial e o perfil de compostos volateis nos periodos de 0, 3, 6,9, 12 e 18
meses de armazenamento. A analise de compostos volateis dos grdos torrados foi eficiente em
identificar alteracdes quimicas nos graos crus de café natural armazenados em diferentes
embalagens. A embalagem de papel permite maiores transformacdes quimicas dos compostos
volateis nos graos crus de café natural detectadas a partir do 3° més de armazenamento e 0s
compostos mais associados as alteracGes sdo 1-hidroxi 2-propanona; 2-metil tetrahidro 3-
furanona; furfural e piridina. Café natural especial € mais sensivel as transformacgdes quimicas
relacionadas ao armazenamento, quando comparado com café cereja descascado especial.

Palavras-chave: Cafés especiais. Embalagens. Deterioracdo. Qualidade sensorial.
Processamento.

VOLATILE COMPOUNDS IN ROASTED COFFEE THAT INDICATE AGING OF
GREEN COFFEE GRAINS CONDITIONED IN DIFFERENT PACKAGES

ABSTRACT

Despite the advancements in studies about technologies to condition green coffee grains, there
is no commercial package able to avoid alterations to the grains due to storage. That means
that alterations due to storage occur to coffee grains in any packages commercially available.
The speed at which these modifications occur is different depending on the type of coffee
conditioning, being that the quality reduction rate is higher at permeable packages, such as
paper or jute bags. This work aims at determining the storage period in which there are
alterations to the volatile compounds in roasted coffee that indicate aging in green coffee from
natural coffee and pulped natural coffee conditioned in permeable packages and high barrier
packages. Green coffee beans from the natural and pulped natural coffees were conditioned
into two types of packages and stored in a commercial warehouse. Sensory analysis and the
profile of volatile compounds were carried out at 0, 3, 6, 9, 12 and 18 months of storage. The
analysis of volatile compounds of roasted coffee was able to identify chemical alterations in
the green coffee beans stored in different packages. Paper packages allow greater chemical
transformations of the volatile compounds in the green grains of coffee detected from the
third month of storage and the compounds more directly related to the alterations are 1-
hydroxy 2-propanone; 2-methyl tetrahydro 3-furanone; furfural and pyridine. Natural
specialty coffee is more sensitive to chemical transformations related to storage, when
compared to pulped natural specialty coffee.

Keywords: Specialty coffees. Packages. Deterioration. Sensory Quality. Processing.
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1 INTRODUCAO

O armazenamento do café é etapa indispensavel para fornecer com consisténcia e
constancia cafés especiais ao mercado. Inadequacdes nesta etapa pode comprometer a
sustentabilidade do negdcio e inviabilizar a atividade. Estudos tém avaliado diferentes
tecnologias para o acondicionamento do café cru eficientes em conservar as caracteristicas
qualitativas inicias do café por maiores periodos de tempo, com destaque para os resultados
positivos das técnicas de atmosfera artificial (BOREM et al., 2008, 2013; CORADI et al.,
2007; NOBRE et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011).

Devido a necessidade em oferecer a0 mercado embalagens eficientes para o
acondicionamento dos grdos crus de café especial foi celebrada recentemente parceria
publico-privada entre a UFLA (Universidade Federal de Lavras), BSCA (Associacdo
Brasileira de Cafés Especiais), Klabin e Videplast, com o apoio das exportadoras de café
especiais Bourbon Specialty Coffees, Carmocoffees e Apex-Brasil. Fruto da parceria foi
estudo onde foi avaliada a qualidade do café cru especial acondicionado em embalagens com
diferentes propriedades de barreira. No estudo constatou-se que embalagens com alta barreira
séo eficazes para 0 armazenamento do café cru por longos periodos, por proporcionar melhor
conservacdo dos grdos (ANDRADE, 2017). Atualmente, as embalagens estudadas ja estdo
sendo comercializadas e utilizadas por produtores, exportadores e importadores de cafeés
especiais no mundo.

Embora houve evolucdo nos estudos em tecnologias eficientes para acondicionar os
grdos crus de café, ndo existe embalagem comercial capaz de evitar alteracbes nos gréos
decorrente do armazenamento. Isso significa que ocorrem alteracfes nos gréos decorrentes do
armazenamento em todas embalagens disponiveis comercialmente (ANDRADE, 2017,
BOREM et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011). Contudo, a velocidade com que essas
modificacdes ocorrem € diferente em cada embalagem, sendo que a taxa de reducdo da
qualidade é maior nas embalagens permeéveis, como a sacaria de juta ou papel (BOREM et
al., 2008, 2013; NOBRE et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011). A maioria dos estudos
realizados de armazenamento de gréos crus utilizaram lotes de cafés com pontuacéo proxima
a 80 pontos, atribuida por juizes certificados. Cafés com essa pontuacdo sdo classificados
como especiais de acordo com a SCA (Specialty Coffee Association). Entretanto, devido a
crescente exigéncia e demanda do mercado de especiais por cafés com perfis sensorias
complexos e exdticos, cafés com pontuacdo em torno de 80 pontos ndo sdo tdo valorizados

pelo.
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Cafés especiais de excelente qualidade possui dindmica das alteragcbes no
armazenamento diferente de cafés qualidade muito boa e principalmente do commodities
(ANDRADE, 2017; RIBEIRO, 2013), necessitando de mais estudos cientificos para
compreender essas transformagdes. Além disso, o desagio com a reducdo da qualidade
comparativamente € muito maior nos cafés especiais quando comparado com cafés
commodities. Por essas razles, justifica-se estudos de armazenamento do café cru com
matéria prima de qualidade superior as ja documentadas na literatura.

Outro aspecto que necessita de mais informacdes sdo as diferengas no comportamento
quimicos no armazenamento de gréos crus de café especiais processados por via seca e via
Umida. As diferencas na composi¢cdo quimica inicial dos graos crus de café natural e cereja
descascado faz com que esses cafés se comportem de maneira distinta no armazenamento,
com maior reducdo da qualidade relatada nos cafés naturais (ABREU, 2015; CORADI et al.,
2007; SAATH et al., 2012, 2014). Contudo, ndo esta elucidado quais s&o 0s compostos ou
grupos de substancias indicadoras do envelhecimento e se sdo iguais, em qualidade e
quantidade, para o café natural e cereja.

Todo o conteudo abordado, contribui para que o fenémeno do envelhecimento dos
gréos crus de cafés especiais seja extremamente complexo, com varias questes abertas a
respeito dos compostos responsaveis pela alteragdo do sabor ou do aroma do café. Com o
objetivo de compreender o fenémeno, sdo necessarias ferramentas instrumentais capazes de
estudar os compostos quimicos relacionados ao sabor e aroma da bebida do cafe. Atualmente,
a analise de cromatografia gasosa (CG) é considerada a melhor abordagem para compreender
questdes relacionadas ao aroma do café. Devido aos avancos na técnicas de CG nos ultimos
anos, 0 numero de publicacbes sobre café aroma e concomitantemente o numero de
compostos volateis identificados no café sdo elevados (BERTRAND et al., 2012a;
CANTERGIANI et al., 2001; CHEONG et al., 2013; DULSAT-SERRA; QUINTANILLA-
CASAS; VICHI, 2016; GLOESS et al., 2014; KNYSAK, 2017; PICCINO et al., 2014;
POYRAZ et al., 2016; SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014; YERETZIAN et al.,
2004, 2002). Aproximadamente mil compostos volateis foram relatados no café cru e torrado
(BUFFO; CARDELLI-FREIRE, 2004; FLAMENT, 1989; MARIA; MOREIRA; TRUGO,
1999; MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000). Entretanto, ja foi documentado que
aproximadamente menos de 30 compostos volateis sdo importantes na percepcao do aroma do
café torrado(BLANK; SEN; GROSCH, 1992; CZERNY; GROSCH, 2000; CZERNY;
MAYER; GROSCH, 1999; GROSCH, 2001; GROSCH et al., 2000; MAYER; GROSCH,
2001; SEMMELROCH et al., 1995; SEMMELROCH; GROSCH, 1996).
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Através da técnica de CG, compostos volateis marcadores do envelhecimento dos
grdos de café foram identificados. Aldeidos formados a partir da oxidag&o de lipidios, como o
hexanal, (Z)-2-nonenal, (E)-2-nonenal, (E,Z)-2,6-nonadienal, (E,E)-2,4-nonadienal e o0s
isomeros do 2,4-decadienal, foram relacionados com sabor e aroma de café velho (DART;
NURSTEN, 1985; PARLIMENT; CLINTON; SCARPELLINO, 1973).0s enantidmeros de
linalol e o acetaldeido trans-2-nonenal sdo outros compostos oriundos da oxidacdo lipidica,
que também impactam no sabor e aroma do café (BONNLANDER et al., 2006). O trans-2-
nonenal é considerado um indicador de café velho, pois confere nota sensorial desagradavel
de papeldio e madeira & bebida (BONNLANDER et al., 2006; BONNLANDER;
COLOMBAN; LONZARICH, 2005; PARLIMENT; CLINTON; SCARPELLINO, 1973).
Esse composto também ja foi associado ao sabor desagradavel de papeldo em cerveja velha
(SCHERER et al., 2010; SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008).

Uma vez identificado esses compostos volateis no café torrado, ja houve a depreciacao
de bebida. Uma informacgdo inovadora seria identificar o periodo que 0S compostos
indicadores do envelhecimento dos gréos crus sdo formados em embalagens com diferentes
niveis de protecdo aos grdos. Essa informacdo contribuiria com o controle e gestdo da
industria de café devido a possibilidade de destinar lotes de café para o mercado antes de
depreciar a qualidade sensorial. Por isso, a proposta com este trabalho é determinar o periodo
de armazenamento em que ocorre alteracbes nos compostos volateis do café torrado
indicadores do envelhecimento dos grédos crus de café especial natural e cereja descascado

acondicionado em embalagem com alta barreira e permeéavel.
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2 MATERIAL E METODOS

Os gréos crus de café natural e descascado especial (Coffee arabica L.) provenientes
de um lote comercial, beneficiado, selecionado e caracterizado quanto & bebida por Juizes
Certificados pela Associacdo Cafés Especiais (SCA), com nota de 84 pontos para o lote de
café natural e 86 pontos para o lote de café cereja descascado.

O café foi acondicionado em trés embalagens e armazenado por um periodo de 18
meses no armazém comercial da empresa Bourbon Specialty Coffees S/A, na cidade de Pogos
de Caldas, MG. As analises sensoriais e cromatogréficas foram realizadas nos grdos em seis

periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses).

2.1 Embalagens

Foram utilizadas duas embalagens, com capacidade de 30 kg, para acondicionar 0s
gréos crus de café: (P) embalagem de papel sem barreira e (PAB) embalagem de papel com
alta barreira. As embalagens foram fornecidas pela empresa Klabin®.

A embalagem de papel sem barreira foi utilizada por possuir permeabilidade a gases e
vapor de agua similar a sacaria de juta, embalagem mais utilizada no armazenamento de café
cru. A embalagem de papel com alta barreira se refere a impermeabilidade a gases e vapor
d’agua e representa a técnica de atmosfera modificada. Neste artigo (Artigo 3) a embalagem a
vacuo ndo foi utilizada, pois nos dois artigos anteriores desta Tese 0s graos crus de café
acondicionados a VvAcuo apresentaram comportamento quimico similar aos grdos crus

acondicionados na embalagem com alta barreira.

2.2 Implantacéo do experimento

As embalagens foram armazenadas em condi¢do ambiente. As amostragens para as
avaliacGes foram realizadas no inicio do armazenamento e apos 3, 6, 12 e 18 meses. A
quantidade amostrada para a realizacdo de todas as andlises foi de aproximadamente 500 g de

grdos em cada embalagem.
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2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
2x2x6, correspondendo a dois processamentos do café (natural e cereja descascado), duas
embalagens (P ePAB), seis periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9, 12 e 18 meses) com trés

repeti¢Oes. Totalizando 72 amostras.

2.4 Analises

2.5 Andlise sensorial

A analise sensorial foi realizada por Juizes Certificados pela SCA com a utilizac¢do do
protocolo da Associacdo de Cafés Especiais (SCA), de acordo com a metodologia proposta
por Lingle (2011), para avaliacdo sensorial de cafes especiais. Para padronizar a torra,
evitando que esta influencie a avaliacdo dos juizes, armazenou-se um padrdo de torra da
primeira época que era recorrido durante a torra em cada época de avaliacdo. Todas as
amostras foram torradas com antecedéncia minima de 12 horas a degustacdo. Os resultados
finais da avaliacdo sensorial foram constituidos pela soma de todos os atributos.

Um dos desafios com a andlise sensorial de amostras de café cru estocadas por longos
periodos € fixar uma referéncia sensorial confidvel da amostra original. Assim, em cada
periodo de avaliacdo do armazenamento, amostras torradas dos melhores cafés de cada
processamento foram acondicionadas em tubos tipo falcon e armazenadas em deepfrezer
(-80 °C). Essas amostras foram usadas na calibracdo dos degustadores no momento das
avaliacGes seguintes permitindo a eles o resgate das referéncias sensoriais do periodo anterior
de armazenamento. Todas se¢Oes de analise sensorial foram realizadas pelo mesmo grupo de

degustadores durante 18 meses.

2.6 Cromatografia gasosa

As analises cromatogréaficas foram realizadas ap6s o término da conducdo do
experimento. Nesse momento, s6 havia disponiveis graos crus de cada amostra armazenadas
no deepfreezer (-80 °C). Por isso, foi necessario realizar novamente a torra dos grdos para

conduzir as determinagdes cromatogréficas.
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Oito graos crus de café de cada amostra foram colocados em vials e submetidos a torra
em estufa de circulacdo forcada (modelo Nova Etica N480) & 200 °C por 20 minutos para as
amostras de café natural e 19 minutos para as amostras de café cereja descascado
(metodologia adaptada de Craig et al., 2015). O tempo de permanéncia na estufa foi
determinado apos testes em que a coloragdo dos gréos torrados e moidos apresentava a mesma
coloragdo do padréo para a degustacdo (LINGLE, 2011).

As amostras torradas foram maceradas em almofariz de porcelana adicionando-se
nitrogénio liquido para facilitar a moagem e evitar oxidagdes. As particulas das amostras
apresentavam diametros entre 1 e 0,125 mm. Ap6s a moagem, 1 grama de cada amostra foi
colocado em vials hermeticamente fechados.

Os compostos volateis foram extraidos utilizando o headspace estatico do
equipamento GC-MS modelo QP - 2010 SE (Shimadzu) equipado com uma coluna NST- 100
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com fase de polietilenoglicol similar a Carbowax®. Os vials
contendo as amostras foram colocados no equipamento e apds o equilibrio a 70°C durante 30
min, a fase volatil foi injetada no cromatografo gasoso (GC) com posterior deteccao
utilizando espectrometro de massa (MS).

A temperatura do injetor foi ajustada a 220 °C, e o gas hélio, utilizado como
transportador, foi mantido a uma taxa de fluxo de 1 ml / min de velocidade linear. Apos testes
para determinacdo da melhor separacdo, a melhor programacdo de aquecimento foi: durante
6 min a temperatura do forno foi mantida a 25 °C, logo apds a temperatura foi aquecida até
70 °C com a taxa de 10°C / min, até 95°C a 5°C / min, até 115°C a 10°C / min, até 170 °C a

5°C / min e finalmente, até 215 °C a 40°C / min. O tempo total da corrida foi de 35 minutos.

2.7 ldentificacdo dos compostos volateis

Ap0s a separacdo por cromatografia gasosa, os compostos volateis foram identificados
por um detector de massas acoplado ao CG. A identificacdo dos compostos foi baseada nos
espectros obtidos na espectrometria de massas com ionizacdo por elétrons a 70 eV de 50 a

350 m/z e comparados com os dados da biblioteca de espectros de massa NIST/2014.
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2.8 Ferramentas estatisticas e quimiométricas

Os dados obtidos na analise sensorial foram submetidos & anélise de regressdo com
auxilio do Software Sisvar® (FERREIRA, 2011). J& os dados obtidos com a cromatografia
gasosa foram analisados por meio de técnicas de estatistica multivariada.

A érea relativa do pico de cada composto volatil foi o conjunto de dados estudados.
Inicialmente os dados foram centrados na média e em seguida submetidos a analise
exploratéria por meio da analise de componentes principais (PCA). Depois, o modelo
supervisionado foi obtido para classificar os grdos crus de café com relacdo ao tipo de
processamento (natural e cereja descascado) através da analise supervisionada com o uso da
analise descriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). O pré-tratamento e as
analises quimiometricas dos dados foram realizados utilizando-se o programa Chemoface
versdo 1.4 (NUNES et al., 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Andlise sensorial

Os resultados da analise sensorial do café natural e cereja descascado séo apresentados
na Figura 1.

Figural- Valores médios da nota final da analise sensorial dos grdos de café (a) natural e
(b) cereja descascado acondicionados na embalagem papel (@) ¢ alta barreira (A)
por 18 meses.

Analise sensorial (notas)

72 T T T T T T T T T
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Tempo de armazenamento (meses)
P (y=0,01478x-0,90976x"+85,37904 R*=0,96207)
A PAB (y=0,03084x-0,78862x"+86,29681 R*=0,82038)
88
(b)

86

Analise sensorial (notas)

Tempo de armazenamento (meses)

P (y=-0,01157x-0,33267x"+84,24717 R*=0,96729)
PAB (y= 0,01414x-0,33914x’+83,88659 R*=0,80004)

Fonte: Da autora (2018).
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Os lotes de café natural e cereja descascado foram classificados como especiais de
excelente qualidade no inicio do armazenamento (tempo 0). Observa-se reducdo da qualidade
do café natural e cereja descascado durante o armazenamento independente da embalagem
utilizada. No entanto, a taxa de reducdo da qualidade do lote de café acondicionado na
embalagem de papel é maior, tanto para o café natural quanto para o café descascado. Esse
resultado é coerente com os de outros trabalhos (BOREM et al., 2008, 2013; NOBRE et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2011).

O café natural acondicionado em sacos de papel apresentou nota inferior a 80 pontos
aos 6 meses, perdendo sua classificagdo como café especial. J& o café cereja descascado,
acondicionado em sacos de papel (P) apresentou nota inferior a 80 pontos aos 12 meses, nao
sendo mais considerado especial. Apds 18 meses de armazenamento grdos de café natural e
cereja descascado acondicionados nas embalagens de papel com alta barreira (PAB)
apresentaram melhor conservacao da qualidade sensorial, mantendo-se com notas acima de 80

pontos.

3.2 Compostos volateis

Inicialmente, apenas asvariaveis quimicas das amostras de café cereja descascado e
natural no inicio do armazenamento foram submetidas a analise exploratoria por meio da PCA
com o objetivo de identificar modificacao relacionadas apenas ao processamento do café, sem

a influéncia das alteragdes durante o armazenamento.
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Figura 2 - Gréfico dos escores do modelo da PCA para as amostras de café natural (e) e
cereja descascado (e).
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Fonte: Da autora (2018).

A anélise de componentes principais permitiu a separacdo das amostras de acordo com
0 processamento (via seca e via umida). Inameros estudos ja investigaram as diferencas entre
a composicdo quimica do café natural e descascado e verificaram que diferencas no
metabolismos dos grdos estdo relacionados ao processo germinativo é a base para a
explicacdo(BYTOF et al., 2007; JOET et al., 2010; KNOPP; BYTOF; SELMAR, 2006;
SELMAR et al., 2006; SELMAR; KLEINWACHTER; BYTOF, 2014). Ao remover o
exocarpo dos grdos e parte do mesocarpo, sao removidas substadncias inibidoras da
germinacdo, desencadeando o processo germinativo durante o processamento do café(BYTOF
et al., 2007; SELMAR et al., 2006). A germinacdo € marcada pela maior expressdo da enzima
isocitratoliase (ICL), relacionada ao metabolismo da germinacdo, e aumento na quantidade de
B-tubulina, marcador para a divisdo ou alongamento celular, apds a remocéo de partes do
frutos grdos para o processados via imida (BYTOF et al., 2007; SELMAR et al., 2006).

Este fendmeno implica em consumo das substancias de reserva em grdos de café
processados por via Umida para iniciar o processo de germinacao. As substancias de reservas
presentes no endosperma dos grédos de café representam os precursores do sabor e aroma que
se formardo no café torrado, influenciando diretamente a qualidade de bebida. Dessa maneira,
acredita-se que diferencas sensoriais entre cafés naturais e despolpados pode ser explicada

pelo fato de que nos cafés despolpados parte dos agucares foi consumida no processo de
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germinacdo (BYTOF et al., 2007; SELMAR et al., 2006). Contudo, sdo necessarios mais

estudos cientificos para elucidar os mecanismos relacionados a germinacdo durante o

processamento do café e seu impacto sobre a qualidade sensorial.

Os acUcares sdo precursores de uma série de compostos volateis apds a torra do café
(ARRUDA et al., 2011, 2012, GONZALEZ-RIOS et al., 2007a, 2007b; RIBEIRO et al.,

2016; YERETZIAN et al., 2002). Durante a torra, a sacarose e aglcares redutores reagem

com aminoacidos livres e grupos de aminas na reacdo de Maillard e formam diversos

compostos volateis.

Tabela 1 - Area relativa dos compostos volateis do café natural e cereja descascado no inicio

do armazenamento.

(Continua)
. Processamento
Compostos volateis Natural D
1 acetiloxi 2 propanona 2.7982 2.6262
1 hidroxi 2 butanona 0.5240 0.7706
1 hidroxi 2 propanona 8.0017 12.1741
1 metil pirrol 0.9702 0.7052
1 metil pirrol carbaldeido 0.2324 0.1355
1-(2-furanil) etanona 1.0313 1.1815
2-(metoxi metil) furano 0.1684 0.1302
2,3-Butanodiona 3.5123 4.0830
2,3-dimetil pirazina 0.2411 0.1989
2,3-Pentanodiona 5.0324 6.0770
2,5-dimetil furano 0.5178 0.4338
2,5-dimetil pirazina 1.9916 2.1553
2,5-Furandione, dihydro-3-methylene- 0.1931 0.1849
2,6-dimetil pirazina 1.7529 1.8229
2-Butanona 3.1658 3.3559
2-etil-6-metil- pirazina 0.4139 0.5477
2-Furanmetanol 11.2029 11.6750
2-metil butanal 7.8912 7.3220
2-metil furano 6.6732 6.9048
2-metil tetrahidro 3-furanona 4.1692 4.5517
3 metil butanol 0.1766 0.0000
3,4-hexanodiona 0.1194 0.1140
3-metil 3 butanol 0.1091 0.0488
3-metil butanal 4.8558 4.7999
3-metil fenol 0.2429 0.2743
4-¢til 2,2-dimetilhexano 0.0000 0.3104
5-metil 2-furancarboxaldeido 2.3381 2.6232
Acetato de 2 furanmetanol 1.2659 1.4855
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Tabela 1 - Area relativa dos compostos volateis do café natural e cereja descascado no inicio

do armazenamento.

(Conclusao)

Compostos volateis Processamento
Natural CD
Acetato de etil 0.7066 0.0000
Acetoina 1.9532 2.0958
Etanol 5.0649 0.5538
Etil pirazina 0.9321 0.9973
Furfural 4.3478 6.3716
Gama-butirolactona 0.5650 0.3418
Metil pirazina 4.7827 4.7912
Metoxi metil oxirano 0.2787 0.3188
Pirazina 0.6180 0.5850
Piridina 9.8450 6.2831
Pirrole 0.3857 0.2929
Propionato de vinila 0.2502 0.1334

De acordo com a Tabela 1 o composto Hexane, 4-ethyl-2,2-dimethyl-ndo foi

identificado nas amostras de natural e os compostos 3-metil-1-butanole acetato de etil ndo

foram identificados nas amostras de cereja descascado. Para confirmar se esses compostos séo

importantes na discriminacdo das amostras de acordo com o processamento, realizou-se o

modelo supervisionado por meio da PLS-DA (FIGURA 3). As amostras de café natural foram

identificadas como classe 1 e as amostras de café cereja descascado, classe 2. Nesse grafico,

os elementos com as barras mais longas tém os maiores coeficientes de regressdo e maior

impacto na separacdo das amostras de café natural e cereja descascado. Os elementos acima

da linha central sdo positivamente relacionados com as amostras de café natural, enquanto os

elementos abaixo da linha central estdo positivamente relacionados com as amostras de cereja

descascado.
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Figura 3 - Resultado do modelo do PLS-DA para as amostras de café natural e cereja
descascado.
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Legenda: 1, 2,3 pentanodiona; 2, 1-hidroxi 2-propanona; 3, etanol; 4, furfural; 5, 2-metilpirazina e 6,

piridina.
Fonte: Da autora (2018).

As amostras de café natural apresentaram alta correlacdo com os compostos; etanol e
piridina, enquanto as amostras de café cereja descascado apresentaram alta correlacdo com os
compostos 2,3 pentanodiona; 1-hidroxi 2-propanona;furfural e 2-metilpirazina.

O etanol no café torrado € um dos produtos secundarios da degradacdo oxidativa de
lipidios (MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000). Ja as piridinas podem ser formadas a partir da
degradacdo térmica da trigonelina, pirolise de aminoacidos, degradacdo de Strecker ou na
reacdo de Maillard (FLAMENT, 2002).

Os compostos 2,3 pentanodiona e 1-hidroxi 2-propanona sdo cetonas. As cetonas
podem ser provenientes da pirGlise de carboidratos e reacbes de Maillard (CLARK;
MACRAE, 1985). A 2,3 pentanodiona ja foi associada com o aroma de manteiga e 1-hidroxi
2-propanona, com o aroma de nozes(CANTERGIANI et al., 2001). Outro composto formado
a partir de reac6es que ocorrem durante a torra € a 2-metilpirazina, uma pirazina. As pirazinas
sdo formadas apds a degradacdo térmica e podem ser geradas pela reacdo de Maillard,
degradacdo de Strecker ou pir6lise de hidroxiaminodcidos (FLAMENT, 2002). Esse
composto ja foi associado com o aroma de café torrado (CANTERGIANI et al., 2001). O

furfural € um aldeido heterociclico e aromético formado através da degradacdo de agucares e
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aminodcidos pela reacdo de Maillard durante a torra, este composto ja foi relacionado com o
aroma de améndoas (NAKAMA et al., 1993).

Obseva-se que todos os compostos altamente relacionando com o café cereja
descascado sdo relacionados com mecanismos de degradacdo de aguUcares durante a torra.
Resultados similares ja foram constatado em outro estudo que verificaram que oscompostos
derivados da torrasdo mais correlacionados aos cafés cereja descascado (ARRUDA et al.,
2011).

Depois de verificada a diferenca entre os processamentos do café, analisou-se
separadamente o comportamento dos compostos volateis no café natural e cereja descascado

durante o armazenamento.

3.3 Café natural

Na analise de compostos volateis foram encontrados 41 compostos volateis nas
amostras de café natural. A Figura 4 € uma projecdo dos resultados obtidos na analise dos
componentes principais (PCA), referente a distribuicio da embalagem/tempo de

armazenamento, em funcdo da area relativa dos compostos volateis.

Figura 4 - Grafico de escores do modelo da PCA das amostras de café natural acondicionado
na embalagem de papel (circulo) e alta barreira (quadrado).
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Legenda: Inicio do armazenamento (preto), 3 meses (azul), 6 meses (verde), 9 meses (vermelho), 12

meses (laranja) e 18 meses (roxo).
Fonte: Da autora (2018).
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De acordo com o gréfico dos escores, observa-se que as amostras de café no inicio do
armazenamento estdo proximas, indicando que o lote de café apresentava caracteristicas
quimicas similares. A partir de 3 meses de armazenamento, as amostras de café
acondicionadas na embalagem de papel se distanciaram das amostras no inicio do
armazenamento (tempo 0), formando um novo grupo e indicando maiores transformacoes
quimicas nessas amostras. Os resultados obtidos comprovam que a partir de 3 meses de
armazenamento ocorrem alteragdes no café cru acondicionado na embalagem de papel
constatadas por meio da analise dos compostos volateis do café torrado. As alteragdes nos
compostos volateis detectadas aos 3 meses no café torrado, comprometerdo a qualidade
sensorial do café aos 6 meses de armazenamento (FIGURA 1a).

Com relagdo as amostras acondicionadas na embalagem com alta barreira, observa-se
proximidade das amostras em todos os periodos de armazenamento. Entretanto, a partir de 12
meses de armazenamento as amostras possuem uma leve tendéncia de se separar das demais.
Apesar de ndo ter sido constatada alteracdo sensorial suficiente para desclassificar o café
como especial (FIGURA 1a), provavelmente a partir de 12 meses de armazenamento iniciam-
se alteracbes no café cru acondicionado em alta barreira que sO serdo perceptiveis
sensorialmente apds 18 meses de armazenamento. Como o estudo foi realizado até os 18
meses, ndo é possivel afirmar com seguranca.

Para identificar os principais compostos volateis responsaveis pela separacdo das
amostras acondicionadas em papel a parti de 3 meses de armazenamento realizou-se a analise
supervisionada com o uso da PLS-DA (FIGURA 5). Nesse grafico, os elementos com as
barras mais longas tém os maiores coeficientes de regressdo e maior impacto na separacao das
amostras de café natural a partir de 3 meses de armazenamento das demais amostras. Os
elementos acima da linha central sdo positivamente relacionados com as amostras de café
natural a partir de 3 meses de armazenamento, enquanto os elementos abaixo da linha central
estdo positivamente relacionados com as amostras no inicio do armazenamento (tempo 0) e

acondicionadas na embalagem de alta barreira.
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Figura 5 - Resultado do modelo do PLS-DA para amostras de café natural acondicionados na
embalagem de papel a partir de 3 meses.

:1 T T T T

oressdo
L)
L]
L

o

Coeficiente de re
[}
=

3

R
"|
0.15 L

1
10 20 30 A0 30
Variaveis

2

Legenda: 1, 1 hidroxi 2 propanona; 2, 2-metil tetrahidro 3-furanona; 3, etanol, 4, 2-metil furano; 5,
furfural e 6, piridina.
Fonte: Da autora (2018).

Os compostosl1-hidroxi 2-propanona; 2-metil tetrahidro 3-furanona; furfural e piridina
apresentam alta correlacdo com as amostras de café acondicionadas nas embalagens de papel
a partir dos 3 meses de armazenamento, quando comparada com as demais amostras. Ja 0
etanol e 2-metilfurano estdo relacionados com as amostras no inicio do armazenamento
(tempo 0) e acondicionadas na embalagem de alta barreira durante o periodo de
armazenamento.

A partir dessa informacdo, foi elaborado uma nova PCA com as seis variaveis
(FIGURA 6).
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Figura 6 - Gréfico de escores do modelo da PCA dos seis principais compostos volateis
responsdveis pela separacdo das amostras de café natural acondicionado na
embalagem de papel (circulo) e alta barreira (quadrado).
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Legenda: Inicio do armazenamento (preto), 3 meses (azul), 6 meses (verde), 9 meses (vermelho), 12
meses (laranja) e 18 meses (roxo).
Fonte: Da autora (2018).

Com esse novo modelo, enfatiza-se que a cromatografia gasosa dos compostos
volateis no café natural torrado detectou alteracdes gquimicas que ocorrem nos graos crus
acondicionado em embalagem de papel aos 3 meses. De acordo com a analise sensorial, aos 3
meses de armazenamento o0s degustadores ja comecam a detectar reducdo da qualidade
sensorial, sendo que aos 6 meses as alteragdes sdo tdo evidentes que o café ndo € mais
considerado como especial (FIGURA 1a). Assim, pode-se inferir que 0s compostos1-hidroxi
2-propanona; 2-metil tetrahidro 3-furanona; furfural e piridina no café torrado sdo indicadores
das alteracBes nos graos crus armazenados que comprometerdo a qualidade sensorial do café
natural aos 6 meses, para as condi¢fes desse experimento.

A maioria dos trabalhos descritos na literatura com analises de cromatografia gasosa
em amostras de café torrado, utiliza técnica de concentracdo de amostra (ARRUDA et al.,
2011; GLOESS et al., 2014; GONZALEZ-RIOS et al., 2007b; POYRAZ et al., 2016;
SOMPORN et al., 2011). O equipamento utilizado neste trabalho é um headspace estatico
Shimatzu® e ndo utiliza método para concentrar os volateis da amostra. Sendo assim por
diferir da maioria dos relatos da literatura, que usam métodos de concentracdo de amostras
como a fibra de SPME (fibras de micro-extracdo em fase solida), os compostos identificados
se distinguem dos volateis tradicionalmente ja relatados indicadores do envelhecimento do

café.
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Na Figura 7 é apresentado o cromatogramas médio dos compostos volateis do café

natural no inicio e ap6s 18 meses de armazenamento.

Figura 7 - Cromatograma médio dos compostos volateis do café natural antes (preto) e aos 18
meses de armazenamento (vermelho).
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Fonte: Da autora (2018).

Os cromatogramas obtidos apresentaram picos muito semelhantes, sendo possivel a
diferenciacdo entre eles somente com auxilio de ferramentas quimiométricas. Na Tabela 2 €
apresentada a area relativa dos compostos volateis identificados no café torrado referente aos

gréos de café natural no inicio do armazenamento e aos 18 meses.
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Tabela 2 - Area relativa dos compostos volateis do café natural no inicio do armazenamento e

aos 18 meses.

Compostos volateis

Tempo de armazenamento (meses)

0 18
1 hidroxi 2-butanona 0.4613 0.2870
1 metil pirrol 1.0006 1.0901
1 metil pirrol carbaldeido 0.2357 0.0848
1-(2-furanil) etanona 1.0362 0.9577
1-acetiloxi 2-propanona 2.8155 3.3521
1-hidroxi 2-propanona 8.3842 11.9997
2,3-butanodiona 3.4542 3.2301
2,3-dimetil pirazina 0.2349 0.2494
2,3-pentanodiona 4.8966 5.2002
2,5-dimetil furano 0.5407 0.1589
2,5-dimetil pirazina 2.0354 2.1542
2,6-dimetil pirazina 1.7803 1.6633
2-Butanona 3.0688 2.3608
2-etil-6-metil pirazina 0.4087 0.3607
2-metil butanal 7.7339 6.3346
2-metil furano 6.5012 3.8066
2,5-Furandione, dihydro-3-methylene- 0.1926 0.2263
2-metil tetrahidro 3-furanona 4.1135 5.5983
3,4-Hexanodiona 0.1391 0.0000
3-metil butanal 4.6963 3.5661
3-metil fenol 0.2445 0.2515
3-metil-1-butanol 0.1853 0.2305
5-metil 2-furancarboxaldeido 2.2279 2.3336
Acetato de alcool furfurico 1.2588 1.2451
Acetato de etila 0.7422 0.0000
Acetoina 1.9858 2.3256
Alcool furfarico 11.1738 14.5692
Etanol 5.6047 0.0000
Etil pirazina 0.9608 1.0095
Furfural 4.2964 5.6093
Furfuril metil éter 0.1671 0.1096
Gama-butirolactona 0.5660 0.9551
Isoprenol 0.1048 0.1523
Metil pirazina 4.8301 4.7905
Metoxi metil oxirano 0.2737 0.2798
Pirazina 0.6358 0.6125
Piridina 10.1219 11.9016
Pirrole 0.4632 0.8202
Propionato de vinila 0.2627 0.0000
Trimetil pirazina 0.1652 0.1234

Fonte: Da autora (2018).
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3.4 Cereja Descascado

Foram encontrados 39 compostos volateis nas amostras de café cereja descascado A
Figura 8 é uma projecdo dos resultados obtidos na analise dos componentes principais (PCA),
referente a distribuicdo dos processamentos/embalagem, em funcdo da area relativa dos

compostos volateis.

Figura 8 - Grafico de escores do modelo da PCA das amostras de café cereja descascado
acondicionado na embalagem de papel (circulo) e alta barreira (quadrado).
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Legenda: Inicio do armazenamento (preto), 3 meses (azul), 6 meses (verde), 9 meses (vermelho), 12
meses (laranja) e 18 meses (roxo).
Fonte: Da autora (2018).

Com relagdo ao café cereja descascado, ndo observou-se clara separacdo das amostras
acondicionas em diferentes embalagens durante o armazenamento por meio da analise dos
compostos volateis. O café cereja descascado possui diferencas quimicas quando comparado
com os cafés naturais. Por isso, sdo esperadas diferencas no comportamento dos grédos durante
0 periodo de armazenamento. Estudos ja constataram comportamento distinto, sendo que 0s
cafés naturais apresentaram maior reducdo da qualidade sensorial, fisioldgica e bioquimica
durante o armazenamento (ABREU, 2015; CORADI et al., 2007; SAATH et al., 2012, 2014).
Também ja foi relatada maior sensibilidade do café natural na secagem (MOREIRA;
TRUGO; MARIA, 2000; SAATH et al., 2012, 2014; TAVEIRA et al., 2012). Assim, pode-se
inferir com os resultados obtidos com este estudo que os gréos crus de café cereja descascado
sdo mais resistentes as alteracOes decorrentes do armazenamento quando comparado com o

café natural, ndo apresentando clara modificacdo nos compostos volateis no café torrado.
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4 CONCLUSAO

Para as condi¢es realizadas neste experimento, pode-se concluir que:

a) A analise de compostos volateis dos grdos torrados foi eficiente em identificar
alteragBes quimicas nos grdos crus de café natural armazenados em diferentes
embalagens.

b) A embalagem de papel permite maiores transformacdes quimicas dos compostos
volateis nos grdos crus de café natural detectadas a partir do 3° més de
armazenamento e 0s compostos mais associados as alteracdes sdo 1-hidroxi 2-
propanona; 2-metil tetrahidro 3-furanona; furfural e piridina.

c) Café natural especial é mais sensivel as transformacdes quimicas relacionadas ao

armazenamento, quando comparado com café cereja descascado especial.
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