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RESUMO

O objetive principal desta pesquisa foi verificar a
existéncia ou n3o de uma variagio com matura¢fio da relagio entre
os monoisémeros e diisdmeros do Acido dicafecilquinico de café,
uma vez que uma variagio deste tipo poderia afetar diretamente a
qualidade da bebida. Os anAlises foram feitos em café&s arabicos cv
Catuai vermelho preparados tanto por via Umida como por via seca.

Fol demonstrade uma alta significAncia entre a relagio %
monoisémero: % diisSmero e a maturag¢Zo. Em baze nos resuliados.
foi concl uido que a inclus3o de grios apresentados com
qualquer proporgio de verde perjudicaria a gualidade da bebida,
por estes grios apresentaram relagdes inferiores aos demzais.

Foi demosntrade também gue as vias de preparco influiram
significati vamente na relagdo, a via Umida sempre apresentando
valores superiores.

Finalmente fol concluide gue n3c hi relag¢lSo significativa

entre o grau de maturagic e os seguintes parametros: % 4cido
clorogénico total, % monoisémero total, ¥ diisdmero total , a soma
de % moneoisdmero + X% diisémereo, a alividade e a atividade

especifica da polifencloxidase (PPO). Foi demonstrade que a PPO
extraida do café atucou tantos nos moncisémeros extraidos do mesmo
café como nos diisSmeros., embora a velocidade da reagfo seja um

pouco maior com os monocisdmeros como substrato.



SUMMARY

The main objetive of this research was to ascertain or not a

variation in +the ratio % monoiscmer:% diisomer of coffee
caffeocilquinic acid ocurred during maturation, since such a

variation could directly affect cup quality,.

The analyses were carried out in samples of Coffea arabica cv
Catuai vermel ho, prepared both by the dry and wet,
processing methods.

A high level of significance was found between the ratio %
monoisomer: % diisomer and the maturity stage. Based on the
results, it was concluded that the inclusion of berries showing
any proportion of green colour could negatively affect cup
quality, since the beans from these berries showed lower ratiocs
than the remainder.

It was alsc show that the processing methods significantly
affected the ratico, the welt method always presenting higher values
than the dry method.

Finally it was concluded that there was no significant
relation between the maturity level and the following parameters:
% total chlorogenic acid, % total monocisomer, % total m diisomer,
the =zum of % monoisomer + % diisomer, and the activity and
specific activity of the coffee polyphenoloxidase (PPO3. 1t was
shown that the PPO extraded from the coffee attacked both the
monoisomers and the diisomers extracted from the same coffee,
although the reaction wvelocity was <slightly higher with the

monol somers as substrate,



1 INTRODug;Ko

A utilizag8o do café como bebida ¢ t%o wvelha quanto as
montanhas e as referéncias mais antigas ao café aparentemente
ocorrem no Velho Testamento da Biblia. (SMITH, R.F.1@85).

Existem numerosas lendas sobre a introdug®o da bebida de
café, mas a mais conhecida ¢ a historia de Kaldi, um jovem que
tomara conta de cabritos nas colinas em volta de um monastéric nas
bordas do Mar Vermelho. Ele observou que os cabritos, apés
mastigar as cerejas dos cafeeiros selvagens que l4 cresciam,
ficaram excitados, e um monge, observando isto, pegou algumas das
cerejas, as secou e torrou e preparou uma bebida gque ele serviu
aos demais monges para que eles ficassem mais acordados durante as
ora¢8es noturnas (SMITH, R,F. 1985,

A palavra "“café" tem sua origem na palavra aréabica "quahweh"
gue afirmam ser uma palavra poética para vinho., Os mugulmanos
aplicavam esta mesma palavra A& bebida café uma vez que eram

preoibidos de beber wvinho, A palavra equivalente na Turquia era

"kahweh"” que se tornou "café" (Francés, Portuguésd, ‘Ycaffeé"
Citalianod, "kaffe'" C(Alemfocd, "Kaffie'" C(Holandes2 e ‘"coffee"”
CInglésd, alem do nome latino de genus “Coffea’™. (SMITH,

R.F.1983), O cafeeiro selvagem Coffea arabica & nativo da ELidpia
onde fol descobarte em torne de 850 D.C, e cultivade na col®nia
arabica Harar. O cultivo espalhou-se até a Mecca de onde foi
levado para casa pelos peregrinos de outras regi®es islamicas
(SMITH, R.F. 1885; GRAAF, 19865,

Posteriormente duas outras espécies foram descobertas na

Africa, a Coffea liberica e a Coffea canefora (robustad, esta



altima sendo um cfuzamento entre C. arabica e C. liberica . (o)

C.arabusia, desenvolvida na Costa do Marfim, ¢ um cruzamento mais

recente (arabica- robusta). Existem outros cafés selvagens com
diferentes caracteristicas mas que n3o tem importancia comercial.

O café é um produto tropical produzido gquase exclusivamente
em paises em desenvelvimento, e por enguanto nZEo enfrenta nenhuma
ameaga séria de substitutos produzidos nos paises desenvolvidos.

Atualmente o mercade internacional do café¢ ¢ controladeo pelo
"International Coffee Agreement”(Acordo Internacional scbre Caféd,
qﬁe contreola tanto os pregos come as gquotas que podem ser vendidas
por cada pais produtor. Esta organizagSo classifica 4 tipos
principais de café.

- Ar&bicas n%o lavadas (Brasil, Etiépiad

- Suaves colombianos (Colombia, Quenia, Tanzaniad

- Outros suaves CAmérica Central, Indiad

- Robustos (Costa de Marfim, Indecnesia, Uganda, Filipinas e

Camaroon.

A espécie arabica de café representa, dentro do
mercado internacional do produto, mais de 75% do total de volume
comercializado, principalmente gragas as suas caracteri{sticas
organolépticas mais faveoriveis aoc consumo humano. HNeste mesmo
mercado, pdrém, os cafés arabicos sZo divididos em dois grupes: os
denominados “bebida suave", produzidos na Colombia, Quenia e
diversos paises da América Central e caracterizados por um sabor e
aroma agradavel; e os classificados como "aribices nio lavados® de
cotagfo inferior e freguentemente descritos como apresentando um
gosto "adstringente, metalico amargoe'.

Esta diferenga de qualidade & atribuida, principalmente, as



condigBes climiticas de cada regifico de produg@c e que determinam,
por sua vez, um sistema de colheita e processamentc estreitamente
relacionados com a qualidade da bebida resultante. Assim, nas
regiBes produtoras de "cafés finos®, as condi¢®es de tLemperatura e
precipitagic s3c extremamente favoraveis para uma produgZo quase
contfinua de grf3os durante o anc e também para o surgimento de
processos fermentativos prejudiciais para a gualidade da bebida,
exigindo que a colheita seja feita "a dedo” e que o café seja
processade o mais rapidamente possivel. Estes cuidados contra a
deterioragido sugerem, portanto, que nestes Ltipo seja explorado
Loao o potencial da espécie arabica quanto ao gosto e aroma do
produto.

Entretanto, as condi¢gBes climidlicas nas regi®es produtoras
dos cafés descritos como "ardbicos nfo lavados" determinam etapas
mais ou menos fixas da fenologia do cafeeiro (como florescimento,
frutificag8o e maturagfc dos frutos) e permitem, gragas ao clima
seco e frio na época da colheita, que o café seja "“derricade no
ch¥o"” e colhide =a2lguns dias depois. Este processe favorece,
consequentemente, a agio de agentes fermentativos consistinde de
um material mais heterogénec, pois a fase final de maturag3oc é
relativamente curta e nem sempre facilmente perceptivel.

A qualidade da bebida ¢ fun¢8c, portanto, das condigGes
climdticas das zonas de produgio e dos sistemas de colheitas e
processamento do café, decorrentes do clima. Outros fatores,
porém, podem interferir na avaliag¢fo organoléptica da bebida,
como & o caso do balanco de nutrientes fornecidos a planta
CAMORIM et alii, 1967, 1973¢c; AMORIM,1970; NORTHMORE, 1885) ou

pelo ndmero de gr8os  imperfeiltos em wuma saca de café.



Especialmente nos cafés brasileiros, onde o grau de selecXo &
menor e a distingio entre gri3os maduros e imaturos nem sempre &
perceptivel, a ag3c de um fator Cou somatéria delesd é que pode
estar ligada As descrigBes de "bebida adstringente, metalica,
amarga' gque caracterizam a gqualidade do café¢ brasileiro.

Quimicamente,nXZo se notam diferengas significativas no Ambito
dos compostos principais do café, em fungi¥o da qualidade da
bebida. Relagles entre a atividade enzimica da polifencloxidase
C(PPOle a qualidade do café foram estabelecidas anteriormente
C AMORIM e SILVA, 1868; OHIOKPHAI et alii, 1882) e mais
recentemente, pesquisas realizadas na Inglaterra tem indicado que,
durante a maturagio dos gr3cs, a proporgd3c melar entre o &acido
cafeocilquinico CACQ =] o Acido dicafeoilguinico CADCQD
inicialmente diminui, para depois aumentar significativamente nos
Ultimos dias de maturacio. Neste caso, a relagio ACQ: ADCQ &
sensivelmente maior nos gr8os completamente maduros do que
nagqueles em fase final de maturagiSoc e, consequentemente, menor
naqueles gr3os facilmente caracterizados como imperfeitos.

Ainda sobre este assunto, & utilizando o teste triangular de
degustagio do café COHIOKFHAI et alii, 18823, foi demonstrade que
a adig3c de ADCQ A bebida confer a esta um gosto desagradévei =]
bastante semelhante a descri¢fc dos cafés brasileiros. Também foi
demonstrado que o ACQ diminui o efeito "acido" do ADCQ. Assim esta
relacXe podera  estar associada aco sistema de colheita e
processamente do café, explicande uma das alteragBes da bebida
considerada "suave", ou fundamentando a altera¢fo da tabela de
classificagio do café brasileiro, ressaltande a importincia do

nimerco de gri3os imaturos em uma saca de café e permitindo, com



isso, a diminuig3o do desagic de café brasileiro.

O objetivoe desta pesquisa foi acompanhar as modificagBes na
relaglo entre o ADCQ e ACQ durante a maturagXZe, desde o grXo verde
até o grio passa, para poder constatar gqualquer correlagfo entre
mudangas nesta relagioc e o gradu de maturacio esou com via de
preparc. Também foi analisade a atividade de PPC nas mesmas
amostras a fim de se verificar se & o ADCQ ou o ACQ ou ainda os
dois compostos que servem de substrate para o PPO, uma vez que

existem evidéncias que esta enzima utiliza a ACQ mas nio o ADCQ.



2. REVISAO DE LITERATURA
21 A IMPORTANCIA DO CAFE NO BRASIL.

211 HISTORIA.

A primeira muda de café chegou no Brasil em 1727, gquando um
oficial brasileire visitande Guaiana Francesa, recebsu a mnuda
escondida num bouquet de flores que ele recebeu da esposa do
Governador. Isto iniciou o impéric brasileiroc de café. Henrique
Santos-Dumont, pali de Alberto Santos-Dumont, fez parte desta
histéria. Ele fol conhecido como o rei do café, uma vez que
possuia um cafezal comS milhSes de pés plantados em suas
propriedades (SMITH,R.F. 1985). Desde entd3oc a comercializac¢lio de
café tem ocupado uma posigfo de destaque na economia brasileira.

Na era colonial, as administragfes governamentais
consideravam o café¢ um produtc excelente para exportagie, e em
muitos casos aumentavam a sua produglo apds ter ocorrido a queda
nas vendas no mercado mundial de algum outro preduto, como o fumo

por exemplolGRAAFF, 1986),

212. IMPORTANCIA DO CAFE NO DESBRAVAMENTO DO PAls.

No Brasil, o café foi inicialmente cultivadeo nas Aareas
préximos do litoral por razSes de conveniéncia (transporte,
portos) mas logo percebeu-se que hestas altitudes baixas, a
temperatura era demasiadamente elevada para os cafeeiroes, que
cresciam melhor a pelo menos 1000 metros de altitude, onde as
temperaturas eram mais baixas (1 7-20°C>. Por este motivoe os

produtores mudaram para o© interior, construinde rodovias e



estradas de ferro para poder transportar o café até os portos.
Assim a comercializagZ%c do café foi fator importante no

desbravamento do interior do Pais CGRAAFF, 1088).

213. PAPEL DO CAFE NA IMIGRACAO PARA O BRASIL.

No fim do século 189 a aboligZo da escravatura causdu
serias dificuldades com a m3o de cobra na produg¢iic de café¢, fazendo
com gque os barBes do &afé formassem companhias para trazer
agricultores italianos para ressolver o problema. Assim a
éomerci alizag8c do café foi um fator importante na migragio de

italianos para o Brasil (GRAAFF, 1986),

214. CAFE COMO PRODUTO PARA EXPORTACAO.

Desde 1810, o Brasil tem sido © maior produtor mundial desta
rubaceae, e até 1940 produzia mais que a metade da predugZo
mundial .

Hos séculos 16 e 17 © agdcar era o© principal produte de
exporta¢io do Brasil e no século 1iB a borracha e o ouro assumiram
importancia . Contudo no sécule 18 o café tornou-se o principal
produte de exportagiio e isto continuou até 19081, gquandoe foi
ultrapassado pela soja, que em 1883 representou 124 do total dos
produtos de exportagio. enquanto gque o café representou apenas
10%. Inicialmente, a qgquantia exportada aumentou rapidamente de
18.000 toneladas no pericdeo 1820-2383 para 3200.000 tonelada no
periode de 18B81-1920 e 700.000 toneladas em 1898-1802, guando

chegou a representar 70% da produgiSc mundial de café.

o



215. As CRISES NA EXPORTAGAO DE CAFE.

A comercializag¥o do café no Brasil tem passado por varias
crises, normalmente provocadas por excesos de produg3o que
resultaram em quedas no prego do produto no mercado internacional.
A primeira crise ocorreu no come¢o do século 20 e foi a
responsavel pelo primeiro acordo entre paises produtores deste
produte CBrasil, Colombia,.Cuba). Este acordo foi assinade em 1802
fixando pregos e estratégias de venda. A segunda crise comegou em
1828 e continucou durante os anos 30, resultandoc na destruigio de
78 milbhBes de sacas de café. Depois da Segunda Guerra Mundial a
situagdc melhorou novamente, mas no fim dos anos 50 ocorreu a
terceira crise, que resultou num pregrama de destruig¢ic de pés de
café, organizado pele Institute Brasileiro do Café (I1.B.C.Joque
reduziu o numero total de 4300 milhSes em 18680 a aproximadamente

2300 milhSes em 1967 (GRAAF, 1086).

216. O PAPEL DO CAFE NA ECONOMIA BRASILEIRA.

Ne Brasil o café representa 1% do Produto Interno Bruto, 2%
do total de empregos e 10% dos produtos exportados. © cultiivo do
café ocupa 3.200.000 hectares, representande 4% da area total
cultivada, distribuida entre 300. 000 fazendas, que contratam 5% da
mic de cbra rural. JA4 que o Brasil tem uma densidade de populagio
baixa C15/Km23 , N¥o & necessario o cultivo intenso, aceitando-se
um rendimento mais baixo, mas gue utiliza menos mio de cobra. Para

cada tonelada de café crd utiliza-se em média 1,7 hectares de

10



terra e 150 dias-homens ( 0,5 equivalentes homens) Isto pode ser
comparade com um pais como Ruanda, que tem uma densidade
poepulacional alta C220.Km> e qQue pela mesma tonelada de café cru
utiliza 1,4 hectares de terra e 570 dias homens (1,8 equivalentes
homens). Isto ¢ uma vantagen para o Brasil devidec ac elevado custo

de m¥o de obra (GRAAFF, 1986),

217. Os MERCADOS EXTERNOS E INTERNOS.

Os Estados Unidos ainda & o© maior comprador de café
brasileiro, mas a Europa também compra uma quantidade
significativa, especialmente do café solUvel. Entre os palises
produtores de caf'é, o Brasil é o Gnico que produz café soluvel em
quantidades significativas. No periodoc 1878-8B3 o café soltvel
representou 15% do total exportado. Existem 11 fabricas de café
solivel no Brasil, das quais 2 produzem café liofilizade e as
demais apenas caflé¢ atomizado., Ulilizando aproximadamente 204 do
tipo robusta e 80X do tipo arabica, que resulta em um café soldvel

de alta qualidade.

O mercade interno de café consome em itornoc de um tergo da
produgio total do Pais, sendo entdo o Brasil o segundo maior
consumidor mundial, sendo © primeiro os Estados Unidos. Este
consume esta diminuindo, tendo sido 6 Kg-spercapitasano em 1870 e

reduzido para 4 Kg-/percapitasanc em 189280 (GRAAFF, 18863,

2.2. A COLHEITA DE CAFE.

A colheita de café ¢ uma etapa fundamental na produgdc do
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café torrado e moido. Existem basicamente dois sistemas de
colheita as quais si3o determinadas principalmente pelas condi ¢Bes
climaticas na regifio de produgZo. Nas regiBes produtoras de “cafés
finos", as condig¢Bes sfo favoraveis a uma produg¥e guase contfnua
de frutos maduros durante o ano, exiginde entfic que a colheita
seja feita a dedo, colhendo apenas as frutas maduras C(vermelhas),
uma vez dgue est3o encontrades frutes de todas as fases de
maturagio, em cada pé de café e em gqualquer época (CLARKE,1985)

Contude, no Brasil, -nos Estados de S3o Paulo e Parani, o
longo periodo de seca normalmente colncide com o pericdo de
colheita, com etapas mais ou menos fixas da fenclogia do cafeeiro,
possibilitande que © café seja derrigado no chdo e colhido alguns
dias depois C(CLARKE, 18853. Neste caso n3c ha sescolha dos frutos
madures, ocorrendo uma colheita global onde a maioria dos frutos
estio maduros.

A colheita € normalmente manual, utilizande mE3c de obra
tempor&ria e o pagamento sendo feito na base do pé&so do café
colhido. E necessario verificar que a propor¢3ic de frutos imaduros
seja mantida 2ao minime e a danificagio dos pés de café também
CWILLSON, 19352,

Até o presente ndo 7hé interesse em colheita mecinica no
Bragil, mas com o aumento dos custos de m3c de obra, sem ddvida
este interesse aumentara. WILLSON, (16850 se refere a umas
experiéncias feitas no Havali com maquinas que agitavam os pés da
planta para deslocar os frutos madures, e WATSON (18800 descreveu
duas maguinas desenvelvidas no Brasil, com dedos wvibratdrios
montados em cilindros verticais rotatérios, que pelo ajuste da

amplitude e frequéncia da vibrag8oc colhiam apenas os frutoes
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maduros.

O Manual de recomendacoes do I.B.C.(1988) cita que a colheita
mecidnica & indicada principalimente onde existe falta de mioc de
obra e onde a tlopografia & plana ou apenas levemente ondulada.
Este manual descreve a diferenga entre as duas maAquinas citadas
por WATSON (1880). A mais complexa que chama de colheidera
automotriz possui dois cilindros de hastes vibratdérias fabricadas
em fibra de vidro, gue atuam em ambos os lados da planta
diretamente nos galhos cbm frutas. A maquina colhe os frutos
cafdos com recol hedores deslizantes Cconjunto de 1laminas
retrateis), que fecham os espacos sob a saia do cafeesiro. A ocutra
maquina, chamada de derrigadeira mecAnica, possue apenas uma haste
vibratéria e atua apenas em um lado da planta, derrigando o café
no ch3o, uma vez que nfdc possue recolhedor. Cita gque ja4 existe-

derricadeira com dois cilindros de hastes que atuam em ambos os

lados da planta.

23. O PREPARO DO CAFE CRU.

Existem duas vias de preparo do café crd, a via seca qQue nio
usa Agua, e a via Umida que a usa. Ambosrvisam remover a casca
{exocarpo), polpa mais mucilagem ou goma (mesocarpol, pergaminho,
Cendocarpo) e pelicula prateada (perispermal, deixando a améndoa

(gérmen mais endospermad que & o proprio grio de café. A figura 1

mostra estas camadas.
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ENDOSPERMA EXOCARPD

MOLE
ENDOEBPERMA
DURO MESOCARPO
PERISPERMA ENDOCARPO

(CLARKE, i1985)

Figura 1 Corte transversal de uma cereja de café (Cross

section.

231 A viA SECA.

CLARKE (198850 cita gque a via seca € o processc mais antigo
e mais simples para separar o© grio de café das suas camadas
protetoras, sende dque & a mais usada no Brasil. MNa wvia seca a
cereja inteira ¢ posta para secar até 11-13% de ﬁmidade e
posteriormente as camadas externas secas s3o removidas.

A polpa representa em torno de 28% do péso da cereja de café
na base seca, e quando fresco contem em torno de 77% de umidade.

O mesmo autor acrescenta que antes da secagem dever-se-4
classificar as cerejas, separando as indesejaveis, o que
fregliientemente nio ¢ feito, podendo~se em seguida secar ao sol ou

em estufas, A separagdoc dos gracs indesejaveis pode ser feita por
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flutuvagZo, que tem a vantagem de remover sujeira e corpos
extranhos. As cerejas escolhidas s3%c levadas aos terreiros de
secagem pelas correntes de a4gua. Os terreiros s3o de concreto e
recomenda—-se cargas de 20 Kg/mz. revirando o café varias vezes por
dia C(CLARKE, 198B5). A umidade inicial que & de 65-70%, deve
alcangar 11i-13% ap&s a secagem, que demora de 8-10 dias aoc sol
quande o tempo estiver bom, embora possa levar semanas se tiver
chuva (CLARKE, 1985). Este processo permite o crescimento de
organismos  indesejaveis que podem diminuir a qualidade de café
CCLARKE, 18833, No entanto © tempo necessario pode ser reduzido
para trés dias usando-se uma estufa com temperatura de ar
constante e abaixe de 30°C. Acima de 20°C aumenta a incidéncia de
defeitos, inclusive de grios pretos, Este processo produz o caflé

em cbco que deve ser beneficiadoe para remover as camadas externas.

232 A via UMDA.

A via Umida ¢ um processe mais sofisticado e gque normalmente
produz um café de melhor qualidade considerando que todas as
outras variaveis sejam iguais, E utilizada na Cecldmbia e outros
paises produtores de cafés arabicos suaves. Neste processo
remove—-se a polpa e a mucilagem antes da secagem obtendo—se o café
pergaminho, isto &, o gric com a membrana prateada e o pergaminho
CCLIFFORD, 188Sbl.

O processo descrito por CLARKE, (198350 & o seguinte: A polpa
deve ser removida mecinicamente dentre de 12 a 24 horas. Os
despol padores somente conseguem despol par cerejas maduras

{vermelhas) e portanto & importante que todas estejam maduras. O

15



café despolpado passa em seguida por uma peneira vibratéria para
remover pedagos de polpa e gr¥os semi-despolpados, sendo
posteriormente lavade com Agua e transpoertado até os tanques de
fermentagic onde a camada mucilaginosa @ removida por um processo
natural de fermenta¢XZo. Esta camada, que & de 0,52 mm em
espessura além de conter uma série de enzimas que degradam a

pectina, apresenta a seguinte composig¢XZo:

~ Agua-—-———————————-— 84,2%
- protéina ———————— 8,8%
~ agucar —-o--———- 4,1%
- aAcido péctico —--- 0, 8%
- cinza ——————————~— C,7%
A fermentagdo pode ser "“seca™ ou “submersa®™ . A fermentagZio

seca, gue ¢ a mais usada, demora de 6 a 80 horas para se
completar, dependendo da temperatura, mas em mé&dia leva 24 horas
CCLARKE, 1888). Neste caso acresenta-se pouca agua e o café
permanece numa massa gomosa com mais ou menos um metro de
espessura, ncoc maximo, O término do processo se reconhece pelo
tato, esfregando—-se um punhade de gr3os na m3o. Quando os gr3os
ﬁ"a“o mais escorregam, dando a sensagdo de aspereza enire eles,
entfo a degomagem estid completa (Manual de recomendagBes do 1BC,
1985>. Em seguida o caflé & batido e lavado muito bem em &agua
corrente para remogfZo da mucilagem hidrolisada contende agicares,
compostos fendlicos e os organismos fermentadores. O pH inicial
que ¢ de 6,8-6,7 cai para 4,2-4,5 durante a fermentagio.

No processo submerso, acresenta-se mais fgua para gque o cafe

permanega completamente submersoc em agua. WOOTTON, (163, 1867a,b,
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18712 que estudou os dois processos de preparo por via uUmida
verificou a formag3io de varios 4cidos alifAticos durante os
processos, principalmente dos Acidos acético e lactico ne inicioc e
dos acidos butirico e propidnico nos estagios finais do processo.
Quante mais longo o© processo, malor a produg3o de 4acides,
abaixando eventualmente o pH até o© ponto de inibir a ag83c das
enzimas pécticas. O aparecimento do defeio "gosto de cebola™ esta
intimamente relacionado com a produglo de &cido propiénico, que
portanto deve ser evitadﬁ. No entanto, a utilizag¢io do processo
por via Umida submerso acentua este problema.

O processo de fermentagdo melhora a cor do grZ3o final,
deixando-c em uma cor verde azulada, enguanto gue os demals
processos Lornam os gr3cs mais amarelados. £ possivel também
remover a mucilagem com hidréxide de sédio porém nio &
recomendado, (CLARKE, 1988%5) ou pof atrite gque ¢ mais utlilizado,
CCLARKE, 1985 >. WOOTTON (1987 a) recomenda a submersfZo em Agua
durante 24 horas apéts o usc de atrito para melhorar a cor.
CHASSEVANT et alii (10830 comparando os diferentes processos por
via umida com seca, concluiu gue a via Umida & sempre superior que
a seca, e que os nivelis de 4cido clorogénice atingen valores mais
baixos utilizando a via seca. Também concluiu que a submersic em
Agua apds a via dmida sem fermenta¢ioc empregando—-se MNaCH,
enzimas,ouatrito, melhora a cor. Nido houve aparecimenteo dos
defeitos pimenta Cpoivred, podriddeo {(puant) ou fermentado
(formentdd pela wvia tUmida. Tambem n3c houve perda em cafeina,
trigonelina ou Acido clorogénico, sugerindo gque o pergaminbo
minimiza essas perdas. WOOTTON (18712 também investigou estas

perdas, analizando amostras preparadas em 48 horas por via Uumida
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tipo seca. Verificou-se perdas de aproximadamente 1% do péso seco,
B80% do qual foram agtGcares, principalmente redutores. As perdas
eram semelhantes quando foi utilizada a via Uumida sem fermentac3o
seguida por submersZo por 24 horas.

VINCENT et alii (1977) deixou gr¥os crus submersos em Agua com
@ sem a membrana prateada e demonstrou perdas relativamente
rapidas de cafeina e &cido clorogénico até 48 horas nos dois
casos.

Seja qual for a via uUmida utilizada , o café em pergaminho
deve ser seco, ao S0l ou na estufa ou ainda por uma combinagiIo dos
dois CCLARKE, 19@8%5). Ao sol o café & espalhado nos terreiros
inicialmente em camadas de 2-3 cm e posteriormente em camadas de
5-10 ecm CCLARKE, 1985 2 revirando-a com freqligéncia. O processo
demora de 8-10 dias ao sol alcanzando a umidade de 11-13X . Nas
estufas, normalmente do tipo tambor rotativo utiliza-se umas das
seguintes combinagtes de temportemperatura C(CLARKE, 1985):

40°C/ 1-2 dias

SC;C’C/ algumas horas
50°C~ menos gue 1 hora
80°C~/ menos que 5 minutos

As temperaturas mais elevadas aumentam a possibilidade de
danificar o café. Deve-se evitar o aparecimento de rachaduras no
pergaminho durante a secagem, uma vez gue istlo protege o gr3o.

Fregié&ntemente utiliza-se uma combinag3oc dos dois métodos de
secagem, secando-se até 44% de umidade ac sol, e em seguida
completa-se a secagem até 11-13% de umidade na estufa rotatéria
C(CLARKE, 19853,

A vantagem da utilizagdo da via Umida & que o despclpamento
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antes da secagem remove a mucilagem que, por ser acgucarada, se
constitue um meio favoravel a4 ac¥o de microrganismos, possiveis
causadores de bebida de qualidade inferior CHarnual de

recomendac®es do IBC, 19852,

2.4. BENEFICIAMENTO

Seja qual for o métode de preparo, o café seco, com 11-13%
de wumidade, deve ser beneficiado, consistinde o©o porecessoc na
remogdo das camadas externas secas permanecendo apenas o gr3c. No
caso do café em céeco (via seca) estas camadas s3o constituidas
pela casca, a mucilagem, o pergaminho e a membrana prateada, e no
caso do café pergaminho (via tmidad restam apenas o pergaminho e a
membr ana prateada.

Antes do beneficiamento, o café passa por uma superficie
vibratéria para remover matérias extranhas comoe pedras. Em seguida
um parafuse sem fim leva © café até um espago confinado onde as
camadas externas sHo quebradas por atrito e removidas por corrente
de ar. O gque varia ¢ o ajuste do parafuso, gue deve ser maior no
caso de café cfico. Neste case tambédm as partes méveis s3o
equi padas com proje¢cBes que ajudam rasgar as cascas. 0Os graos
podem ser posteriormente polidos para a remogic dos restos de
pelicula prateada (SMITH, A.W. ,1885),

CLLARKE (18850 relata que existem mAquinas gue podem ser
utilizadas para remover grios descoloridos. Estas m&quinas
funcionam pele principio da luz refeltida que ativa um mecanismo
para eje¢io dos grZos com cor indesejavel. Existem também maquinas

que funcionam pelo principio bicromatice com reconhecimento do
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padr¥o, que utilizam um programa computadorizado. Deve se alertar

que nem todos os defeitos do café s%c refletidos pela cor do

gra3oc,

25. CAFE ARABICO. 0S FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE.

251 ASPECTOS GERAIS.

O café arabico, nativo da Etidpia, possue a seguinte

classificagio botanica:

Familia: Rubi aceae
Sub-familia Cinchonoi dea
Genus Coffea
Sub-genus Coffea CEucoffead
Sub-seg¢io Erythrocoffea
Especie Coffea arabica.
A wvariedade de Coffea arabica usada nesta pesquisa foi
catual wvermelho, uma variedade freqii®ntemente encontrada na

América de Sul e na América Central, e conhecida pelo seu alto
rendimento e rapidez na produgio (SMITH, A.W. ,19835).

O café erd nio possue nem o cheiro e nem o sabor tipico da
bebida ae café. Estas.caracteristicas Lipicas sZo resultados dos
conpostos produzidos durantle a torrefacio do café. Contudo, &
aparente que o= compostos produzidos durante a torrefaglo dependam
des compostos presentes no café cri, ent3o um dos fatores que
controla a gqualidade da bebida & a composigZco quimica do café cra.
Outros fatores que influem na qualidade da bebida radicam no
processe de torrefag3c e as condigBes de estocagem do café

torrado, fatores fora deo assunto desta tese.
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A composig¥o quimica do café crd na hora de torrefg¢fo
depende, além de fatores genéticos, de aspectos gue envolvem o

campo e condigSes de estocagem antes da torrefacgio.

25.2. DEFINICAO DE QUALIDADE.

Antes de se discutir os diferentes parametros responsaveis
pela qualidade do café, ¢ importante definir o que & gqualidade,

De acordo com CAPLAN (1878), a qualidade & o grau de
adequagdc para um determinado fim. BLANCHFIELD (189802, apresenta
uma definigic mais completa: “é Vuma medida multicomponente do grau
com que as unidades de um produtoc gue um vendedor esta disposto e
capaz de oferecer por um determinado prego, constantemente
preenche as necessidades e expectativas do grupo de compradores
dispostos a2 comprar aquele produto por aguele prego". E aparente
gue o custo e manutengfo de desempenho do produtc s&c muitoc
importantes ao consumidor e portante ao fabricante, que
freqiiéntemente tem gque sacrificar um pouco o desempenho para

manter o custo ou viceversa.

Do ponto de vista de un quimico, CLIFFORD (1885b2 sugere que
com respeito A gqualidade, h& tré&s perguntas que deveriam ser

passiveis de se respander
1. - Quais subst&ncias que na bebida determinam:
al) Aceitagio e preferéncia do consumidor
b2 Rejzic¢io
2. - Quais =Fo os precursores e as reagles que resultam nessas

substancias desejaveis ou n3c no grioc cru 7
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3. - Quais métodos que podem ser utilizados para monitorar
a qualidade do café crid, a
qualidade dos produtos intermediirios do produto e a qualidade do
produto final 7

Apesar de 100 anos de estudos sobre o café, em escala sempre
crescente, ainda n3co seconseguiu responder nenhuma destas questSes

conclusivamente, embora tenham sido feitos muitos progressos.

253. A ATIVIDADE DE AGUA DO CAFE.

De acordo com DIAZ et aliili1073), HAYAKAWI et alii C1978) e
STIRLING (1980) os grios crus possuem 1% de Agua fortemente
ligada, 4% de agua fracamenie ligada e 8% de &agua com baixa
mobilidade. Assim atividade de Agua dos gr3os crus tem valores de
0,5-0,6 que permite a estocagem por até um ano se a temperatura se
mantem abaixo de 25°C . Portanto as condi¢@es de estocagem do café

3o muito importantes.

D54, A CAFEINA DO CAFE.

A cafeina & a purinpa principal na composi¢io do café e se
encontra na polpa, no citoplasma do gr3o e ligada & parede
celular. Sem ddvida tem papel importante como estimulante, mas

n3ché& praticamente nenhum efeito no amargor (CLIFFORD, 1985ba.

D55 Os AMINOACIDOS E PROTE INAS DO CAFE

HASSAN (19700 mostrou que o perfil de amino&cidos do café cro

influe na produgio de certos compostos volAteis durante a
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torragio, e portanto, pode ter alguma influéncia na qualidade da
bebida.

AMORIM et alii (1974 <) demonstraram diferengas quantitativas
entre as globulinas e glutelinas, que podiam estar relacionadas a
qual idade do café. AMORIM e JOSEPHSON (187%) verificaram por sua
vez que os cafés brasileiros de qualidade inferior possuiam tecres
maiores de proteinas na faixa de 20.000-26.000 daltons e ao redor
de 8.000 daltons. Utilizando eletroforese em gel a pH 7 , AMORIM
et alii (1978b) demonstraram que as proteinas extraidas de cafés
de qualidade supericr tinham cargas negativas , enquanto que
aguelas extraidas de cafés de qualidade inferior tinham cargas
positivas. Uma possivel explicag3o seria a de que nos cafés de
qualidade superior existem maiores quantidades de polifenol oxidase
C(PPO> e portanto durante a extragio das proteinas, uma grande
quantidade de Acido clorogénico seria oxidado preduzindo quinonas,
gue seligariam as proteinas e amincacidos aumentando assim sua
carga negativa. Nos cafés de dqualidade inferior, © menor teor de
PPO e portante o menor teor de gquinonas, fariam com gue as
proteinas e os aminoAcidos permanecessem com cargas positivas. A

presenca de PPO em café sera tratado no item 2.6.

256. As ENZIMAS DO CAFE.

Os gr3os de café contém inUmeras enzimas, mas as Unicas que
tem sido estudadas com mais detalhes sZo PPO (Lirosinase, cetecol
oxidasel, a—-galactosidase, desidrogenase malica, fosfatase acida,

laccasesp-difencloxidase e peroxidase. Trés destas tem sido
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apontadas como indicadoras de qualidade- laccase~p-difenoloxidase
(ECi.10.3.2.) por ROTENBERG e IACHAN (1972), peroxidase CEC
1.11.1.7.2> por AMORIM et alii C1977) e PPO (tirosinase, catecol
oxidase C(EC 1.14.18.1.> por AMORIM e SILVA (10688), SANINT e
VALENCIA (19700 e AMORIM et alil (1974c,1976). Muitas outras
enzimas, que podem muito bem estar ativas durante o processamento
e estocagem do café crd produzindo mudangas gue poderiam afetar a
qualidade, n3oc tem sido estudadas em detalhes, por exemplo
i-glicosidases, proteases e lipases. Por ser assuntc da presente

pesquisa, © PPO ser& tratado separadamente nc ifitem 2, B.

25.7. Os CARBOIDRATOS DO CAFE.

A sacarose ¢ o agGcar principal do café crdu e os
monossacarideos proviAvelmente s3o for@ados enzimicamente durante o
armazenamento ou no processo de extiragio. AMORIM (1874a e 1975b)
concluiu que n3c havia nenhuma relagfo direta entre os aglicares e
a qualidade da bebida, enquanto POKORNY (1875) observou perdas em
agUcares redutores durante o armazenamento a temperaturas el evadas
e concluiu gque estes compostos est3o relacionados com a mudangas
desfavordvels da cor e com as perdas da qualidade da bebida.
HASSAM (19700 e TRESSL et alii (1982) mostraram que o perfil de
compostos volatels do café torrado em parte dependia da relagio
agticares: ami ncacidos no café cru.

A fragio de polissacaridec do café & © agente principal que
retém os aromas e também contribue na viscosidade. O principal
poliszacarideoc de reserva no café & a ff~manano gque ocorre na forma

de um galactomanano cristalino e insoldvel envolvendo o complexo
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da parede celular CCLIFFORD,1885b).

258. Os LIPIDEOS DO CAFE.

Nos lipideos do café se incluem a graxa cuticular gue contem
as hidroxitriptamidas C-5-~HT que possuem atividade antioxidante.
Portanto os processos de polimento, desegraxamento a
descafeiniza¢fo podem provocar gqueda da gqualidade durante a

estocagem devido a remog3oc desta fragfio CCLIFFORD, 1885Sh).

259 0s PIGMENTOS DO CAFE

A cor dos grics de café crd ¢& certamente um fator de
qualidade que influe no prego do produto. As cores preferidas s3o
azul ou verde—azulada, que s3o0o as cores tipicas de café arabico
preparados por via Gmida. A cor amarela, tipica deo café robusto e
arabico preparados por via seca, € menos apreciada, embora n3o
seja considerada um defeito, OGrf¥os pretos ou marrons s3o
considerados defeitucsos.

A origem dos pigmentos ainda n3o ¢ bem clara. FIERPONT (12820
demonstrou a produgfo de pigmentos azuis é amarelos com estruturas
parecidas - com al agocromos pela interagio do aAcido
clorogénico—quinona com © grupe s-amino da lisina, e GARRICK e
HABERMANN (16622 tLé&m demonstrade que as folhas de €. arabica sio
capazes de produzir um alagocromo. E possivel est3o que, a PPO e o
Acide clorogénice C(ACG) sejam precursores dos pigmentos da
endosperma, sendo os azuis e os amarelos anidlogos aqueles

relatados por PIERPONT (1882 e os verdes uma mistura dos dois. A
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variag3o de pigmentos entre os cafés aradbicos e robusto poderia
ser atribuida as diferengas em atividade do PPPrespectro das
iscenzimas e ou das diferencas na relagfo entre o A&acido
cafeoilquinico e © &cido dicafeoilquinico,(CLIFFORD, 1985b). Estes
ultimos (acidos clorogénicosd. por serem assunto principal deste
trabalho, ser3io tratados separadamente no ftem 2.7. Os pigmentos
marrons e pretos poderiam ser resultados de um atividade em PPO
devido a possiveis danos nas células. Desta forma a PPO atacaria
ACQ e produziria pigmentos marrons insoltveis C(OHIOKPEHAI, 1982).
Dever-se~ia, considerar também a possibilidade de que o
C-5-HT esou a presenga de diterpenos poderiam ter alguma func3c na
coloragdc do café, ou ainda aventar a possibilidade de que os
pigmentos marrons sejam formados pela interagSo dos aguUcares com

aminoAcidos durante a estocagem (POKORNY, 18745,

25.10. O AROMA E SABOR DO CAFE.

H4 uma vasta literatura socbre aroma de café torrado tendo
sido até® hoje identificado mais do que 1000 compostos volateis,
inci‘luindo compostes alifiticeos, aliciclicos, aromiticos, furancs,
tiofenos, pirreles, pirazinas, piradinas, tiazoles e oxazoles
CCLIFFORD, 1985b). Por nZo ser assunto malor deste trabalho, esses
compostos nio serZo tratados com maiores detalhes.

Com respeito ao sabor ¢ importante diferenciar entre os
sabores Acide e azedo. A acidez ¢ desejavel e associada com
proteinas e doadores de protons, engquanto o sabor azedo ¢é

indesejavel , caracteristica de um processamento mal
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conduzido C(NORTHMORE, 1868) e associado a uma mistura de Acidos,
alcoocis e ésteres produzidos por fermentagfc microbiana. MAIER
€1983> considera que o© 4cido fosférico seja o principal
responsavel pela acidez da bebida, uma vez que os &cidos organicos
s8c majis ‘fracos. O melhor pH para a bebida esta na faixa de
4,0-8,2 CSIVETZ, 1972; LENTNER e DEATHERACE, 1989), e a acidez da
bebida, além dos fatores genéticos pode ser influenciada pelo
método e severidade na torrag3ic, ou ainda pelc métode do seu
preparo considerando-se aqui também a alcalinidade da Agua usada
(SIVETZ, 1973; PICTET e VANTAZ, 1977; MOLL e PICTET, 1980; VOILLEY
at alii, 1081; PANGRBORN, 18982D.

Dois outros sabores gue freqlUéntemente se confundem s3co o©
amargo e o© adstringente. Um bom café deve caracterizar-se por
alguma sensa¢io de amargor, embora isto n3oc deve ser exagerado,
como no caso de | Lorrag®es muito escuras ou extragfes
demasiadamente altas. O sabor adstringente, por outreo lado, é
sempre indesejavel.

O amargo ¢ um sabor primiric com receptores especificos na
lingua. Qualquer composto com pelo menos um grupo polar
eletrofilico ou nucleofiilice e mais um grupo ou regiio
hidrofébica, certamente provocard uma resposta amarga (BELITZ et
alii, 19833;7 Tals compostos s3o relativamente comuns. Antigamente
atribuia-se A cafeina pelo amargor do café¢, mas atualmente sabe-se
que esta nunca contribue com mais que 10X do sabor amargeo
CPANGBORN, 1g982; BRELITZ, 1978; VOILLEY ot alii, 1977), o café
descafeinado mantendo-se o amargor do café original. BELITZ (1975)
a trigonelina também n3c & importante no amargor e

afirma que

sugere que compostos heterociclicos podem ser os responsaveis. O
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amargor pode ser mascarade por viscosidades elevadas e por
substéncias adstringentes CPANGBORﬁ et alii, 1978; LEA e ARNOLD,
19785.

A adstringén&ia nSc é um sabor primarioco e tem sido pouce
estudada. Muitas moléculas s3Xo aoc mesme tempo amargas e
adstringentes, © que conduz & confusfo entre elas. Além da analise
sensorial, a adstringéncia poede ser avaliada por méltodos objetivos
de precipitacic de proteina C(CLIFFORD e OHIOKFPEHAI, 1983). E
provavel que a caracteristica principal de um composto
adstringente seja a capacidade de precipitar as protefnas e
glicoproteinaé da saliva, eliminando assim sua a¢io lubrificante.
A maioria de compostos adstringentes contém peleo menos dois
residucs 1,2 dihidroxifenol, e guanto maior o teor destes
residucs maior o efeitoc adstringente. A precipitagic por estes
compostos pode ser impedida, & o efeito adstringente diminuideo,
por qualgquer outro composto que se liga ao complexo formado pelo
fenol adstringente e a proteina salivar, aumentande a carga
liquida do complexo. Sabe-se gque © ACQ tem esta propriedade e
talvez o Acido cafeico também (OHIOKPEHAYI et alii, 1882; WHITING e
COGGINS, 19750 LEA e ARNOLD (1978) acreditam que esta formag¢3o de
COl'l-'lplG'XOS com proteina seja nio especifica, sofrende apenas das
influéncias de pH e pl, peodende portanto ocorrer na lingua e no
paladar, blogqueando receptores de sabores primarios. Este
mecanismo pode explicar a redugfo do amargor de compostos amargos
por compostos adstringentes. VArios autores acreditam gque os
Acidos dicafecilquinices sejam os principais compostos
adstringentes da bebida de café C(OHIOKPEHAI et alii, 1982;

CLIFFORD e OHIOKPEHAI, 18832 . Na bebida estes compostos
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apresentam um nivel minimo de percepcic na concentracio de
0,05-0,1 mg/ml, e com 1 mg/lpl e na presenga de 0,458 mg/ml de ACQ.
provocam um sabor amargo met&lico que permanece na boca. Outros
estudos relacionam a produgSic da bebida adstringente com uso de
gr%os com maiores tecres de ADCQ ou relagBes dé ADCQ: ACQ como no
caso de gr¥os imaturos, grios com defeitos de cor e torragBes mais
escuras CFERﬁEIRA. et alii, 1871; AMORIM et alii, 1974b;
OHIOKPEHAI et alii, 1982; PICTET e REHACEK, 1882; CLIFFORD e

OHIOKPEHAI, 1983> (ver item 2.7.D.

2511 O CORPO DA BEBIDA DE CAFE.

O "corpo” da bebida & uma qualidade de dificil descrigZo.
Esta ligado A sensagdo caracteristica dentro da boca e A
viscosidade. SMITH (19832 alega gque nio existe nenhuma relagio
simples entre a viscosidade, que ¢ determinada por aparelho e o
“"corpo”, gque & avaliado subjetivamente. Uma vez que a bebida & uma
solugido muito diluida, a viscosidade deve estar associada a
macromoléculas. O "corpo™ de vinhos e cidras tem sido associado
com niveis baixos de compostos fendlicos adstringentes (LEA e
ARNOLD, 1978; ARNOLD e NOBLE, 1978), sendec possivel entdo que uﬁ'la
interagio dentro da boca entre ACQ, ADCQ e as proteinas salivares
possa contribuir ao corpo sem relagd3oc com a viscosidade medida

instrumental mente.

2.6. A POLIFENOLOXIDASE DO CAFE

"In vivo" a polifencloxidase (FPO) do café encontra-se ligada
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as membranas e & ativada quando for liberada das mesmas. A
polifenoloxidase se encontra na polpa das cerejas, nas camadas
externas e na regi3o central do gr3c. AMORIM e SILVA (1968) e
AMORIM et alii (19762 tem democnstrado que o© café de melhor
qualidade contém maior atividade de PPO que os de qualidade
inferior e sugerem a seguinte seguéncia para explicar esta
diferenga : primeiro, ocorrem danos nas membranas, liberande e
portante ativande a PPO, que por sua vez oxida os 4cidos
clorogénicos a quinonas. A PPO ¢ inibida pelas quinonas formadas,
diminuindo assim sua atividade. Esta sequéncia implica que, na
verdade, a gqualidade inferior estad relacionada com os danos as
membranas, sendo entfo a diminuig8o da atividade da PPO uma
consegudncia dislo.

AMORIM et alii (1874 ) também sugerem gue nas fermentagles
indesejaveis, como aquelags gque ocorrem com ©o café Rio, as
glicosidases dos microrganismos atacam os glicosidecos do café,
liberande compostos fendlicos que, como foi explicade acima, s3o
atacados pela PPO produzinde quinonas gue inativam a PPO além de
insolubilizar muitas proteinas., Verificaram, também, qgque havia
menores teores de proteinas soltveis em NaCl 10% e NaOH 1% nos
cafés Ric de que nog cafés duros e moles,

SANINT e VALENCIA (19700, OLIVEIRA et alii (19772 e

ROTENBERG e IACHAN (18710 também chegaram a conclusdo gue a
atividade de PPO fosse um bom indicador da gqualidade da bebida.
Diferentes autores tem asscociado diversos fatores, como Lipo
de cultura, processamento e tempo e condi¢gBes de armazenamento,
com a diminuig¢io da atividade PPO (SANINT e VALENCIA, 18970;

VALENCI A, 1272 ; OLIVEIRA et alii, 1976, 1973a; MELO et alii,



1980). Contudo alguns outros fatores, como por exemplo © uso de
insecticidas, podem diminuir a qualidade da bebida, sem reduzir a
atividade da PPO COLIVEIRA et alii, 1970bD.

Numa investigagqo in wvitro , OHIOKPEHAI (1982), demonstrou
que a PPO comercial (tirosinase de cogumelos EC 1.14.18.1) oxida o
Acido cafeocilquinico CACQ) mas nZc o &acido dicafecilquinico
CADCQD. Ainda n3o se sabe se a PPO possue a mesma especificidade,
mas se tiver, isto seria mais uma razio para que a atividade de
PPO contribua para redug3c da qualidade do café¢, uma vez que
diminuira a relagfo ACQ: ADCQ (ver item 2.7D

Na extragBic da PPO, a maioria dos autores citados acima
usaram uma metedologia simples de exiragfo com tampic a baixa
temperatura, mas, una vez gue a enzima & inibida pelas qguinonas
formadas por ela a partir dos compostoes fendlicos, ¢ muito
importante complexar estes compostos antes de se efetuar a
extracio de PFO. DRAETTA e LIMA (19700 resolveram este problema
complexando o©os fendlicos com polietilenc glicel CPEG) ou
pelivinilpirrolidona (PVP), obtendo os melhores resultados com PVP
na proporgio de 0,8 g de PVP por 2 g de café.

Fal

2.7. Os ACIDOS CLOROGENICOS DO CAFE

271 EsTRUTURA

Os Acidos clorogénicos constituem os principais compostos
fendlicos do café, e sZo ésteres do Acido quinico com residucs
cipAmicos. 0O acido também se encontra livre em niveis de 0,4 a

0,7 % em cafés crus de boa gualidade, podendo atingir a 1,5 % em
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graos crus descoloridos (OHIOKPEHAI, 1982,

De acordo com SONDHEIMER (1958) o primeiro relato sobre aAcido
clorogénico foi descrito por ROBIQUET e BOUTRON em 1837 e desde
ent3ioc varios autores tém pesquisado o assunto & publicado seus
resultados, dando origem a uma nomenclatura muite confusa., Os
nomes aplicados aos varios isdémeros incluem: A&cido clorogénico,
adcido criptoclorogénico, cinarin, substancia de Hauschild, &cido
isocloregénico e dcido pseudocl orogénico CCLIFFORD, 1285k0
Atualmente o© &cido quinico e seus ésteres s3o tratados como
ciclitols (ITUPAC, 19780 e o nome “Acido cleorogénice” & a forma
geral usada para descrever o grupo de ésteres do acido quinico com

um ou mais residuos de a&cido cinidmico.

OH — OH

1 ou oH

Figura &. Esirutura do acido guinico.

O istmero do acido quinico gue ocorre naturalmente € o acido
1L-1C0H),3,4,5-tetrahidroxicicloexano carboxilice (fig. 23. Na sua
configuragic preferida, o grupe carboxila e os grupos hidroxila 4
e 5 estZo na posig¢io equatorial e os grupos hidroxila 1 e 3 est3o
na posigio axial.

Os 4cidos clorogénicos podem ser sub-divididos em grupos de

ijsémeros, normalmente com trés em cada grupe, baseado no ndmero e



identidade dos seus componentes. Assim, tem-se o©os Acidos
cafecilquinico CACQ), os aAcidos dicafecilquinico CADCQ), os aAcidos
feruloilquinico CAFQ) e o= Acidos p-coumarcilgquinico, além de

varios scidos cafeoilferuleilquinico.

. A COOH R‘ Rs ACIDO
A 1
406
R‘—— s H H Acido cinamico
I H OH OH dcido cafeico
Rs OH OCHa Acido ferulico
OH H Acido coumarico

CCLIFFORD, 1985ad>

Figura 3. Os Acidos cin&micos ocorrende em acidos clorogénicos

Estes resfiduos de &cido cin8mico esterificam um ou mais grupos

hidroxila do acido gquiniceo, dando origem aos diferentes isfmeros e

disédmeros de Acido clorogénico (figura 4D.

H
O
Ao
2\, . H
0‘ 6. H ;ci.do—s-
ive R N e COOH .
OH ~ 1 H 1 —— cafweoil-
s/ o
3 Z CH guinico
of “H H’ 5-AGaTam
OH ‘[ AT
monoilecmero.
Res iduo c}o acido Reaiduo’do acide
cafeico quinice
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OH
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2 residuca de

acido cafeico

figura 4. Dots isdmeros do acide clorogénico.

E gquase impossivel de se formar triisémeros devido A
ocbstrugieo pela configuragic espacial. No café crd nEc ocorrem
ésteres de Acido guinico esterificados na pozsig3o C1 » embora lLais
compostos existam na natureza.

Além dos acidos clorogénicos identificados, o café cra contém
alguns compostos desconhecidos, que constituem 8% do teor de Acido
clorogéncio total em cafés ardbicos e 1% em café robusta (VAN DER
STEGAN e VAN DUIJN, 1980; OHIOKPEHAI, 189822. Estes compostos podem
incluir glucosideos fendlicos (AMORIM,1974b; MOLL e PICTET, 19803
e ésteres de glicose em luggr do Acido quinico C(CLIFFORD e

GRIFFITHS, 1982).
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2.7.2. LOCALIZACAO E OCORRENCIA DOS ACIDOS CLOROGENICOS NO CAFE

De acordo com DENTAN (1985), os &acidos clorogénicos ocorrem
na superficie do griio associados com a graxa cuticular e também no
citoplasma, ao lado da parede celular do endosperma na parenquina.
Ainda nSo se sabe se a composigdo varia de acordo com a posigHo,
Na parede celular os aAcidos clorogénicos podem se associar com a
cafeina num complexoc molar da ordem de 1:1 our 2:1, que foi
estudado por HORMAN E VIANI (18713, Os &Acidos clorogénicos podem
ocorrer em formas polimerizadas ou complexadas possivelmente com
proteina, tanto na polpa (com massa perto de 1000 daltonsd ceomo no
grico (com massa perto de 5000 daltons3. Estas substincias sHo
consideradas inibidoras da enzima indol-acide acético oxidase =

n3o tém sido bem caracterizadas.

A biossintese dos Acidos clorogénicos no café nio é
completamente conhecida, embora as enzimas responsaveis pela
Ultima etapa na sintese da Lrans-—S—ACQ. trans-5-AFQ e trans-5S-ACeQQ
tém sido isclados de varias plantas, incluindo de células de café
em cultura de tecidos (CROSE, 1881).

No café crtt os monoisdédmeros 5 s8o dominantes (70-8852% dos ACQ
e 80-88% dos AFQD) e os monoisédmeros 4 ocorrem em teores iguais ou
superiores aos moncisdtmeros 3. Com respeitoc aos diisdmeros no café
aribice, o 2,858 ADCQ ccorre em gquantidade maior, seguida pelo 4,8
ADCQ e depeois pelo 3,4 ADCQ. No café robusta, o diisdmero 4,5 ADCQ
¢ dominante (VAN DER STEGAN e VAN DUIJN, 1980; KONIG E STURM,

19825

E possivel que os monoisdOmeros 3 e 4 se formem a partir do
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monoisémero B através da migrag3oc acil sendo ent3oc artefatoes,
embora istoc n3c possa ocorrer no caso dos diisémeros (CLIFFORD,
1985b).

O café robusta contém de 7 -10% de &cide clorogénico e o café
aribico 5-7,8 % . CGrZos velhos e descoloridos contém mencores
quantidades de &cido clorogénico extraivel e uma relag¥o menor de
ACQ: ADCQ, além de menor atividade em polifencloxidase (OHIOKPEHAI
et alii, 19820, em acordo com a hipdtese de que a polifencloxidase
ataca o ACQ e ndo o ADCQ in witre. NORTHMORE (19730 sugere que os
pigmentos do endospermo podem ser produtos da oxidagH®o do &cido
clorogénico. Nos grios de café novos, AMORIM et alii C(1873b;1074
b> relatam que os melhores cafés tem tecres de acido clorogénico
significativamente inferiores. Sugerem que o teor de Acido
clorogénico mais elevado em cafés de qualidade mais baixa pode ser
resultado do atague do Fusariun sp una vez que se admite gque os
danos macinicos e quimicos causados por microrganismos podem

induzir & produgiio de maiores quantidades de compostos fendlicos.

2.7.3. O EFEITO DE TORRA§A0 NO ACIDO CLOROGENICO

Durante a torrag¢io do café os acidos clorogénicos extraiveis
sZo destruidos progressivamente de uma forma ou outra, podendo
perder até 8 g-100 g em café robusta e 6 g-100 g em aribicos com
torracBes escuras. OHIOKPEHAI (189822 relata taxas relativas de
destruiglo de ACQ, ADCQ e AFQ de 1,0; 0,56; 0,09 respeciivamente
em café arabico de Tanzania, PICTET e REHACEK (1882), obtendo os
mesmos valores . Dos acides clorogénicos contendo residucs de

dcido cafeico, MAIER (1882) considera que o 3- ACQ o mais estavel
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durante a torrag3o, sendeo © 3,5-ADCQ © menos estavel. De modo
geral os isdémeros esterificados no Ca es/ou C4 s3o mals estiveis
que os esterificados no Cs. HA uma série de trabalhos que
corroboram esta idejia. C(CORSE et alii, 1970; CLIFFCORD, i1972; VAN
DER STEGAN e VAN DUIJN, 1980; KONIG e STURN, 1982; TRUGO e MACRAE,
1984b>.

Ao contrario do scido clorogénico a cafeina ¢ relativamente
estavel durante a torragioc, sendo entioc possivel monitorar a
severidade da torragiic através da relacfio entre o teor de cafeina
Cconstante? e o teor de acido clorogénico (progressivamente menor)
CPICTET e REHACEK, 19882).

O destino do &cido clorogénice destruide na torragdc tem sideo
parcialmente esclarecido. Até B0% da quantidades perdida tem sido
encontrade nos pigmentos marrons ou em forma de fendis livres ou
adcido quinice livre. Da outra metade, uma parte pode ser perdida
nos gdases que escapam do torrador, mas ainda nio fol determinado
em qual proporgio e nem o destino do restante (CLIFFORD, 1872,
TRESSL et alii, 1978; 1878 a; 19‘?;8 b; 1982). Certamente o Acido
quinico ¢ um dos produtos de degradagic do 4cide clorogénico
durante a torrag3io C(OHIOKFPEHAI, 1982; NAKABAYASH e KOJIMA, 1980,
BLANC, 19770 e este pode, por sua wvez, ser modificado ou
degradado, epimerizando ou lactonizando por exemplo. No caso de
esterificagfo da hidroxila no C‘ a epimerizagfo seria favorecida
nas condig®es do torrador. Pelo menos uma lactona do acido guinico
Cquinide) e uma lactona deo acido clorogénico tem sido detectados
em extratos de café torrade CKONIG e STURM, 1682; WOLINSKY et
alii,1g64; CORSE e LUNDIN, 1970; ANDERSON, 1972>. Estes estudos

sugerem dque os produtos principais do acido quinico sZc catecol
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(que também podia ser proveniente do 4cido caféico)d, guinol,
pirogaleol e 1,2,4,-trihidroxibenzeno. Da degradagcio do Acido
caféico os produtos principais sZXo 4-metil, 4~etil e 4-vinil
catecol e 3,4-dihidroxicinamaldeido. Os demais &cidos cin&micos
produziriam os prbdutos'correspondentes. com benzaldeido no lugar
do  cinamal deido. As quantidades encontradas no café torrado
refletem os niveis relativos dos seus precursores no gr¥o cru
CCLIFFORD, 1972; PYPKEN e BROWER, 1059; TRESSL et alii, 1976; 1978

a; 1878 b; 1982D.

~

2.74. INFLUENCIA DO ACIDO CLOROGENICO NA BEBIDA

A acidez da bebida & maior para cafés arabicos torrados do
gue para cafés robustos torrados, maior para café preparado por
via Udmida do que por via seca, maior na torragic média do que na
torragio forte, & maior nos torradores com press3c do gue nos
torradores comuns (SIVETZ, 19722. A acidez menor da bebida de uma
torrag3o forte tem =ide atribuida a destruigZe de 4Acidos
clorogénicos (LENTNER e DEATHERAGE, 1858; KING et alii, 1i8967;
FELDMAN et alii, 1968) e mais recentemente i liga¢3o dogs Acidos a
matriz do grio (NAKABAYASHI, 1978). SIVETZ (19730 considera que a
bebida proveniente de torradores com pressioc tem maior acidez
devido 4 major retengidc de acidos velateis.

Os dados na literatura indicam que além de Acido clorogénico,
grios cris sadios de café contém 0,5% de &cido citrico, 0,5% de
dido madlico, 0,2 % de Acido oxilico e 0,4% de Acido tartarico.
NORTHMORE (1989 relata que os grgos podres (stinkers) contém um

teor elevado de Acido acético.
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Com respeito ao efeito dos demais fendlicos na qualidade da
bebida, AMORIM et alii (1973b) concluiram que o teor de &acido
clorogénico total influe negativamente a qualidade da bebida, os
teores de fendlicos soldGveis em Agua o em clorete de sédio
positivamente, © teor de fendlicos soluveis em tampic fosfato
negativamente e o teor de fendlicos scliuveis em metancl influe

positivamente.

-~

275. O EFEITO DO ACIDO CLOROGENICO NA SAUDE

Ao longe dos anos o café tem recebideo muitas criticas por
supostos efeitos negativos na sadde, a maioria das quais n3ioc tem
nenhum fundamente. E interesante anotar ent3o, que em varios
estudos com cinarin, doses de 500-1500 mg diaria tem provocado
redugBes ne teor de colesterol total no séreo sendoc que em um
destes estudos a dosagem foi de apenas B0 mg diaria. Uma vez qgque
uma xicara de café pode conter de 20-6Y5 mg de Acido clorogénico,
ou no caso de café instantinec de ’?0-220 mg, € possivel gue haja
beneficios em se produzir cafés com altos teocres de 4Acido
clorogénico para combater o efeiito hiperlipémico, embora isto

regueira ainda muito mais estudos C(CLIFFORD e WALKER, 1987).

~

2.76. VARiAgoss DO ACIDO CLOROGENICO COM MATURA;XO

Alguns estudos tem sido feitos com a produgdco de acido
clorogénico durante a maturagfo do café. CLIFFORD et alii (1987
trabalhando com guatro variedades de café¢ verificaram um aumento

sigmoidal em ACQ durante a maturag¢ic representande um esforgo

39



significalivo de fotossintese. Uma vez gque n3Eo se encontrou
aumentos equivalentes com os demais isdmeros estudados, concluiram

que isto devia influir na relag3o de ACQ: ADCQ.

”~

277. O ACIDO CLOROGENICO E OS EFEITOS ORGANOLEPTICOS

KELLARD el alii (1987), trabalahndo com os limites minimos de
detecgio sensorial (threshold wvalues) dos Acidos clorogénicos,
determinaram que a concentragioc limite para o sabor amarge de 3
ACQ e S5-ACQ foli de aproximadamente 0,05 mg-ml, enguanto o limite
para a sensa¢fio metilica foi de 0,8-1,0 mg/ml e para o sabor azedo
mais elevado ainda. Este estudo & interessante uma vez que
aparentemente contraria o estudo de OHIOKPEHAI et alii {1982 em
que o responsavel para o sabor amargosmetéilico for considerado o
ADCQ, com os ACQ atuando para diminuir este efeito, CLIFFORD
(1985a) e ORDYNSKY (19651 consideram que o 5-ACQ € bem menos acido
que o acido quipnico livre & que tanto o 5-ACQ como a mistura dos 3
ADCQ de café tem limites de detecgZo na faixa de 0,085-0,1 mg-/ml.
Com respeiteo ao sabor amargo, estudos com cicliteols, feitos por
BIRCH e LINDLEY (Cig73), demonstraram gue as naunces amargas foram
produzidas de acordo com a intreodugio de pontos deoxi esou a
acilagcio dos grupos hidroxilas. O aumentc de amargor em seguéncia
ac Acido quinico Cnadad < 5-ACQ (poucol < ADCQ esta de acordo com
estas observacBes. Estudos cbjetivos baseados na precipitagio por
proteina tem confirmade que o ADCQ & adstringente e o ACQ n3o
CCLIFFORD e OHIOKPEHAI, 18983), que esti de acordo com a definigdo
estrutural feita por HASLAM (18813 de um composto adstringente.

OHIOKPEHAI et alii (19822 propuseram um mecanismo competitivo para
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explicar a redug3o da adstringéncia do ADCQ por ACQ.

Nos valores de pH da boca e da bebida de café os diferentes
isémeros de Acido clorogénico seriam extensivamente ionizados, mas
numa comunicagio pesscal A& CLIFFORD (1985ad , Dr. Maier considera
que apenas o adcido fosférico CpK=1,96D contribue

significativamente a4 acidez da bebida, mesmo em torra¢@es fracas.

o~

2.7.8. O ACIDO CLOROGENICO E SUA FUNCAO NA PLANTA

Em geral, os fendlicos, incluinde os Acidos clorogénicos, s3o
considerados produtos secundarios em plantas, tendo como fungfo o
controle dos niveis de &cido indol acético, uma fungZFo que requer
apenas baixos niveis de mono e di-hidroxifendis. Os  mono
hidroxifendis ativam o Acido indol acético oxidase pfevenindo =]
acumuleo deste 4&cido e os diidroxifendis por sua vez inibem
competitivamente esta enzima. 0Os niveis de &4cido indol acético
aparentemente contrelam o estimulo de crescimento com ou sem
necrose a indugio ocu suspensdo da dorménéia e a biossintese do
etileno CCLIFFORD (1885a).

Ne caso do café, contudo, as concentragSes de Acido
clorogénico s3c muito maiores deoe que da maioria das plantas,
sugerindo uma fungio adicional do gque simples contreole do teor do
dcido indol acético. CLIFFORD (198Bal sugere as seguintes
possiveis fungBes adicionais para o &cido clorogénico do café:

-Desencorajar insetos, passaros e mamiferos predatérios.

-Proteger contra a invasZc de microbios.

-Precursor da camada inicial protetora s=intetisada no local

de danos fisicos sofridas pela planta
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-Precursor na biossintese da lignina.

-Possivel fungfo na formag3o dos pigmentos verdes do gr&o

~

279, ExTRAng E ANALISE QUANTITATIVA DO ACIDO CLOROGENICO

Com respeito a anilise quantitativa dos &cidos clorogénicos,
h4 dois aspectos a serem considerados. Em primeiro lugar deve-se
levar em conta a determinag8ic de acido clorogénice total e em
segundo lugar a determinag¢io dos isédmeros individualmente. Neos
dois casos € necessarico extrair os &cidos clorogénicos dos grios
de café, O primeiro passo & moer os gr3os, mas ho caso de café cru
isto €& muito dificil e CLIFFORD (1885a) sugere o uso da
liofilizagdo ou congelamentoc em nitrogénio ligquido para facilitar
este processo. E sempre importante evitar o agquecimento.

Ao longo dos anos tem aparecido referéncias na literatura
para a extragBo de acido clorogénico do café¢ usando-se a&gua fria,
églua qguente e acetato etilico. E necessirio esclarecer contudo que
a agua fria nfo pode ser utilizada se a enzima polifenoloxidase
C(PPO) estiver ainda ativa e que a adgua guente facilita a migracio
acila. Atualmente os solventes mais usadoes s8c : metanol aguoso,
etancl e isopropancl, com ou sem refluxe (PICTET e BRANDENBERGER,
1960; CORSE et alii, 1870; MARTINO et alii, 18979; MAIER et alii,
1972; MOLLER e HERRMANN, 1983; TRUCO e MACRAE, 1984a3. CLIFFORD
(1985a) escolheu iscopropanol 70X em &gua com © solvente mais
satisfatério, inicialmente extrainde & temperatura ambiente
durante 5,5 horas e posteriormente usando ref‘luxg durante 1,8

horas. Os extratos em isopropanol nEo requerem clarificaglioc com a
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solug3o de carrez, como no caso dos extratos em Agua.

Na determinagfc do Aacido clorogénico total no extrato,
CLIFFORD (1988ad wvem investigando este assunto exaustivamente.
Exi stem cinco métodos espectrofotométricos que podem ser
utilizados, o mais simples dos quais & a absaorc3o a 320 - 230 nm.
Este métodoe n3o ¢ especifico porgque quantifica qualquer outra
substéncia presente que absorve na faixa de ultra-violeta. No caso
de café crd isto nZe é muito problemAtico ji& que n¥o existem
muitos compostos deste tipo, mas no caso de café torrado este
método torna-se invidvel devido & presenga de muitos compostos que
absorvem nesta faixa. Os procedimentos de remover tais compostes
s3o t3o complicados que este método nEo & recomendado nestas
situagBes. Porém no caso de extratos de café crd, pode ser usado.
Se o acido B-cafecilquiniceo (B-ACQ for utilizade como padr3eo, os
Acidos dicafecilquinice (ADCQD ser3o superestimados em 15%
devendo usar um fator de correc¢Hfo.

Existem trés métodos espectrofotoméiricos que determinam os
residuos acilantes. O=s reagentes de- borateo e de molibdato
determinam 1,2 dihidroxifencis (CLIFFORD e SANIFORTH, 1@77). S3o
m&todos simples e precisos e os autores consideram que o reagente
de melibdato seja superior ao de borato uma vez gue sua cor
amarela permite uma avalia¢foc visual., Usandoe B-ACQ como padrZo, os
ADCQ s3o superestimados em 37% e o acido cafeico em 12%, enguanto
o &cido cafecilferulquinice CACFQ> ¢ subestimado em 334, devendo
usar fatores de corregio. Com amostras torradas, serio
determinadas também 1,2 dihidroxifendis produzides na torragio
mas, isto representa uma frag8oc muite pequena e n3o impede seu

uso.
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O reagente periodato determina tanto os 1,2-dihidroxifendis
comc os ésteres monometila, detectande também o &cido ferdlico, o
dcido feruloilquinico CAFQ e o ACFQ. Uma vez gque o &cido ferulico
estd presente em quantidades minimas e subestimade em S0% por este
reagente, a diferenga entre © valor obtido pelo reagente de
molibdato e o© valor obtido pelo reagente de periodato &
considerado como sendo o teor de AFQ. Com amostras torradas ha
alguma intera¢iio com produtos de degradagic de compostos
fendlicos.

O dltime método espectrofotométriceo, que usa como reagente o
Acido tiobarbitérice, determina o residuc de &cido gquiniceo. E um
método complexe com varias etapas e subestima o ADCQ em 31X,
quandc se usa o 5-ACQ como padrfo. Sua Gnica virtude é que sofre
de pouca interferéncia, mas o actimulo de é&rros através das varias
etapas faz com gue o método perca sua precisido.

O= pesqui sadores concluiram que dos métodos
espectrofotométricos, o©o mais indicade para a analise do acido
clorogénico total em café & agquele emn gque se usa o© reagentie
pericdato.

Com respeito aos m&étodos que determinam os isémeros
individualmente, deve-se se usar cromatografia liquida de alta
pressio. A cromatografia gasosa ndco ¢ muito empregada para esta
determinagf¥o, porque exige boa purificagBo da amostra antes de
analisa-la, uma vez que nem a sililagdo e tampouco os métodos de
detecgico sZo especificos para acido clorogénico. Este método faz
uso de uma coluna capilar polar de silicone coberta com borracha.
E recomendada a desativagdo dos capila}res de borosilicatc com

albumina de soro de boi para melhorar a resoclugdo.
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A cromatografia liguida de alta pressio (HPLCD ¢ o método
mais indicado para a detecgico e quantificagio dos isémeros
individuais. Nas primeiras determina¢@es por cromatografia liguida
utilizaram-se sistemas de baixa pressio, Os primeiros
pesquisadores a usar HPLC eram COURT (1977) e REES e THEAKER
cC1977>, ambos usands uma coluna de fase reversa pelicular.
Atualmente a maioria dos métodos s8Eo modificagBes do método de VAN
DER STECAN e VAN DUIJN (18802 que consiguiram separar doze
isbmeros do Acido clorogénico mais dois acidos cinamicos numa
coluna de fase reversa microparticulada, usande um gradiente de
metanol a pH 2.5. Variag@es deste método tem sido publicados por
varios autores (MAIER et alii, 1982; TRUCO e MACRAE, 1884a; MOLLER
e HERRMANN, 1982)>. CLIFFORD et alii (1988) apresentou um sistema
rapido e isocratico de fase reversa que serve para trabalhos de
rotina e que guantifica nove isémeros do acido clorogénico, trés
Acidos cinAmicos e a cafeina. Usando a fase reversa, os compostos
mais polares s3c eluidos primeiro e a detecgio ¢ bastante
especifica na regifio de 310-330 nm . Na éuséncia de todos os
padrdes, o 5-ACQ pode ser usado como padrdo externo, fazendo
corregBes para as absorbancias molares dos outros isomeros

(CLIFFORD, et alii, 1985,
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3.0. MATERIAL E METODOS,

3.1 MATERIA-PRIMA

O cafe arabico cv. Catuai vérmelho usado neste estudo foi

fornecido pelo Instituto Brasileire do Café .~ Fundagc3c do Café,
Campinas S.P.. Os 200 pés de café¢ aproveitados foram todos
cultivados sob as mesmas condig@es de solo, fertilizacXo,
ensolagdc e irrigagdo. A colheita fol feita por derrigio numa
cesta colhendo todas as cerejas do grupo de pés escolhidos, guando
a maioria delas estavam maduras. Imediatamente toda a colheita foi
classificada em 7 grupos baseados na cor (tabela 10 . Para os
ensaios finais, cujos resultados estEc apresentados nesta tese,
esta colheita foi feita em seis ocasi@es diferentes e os
resultados analizados estatisticamente. As colheitas foram feitas
em duas safras consecutiwvas.

Tabela 1. A Classificagio das Cerejas pela cor

Classificacgio Cor
Verde CV) verde
Meio-verde (mv> Metade verde/metade rosada
Mei o-maduro Cmmd Rosada
Maduro C(md Vermel ho
Bem maduro Cbmd Vermel ho escuro
Meia passa (mpd Quase preta
Passa (pd Preta

De cada grupo a metade fol preparada por via seca e a outra
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metade por via Umida.

32. A PREPARACAO DO CAFE

321 A via sECA :

As cerejas foram expostas ao sol durante o dia até atingir

aproximadamente 112 de umidade.

322 A via UMDA:

As cerejas foram despolpadas a m3o, com auxilio de uma faca
qqando necessaric (cerejas verdes)., As cerejas despolpadas foram
colocadas em bequers acresentando-se Agua suficiente até quase
cobri-las. (Os bequers foram cobertos e deixades a4 {emperatura
ambiente. Uma vez iniciada a fermentagfo, verificava-se o estagio
do processo pelo tato duas vezes ac dia. Quando os gr8os n3o
escorregavam mais um no outro, notando-se uma aspereza entre eles,
considerou-se o processo concluido, lavando-os em seguida com agua
corrente para remover a muscilagem hidrolisada. Em média levava 24
horas para completar a fermentag3io. Os grios lavados foram
expostos ao sol durante o dia até atingir aproximadamete 11 % de

umi dade.

3.3. O BENEFICIAMENTO DO CAFE
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As cerejas secas (via seca) e grios secos (via umida) foram
beneficiados utilizando-se a baneficiadora modeloe MB8COLA de Manesco

e Ranieri Ltda. C(Piracicabal.

34. A EXTRAGAO DOS ACIDOS CLOROGENICOS

As amostras de grZos secos foram moidas num micromoinho
modelo TE 345 da Marconi, com uma granulomelria que permite a
passagem em peneiras com abertura de 0,7 mm Cmesh)., Amostras de
aproximadamente 1,000 g foram extraidas por refluxe com
isopropanol 70 % em Agua durante 4 horas num aparelho de Soxlet da
FANEM Ltda. Apds resfriar os extratos foram completados até 200 ml
com isopropancl 70 % num balZfo volumétiriceo e depois filtrades. Os
extratos filtrados foram guardados no congelador a aproximadamente

-12 °C até realiza¢Xo das analises.

35. DETERMINACAO DE ACIDO CLOROGENICO TOTAL

O teor de Acido clorogénico total foi determinado usando o
reagent.e de metaperiodato, ou seja 0,28 % de metaperiodatoc de
séddio em Agua (CLIFFORD e WIGHT , 19762, Amostras de 1,00 ml dos
extratos foram miét.urados com 10,00 ml! de reagente e apds 10
minutos a 27°C , a absorbfncia foi determinada a 406 nm usando um
branco preparado da mesma forma com 1,00 ml de isopropancl 70 %
mais 10,0 ml de reagente. As leituras foram feitas num
espectrofotédmetro Coleman modelo 225 E.

0 padr3do foi preparado wusando 4cido B-cafecilquinico
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C5-ACQO(Sigma) dissolvido em isopropanocl 70 % e uma curva padr3o
feita entre 0,0 e 2,0 u moles de B-ACQ. Em cada conjunte de
andlises determinou-se a absorbincia do padric contendo 1 u

moeles/ml de B-ACQ para se verificar qualquer desvio da curva

padriao.

3.6. ANALISE DOS ISOMEROS DO ACIDO CLOROGENICO POR CROMATOGRAFIA

L1QUIDA DE ALTA PRESSAO-

Fei utilizade um aparelhe de cromatografia liquida de aita
pressic (HPLC) da Waters Associates (Massachussettes, E.U. A D
equipadoe com uma bomba modelo B0O00A, injetor modelo UBK, um
detetor de absorbincia modelo 440 operando a 254 nm e 313 nm
(separadamentel, registrador modele Data module. Uma coluna de
fase reversa de ago indx de 30 cm x 3.0 mm contendo puBondapak Csa

CWaters) foi utilizada para todos os analises.

3.6.1. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

Empregou-se basicamente a metodologia de VAN DER STEGAN
e VAN DUIJN (1980),mas procedeu~se uma série de moadificagles
devido & necessidade de se utilizar unm sistema isocratico e uma

coluna diferente.

Em virtude das limitagdBes impostas pelos fabricantes do
equipamento, nIo fol possivel usar o tampido citrato C(pH 2.8
recomendade por VAN DER STEGAN e VAN DUIJN (19802 para abaixar o

pH do metanol. Assim, nas experiéncias iniciais foi empregado
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metancl 27 % em agua (pH 7.7) comoc solvente, injetando uma solugio
padric de 5-ACQ (Sigmad  hidrolisade para dar quantidades
aproxdmadamente iguais de 3-ACQ, 4-ACQ e B-ACQ. O hidrelisade foi
dissolvido no solvente. Nas experiéncias iniciais usou-se una
absorbincia de 254 nm conseguindo-se picos nitidos mas sem uma boa
separagio dos lsOmeros apesar de inumeras tentativas em variar nos
parametros de fluxo, pressZo, largura do pico (peak widthd,
rejei¢io de "barulho'" e sensibilidade.

Numa tentativa de melhorar a separagZo, o pH do metancl foi
abaixade para 5,5 utilizando-se fosfato de potissico monobasico
CKHZPO‘) no lugar da agua. Com este solvente foi possivel obter
uma boa separagSo des 3 monoisdSmeros usando as  seguintes
condi¢Ses:

- fluxec - 1,5 ml-/min.

- pressio - approx. 2.8500 psi
- largura do pico - 12

- rejei¢io de “barulho" - S50

- sensibilidade - 0,&

Para verificar a separagio dos diisdmeros neste sistema, foi
injetado uma solugio padr3o de 1,3 ADCQ C(doado por Dr. M.N.
Clifford, University of Surrey, Inglaterra? que ¢ © Unico padrio
de um diisémero disponivel. Este padr3c foi injetade junto ao
padraoc dos monoisdmeros. Foi verificado que no sistema
desenveolvido, este diisdmero demorou demasiadamente para ser
eluido C(mais que 30 minutos? produzinde um pico muito largo de
dificil quantificag¢Z. Para resclver este problema substitul-se o

sclvente pelc metanol 30 % com KHZPO‘ 0,1 M apds a eluicic dos
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monoisomeros, usando a segunda entrada de solvente do aparelho.
Este sistema deu resultados satisfatérios para o diisémero sem
prejudicar a eluigcfio dos monoisémeros, embora fosse necessario
reequilibrar o aparelho com metanol 27 % durante 15 minutos antes
de injetar uma nova amostra.

Experiéncias com concentrag®es ainda maiores de metanol (33,
36 % na segunda etapa, perjudicou o bom andamentc do preojeto
devido ao tempo excessive necessaric para reequilibrar o aparelho
com metanol 27 % .

Apés desenvolver a metodelogia, iniciaram—-se ensaios com os
extratos de café. Uma vez que estes estavam dissolvidos em
iscpropancl, foi inicialmente necessario eliminar este solvente e
redissolver os extratos em metancl 27 % . Aliquotas de 10,0 ml
foram evaporados até secar e apds resfriar, dissolvidas em 10,0 ml
de metancl 27 % em KHZPO4 0,1M usando uma seringa de 10,0 ml e
equipamento préprio; cada extrato fol filtrade através de filtros
tipo FH de porosidade 0,5 pm (Milipored. Ensaios com Sep-pak ndo

deram resultados satisfatérios, reduzindoe © numerc de picos dos

isdémeros.

Ensaios com amostras assim preparadas foram efetuados usando
a metodologia desenvolvida lendo-se a absorbancia a 254 nm. Foram
obtidos 3 picos de moncisdmeros (3-ACQ, 4-ACQ e S5-ACQD, um pico de
algum isdmero de ferucilquinico e 2 picos de diisdmeros (3,4-ADCQ
e 32,5-ADCQ). Apareceu alguns picos menores n3o identificados e
também um pico grande de cafeina, que fol eluido um pouce antes
dos monoisdmeros. Para quantificar os isdmeros do Acideo

clorogénice , foi usade um padrZo externc de 5-ACQ, injetando
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0,005 umoles na calibragHo.
Para eliminar qualquer interferencia da cafeina, foi trocado
© filtro de 254 nm por um de 313 nm, uma vez gque a cafeina absorve

poucce neste comprimento de onda, engquanto os acidos clorogénicos

absorvem mais. Nestes ensaios o© pico de cafeina diminui
substancialmente, enquanto o©s picos dos isémeros do Acido
clorogénice aumentaram um pouco. Contudo, a quantificagio

apresentou o= mesmos resultados.

Foi adotade ent3oc a seguinte metodologia:

sol ventes:

Cad) Metanol 287 % em KHZPO‘ 0,1 M até a eluigio dos
momoi sSmer os.

(bl Metanol 30 % em KHZPO‘O,I M até completar a
eluigio de 3,85-ADCQ.

Filtro: 313 nm

Parametro de largura do pico: 12

Rejeigdo de “barulho* : S0

Sensibilidade: 0,2

Fluxco: 1,5 ml/min.

Press3o: aproximadamente 2800 psi.

Q0 anexo 14 mostra um cromatograma tipico felto nestas
condi ¢es.

Infelizmente n3Eo foi possivel controlar perfeitamente a
temperatura do ambiente, e portanto observou-se pequenas variagBes
de press3o e como resultado os tempos de eluligdo também. Contudo
utilizando-se © padrfo de S5-ACQ e recalibrando—se o equipamento

cada vez que a pressic modificava, foi possivel superar este
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problema.

36.2. QUANTIFICACAO DOS DIFERENTES ISOMEROS

O dniceo padrio disponivel
© Unico isdmero que podia ser

modul e.

foi o de B-ACQ e portanto éste foi

quantificado diretamente pelo Data

Os demais isdmeros foram quantificados baseados nas Areas

de seus picos e comparando-os com a Area do pico de S-ACQ,

usando-se.os fatores de correg3io calculados por CLIFFORD et allt

19850, ou seja:

Os resultados foram apresentados na base do pesc seco.

-—= X 1,0
-- X 1,07
--- X 0,9

Para

calcular as porcentagens dos diferentes isdmeros em cada amostra,

fol usado o seguinte calculo:
— Pesc de amostra extraida

Volume total do extrato

Volume injetado

% de sdlidos na amostra

Entioc tem—se:

- n g moles

pu moles de isémero encontrado

Peso molecular do isdmero

w g.

200 ml

It

20 ul

n 4 moles

P

S

20 ul de extrato
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- nmmoles = 20 ml de extrato

1

€10 X nd> m Moles = 200 ml de extrato

- 10X n X P> g = 200 ml de extrato = w g amostra
1000

Mas:

w ¢ de amostra = (—-y-{ga—s——?- g de sélidos

CwX SO _C10X nX P>
entio : —g66 —— 9 de amostra (base peso seco) = 1000

g de isdmeror
. _ 10X nXPD> | CwiX&SDO
% de isdmerc = 1000 * —1o0 X 100
Cbase peso seco)
10X n X P X 100 X 100 , ou :

1000 ¥« w x S

_CnXP X100

w X =

_ M moles S-ACQ

X Area isdmerc X fator de corregdo

mas " = TZrea B-ACO

Ent3o % ’-‘é’“"l essiégq X 4Area isémero X fator X P X 100
isomero reas correcio “w X S
Una vez que 100, w = £ s3oc constantes para uma determinada

amostra, pode-se calcular:

100
w X =

Substituindo com C
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4 moles de S-ACQ
*% Isdmero = _ X P X C X area isémero X fator
Area 5-ACQ i=sdmero

Fol usade este sistema de equagdes para calcular os valores
de % de isdmeros de 3I-ACQ, 4-ACQ, S-ACQ, 3,4-ADCQ e 32,5 ADCQ de
cada amostra examinada, calculando os valores das duplicatas

separadamente para depois cbter a média dos resul tados.

36.3. DETERMINACAO DA ORDEM DE ELUICAC DOS ISOMEROS

O Gnico padr3c disponivel foi o de B-ACQ. Pela hidrélise
deste padrZo Citem 3.6.4.0 foi possivel obter 3-ACQ, 4-ACQ e 5-ACQ
em quantidades mais o menos iguais, mas nos cromatogramas ndc foi
possivel saber qual pico representava 3-ACQ e qual 4-ACQ, havendo
somente certeza da posicic do S-~ACQ. Portanto, esta determinac3o
foi feita pelo Dr. M. N. CLIFFORD, Universidade de Surrey,
Inglaterra, usando © mesmo edguipamento e nas mesmas condigBes
usadas nesta tese. Assim fol possivel determinar a ordem de

eluicao como sendo:

1° 3-ACQ

2 5-ACQ
3° 4-ACQ
Da mesma forma o Dr. Clifford determinou qgue os dois

diistmeros eluidos eram:
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<

1 3, 4-ADCQ

=]

2 3,5-ADCQ

Nas condig¢Bes usadas n¥o foi possivel detetar 4,5-ADCQ, o
outro diisdmero presente ho café. Este ultimo demor ou
demasiadamente para ser eluido, necessitando o uso de gradiente
para ser quantificado.

Todas estas conclus@es de identificag3ie foram wverificadas
pela autora da Tese no laboratério do Dr. Clifford em
vigsitas oficiais a aquele laboratdério em Julho de 1884 financiado
pelo Conselho Britanicol) e julho de 1887 (financiado pelo CNPqD,
quando foram levados algumas amosiras dos extratos de caf¢ ja

analisados na UNICAMP, para serem analisados l4 com finalidade de

confirmagio.

36.4. HDROLISE DO PADRAC DE 5-ACQ

Uma amostra de 850 mg do padrdo de B5-ACQ ((Sigmad foi
dissolvido em 20 ml de &gua destilada e seu pH ajustado para 8 com
uma solugio diluida de amdénea. Esta solugZo foi agquecida em banho
maria fervente durante 30 minutos para efetuar a migra¢3ioc acila,
resultande num equilibrio de quantidades aproximadamente iguais de
3-ACQ, 4-ACQ e 5-ACQ. Apds esfriar, o pH da scolugio foi ajustado
com A4&cido cloridrico diluido para permanecer na faixa de pH

2,5-3,0 . A esta soluglo fol acrescentado 12,7 ml de metanol e o
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volume total completade para 47 ml com &gua destilada para dar uma
concentragiic de 27 % de metanocl na solugZoc. Uma vez que a
concentragdo inicial de 5-ACQ fol de 2 u moles/ml , a concentragfo
final de cada isémero foi aproximadamente 1y moles-ml . Estia
mistura foi usada apenas para verificar a qualidade da separac¢io
dos isOmeros e as posigBes dos picos pela metologia, desenvelvida

ndo sendo possivel ser utilizado para quantificacg3o.

3.65. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS

Considerande gue © experimento fol repetido em 6 dias
diferentes e em cada ocasifo a colheita foli separada em 7 grupos
de maturagio, e cada amostra analizada duas vezes, Tem-seB4d
amostras preparadas por via Umida, bem como oulras 84 amostras por
a via seca., Para a anidlise estatistica foram somados os valores de
% 3-ACQ, %4-ACC e % 5-AC0, para dar um valor de % ACQ total, uma
vez que a hipdtese inicial baseou-se na relag3io entre % ACQ total
e % ADCQ total. Da mesma forma ent3c foram somados os valores de %
3,4-ADCQ e % 3,5-ADCQ para dar um valor de ADCQ total. Como
explicado anteriormente n3co fol peossivel quantificar % 4,5 ADCQ.
Foram estes valores de % ACQ e % ADCQ, ambos na base do peso seco,
que foram analisados esltatisticamente, procurando-se determinar os
efeitos dos diferentes niveis de maturagdoc dos grios bem como o©
efeito das duas vias de preparc (Umida e secad.

0= dados foram analizados usando-se um modelo de Anilise de

Variancia em blocos com dois critérios de classificagZfo, gue serido

descritos em detalhe abaixo.
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Modelo:

Y. = M+ a + 3 0+ 7y + 0 a3 3,L

. + £
ikt i ) j ikt

Tem~se que: Y. razdo entre as porcentagens de ACQ e ADCQ,

k"
considerando-se nivel i de maturag3o, tipo j de via de preparo,

colheita do dia ¥ da amostra 1.

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

-
n

k=1, 2, 3, 4, B, 6
L=1, B
g = média geral
o= efeito do nivel i de maturac3o
ﬁj= efeito do tipo j de via de preparagfo
i efeito do dia x da colheita C(blocod
Ca ﬁ)i_j = efeito de interagio entre nivel i da maturagioc e
tipe j de via de preparo .
gi.jkl = erro aleatdério.
Para vias de preparo serd indicado como 1 a via seca e como 2
a via tUmida.
Convém salientar, gque tendo em vista que as colheitas foram
feitas em dias diferentes, esse fator fol considerado como uma

restrig@o a aleatorizagio do experimento, portante coensiderado

come bleoco.
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Em virtude da elevada significincia dos testes realizados,
foi feito um anAlise posterior, comparande as médias do gquociente

entre % ACQ e % ADCQ para cada fator considerado. Por tante foi

utilizado o teste de médias de Duncan.

3.7. DETERMINACAO DE UMIDADE

Amostras de aproximadamente 1,000 g Camostras moidas) foram
secas a 108°C ate peso constante. A primeira pesagem das amostras

secas fol feito apds 8 horas na estufa.

3.8. EXTRACAO DE POLIFENOL OXIDASE

O método de extragdc da polifencloxidase foi baseado na
metodologia de DRAETTA e LIMA (187683 usando pelivinilpirrolidona
CPVP) para remover os compostos fendlicos presentes e acetona para
precipitaf a polifencloxidase.

Foi feito uma série de experiéncias para determinar a melhor
relagic entire pesco de amostra e peso de PVP, resultando na
seguinte metologia:

As amostras de grios secos foram moidos num micromoinho
modelo TE 345 da Marconi até passar numa peneira de abertura de
0,7 mmn. Quantidades de 1,0000 g de p& foram misturados com 1,0000
g de PVP em erlenmeyer e acrescentados 100 ml de acetona gelada

(8°D. Os contetidos foram misturades durante trés minutos num
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banho de gelo e depois centrifugades a 16.000 rpm durante 185
minutos a S°C numa ultracentrifuga modeloc F22 da FANEM. Os
sobrenadantes, contendo os fenélicos, foram descartados e aos
residuos foram acrescentados aliquotas de 100 ml de tamp3o fosfato
0,1M pH 7 para solubilizar a polifenoloxidase, misturando em banho
de gelo durante 12 minutos. Descartaram-se os residucs e os
filtrados foram novamente centrifugados sob as mesmas condigBes. Os
residucs nesta centrifugagfo foram descartados e os sobrenadantes
contendo a polifenoloxidase usados para.determdnagﬁo da atividade,

sendo sempre mantidos a 5°C.

3.9. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE

A determinagdo da atividade de polifencoloxidase foi baseada
na metologia de DRAETTA e LIMA C1976D, usandc—se pirocatecol como
substrato e glicina como ativador.

Aliquotas de 2,8 ml de pirocatecel 0,01M foram misturadas com
1,0 ml de glicina 0,2 M e (¢,2 ml de extrato de café. Foi
determinada a absorbancia imediatamente apds a mistura a 400 nm
num espectrofometro Tecnal mod. B28511 wusandoe comoe brance uma
mistura contendo 2,8 ml de pirocatecol G,01M, 1,0 de glicina 0,2
Me 0,2 ml de tamp3c fosfato 0,1 M pH 7. A leitura da absorbancia
foi repetida de cinco em cinco minutos até 320 minutos.

Uma unidade de atividade de polifencloxidase foi definida
como sendo aguela que causou uma mudanga de 1,0 unidade de

absorbancia por minuto na fase exponencial. Os resultados foram
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apresentados na base de peso seco.
A atividade especifica foi dada pelas unidades de

atividadesmg de protefina (ver item 3.10).

3.10. DETERMINACAO DE PROTEINA NOS EXTRATOS DE POLIFENOLOXIDASE.

Foi utilizada a metodologia de BRADFORD (1976), que se baseia
na ligagZo da proteina aoc corante (dye-binding method), eliminando
a interferéncia causada pelos compostos fendlicos presentes.

O reagente foi preparado dissclvende 100 mg de Coomassie
Brilliant Blue 6 (Sigma) em SC ml Aalcoocl etilico 95%. Apds a
adig8c de 100 ml de Acido fosfdérico BS5% (prsv) o© reagente foi
completads até 1000,00 ml com agua destilada e filtrado antes do
seu uso,

A mistura reativa feoi constituida por 0,08 ml de extrato,
0,02 ml NaCl 0,18M e 5,00 ml de reagente., O branco feol constituido
por 0,1 ml de NaCl 0,18 M e 5,00 ml de reagente e o padrZoc de
referéncia por 0,03 ml de albumina de séro de bol (Sigmad 1
mgsml, 0,07 ml de NaCl ©,15 M e 5,00 ml de reagente. A absorbincia
foi lida a 585 nm entre 5 e 20 rminutos apds a mistura (faixa de
estabilidade méxima do complexo) num espectrofotédmetro Coleman
modelo £95 E,

Foi preparada uma curva padrZo com albumina de sdéro de boi
(Sigmad entre 0,0 e 0,1 mg de albumina, sempre completando o
volume até 0,1 ml com NaCL 0,15 M e acrescentando 5,0 ml de
reagente.

Os resultados foram apresentados na base de peso seco.
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311 AvALIACAO DO ACQ E ADCQ COMO SUBSTRATO DA PPO DO CAFE.

Eluentes de ACQ e ADCQ foram colhidos separadamente apés sua
analise pelo HPLC, usando a saida “collect™. Apés a remocio do
metanol por evaporagfiv, os mesmos foram dissolvidos em tamp3o
fosfate O,1M pH 7.

Estas soluctes foram usadas no lugar da solugcio de
pirocatecol (item 3,80 para determinar suas capacidades de serem
usadas como substratos pelos extratos de polifenoloxidase de café.

Este ensaio fol realizado apenas qualitativamente.

3.12. A CLASSIFICAQZO DA BEBIDA DE CAFE

A classificagio da bebida de café foli feita pela equipe de

degustadores do Institute de Brasileirce do QCafé, SSo Paulo,

seguindoe as normas do seu Manual de recomendagSes (1985).

O café ¢ Ltorradeo e moido em moinhos especiais, com granulagfo
apropriada e colocada em xicaras de pirex ou louga. A infusZo é
preparada usando-se 10 g de pé para 100 ml de &gua, a qual &
celocada sobre o pd no momento de ocorrer a primeira fervura. A
infusZo & mexida com uma concha. Neste momento o classificador
cheira a infus3c para obter um julgamentoc preliminar scbre os
vapores desprendidos, Apds mexXer a infusfo, retira-se a espuma que
sobrenada. O exame final ¢ feito depolis que o pd se depesita no
fundo do pirex e a infus3doc estiver morna, iniciando-se a prova com

a amostra que aparentemente apresenta a infus3o de melhor paladar
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como indicado pelo aroma desprendido.

Com o auxilio de uma concha, algumas porgdes da infusfo sHo
sorvidas cuidadosamente pelo degustador conservandc o gole de café
na boca apenas o tempo suficiente para sentir o seu sabor,
expelindo~o a seguir numa escupidera. L |

O padr3c da bebida ¢ "mole" guando se traduz num gosto
agradavel, brando & doce. As demais classificagBes s3o dadas om
fung&o da bebida “"mole"

Tabela 2. - A classificagio da bebida

Classificagio Caracteristicas
- Mole Gosto agradavel, brande e doce
- Estritamente mole Caracteristicas de mole porém mais
acentuada.
- Apenas mole Sabor levemente suave, inferior aos

anteriores—- sem adstringéncias ou
asperezas de paladar

= Duro Gosto acre, adstiringénte & Aspero
mas sem paladares estranhos.

- Riado l.eve sabor tipico de iodoformio

- Rio Cheire e gosto acentuado de
iodofdérmio

- Rip Zona Caracteristicas de "rie"™ mas bem

mais acentuadas
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E possivel também que da mesma bebida basica, possam
apresentar nuances de sabor, podendo  haver "moles muito
incorporados” ou "sem corpe” . Podem estar com leve acidez citrica
(desejavel) ou com acidez acética C(indesejavel) e finalmente podem
cocorrer gostos estranhos tais como : o©os de terra, mofo, azedo,

chuvado, avinagrado, fermentado, etc.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 EnNsaAlOs PRELIMINARES

Noe anoc 1985 foram feitas oito colheitas de café por
derrigagem em cesta, colhendo a produg@o de 10 pés por vez. Nesta
ocasiZo foram misturados os colhimentos de pés de €. arabica cv
Catuai vermelho e de C. arabica cv Caluai amarelo, uma vez gque se
considerou gue variariam apenas quante a cor das suas cerejas. Nos
ensaios definitivos (1886 e 1987) foram aproveitados apenas os pés
da varliedade vermelha para evitar a possivel introdugiSoc de mais
uma varidvel. Estas ceolheitas foram agrupadas levando em conta
apenas cinco graus de maturagZo evidenciados pela cor ( verde,
meio verde, meio madure, madure, e passad. A metade de cada foi
preparada por via seca e a outra por via Umida, sendo
posteriormente beneficiados come descrite no item 3. 3.

A extragEo dos Acidos clorogénicos foi feita como descrito
em item 34 com apenas uma variagfo, o tempo de refluxe foi duas
horas em veé de gquatro. Ensaios posteriores indicaram quatro horas
come © mais adequado, sendo esta tLécnica adotada nos ensaios

definitivos.

O teor de Acido clorogénico total destas amostras nZo foi
determinade, mais os extratos foram examinados por HPLC usando
apenas o filtro de 254 nm e algumas pequenas modificagles nas
condi¢Bes de uso, que foram também posteriormente aprimoradas.

Foram gquantificados os isdmeros 3-ACQ, 4-ACQ, 5S-ACQ e

3,5-ADCQ para cada amostra em termos de % de acido na base _de peso

65



seco. A figura S apresenta a variagfo com a maturagloc da suma dos
3 isémeros (% 3-ACQ + % 4— ACQ + % S-ACQ * % ACQD e o % 3,5-ADCQ
para as amostras preparadas pelas duas vias. Em cada caso, o valor
representa a mé&édia dos valores das oito amostras de cada grupo (8
colheitas).

Diante destes resultados, que parecem sustentar a hipétese de
que o grau de matura¢fc influencia na relagio ACQ/ADCQ com uma
diferenga marcante entre as duas vias de preparagio, foi decidido
continuar com as pesquisas, fazendo apenas algumas modificagBes
nas técnicas wusadas para melhor esclarecer estas variagBes. Os
métodos descritos na segZfo de Material e Métodos s3o todos aqueles

que resultaram destes aprimoramentos.

42 A VARIACAO DA % DE ACIDO CLOROGENICO TOTAL COM MATURACAO

No ano 1986 foram feitas 4 colheitas de café (dias, 1, 2, 2 e
4D e no anc 1887 foram feitas mais duas (dias B e 6,

A determinagioc do Acido clorogénico teotal pelo método
espectrofotométrice (3.8 e a quantificaglo dos diferentes
isédmeros por HPLC (32.62 foram efetivadas em todas as amostiras,
enguanto os ensaios com polifencloxidase (2.8, 3.8 e 3.10) foram
efetivados apenas com amostras do ano 1987.

As porcentagens de &cido clorogéniceo total (calculados na
base do peso seco do café beneficiado) s3o apresentadas no anexo
4, juntamente com as m&dias das repetiglies de cada grupo. O anexo
1 apresenta a clasificagfo de cada amostra sem relagldoc ac grau de

maturagcio, via de preparo e dia de colheita. Apresenta também o
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teor de porcentagem de sdlidos de cada amostra, que ¢ fundamental
para converter todas as demais determinag®es com base no peso
seco.

A tabela 3 apresenta os valores médios da porcentagem de
dcido clorogénico para cada grupo de maturagfio preparado por via
seca e também os valores maximos e minimos encontrados dentro de
cada grupo e o valor obtido para o primeiro dia de colheita. Em
seguida a figura B mostra graficamente a ;rariac;ﬁo do teor medio e
do valor do 1° dia em relagic a maturagSco. Da mesma forma, a
tabela 4 e figura 7 mostram os mesmos dados para as amostras
preparadas por via Umida.

As tabelas 2 e 4 mostram claramente que as variagdes em
porcentagens de acido clorogénico total de um dia de colheita para
outro, dentro do mesme grupc de maturagdo ¢ t3o grande, que estes
valores nunca poderiam ser utilizados como indices de maturagio
para nenhuma das vias de preparagao.

Como mostra a figura & nas amostras preparadas por via seca
as variagBes do teor medio obedecem uma seguéncia parecidé com
agquela de uma dia especifico, embora n3oc suficientemente para
relacionar o teor de Acido clorogénice com maturagfic. No caso das
amostiras preparadas por via Umida, a discrepincia entre as duas
curvas (fig. 72 ¢ t1Z%Fo grande que certamente n3io existe relagio
nenhuma. Uma vez que a dUnica variavel entre um dia de colheita e o
cutro fol © clima, € de se supor que este € o fator responsavel
pela variagBo, principalmente o fator chuva., Quando apds a
colheita, a umidade do ar é elevada também influira no processo

de secagem, especialmente no caso da via seca em que as cerejas
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inteiras s3o secas. Também poderi influir no teor de 4acido
clorogénico, o que talvez explicaria porque as amostras preparadas
por via Umida normalmente apresentam tecres mais elevados em Acido
clorogénico (compare os dados para o dia 1), indicando uma maior
perda deste Acido durante a secagem por via seca.

Conclui-se assim gque as porcentagens de &cido cl orogénico
total, determinades pelo método de periodato em amostras de café
secas e beneficiadas, n¥o poderiam estar relacionadas com o grau
de maturagZo das cerejas colhidas,

43 A VARIAQKO DA PORCENTAGEM DE MONOlS(;MERO DO ACIDO CLOROGENICO

COM MATURACAQ.

Um analise dos dados dos anexos 7 ¢ 8 mostira que a proporgfio
de cada monoisémerc dentro do teolal ¢ sempre mais ou menos a
mesma, ou seja aproximadamente 75% S-ACQ, 16% 4-ACQ e 9% 3-ACQ.
Portanto, levando em conta este fato e considerando que a hipdtese
original se relacionava com as porcentagens totais de monoisémeros
e diisdbmeros, somaram-se os valores dos Lrés monoisdmeros em cada
casc para dar valores de porcentagem total de moneisédmero, também

apresentados nos anexos 7 e B,

Como no caso da porcentagem do acido clorogénico total, s3o
aqui apresentados o©s valores médios das porcentagens de
monoisdmeros para cada grupo de maturagio das amostras preparadas
por via seca (tabela 52 e uUmida (tabela B, junto aos valores
maximos e minimos e do primeiro dia de colheita em cada case. Em

seguida, sHo apresentados figuras 8 (via secad e 9 (via umidad,
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mostrando graficamente a variac8oc com maturagio do valor medio da

peorcentagem de monoisdémero e do valor do primeiro dia de colheita

Tabela 3. Variagies da porcentagem de Acide clorogénico total

com matura¢io - ¥Yia seca.

Grau de Porcentagem de acido clorogénico total (peso seco)
Maturagio
valor maximo média valor minimo dia 1
Verde 10,39 7,65 6,07 6,70
Meio verde g, 04 6,80 5,11 7,08
Meio maduro 7,68 7,02 8,15 7,34
Maduro 2,38 8,28 7,10 8,38
Bem maduro G,84 8,17 7,26 9,84
Meio passa 9,99 7.88 7.12 a,92
Passa 10,03 8,61 6,64 9,72
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Tabela 4. Variag®es da porcentagem de &4cido clorogénico

total com maturagXo- Via Gmida.

Grau de Porcentagem de acido clorogénico total (peso secod
Maturagso Valor maximo médi a valor minimo Dia 1
Verde 14,28 10,18 7,26 13,07
Melio verde 14,48 Q,31 7,18 14,48
Meio maduro 11,30 9,585 7,58 10,00
Maduro i2,986 10,86 0,64 10,649
Bem maduro i4,88 9,585 5,44 14,88
Meio passa 12,00 8,47 6,02 12,00
Passa a,67 8,58 7,02 9,11
Tabela 5.- VYariagBes da porcentagem de monois&mero (3-ACQ +

4-ACQO + 5-ACQ) com maturagio ~ Via seca.

Grau de Porcentagem de monoiséSmero (peso secod
Maturagso _ valor maximo media valor minimo dia 1
Yerde | 4,10 3,26 1,73 3,07
Meio verde 4,14 2,26 =,35 z,35
Meic maduro 6,31 2,94 2,68 3,82
Maduro 4,06 3.82 3,82 3,88
Bem maduro 4,02 3,54 2,83 4,02
Meio passa 4,80 3.64 =, 54 3,88
Passa 4,44 3,67 2,72 3,31
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Tabela 6.- Variag@Ses da porcentagem de monoisdmero (3-ACQ +

4~ACQ + S5-ACQO com maturacio - Via UGmida.

Grau de Porcentagem de monoisémero (peso secod

Maturagfo valor maximo media valor minimo Dia 1
Verde 4,85 4,086 3,41 4,55
Melo verde 3,31 4,02 3,18 4,04
Meio maduro 5,04 4,47 3,78 5,04
Maduro 4,852 3.83 2,99 4,21
Bem maduro 5,209 | 2,77 2,02 5,29
Meio passa 4,06 2,08 1,72 4,06
Passa 5,56 3,78 1,82 3,84

Comc no caso dos valores das porcentagens de &cido
clorogénico total as tabelas © e & mostram que existe também uma
variag3o muito grande noc porcentual de moncisOGmeros dentro de cada

grupo de maturagfo, o que impede o uso deste parametro como {ndice

de maturagao.

As figuras 8 e 9 também mostram que para ambas as vias de
preparc, ni¥o existe uma sequéncia definida do desenvolvimento da
maturagiic com o teor de monoisdmeros e gque as variagBes dos
valores médios diferem bastante das variag@es dos valores de um
dia especifico. Concluiu-se assim gque n3o existe relagio
significante entre a porcentagem de monoisémerc de café

beneficiade e o grau de maturagZo do gr3o.
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44 A VARIACAO DA PORCENTAGEM DE DISOMERO DO ACIDO CLOROGENICO

Uma anadlise dos dados dos anexos 8 (via secad) e 10 Cvia
umida) onde s&o apresentados os valores médios das repetigdes das
porcentagens na l:;ase seca de 3,4-ADCQ e 2,5-ADCQ, nic mostra
nenhuma relag8oc clara entre a proporc¢3o dos dois diisémeros e a
soma deles,

No caso da via seca, o isdmero 3,5-ADCQ est4 sempre presente
em maior quantidade, representandc em geral de B0-6% % da soma dos
dois, embora alguns dados estejam fora desta faixa.

No caso da wvia Umida, embora o diisdmero 3,5-ADCQ também
gquase SsSempre aparece emn dquantidade maior que 3,4-ADCQ, a
discrepincia entre as proporgfes foli tEo grande, mesmo dentro de
un sé& grupo de maturagdo, gque n3c fol possivel estabelecer
conclusio nenhuma sobre esta proporc3o. Como esta discrepincia nio
ocorreu com as mesmas amostras de café preparadas por via seca,
concluiu-se gue a raz3do para a discrepincia estaria relacionada
com o método de breparo. Contuds, apesar desta discrepfncia, a
soma dos dois iséméros, também apresentada nos anexes 8@ e 10,
cbedeceu a mesma ordem dos dados da via seca quando comparados com
os dados da porcentagem de moncisémero (item 4.860 e portanto aqgui
serfio apresentados apenas a soma dos dois diisdmeros.

Nas tabelas 7 e 8 est3o os valcres médios da soma dos dois
diisSmeros para cada grupo de maturag3co das vias seca e umida
respectivamente, bem como os valores maximo e minimo e os valres

do primeiro dia de colheita.

Comc no case das variagBes das porcentagens de 4cido
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clorogénico total e porcentagens de monoisémeros, pode-se notar
uma grande variag¢Xo dos valores em cada grupo de matura¢io, quer
por via seca quer por via Umida, concluindo-se assim que estes
valores n3c podem ser usados como médias de maturacgHo.

As figuras 10 (wvia secad e 11 Cvia tUmidad mostram
graficamente as variagBoes dos valores médios das porcentagens de
diisbmeros e os valores do primeiro dia de colheita com o grau de
maturagfo. Observa-se certa relag8o entre a porcentagem de
diisémero e © grau de maturagiio, com aumentos desta porcentagem
antes do ponto de maturag3o, para depois cair. Também o tragado
dos valores médios segue quase que paralelamente o tragado do dia
1. Este aumento na porcentagem de ADCQ antes da maturaglo, para
depois diminuir, poderia explicar porgque a inclusfo de gr3os meio
maduros, gque ocorre quando a colheita ¢ feita por derricag3o,
resulta num café de qualidade inferior, uma vez gue os diisdmeros
s¥o considerados como compostos adstringentes, com gosto parecido
com agquele descrito para os cafés arébicos de corigem brasileira.
Contudo devido as variagBSes dos valores em si, seria impossivel

usar estes valcores como um paréametro de qualidade.

78



= PIXISOMERD

VIR SECA

1.3

L UALOK MEDIO

0 Dat

3 ) 3 ¢

GRAll DE MATiRACAC

1= Verde, 2= meio verde, 3= meio maduro,

4= maduro, 5= bem madurc, 6= meioc passa,

7= passa.

Figura 10.- VariagBes da % diisdmeros com maturag3o

via seca.

79



= DI X E-OMERD

Ula UMIDA

1.8]

1.6

1.4/

£ VALOR MEDIO

0 DI 1

4
'|
!
=t

Figura 11

3 i ! ¢ 3

GRAL DE MATURACAO

1= verde, 2= meic verde, 3= meio maduro,

4= maduro, B= bem maduro, 8= meioc passa,

7= passa.

.= Variag®es da ¥ diisdmeros com maturag¢io

via Umida.

80



Tabela 7.- YariagSes das porcentagens de diisémero {3, 4-ADCQ

+ 3,5-ADCQY com maturag3o - Via seca

Grau de Porcentagem de diisémero (pesc seco)

Maturagiio valor maximno  média valor minimo dia 1
Verde 1,00 C,78 0,41 0,74
Meio verde 1,53 1,23 0,83 0,83
Meio maduro &, 02 1.27 0,87 i,18
Maduro 1,22 1,09 0,98 1,08
Bem maduro 1,10 0,88 0,79 C,90Q
Meio passa 1,33 1,03 0,71 1,18
Passa 0,88 0,83 0,860 0,76

N

Tabela B, - Yariag@eso das porcentagens de diisémero (3, 4-ADCQ

+ 3,5 ADCQD com maturagio - VYia dmida

Porcentagem de diisdmero (peso secod

Grau de

Maturagao valor maximo madia valor minimo dia 1
Verde i.1e 1,06 0,85 1,1€
Meio wverde 1,76 1,24 0,98 1,31
Meio maduro 1,113 1,01 .91 1,11
Maduro 0,84 0,81 0,64 0,83
Bem maduro 1,02 0,78 0,39 1,02
Meio passa 0,75 0,53 0,33 0,75
Passa 0,84 0,58 0,31 0,53
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45. VARIACAO DA SOMA DA PORCENTAGEM DE MONOISOMERD MAIS A

PORCENTAGEM DE DISOMERO COM MATURAQZO

Aproveitande os dados das tabelas 5 e 7 (via seca) & 6 e 8
Cﬁia Umida) foram preparadas as tabelas @ e 10 (vias seca e Umida
respectivamente) mosirande os tecres maximos, médios e minimos da
soma das porcentagens de monolisdmeros além das porcentagens de
diisdmeros para cada grupo de matura¢Zo. SZEoc apresentados também

os dados do primeiro dia de colheita.

Tabela 9.~ VYaria¢Ges da soma das porcentagens de monoisémero

mais diisdmero (HPLC)~ Via seca

Somatdéria das porcentagens de Monoisdmero + Diisédmeros

Grau de

MaturagHo valor maximo média valor minimo dia 1
Verde 5,10 4,04 2,15 3,81
Meio verde 5,67 4,49 2,17 3,18
Meio maduro 8,33 5,21 3,85 4,70
Maduro 5,28 4,91 4,27 4,93
Bem maduro 5,01 4,83 2,71 5,01
Meia passa 5,83 4,67 3,21 5,03
Passa ' 5,42 4,50 3,32 4,07
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Tabela 10.- VariagBes da somatéria das percentagens de

monoistmeros mais diisémeros (HPLC) ~ Via Gmida.

Somatéria das porcentagens monoisSmerc + diisdmero

Grau de

Maturag3o valor maximo media valor minimo dia 1
Verde 5,74 5,12 4,27 5,74
Meio verde 7,07 5,e% 4,13 5,35
Meio maduro 6,18 8,48 4,66 : 6,15
Maduro 5,46 4,64 3,63 5,10
Bem maduro 6,32 4,52 2,41 6,31
Meio passa 4,82 2,51 2,05 4,81
Passa 6,39 4,36 2,13 4,37

Como era de se esperar a variagdo de valores em cada grupo de
maturago pelas duas vias, foi demasiadamente grande para
possibilitar § usc destes dados como indice de maturagBio.

As figuras 12 (via seca’ e 13 (via Umida D apresentam as
variagBes dos valores médios desta soma e dos valores para o
primeiro dia de colheita com a maturagdo.

Novamente como era de se espeerar, para ambas as vias n3o
existe relagdo definida entre a variagiio da soma daqueles valores
com ¢ grau de maturagio. Ademais, as variag@es das médias diferem
bastante das variacBSes de um dia especifico. De modo geral esses
tragados se assemelham com os tragados das porcentagens de

monolisdémeros, uma vez gue estes ocorrem em quantidade bem maior
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que os dos diisdmeros e portanto tem maior influéncia na soma.
Estabeleceu-se entdc gue este parametro também n3o poderia ser

utilizando como indice de maturagfo.

46. VARIACAO DA RELACAO DAS PORCENTAGENS MONOISOMERO : DHSOMERO

cOoM MATURAQZO

A hipétese deste trabalho teve como base a idéia que a
relagdoc das porcentagens de monoisdmeros e diisdmeros do acido
cloregénico variariam durante a maturag3c de tal forma, que a
inclusdo de grios ndo maduros esou passas juntamente aos gr¥os
maduros, poderiam diminuir a qualidade da bebida devido pelo menos
em parte, & variag3oc desta relacio.

As tabelas 11 (via seca e 12 (via uUmidal apresentam os
valores destas relagBes para os diferentes graus de maturagso.

E oportunc salientar que para chegar aos valores médios das
porcentagens de monoisdmeros e diisdmeros, para wum determinado
grau de maturag3o foi obtida a média dos wvalores individuais dos
mesmos, para cada amostra e ndo o valor médio da porcentagen de
monolsémero dividida pelo valor médio da porcentagem de diisdmero,

o que daria valores um pouco diferentes. Este procedimente foi
utilizado para considerar cada amostra come uma unidade separada,

sendo também utilizado na analise estatistica (4.7.D
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Tabela 11.- Variag@Ses da relagfo das porcentagens de
monoisémeros:diisémeros com maturagZo- Via
seca

Grau de Porcentagens dos monoisémeros: diisémeros
turacid
Ma ¢ao valor maximo media valor minimo dia 1
Verde 4,20 4,17 4,11 4,18
Meio verde 3,31 2,70 2,14 =,84
Meic maduro 3,21 3,11 2,99 2,99
Maduro 3,88 3,52 3,28 3,70
Bem maduro 4,07 3,58 3,26 4,07
Meico passa 4,01 3,58 2,30 2,38
Passa 4,80 4,17 3,27 4,35
Tabela 12.- Variag@es da relag¢iioc das porcentagens de
monoisdémerosdiisdémero com maturagiZo=- Via dmida
Porcentagens monoisdmeros:diisédmero
Grau de
Maturagzo valor maximo media valor minimo dia 1
Yerde 4,11 32,88 32,56 3,83
Meio verde 3,73 3.28 32,01 3,10
Meio maduro 4,87 4,40 4,10 4,54
Maduro 5,01 4,77 4,67 4,71
Bem maduro 5,17 8,01 4,86 85,17
Meio passa 5,27 5,66 5,e8 5,38
Pas=a 7.24 6,49 5,08 7.c4
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As tabelas 11 e 12 mostram que a variagio da relacio foi
relativamente pegquena dentpo de cada grupo de maturagio e por isso
foi feita wuma anAlise estatistica €4.7) com a finalidade de
determinar o grau de significincia desta relagio com a maturagiio e
a via de preparo. Deve-se lembrar que se trata de um material
bioldgico e que principalmente nas amostras verdes e passas & de
se esperar dgrandes variagBes, uma vez que pela cor n3oc foi
possivel avaliar a distancia de cada gr3o do grupc de maturagfo
mais prdximo.

As figuras 14 e 15 mostram as variagBes dos valores m&dios da
relagdc e dos valores do primeiro dia de ceolheita com o grau de
maturagdc. Também mostram que os desvios entre os valores médios e
os valores de um dia especifico s3o relativamente pequenocs,
levande em considera¢foc, como mencionade anteriormente, que se
trata de material bioldgicao. Para melhor visualizar estas
variagBes e as diferengas que existem entre as duas vias de
preparo construiu-se a figura 16. Esta figura mostra as variacSes
com a maturagiico dos valores médios cobtidos pelas duas vias dessa
relacio entre os isdmeros.

Ao se analisar a figura 16, deve-se lembrar gque considerando
que os diisdmeros sio adstringentes e os monoisémeros n3o, e que
os monoisémeros podem mascarar o efeito negativo dos diisdmeros,
quanto maior for a relagXo das porcentagens de
monoisdmero: diisdmero, melhor a qualidade do cafée a este respeito.

Ainda a mesma figura 16 mostra que em ambos os casos existe

uma diminuigio da relag¢io do estado verde para o estade meio verde
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(cor meioc verde, meio rosadod onde‘a relag3o atinge seu valor
minimo. A partir deste estagio a relagio sempre aumenta, f{icando
relativamente estavel em térno do ponto de maturagio para depois
aumentar consideravelmente nos estagios de maturaciio passa sendo
que os valores da via Umida foram sempre mailores gue os da wvia
seca.

Aparentemente os maiores valores da relagfo s¥o atingidos nos
estagios completamente verde e completamente passa, mas estes
gr¥os seriam descartados por outros motives, em virtude
da impossibilidade de serem preparcs além de diferencas na
composigEo gquimica. Entre os gr3os comunmente presentes en
amostras colhidas por derrigagem (de meio verde a meioc passad), &
aparente gque os gr3os meio verdes teriam o efeitoc mais negativo
com respeito A relagfo, por representar os valores minimos da
relagdo dentro de cada via. Independente da via de preparo, a
qualidade do café¢ poderia ser melhcorada pela remo¢3c de grios com
qualquer porcentagem de verde, o que podé ser feito tanto
manualmente comoe por equipamento, devido a diferenga marcante
entre as cores verde e vermelha.

E aparente também que o preparo por via tmida produz cafés
com relagBes significativamente melhores gque por via seca,
indicando a utilizagdo da via tmida para melhorar a qualidade da

bebida mesmo se o café f&r colhide por derrigagem,
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4.7. ANALISE ESTATISTICA DA VARIACAO DA RELAQZO DAS PORCENTAGENS

MONOISOMERODISOMERO COM HATURA(}XO PELAS DUAS VIAS

Os dados originais utilizados para este analise encontram-se
em tabela no anexo B. |

Ndo foil possivel obter os dados referentes aos niveis 1 e 7
de maturag3o, no sexto dia por wvia 1 (seca), tanto para as
porcentagens de ACQ como de ADCQ. ©O mesmo ocorreu para o nivel 1,
sexto dia por via & C(Umidad. Estas falhas ocorreram porque as
quantidaders desses tipos {(i=verde, 7= passa’ no sexto dia foram
t3c pequenas que ndo foi possivel efetuar seus preparos, e por
isso esses valores foram considerados como perdidos. Em face dessa
ocorréncia, o modele proposto foi ajustado, levando-se esse
aspecto em consideragio.

Obviamente os valores considerados perdidos, também geraram
valores perdidos para o quociente correspondente:

Y = CACQ-ADCOD

Todos os calculos computacionais para a anidlise dos dados
foram efetuados usando-se o© procedimento PROC CLM do pacote
estatistico SAS para micro computadcres.

Os resultados da tabela de anilise de variancia CANOVAY s3o

apresentados na tabela 13.
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Tabela 13.~ Resultados da anilise de variincia

Fui:te de Graus de Soma de Qadrados Yalor de Prob > F
variagdo liberdade Quadrados medios F

Maturag3o a] 78,890462 13,185771 105,72 o, 0001
Vias 1 54,438170 54. 438170 437,15 0, 0001
Dias 5 0,124129 0, 024826 0, 2000 0,8623
Maturag3oxVias 6 21 ,334287 3,585716 28,5880 0, 0001

Analisando os resultados da tabela 13 tem-se qgue:

{(i> Existe uma diferenga altamente significativa entre os niveis
de maturagfo.

(ii> As vias de preparo também influem significativamente no
quociente ACQ- ADCQ.

(iiid A interagfo entre grau de maturagio e vias de preparc ¢
altamente significativa.

Em virtude da elevada gignificédncia dos testes realizados,
foram comparandas as mé&dias do quociente ACQAADCQ, para cada fator
considerado, utilizando-se © teste de Duncan, qgque forneceu os
resul tados apresentados na tabela 14, considerando—-se o fator de

maturagZoc e na tabela 18, considerando-se o fator vias de preparo.
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Tabela 14.- Resultados do teste de comparagio de médias o

fator de MaturacZo (Teste de Duncan).

Grau de maturagio Média Decisio
7 Passa 5,880 A
& Meia passa 4,540 B
5 Bem maduro 4,180 c
4 Maduro 4,050 D
1 Verde 4,012 D
3 Meio maduro 3,786 E
2 Meio verde e,9878 F

Na tabela 14, as decis®es com a mesma letra indicam a n3o
existéncia de diferenga significativa, entre os niveis em quest3o.
Assim sendo tem—se que: (id O nivel 7 de maturagio (passal) & o que
produz maior mé&édia do quociente, vindo seguide em ordem
decrescente pelos niveis 6 C(meico passad, S5 (bem maduro), 4
Cmadured, 1 Cverde), 3 (meic madure) & 2 (meio verde), Alédm disso
o nivel 7 & diferente significativamente de todos. (ii) Os Gnicos
niveis de maturag3ic que nZo apresentaram diferengas significativas

foram os niveis 4 e 1. C(iiid O nivel 2 (meic verde) & o que

apresenta menor média do guociente.
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Tabela 15. - Resultados do teste de comparagZo de médias

para o fator vias de preparo" (teste Duncan).

Tipos de vias Media Decis3o
2 Camidad 4,726 A
1 Csecad 3,5301 B

Como fol concluido anteriormente, os resultados do teste de
Duncan (tabela 152 indicam uma diferenga significativa entre os
dois tipos de vias de préparo, mostrande também que para a via
timida obtem-se maior média para © guociente entre ACQA/ADCQ.

Esta analise estatistica mostra a significéncia da relagdo
das porcentagens monoisdmero:diisdmero com respeite ac grau de
maturacio e via de preparo, que corroboram assim as conclusSes

feitas no item 4.6,

4.8 ANALISE DE UMA MISTURA TIPICA COLHIDA POR DERRICAGEM

Levando—-se em consideragdc a conclus3o de gque, gquer por via
Umida quer por via seca, a inclus3oc de grZos meio verdes tornaria
inferior a qualidade da bebida devideo & relagfo % monoisdomeroc: %
diisémero ser desfavoravel, resolveu-se analisar os cafés colhidos
em 1987 (dias 5 e 63 nas formas em que foram colhidos, isto é
analisando uma amestra de cada colheita preparada por as duas vias
mas sem separagio em grupos de maturagfo.

Una colheita de cafée por derrigagem teve Lipicamente as
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seguintes proporg@es de cada grupo por nivel de maturagio, (tabela

165.

Tabela 16.- Proporgdo tipica de gr3os dos diferentes graus de

maturagZo numa colheita por derrigagem.

Grau de

MaturacXZo Porcentagem
Verde 6.8
Meio verde 10,1
Meio maduro 9,1
Maduro 33,0
Bem maduro 7.7
Meio passa 16,2
Passa 17,1

* o
Valores referentes acs grios apds preparo, secagen €

beneficiamento.
As duas mﬁsturas completas dosdias B e 6, foram separadas em
duas partes e sendo que uma partie foi preparada por via Umida e a
outra por via seca comeo no caso das outras amostras,
A tabela 17 mostra os valores das porcentagens de ACQ, ADCQ e

a relag¥o % ACQ : % ADCQ encontradas nestas amostras



Tabela 17.- Teores de ACQ e ADCQ encontradas em amostras
mistas de café

Amostiras % ACQ % ADCO % ACQ: XADCO
Cmeadia) Cmedia)

Dia B~ Via tmida 4,08 0,86 4,21

Dia B- Via Umida 2,19 0,74 4,321

Dia 55— Via seca 3,27 1,07 3,06

Dia 8- Via seca 3,11 1,03 3,02

Comparando-se os valores das % ACQ: %ADCQ nestas amostras com
os da figura 16, verifica-se que para ambas as vias, a relagfo
encontrada nos dois dias de colheita fei um pouce inferior &
relagdo média encontrada para as amostras meia maduras., Uma vez
gque os grios verdes e passas apresentam valores de relagio mais
elevados gue os dos gr3os madurocs, deve-se responsabilizar a
presenga dos grios meic verdes nas misturas pelo abaixamento da

relagio confirmando a necessidade de remove-los.

4.9. CLASSIFICACAO DO CAFE

Para verificar o efeito dos gr&os a partir das amostras
utilizadas no item 4.8 e preparadas por via seca, uma parte da
amostra do dia B fol separada antes da secagem, sendo removidos
todos os grios com qualquer porcentagem de verde. Esta amostra,
sem grios verdes, fol seca separadamente e posteriormente enviada
juntamente com a amostra equivalente integral (do dia 6 preparada
por via seca, sem remogio dos griocs verdes) para classifica¢g3o da

bebida Citem 3.12.0

Estas duas amostras foram avaliadas por dois provadores do
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I.B.C., fornecendo os seguintes resultados:

Amostra integral ~——— duro

Amostra sem grios verde —— durc para melhor.

Assim ficou demonstrado que embora o café¢ avaliado n3o foi
dos melhores (café durod, a amostra cujos gréos vefdes e meioc
verdes foram removidos recebeu uma classificagfc melhor do que a

amostra integral.

4.10. VARIACAO DA ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE COM MATURACAO NAS

AMOSTRAS BENEFICIADAS

Antes de exami nar os resul tados da atividade de
polifennloxidase, & importante lembrar que o objetivo de tedos as
anidlises feltas neste estudo foli detectar qualquer relagio entre o
grat de maturagdo e a concentracic de isdmeros do Acido
clorogénico esou a atividade da polifenocloxidase, mas sempre nas
amostras ja preparadas, secas e beneficiadas.

No caso da atividade de polifencloxidase, & de se esperar que
isto seja maicor em cada amostra na hora da colheita, antes do
prepararo e da secagem dos gr8os, porém a anilise das amostras
nesta fase n3o foi efetuada, por n3o ser objelivo do trabalho.

As an&lises enzimicas foram feitas apenas nas amostiras
colhidas em 1887 (dias © e 6). Baseadas nos dados do anexe 13, as
tabelas 17 e 18 apresentam respetivamente a variag¢l3o com maturagio
da atividade de polifencloxidase e da sua atividade especifica nas

amostras preparadas por as duas vias.
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Tabela 18.- VYariacBes da atividade de polifenoloxidase

com o grau de maturagio (base peso seco)

Unidades de polifencloxidase/ g. de café *
Grau de
Maturag®o. Via seca Via umida
Dia S Dia 6 Dia & Dia ©
Verde 328,88 00 me——— 111,80 2 —————
Meio verde 549,70 541,60 543, 48 543, 42
Meio maduro i122,09 868, 01 541,83 1081 ,98
Maduro 551,91 221,22 8552, 86 543, 49
Bem maduro 332,62 542,83 543,57 1087,61
Meio passa 1081,78 215,18 326,83 543,45
Passa 325,682 000 ——-=—- 1090, 87 540,908
* base no peso seco.
Tabela 19~ Yariag3io da atividade especifica da
polifenoloxidase com maturagfo
Atividade especifica poifenocloxidase
Maturacio Y¥ia seca ¥ia umida
Dia 5 Dia 6 Dia 5 Dia 6
Yerde 15,29 0 @ ———— 6,33 0 e
Meio verde 35, 36 32,82 ci,93 23,78
Meio maduro Q4,12 49,23 =8,67 Q7,63
Maduro 34,19 14,55 23,75 a8, 0g
Bem maduro 23,08 852,71 258, 561 125,87
Meio passa g4, 89 18,20 21,29 108,26
Passa 21,82 00 0=———- 58, 88 47,29

Uma anilise dos dados das tabelas 18 e 129 permite verificar
que n3do existe nenhuma influéncia do grau de maturagio na
atividade enzimatica n3c sendo possivel detectar portanto qualquer

relagio entre um dos fatores Catividade ou atividade especificad e
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grau de maturagio, via de preparo ou dia de colheita.
Aparentemente a atividade de polifencloxidase que permanece nos
grdos apos o preparo e beneficiamento depende de outros fatores,

provavelmente das condic¢®es do preparo esou secagemn.

411 ISOMEROS DE ACIDO CLOROGENICO COMO SUBSTRATOS DA

POLIFENOLOXIDASE DO CAFE

Como havia sido explicado no item 3.11 , neste ensaio os
monoisdémeros (2-ACQ + 4-ACQ + © ACQD e os diisdmeros (32,4-ADCQ «+
3,5-ADCQ), separados por HPLC, foram avaliados como substratos da
polifenoloxidase (PP extraidos do café. Este ensaio fol feito
apenas gqualitativamente somente para testar a hipdtese de que a
PPO atuaria apenas nos monoisdmerces © nfo nos diisdmeros. Foram
utilizados extratos bem concentrados dos isdmeros para assegurar
um excesso de substrato, com a mesma quantidade do mesmo extrato
de PPO em cada _ensai o.

A figura 17 mostra a atividade enzimica em termos de aumento
de absobincia em fungfo do tempe com o©os dois substratos.
Verifica-se, claramente, neste grafico o ataque enzimico tanto
para os monoisdmeros como para os diisdmeros, embora a velocidade
da reacio tenha sido um pouco maior no caso dos monoi sdmer os.

Concluiu—se assim que a hipdtese n#Eoc era correta.
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5. CONCLUSOES

Nesta pesquisa testou-se duas hipéteses. A primeira delas
baseava-se no conceito de que a rela¢3o entre askconceﬁtragges dos
monoisdmeros e diisédmeres do Acido clorogénico se modificava
durante a maturagidoc de tal modo que a inclﬁszo de grios verdes
esou graos passas afetaria negativamente a qualidade da bebida,
uma vez que apresentariam uma relagic desfavoravel. Nesta
hipétese, estava implicito o pressuposto de que os diisdmeros s3o
adstringentes engquantc gue os monoisémercs ndo, podendo o©os
monoisémeros diminuir o efeito negativo dos diisdmeros.

Na segunda hipdiese sugeriu-se gque apenas os monoisdmeros do
&cido clorogénico servem como substrate para a polifencloxidase
(PP, e os diisdmeros n3o, aumentando assim a importincia da
atividade da PPO caso a primeira hipdtese fosse correta.

Ao mesmo .tempo foram aproveitados os dados obtidos para
procurar gualquer outra relagdo entre os &cidos clorogénicos, a
PPO e o grau de maturagHo,

Foi concluido gue n3c had relagdc significativa entre o grau
de matura¢@o e os seguintes parimetros:

-% monoisomeros (soma de 3I-ACQ + 4-ACQ + S-ACQY.

-% diisémeros (soma de 3,4-ADCQ + 3,5-ADCQD.

-Soma de % monoisdmeros + % diisdmeros.

~Atividade de PPO-g café¢ beneficiado.

~Atividade especifica de PPO no café beneficiado.

Por outro lado foi demonstrado gue ha uma relag3o altamente

significativa entre a relaglo ACQ: ADCQ e © grau de maturagdo. Os
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unicos niveis que ndo apresentaram diferengas significativas entre
eles foram os verdes e maduros.

Considerando-se as duas vias de preparc separadamente
(fig.16), ficou claro gue em ambos os casos a inclusioc de graocs
meio-verdes prejudicaria a qualidade da bebida por apresentarem os
valores mais baixos da relagio ACQ: ADCQ. Os grios-passa e também
os grdos verdes no case da via seca, sHo 0s que apresentaram
valores maximos da relagfo, mas estes gr3os seriam descartados por
outros molivos incluindo a dificuldade de prepara-—los. Entre os
demais niveis, de meio-madurco até¢ meio-passa, embora a relag3o
mostrasse uma tendéncia de aumentar como o grau de maturag¢io, as
diferengas eram relativamente pequenas, podendo-se concluir gque a
mistura destes gr3ocs n3o prejudicaria a gualidade da bebida do
ponto de vista da relagico de ACQ: ADCQ.

Demonstrou-se também que as vias de preparo influiram
significativamente na relagdo de ACQ: ADCQ, a via umida sempre
apresentando valores superiores. Concluiu-se entﬁp gque a via Umida
¢ indicada para melhorar esta relag3o.

Com respeito & segunda hipdtese, foi demonstrado que a mesma
era incorreta e que a polifencloxidase atua tantc nos monoi sdSmeros
como nos diisdmeros, embora a velocidade da reagdo seja um pouco
maior com os monoisdmeros come substrato.

Recomenda-se entiIo a retirada dos grZos com gqualguer
porcentagem de verde antes de preparar o café, preferencialmente

por via Umida.
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ANEXOS



ANEXO 1

CLASSEFICAQAD E TEOR DE SOLIDOS DAS AMOSTRAS APRESENTADAS

DIA DE SoLibos
O s L)
N~ AMosTRA  MATURACAO  Via PREPARO  COLHEITA REPETICAC %

1 Verde Seca 1 1 8g, 57
2 N " 1 2 89, 79
3 " . 2 1 90,11
4 " " 2 2 90,19
S N * 3 1 89. 37
6 " " 3 2 83, 26
7 * . 4 1 83. 37
8 " " 4 2 89, 38
g " " 5 1 Q1. 35
10 . . 5 r g1. 42
11 “ " <] 1 n.e

i2 " " B 2 n.e

13 " amida 1 1 o2, 34
14 " " 1 2 o2, 34
18 . " 2 1 Q1. 65
16 . " = 2 g1 . 65
17 " " 3 1 gz, 58
18 " a 3 2 oz, 68
19 . " 4 1 gz, 09
20 & " 4 2 g2, 08
21 Verde amida 5 1 89, 37
ez " " 5 2 84, 38
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Continuacio Anexo 1

o e ~ ’
N~ AMOSTRA MATURACAO Via DE PREFARO DIA DE REPETICAO Soimbos

COLHEITA “

23 Verde ami da 5] 1 n. e.

24 " " B 2 n.e.

25 Meio verde Seca 1 i 21. 65
e6 * a 1 2 g1.6864
=7 ' " rot i 91. 46
28 " " 2 2 al1.82
29 " " 3 1 88.72
30 " " 3 2 88. 64
31 " " 4 i a2.15
32 " ' 4 2 g2. 08
33 " " - B 1 al. 08
=24 " " 5 2 Q0. 83
35 " " o] 1 Q2. 42
36 " " 3] 2 Q2. 22
37 " umi da i i g0. 68
38 " " 1 2 Q0. 88
39 " " 2 1 g2, 61
40 ’ " [ 2 g2. 81
41 " . 3 1 o=. 68
a2 “ " 3 ] 9z. 60
A3 . . 4 1 Q1.29
44 v " 4 = g1.13
48 " o 5 1 o2.11
A6 o " 5 2 a1.80
47 . " 5] 1 21.91
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Continuvagio Anexo 1

O -~ -~ s
N~ AMOSTRA MATURACAO Via DE PREPARO DIA DE REPETICAO SoOLIDOS

CoLHEITA A
48 Meio verde Gmida & & g2.11
48 Meio maduro seca ' 1 1 Q0. 83
50 " " 1 2 90, 35
51 Meio maduro seca 2 1 Q0. 22
52 * " 2 2 90. 07
853 * " 3 1 80. 65
5S4 " " 3 =4 20. 71
55 " " 4 1 89. 07
56 * " 4 2 B7.78
57 " " S i 88, 85
58 " " s 2 89, 39
59 " " G 1 g2. 16
60 - " =] 2 92.17
&1 " amida i 1 0. 96
62 " " 1 2 80. 83
B3 o . 2 1 91.10
64 o 2 = 2 g0. o8
65 " " 3 1 g1.61
56 " " 3 e 91,33
67 " " 4 1 8911
68 " " 4 (=4 B9, 39
69 " " 5 1 g2. 11
70 " " 5] 2 92. 48
71 " . 6 1 9z, 83
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Continuagio Anexo 1

(=] Ll -~ ’
N° AMosTRA MaTurAcAO Via DE PReEPARO Dia DE REPETICAO SoLiDos

COLHEITA YA
7e melo maduro umida 6 F=4 gz, 0z
73 maduro seca 1 1 g0, 76
74 " " 1 2 a0. 8a
2= maduro seca ft 1 90. 85
76 " " 2 2 80. 62
77 " * 3 1 80.25
78 " " 3 = g0. 22
79 maduro seca 4 1 89. G2
80 o " 4 2 89, 44
81 " " 5 1 g0. 60
82 " . 5 z a0. 89
83 " " & i 80, 66
84 " " B e Q0. 16
85 " Umida 1 1 20.12
86 " . 1 2 83. 32
87 . ' 2 1 88, 64
88 " " 2 2 88. 83
89 . " 3 1 g1.28
a0 " " 3 2 g1.21
o1 " " 4 1 8Q. 24
oz " " 4 e 83. 29
a3 o " 5] i Q0. 70
a4 " - 8 2 80.18
g5 " " B 1 a1.60
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Continliagdo Anexo 1

(=]
N AmMosTRA MAaTUurRacao Via DE PREPARO Dia DE REPETICAC SoOLIDOS

CoLHEITA %
ot maduro Umi da o] c 82. 40
o7 bem maduro seca 1 i 89. 93
a8 . " 1 2 84. 58
8g " " 2 1 90. 865
100 ' " 2 2 20. 54
101 " " 3 1 90. 80
102 bem maduro seca 3 2 90. 84
103 " " 4 1 B3. B4
104 " . 4 2 B4A. 89
105 " " 5 1 89. 74
106 ' * 5 8. 0. 65
107 bem maduro seca 8 1 g2.12
108 * * 6 2 92.10
109 " umi da i 1 21,49
110 - " 1 2 o1. 54
111 " * b= 1 g2. 80
112 g “ 2 2 gz. 70
113 " ' 3 1 91.97
114 ' " 3 2 al.9%
1185 * " 4 1 91.88
116 " " 4 2 o2, 74
117 . " g 1 gz. 01
118 " . 5 = 91.96
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Continuacgio Anexo 1

o ~ ~ 4
N° AMOSTRA MATURACAO VIA DE PREPARO DiIA DE  REPETICAO SOLIDOS

CoLHEITA %
113 Bem maduro timi da ] 1 91.97
120 " ) " & =4 91.92
121 Meia passa seca 1 1 B89, 36
iz22 * " 1 2 89. 40
i2z " " 2 1 88. 63
124 . " 2 2 88. 58
125 " " 2 1 Q0. 08
126 " " 3 2 Q0. 08
127 " " 4 i Q0.17
1z8 " " 4 2 80. 22
129 mela passa seca 5 1 c2.81
130 * " 5 2 gz. 37
131 " " 6 i ge. 78
132 " " 5 e 93.13
133 meia passa Gmida 1 1 91,87
134 * " 1 2 91.708
135 mela passa Umi da 2 1 91,58
136 " " 2 2 a1.67
137 " " 3 1 ge. 08
138 " " 3 2 91.83
139 " * 4 1 Q1.86
140 " * 4 2 al1.74
141 » " 5 1 Q1.77
142 " . 5 2 g1.81
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Continuagfo Anexo 1

A= g i ‘
N~ AMosTRA MATURACAO ViA DE PREPARO DiA DE  REPETICAO Souibos

COLHEITA 7

143 meia pasa umida 6 1 91.80
144 " * B8 2 o=.11
148 Passa seca 1 1 82.77
146 N " 1 2 a0. 05
147 “ " 2 1 90.16
148 " " 2 2 g0.16
1489 " " 3 1 91.30
is0 * " 3 2 ge. 08
151 " . 4 i 80. 07
152 " " 4 2 89. 99
183 " " 5 i a2.11
154 " " 5 = 02.14
155 " " 6 1 n.e

156 Passa seca &1 2 n.e

157 Passa ami da 1 1 o1.51
158 . " 1 2 21.70
159 " " F= 1 g2, 5¢
180 " " 2 2 91. 70
161 . " 3 1 al. 36
i62 “ " 3 2 o1.24
163 Passa umida 4 i az.11
164 . " 4 2 81.90
165 " " 5 1 gi.72
166 . . 5 2 gQl. 62
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Continuagio Anexo 1

N° AMosTRA MATURACAC ViA DE PREPARO Dia DE  REPETICAO SOLIDOS

COLHEITA pA
187 Fassa Umida 5] i az. 21
162 ' : " 5] 2 pz. 54
Obs. n.e. = amostra n3o existe.
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ANEXO 2

CURVA PADRAO DE ACIDO 5S5-CAFEOILQUINICO

¢ moles 5-ACQ Densidade &tica 406 nm
1 = media
0.0 0. 000 0. G0O 0. 0000
0.2 0.040 O, 041 0. 0405
0.4 0. 072 0. 072 0. 0720
0.6 0.115 0.117 0.1180
0.8 0.182 0.155 0. 1538
1.0 O.184 0.185 0. 1845
1.2 0. 224 C. 224 0. 2240
1.4 0. 288 0.2887 0. 2860
1.6 0.2870 0.270 0. 2700
1.8 0. 304 0. 305 0. 3048
2.0 0.318 0. 320 0.3190
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ANEXO 3

CaLcuLo DA % DE AcCIDO CLOROGENICO DAS AMOSTRAS

Peso da amostra extraida

Volume final do extrato

% de sdlidos da amostra

i

X qg.

200 ml

s

valor médio de D.O. do padrZo (lu moles S5~ACQD =

valor médic de D. 0. da amostra

DA

bp

Considerando que existe linearidade até 1,4 u moles ACQ pelo

método usado e que sempre ensaiou-se

M moles ACQ ~ ml extrato

1
DpP

DA

1,00 ml extrato :

Considerande gue 200 ml de extrato representa X g de amostra:

X g amostra = (

Na base seca :

1650 ) g amostra =

Entio:

100 g amostra (peso secod

DA

C

DP

x 200
DA

bF

c——gL;— x 200 )
[—l[;—:;— X 200 x

137

4 moles ACQ .

x 200 > u moles de ACQ

[%:;Ts]xmo,umol
ACQ .
100
T=g X 100 ] u moles ACQ .



Considerando que o peso molecular do S5-ACQ & de 384 =

100 g amostra
(peso secod

Os resul tados

345

DA x 200 x 100 x 100
DP x X xS

] o ace

DA x 708
DP x X x S

* 1000 x 100

]gACQ

do anexo 4 foram baseados neste calculo.
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ANEXO 4

PORCENTAGEM DE ACIDO CLOROGENICO TOTAL (BASE PESO SECO)

o ' o
N % Acido media N % Acido media
Amostra Clorogénico repetig@es Amostra Clorogénico repetigd@es

. 48 41 7.68

.12 2. o1 ©.70 42 7. 42 7.55
: . o1 7. 81 " fo.ey  10.52
. to.7e  10.39 e S % 7.18
. 7 e 7.26 p = 8. 42
10 o ot 6.07 = g 7. 24
2 - --=- s 7 o1 7.68
14 jo 13 13.07 oe 7 5 7.3
1o 1t 60 1420 = o o 6. 60
1o e 47 8. 47 o 5. 25 6. 15
2o 7 5 7. 68 oo = 5. 99
= . a8 7.26 2> 1008 10.00
z3 o — & 15 4% 11.30
- S 7.08 s .8 o. 88
e 16 6. o1 &6 111t 10.70
= = 6. 75 o 7 o 7.59
> o 0 o. 04 7o 7 o 7.83
5 o o 6.26 A o 9. 30
2 g 5.11 76 7 o0 7.85
3 o e 1448 e i 7.34
20 7.7 7. 70 50 710 7.10
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Continuagio Anexo 4

N° % &cido Média N° % acido média
Amostra Clorogénico Repetig@es Amostra Clorogénico Repeticdes
o2 o 45 ses 1% 5. 54 .23
o4 5. 53 .38 155 700 712
o0 jo60 1088 13 708 718
6 - Ut 12. 00
50 10,04 .88 13 o .2
e 10.54 o8 3¢ o 12 .05
o oes 03 i%0 717 6. 03
o6 5. 54 .84 1 7,50 7.3
o6 oo S 047 8. 53
B IE am  mmEm oo
10 72 762 i 10,16 10.03
108 7.2 755 s o.86 5. 64
S L S S
o tn  ewm 1m o tm o
109 | 1; o 14.88 e ——e ——==
S SRECT-R A & ST
114 soar 1015 g o 51 .57
116 o 44 644 e o 24 . 05
116 7,00 722 g 547 .53
S - R
N -
124 a0 12
igg ;: Eg 7.64
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ANEXO 5

PORCENTAGENS DOS DIFERENTES ISOMEROS

o

N % % % % % % %

Amostra 3-ACQ 4-ACQ B5-ACQ 3,4-ADCQ 3,5-ADCQ  Mono- Diiss-
isdmeros meros
C3+4+SACHL (3,4+3,5

ADCQD
1 0.2269 0.48B10 2.4021 0.3721 0.3537 3.1100 0. 7258
z 0.2052 0.4435 2.3823 0.3801 0.3640 3.0310 0.7441
3 0.38083 0.7408 2.7309 0.3501 0.5780 3.88617 0. 9281
4 0.3808 0.7318 2.68014 0.3400 0.8457 3.7330 0. 8857
S 0.3260 0.8876 2.7158 O0,3246 0.5439 3.6294 0. 8685
6 0.2801 0.B186 2.8843 0.3142 0.85347 3.8830 0. 8489
7 0.3837 0.7707 £.9480 0.3474 0.7083 4.1024 1.0857
8 0.3963 0.7649 2.8440 0O.2868 0.68854 4.10852 0.9419
8 0.1549 0.2216 1.0839 0O.2549 0.1364 1.4804 0.3.913
10 0.2197 0,.3080 1.4749 O.2988 0.1364 2.0036 0. 4382
11 meemem seeemes mmmmme —memms | mmmeem Smmeee oo
12 —-—-—7—= so-mees —mmm—— —m—m—— —memm— —mmmmm— e
13 0.3500 0.66802 3.5540 O0.6578 0.5519 4.5732 1.2088
i4 0.3434 0.6628 3.5184 O0.6482 0.51a8 4.5257 1.18680
18 0.3555 0.6183 2.8749 0.85028 0.5840 3.8487 1. 0865
i6 0.4117 oO.BB2B 3.1103 0.5030 0.6014 4.3848 1.1044
17 0.3882 0.7309 2.9624 0.6080 0.8122 4.0815 1.1208
18 0.4107 0.7349 2.8852 0.6037 0.8845 4.130Q i.1882
i9 0.3279 0.5368 2.4840 0.3763 0. 4806 3, 3587 0. 8569
20 0.3638 0.5612 2.8458 0.3720 0.4B08 3.4708B 0. 8526
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Continuagdo anexo S

No L) o L) L)
et 7o 7 “ % % “

Amostra 3-ACQ 4-ACQ 5-~ACQ 32,4-ADCQ 3,5-ADCQ Mono- Diisé-
isbdmeros meros
C3+H4+SACQDC3,4+3,5
ADCCOD

c1 0.3837 O0.7707 2.8480 0.3474 ~0.7082 4.1024 1.0887

22 0.3963 0.7649 2.8440 0.=2868 0.6584 4.105=2 0.9418

e B T
24  —-——mm—  mmmmmm —mmmem —emmmee mmceem o —o—ee
25  0.2944 0.4010 1.8234 0.3060 0.5420 2.5188 0.848Q
26  0.2432 0.3511 1.5820 0.2598 0.5420 2.1763 0.8018
27  0.4152 0.7426 2.8260 0.4888 0.8850 3.9838 1.3748
28  0.4238 0.7503 2.8761 0.8000 0.9082 4.0589 1,4082
20  0.5308 0.9409 2.6560 0.4280 1.0996 4.1277 1.5276
30 0.5273 0.0432 2.6876 0.4255 1.1076 4.18581 1.5331
31 0.3173 0.4077 1.9681 0.4447 0.4228 2.6041  0.8675
32 0.2024 0.4423 1.8288 0.4258 0.4228 2.4735 0.8485
33 0.3906 O0.5356 2.2478 0.5795 0.8860 3.1740 1.4655
34  0.3836 0.5539¢ =2.2602 0.6009 0.9107 3.2067 1.5116
35  0.3413 0.8058 2.1504 O0.5300 0.7455 2.9972 1.2845
36  0.3495 0.4842 2.1477 0.5028 0.7802 2.9814 1.2831
37  0.3882 0.5802 3.1280 0.6546 0.6576 4.1024 1.3122
38  0.3734 O0.5560 3.0548 0.6649 0.6353 3.0842 1.3002
30  0.3840 0.6809 2.8782 0.5480 0.5554 3.9440 1.1014
40  0.4330 0.8270 2.9885 0.5451 0.5528 4.2494 1.0979
41 0.3751 0.6778 2£.8495 0.9045 0.1938 3.8024 1.0884
42  0.3711 O0.6708 2.8205 0.0162 0.1930 3.8716 1.1101
43 0.5857 1.1035 3.6156 1.3973 0.3586 5.3058 1.7559
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Continuag3o Anexo 5

NO

%

%
Amostra 3-ACQ 4-ACQ 5-ACQ 3,4-ADC

%

7o
Q 3,5-ADCQ Mon

“
o—

isdmeras
(3+4+5-ACQDC3R,4+3,5

%
Diisé&-
meros

ADCQ O
44 0.85878 1.1082 3.6156 1.4370 Q.3365 5.2116 1.7735
48 0.2734 0.4B35 2.3641 0.4259 0.5277 3.1010 0. 89836
45 0.3081 0.8217 2.6335 0.4417 0.8682 3.4613 1.0039
47 0.3398 0.8873 2.8182 0.4954 0.7084 3.7464 1.2038
48 0.3138 0.052Z7 2.6374 0.4613 0.65368 3.5039 1.1249
49 0.3340 0.B6083 2.6160 O0.4448 C.7671 3.5589 1.2119
50 0.3243 0.6010 2.8681 O0.3672 0.7799 3.4904 1.1471
51 0.4668 0.8006 3.1088 O0.4278 0.9317 4.3732 1.3805
52 0.4740 0.8004 3.105é 0, 4352 0.9403 4.3802 1.3788
53 0.3338 0.6347 2.4658 0.3403 0.7048 3. 4343 1.04582
54 0.3084 0.5456 2.4033 O0.32462 0.7022 3.2883 1.0484
B85 0.3870 0.7360 2.2744 0.3165 0.7829 3.4074 1.1024
S6 0.45089 0O.7382 2.2268 00,3232 O0.7770 3.4159 1.100=2
57 0.5128 1.0108 4.8884 0.8215 i.11i8 6.0821 1.9333
58 0.8214 1.0828 4.9383 0.8787 1.2330 B.5396 2.1117
59 0.2700 0.3884 1,.8322 0.4037 0.4886 2.5108 0. 8923
60 0.3020 0.4446 2.1019 0.36SS 0. 4885 2.8435 0. B541
B1 0.4491 0.8344 3.7918 0.85428 0.5854 5.0753 1.1282
ez 0.4423 0.8305 3.7222 0.8373 0. 5538 4.8850 1.021e
63 0.4491 0.8344 3.7092 O0.4088 0.B1556 4.89927 1.1144
B4 0.4423 0.8B305 3.7032 0.5083 0. BOB1 4.9760 1.1144
65 0.3913 0.8180 2.9373 0.3850 0.5161 3.9436 C. 8011
66 0.4337 0.6970 2.8717 0.4395 0.5909 4.1024 1.0304
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Continuag3io Anexo S

N % % % % % % %
Amostra 3-ACQ  4-ACQ 5-ACQ 3,4-ADCQ 2,5-ADCQ Momo- Diis&-
isdmeros meros
(3+4+45-ACQD (3,4+3,5
ADCOD
67 0.40B8 0.7270 3.1322 0.4123 0.8273 4.2678 0. 9396
68 0.4344 0.9142 3.2063 0.4085 0.5814 4.5548 0. 8899
69 0.3517 0.6128 2.4022 0.3624 0.5102 3. 48867 0. 8727
70 0.6385 0.7142 2.6882 O0.4021 C.5524 4.04190 0. 858458
71 0. 4432 0.7747 2.3806 0O.058Q0 0.0802 4.85776 1.0391
72 0.4416 0.7881 3.3978 O0.89274 0. 08657 4.6283 0. 2831
73 0.2878 0.8777 3.0313 0.4528 0.5987 3.9068 1.0485
74 0.3007 0.5662 2.9920 0. 44895 0.6028 3.8589 1.0513
78 0.3773 0.6369 2.76092 0.3915 0.6440 3.7834 1.0388
76 0.3728 0.6347 2.7653 0.3860 0.8385 3.7728 1.0218
77 0.4188 0.7109 2.8283 0.3143 0.7072 3.88600 1.0218
78 0.4161 0.70687 2.8214 0.3228 0.7073 7.844g2 1.0301
79 0.3114 0.85764 2.4118 0.3783 0.58B47 3.2086 0. 9630
80 O.2888 O0.5730 2.3959 O.3767 0.6440 3.2577 1.0207
81 0.3558 0.6851 2.9771 O0.4418 0.8214 4.0i81 1.2832
82 0.3448 0.68B28 2.9033 0.4730 0. 6868 3.9309 i1.i598
83 0.3415 O©0.6721 3.0072 O. 44485 C.7623 4.0214 i.2068
84 0.3381 0.6838 3.06865 0.4778 0.7623 4.0884 i.2401
85 0.3884 0.7261 3.0861 O0.2963 0.6191 4.2106 0.9154
86 0.3788 0.7431 3.0811 0.2633 0.606868 4.2030 0. 8693
87 0.3892 0.6307 2.8826 O0.3261 C.5735 3.9225 0. 8926
88 0.4185 0.6558 2.89524 0.3029 0.501i2 4.0268B 0. 8041
B8Y 0.4444 0.8482 3.2045 0.4379 0.5023 4.4981 0. 9402
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Continua¢3c Anexo 5

N° % % % % % % %

Amostira 3-ACQ 4-ACQ S-ACQ 3,4-ADCQ 3,5-ADCQ Mono- Diist-
isdmeros meros
(3+4+BACQDC3E,4+3,5

ADCCD

Q0 0.48268 0.8517 3.2390 0.4364 0. 4961 4.85433 0.9328
o1 0.2778 0.47489 2.2468B 0.2212 0. 4270 2.90806 0. 6482
az 0.2733 0.4910 2.2180 0.2349 0.3954 2.9823 0. 6303
a3 0.3007 0.62328 2.e121 0.4873 0. 3656 3.8367 0. 8529
24 0.3434 0.6759 3.1010 0.4770 0.3633 4.1203 0. 8403
Lol 0.338B2 0.4765 2.5182 O0.4854 0.1800 3.3329 0. 6654
=) 0.3382 0.4764 2.5182 O0.4852 0.18B00 3.3328 0. 66852
a7 0.3940 0.6781 2.9474 0,.3503 0. 6664 4.0200 i.0167
o8 0.3813 0.688970 2.9479 0.3143 0.6474 4.0262 0.8617
== 0.3513 0.6424 2.7010 0.3748 0.7052 3.6847 1.0800
100 0.3513 0.6410 2Z.6893 0.3917 ©. 7208 3.6816 1.1126
101 0.2809 0.8120 2.8374 0. 4292 0.6140 3.7393 1.04z2
10z C.e8%51 0.5548 Z.8218 0.4221 0.6485 3.6617 1.07086
103 0.3864 0.6737 2.7950 O.3422 0.7476 3.8551 1.0898
104 0.3848 0.6768 &2.7674 0.3405 0.7255 3.8288 1. 0660
108 0.2661 0.8681 2.3111 0, 3667 0.8788 3.14E23 0. 8425
106 0.2207 0.58380 2.2365 0.3590 0.38808 g2.99=2 0.9338
107 0.2880 0.6266 2.3286 0.6908 0.1733 3.2402 0. 8641
108 0.2518 ©.3913 1.9712 0.8500 0.1870 2.856143 0. 7070
109 0.5815 0.8931 3.8828 0.4350 0.5867 B.2974 1.0217
110 0. 4947 0.9477 3.8481 0.4311 0.85968 B.2908 1.0280
111 0.4864 0.9166 2.8289 0.3017 0.5113 4.2319 0.8130
112 0.4873 0.9130 2.8213 0.3092 0.5540 4.2216 0. 8632
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Continuagdo Anexo 5

=]

N % % % % % * “
Amostra 3-ACQ 4-ACQ S-ACQ 3,4-ADCQ 3,5-ADCQ Monoisd- Diisé-

meros mer os

(34+4+5-ACQOH(3,4+3,5~

ADCQD
113 0.3284 0.52964 2.6888 0.547=2 0.2600 3.8147 0. 8O72
114 0.3088 0.5768 g£.9794 0.5733 0.1376 3.8150 0.7115
118 0.3864 0.6330 3.0533 0.5506 0.2754 4.07e7 0. 8260
116 0.2695 0.5720 2.88580 0.5181 0.25e1 3.72B5 0. 7772
i17 0.1983 0.2050 1.8046 O.2956 0.0818 2.0979 0. 3771
118 0.1758 0.2970 1.45661 0.3391 C.06E5 1.03886 0. 4086
11@ 0.3842 0.85480 2.4165 0.4786 0.1874 3. 34497 0. 6660
120 0.3944 0.8782 2.4861 0.5128 0.2048 3, 4557 0.7173
121 0.3875 0.6545 2.8780 0.4388 0. 76867 3.9200 1.20286
iz2 0.3740 0.6481 2.8131 0.4177 0.6748 3.8362 1.0926
123 0.5356 1.0099 2.9715 0.3748 0.8824 4.5170 1.3872
i24 0.5289 1.0057 2.9392 0.3643 0.9464 4.4738 1.2107
128 0.3401 O0.7035 2.6214 0.3754 0.7313 3.6650 1.1067
1867 0.3476 0.6444 2.65607 0.4086 0.7031 3.6527 1.1117
127 0.4773 0.9553 2.6824 0.2740 0.7556 4.1150 1.0296
ie8 0.85175 1.0288 2.8762 O0.3083 0.7910 4.4228 1.0993
iz29 0.2007 0.2882 1.5868 O0.4087 0.1181 2. 0757 0. 5878
130 0.28B18 0.4880 2.1787 0.6606 0.1617 2.9=283 0. 82232
131 0.3080 0.4419 2.1627 0.41e8 0.4423 2.9135 0. 8551
132 0.28688 0.B5768 2.2495 0.3543 0. 44232 3.1936 0.79366
133 0.3710 0.7109 g2.8228 0.28777 0. 4641 4.0048 0.7418
134 0.3800 0.7598 2.9805 0.2794 0. 4878 4.1203 0.7670
135 0.4074 0.6858 £.8154 0.2528 0. 4566 3.9085 0.7085
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Continuagfo Anexo S

o]

N % % % % o 5 %
Amostra 3-ACQ 4-ACQ S~-ACQ 3.4-ADCQ 3. 5-ADCQ Monoiséd- Dilss-
meros mer os
C3+445-ACQ(C3,4-3,5
ADCQD

136 0.4084 0.7236 2.8485 O0.2848 0. 4566 3.87585 0.7114
137 0.25a0 0.6889 1.7709 O0.3373 0.1708 Z.72588 0.5082
i3s 0.3853 0.BI50 2.8628 O0.8726 0.1709 3.7437 0.7435
139 0.1664 ©.2462 1.3381 0.2559 0.0714 1.78507 0.3273
140 0.1708 0.2458 1.2873 O0.:2B43 0.0723 1.7037 0.3268
141 0.1771 0.2699 1.4704 0.2764 0.0746 1.9174 0.3510
142 0.1523 0.2380 1.26871 0.2325 0. 0668 1.6574 0.29a93
143 0.32623 0.4722 2.2738 0.3761 0.1038 3.0720 0.4799
144 0.3329 0.5015 2.3546 0.4017 0.1171 3.1880 0.851i88
145 0.33123 0.56858 2.4434 0.2594 0.581e6 3.3402 0.7720
1486 0.3221 0.5510 2.4000 0.2800 0. 49892 3.2801 O0.748=2
147 O.3998 O.6777 2.8553 0.3326 0. 6278 4,0328 0.9604
148 0.38584 0.8601 3.0120 0.3304 0. 6237 4.0878 ©0.9601
149 0.2798 0.6198 3.85913 0.4252 0.5818 4.4910 1.0070
180 0.2674 0.6074 3.5070 0O.4128 0. 5501 4.3818 0.9629
151 0.3091383 0.7226 2.6804 0.3133 0.5618 3.7842 0.8748
152 0.3903 0.7342 2.7284 0.3036 0. 5283 3.8529 0.8282
153 0.28623 0.4297 2.22681 0.5380 0.1864 2.9521 0.7214
154 0.2300 0©0.4157 1.8442 0.3363 0.1445 £2.4898 0. 4808
158 2 s—=se= —m-=rem msseo— Ssssss STSSwsS ToTTmTe Seee s
156 2 -—-———— —me-ss sssms— —o———— ) SoSTms msmmses seemee
157 0.3003 0.6200 2.8184 0.4390 0. 0951 3.8287 0.5341
158 0.3729 0.7089 2.7527 0.4383 0. 0878 3.8425 0. 5261
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Continuagio Anexo 5

=]

N

%

Amostra 3-ACQ

%

%

%
4-ACQ B-ACQ 3,4-ADCQ 3,5-ADCQ Mono-

* % %
Diiss-—
istmeros meros

C 3+4+5—ACQDC 3 » 4+3 > 5

158

160

161

162

163

164

165

1686

1867

i68

o O o O O o

]

. 5344

. 5304

. 8787

. BOO7

. 3263

. 3329

L3178

L2948

. 2249

L1608

O O 0O

o

. 8461

. g7Ba

. 3283

. oebe

. 4722

. 5018

. 556

. B840

. 3244

.a312

R b v W W @« W

v

. 4118

4192

. 7379

. 5041

.2735 -

. 3546

. 6960

. 3557

.S776

L1208

C

o O O ©O O

O

. 2847

. 2780

. 7080

. 6851

. 3761

. 4017

L4116

. 40049

. 3020

. 2234

o O O O O O©

o

O

ADCCD
. 4890 4.8920 0.7737
. 4678 4.9285 0.7469
L1750 5.8449 0. 8840
.1014 5.1700 O.7855
L1038 2.0720 0, 4799
1171 3.1880 0.8188
L1320 3.6095 0.5436
. 1320 3.2145 0.5329
. 0425 2.1268 0. 34458
. 0425 1.8227 0©0.2659
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ANEXO ©

ANALISE EsTATISTICA DA RAZAO ACQ/ADCQ MODELO COMPLETO COM OS DADOS

ESTRUTURA DO TRABALHO

MATURACAO :
1 - Verde
2 - Meio verde
32 - Meioc maduro
4 - Maduro
5 - Bem maduro
6 — Meio passa
7 - Passa,

Vias: 1 = Seca
2 = Umida

Diag: de 1 a © .

REPETICOES: 1 e 2.

ACQ = % de acldo cafeocilquinico
ADCQ= % de Acido dicafecilquinico.

R = Relag3io de % de ACQ ~/ % ADCQ .
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ANEXO 6

ANALISE DA RAZAO ACQ/ADCQ MODELO COMPLETO COM OS DADOS

N Matu- Via Dia Repe-  ACQ ADCQ R
Amostra rag3o tig3o -
1 1 1 1 1 3.1100 0.7258 4.28403
2 1 1 1 2 3.0310. 0. 7441 4. 07338
3 1 i 2 1 3.8617 0.g281 4.16087
4 1 1 2 2 3.7330 0.88%7 4.21478
5 1 1 3 1 3,.6204 0.8685 4.17893
6 1 1 3 e 3.85830 0.8489 4.22076
7 1 1 4 1 4.1024 1.0557 3.88505
8 1 1 4 2 4.1082 0.0419  4.35842
S 1 1 5 1 1.4604 0.3913 3.73217
10 1 1 5 e 2.0036 0.4352 4.60388
11 1 1 6 1 e mmm—mm e
12 1 1 6 2 —mmmmm mmmmmm e
13 1 2 1 1 4.85732 1.2088 3.78013
14 1 2 1 2 4.5257 1.1680  3.87474
158 1 2 2 1 3.8487 1.0865  3.54220
16 1 2 2 2 4.3848 1.1044  3.Q7030
17 1 2 3 1 4.0815 1.1208 3.64160
18 1 2 3 = 4.1308 1.1882 3. 47660
19 1 2 4 1 3.3887 0.858¢ 3.91959
20 1 2 4 2 3.4708 0.8326 4.07084
21 1 2 5] 1 4.1024 1.0557 3.88505
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Continuagdo Anexo G

=]

N Matu- Via Dia Repe- ACQ ADCOQ R
Amostra ragio tig3o

ec 1 c 5 4.1052 0.8419 4.328842
23 i 2 = T e
=4 1 2 == T e
=B (=] 1 1 2.59188 0.B489 2. 967132
26 e 1 1 2.17623 0.8018 2. 71427
27 e 1 2 3.9838 1.3748 2. 89773
28 2 1 £ 4.09583 1,408z 2. 88233
29 2 1 3 4.1277 1.85276 2. 70208
30 A 1 2 4.1881 1.85331 2. 71222
31 2 1 4 2.6941 0.8675 3.10858
32 2 1 4 2.4735 0.84806 2.91480
33 2 1 g 3.1740 1.46805 2.16581
34 2 1 5 3.2087 1.8B116 2.12139
35 2 1 &) 2.89972 1.2845 2. 33336
C: =] 2 i 6 2.9814 1.2831 2. 32389
37 2 2 1 4.1024 1.31z22 3. 1286325
38 2 (= 1 2.9842 1.3002 3. 08430
39 2 2 2 2.9440 1.1014 3. 58090
40 b= = 2 4.2484 1.09782 3. 87048
41 2 2 2 2.2024 1.08284 3. 55280
42 2 = 3 2.8715 1.1101 3. 48752
43 = 2 4 5.3058 1.7559 3.0217C
44 [ (= 4 5.3116 1.77380 2.939488
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Continuag3o Anexo B

<

N Matu- Via Dia Repe- ACQ ADCQ R
Amostra ragio ticlo

48 2 2 5 32.1010 0.9336 3. 25189
46 2 2 5 2.4813 1.0038  3.44785
47 2 2 B 3.7464 1.2038 3,.11214
48 2 2 & 3.8030 1.1249  3.1148S
49 3 1 1 2.85888 1.2119 2.93663
S0 3 1 1 3.4904 1.1471 3. 04280
51 3 1 2 4.3732 1.3595 2.21677
52 3 1 2 4.3802 1.3755 3.18444
53 3 1 3 3. 4343 1.0452  3.28578
54 3 1 3 3.2883 1.0484 3.10788
55 3 1 4 3.4074 1.1024  3.09089
56 3 1 4 3.4159 1.1002 3.1048B0
57 3 1 5 6. 0821 L9333  3.14597
58 3 1 5 6.5396 2.1117  3.00684
59 3 1 & 2.51068 0.8923 2.81363
60 3 1 B 2.8485 0.8541 3. 33509
61 3 2 1 B.0752 1.1282  4.40888
62 3 2 1 4.9950 1.0812 4.857753
B3 3 2 2 4.9927 1.1144  4.48017
64 3 2 2 4.9760 1.1144 4. 46518
es 3 2 3 2.04368 0.9011 4, 37643
66 3 2 3 4.1024 1.0304 3.98137
67 3 2 4 4.2678 0.9396 4
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Continuagio Anexc B

<

N Matu- Via Dia Repe- ACQ ADCQ R
Amostra ragfo tigdo

B8 2 2 4 2 4. 5549 . 9299 .B0127
69 2 2 3 1 2, 48687 . B727 . 96083
70 3 2 5 2 4.0418 . 8548 . 23487
71 3 = g 1 4, 5776 . 0321 . 40538
7e 2 a2 B c 4. 6285 . 9931 . 66066
73 4 i 1 i 3. 9068 . 0488 . 72608
74 4 1 1 2 3. 8589 L0513 . B7060O
78 4 1 2 1 2. 7834 . 03288 . 653882
76 4 1 2 z 3. 7728 . 0218 . BE3239
77 4 1 3 1 2. 9800 . 0218 . B7668
78 4 1 3 e 3.8442 . 0301 . B28g8
79 4 1 4 i 3. 2996 . 8630 . 42638
80 4 1 4 2 3. 2877 . 0207 19163
81 4 1 5 1 4.0181 . 2632 . 18089
82 4 1 g 2 2. 8309 . 1898 . 38020
83 4 1 5] 1 4,0214 . 2068 . 33228
84 4 1 B =] 4. 0884 . 2401 . 29583
85 4 2 1 i 2.2106 . 8154 . 41480
86 4 a2 i 2 4. 2030 R isiels . 82159
87 4 2 1 1 3. 9228 . B9YG . 36027
88 4 2 a 2 4. 0268 . 8041 . 00783
89 4 2 3 1 4. 4081 . 9402 . 78419
g0 4 2 3 e 4.5433 . 8328 . 87217
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Continuagdo Anexo B

=]

N Matu- Via Dia Repe— ACQ ADCQ R
Amostra ragio tigso
o1 4 = 4 1 -2.9998 0.86482 4. 62758
Q2 4 o 4 e 2.9823 0.6303 4.73156
az 4 2 5 1 3.83687 0O.8829 4, 49842
94 4 (24 5 2 4.1202 0.8403 4.90337
o5 4 2 &) 1 3.3329 0.6654 8. 00887
Q6 4 e =] 2 32.3328 0,6652 8. 01022
a7 8 1 i 1 4.0200 1.0167 3. 983297
o8 8 1 1 ] 4.0262 0.9617 4.18654
89 5 1 2 1 2.6947 1,0800 2.42102
100 S i 2 2 3.6816 1.11a6 3. 30201
101 8 1 3 1 2.7302 1.0432 3, 88445
102 B8 1 3 [ 2.6617 1.0706 3. 42023
103 5 1 4 1 23.8551 1,0898 3. 83744
i04 s 1 4 2 3.8288 1.0880 3.88174
108 5 1 5 1 2.1423 0.9428 3. 33401
1086 S 1 5 2 2.8922 0.93¢8 3.18387
107 5 1 ] 1 3.28402 0.8641 3.74980
108 8 1 =] =] 2.6143 0.7070 2. 68774
109 5 e i i 85,2974 1.0217 5.18489
110 8 = i e 5.2903 1.0220 5.14640
111 5 2 f=4 1 4.2319 0.81320 5. 20528
112 é 2 = e 4.2216 0.8632 4. 89064
113 5 c 3 1 3.6147 0.8072 . 47807
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Continuac3o Anexo B

N Matu- Via Dia Repe- ACQ ADCQ R

Amostra ragio tigdo

114 S 2 32 2 3.8180 0.7119S 5. 50246
118 5 2 4 1 4.0727 0.8260 4. 93063
116 S [ 4 c 3.7268 O.7772 4.79478
117 B e B 1 2.0885 00,3771 5. 56484
118 5 [ 5 2 1.9386 0. 4086 4.74448
119 8 = 8 1 3. 34897 0.6660 5, 02858
120 5 2 6 2 3.48587 0.7173 4.81768
igl 6 1 1 1 3.8200 1.20206 3. 28860
122 S 1 1 2 2.8362 1.0826 3.51107
123 B 1 e 1 4,.5170 1.3572 3.32818
124 = 1 e 2 4,4738 1.3107 3.41328
ie8 <] 1 3 i 3.8680 1.1087 2.31168
126 S i 3 =] 3.68527 1.1117 3. e8B06Y
127 S 1 4 1 4,1180 1.0296 2, 99870
128 6 1 4 2 4.4228 11,0993 4, 023201
129 & 1 B8 1 2.0787 0,8878 3.83130
120 6 i 5 c 2.9253 0.8223 3. 55746
131 & 1 S 1 2.9138 0.8581 3. 40720
132 <] 1 & 2 21936 O.7966 4, 00804
133 B 2 1 1 4,0048 0.7418 5, 30E76
124 S 2 i 2 4.1202 00,7870 5., 37197
138 5] e 2 i 3.8086 00,7095 5, 50895
138 2 = 2 22,9788 0.7114 5, 58828
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Continuag¥o Anexc 6

=4

Am:stra fi;;; Via Dia i?g;; ACQ ADCQ K

137 B 2 3 2.7288 0.8082 5. 36364
ize & [ 3 3.7437 0.7435 5. 03524
1239 = P 4 1.7807 0.3273 5. 34892
140 & 2 4 1.7037 0.3268 5.21647
141 S 2 =] 1.9147 0.381¢C 5. 46268
i42 =] 2 5 1.8574 0.2983 B, 83780
143 o] = 5] 3.0720 0.4799 5. 40133
144 (= 2 6 2.1890 0O.5188 6.14688
145 7 1 i R2.3402 0.7720 4. 32668
1485 7 1 1 3.2801 0.7492 4.37814
147 7 1 2 4.0328 0.9604 4.18908
148 7 1 c 4.08575 0.2601 4, 22812
148 7 1 3 4.4910 1.0070 4. 48978
180 7 1 3 4.3818 0.8629 4. 55063
1851 7 1 4 2.7943 0.8748 4. 33733
152 7 1 4 2.8528 0.8289 4. 64821
153 7 i =} 2.8521 0.7214 4, 08218
184 7 1 5 2. 4899 0. 4808 5.17866
185 T 1 s 1 ---- -———=—==  T"T=777"
156 7 1 68 2 e-———= —-==== Sosrmes
187 7 [ 1 2.8297 0.5341 7.17038
188 7 = 1 2. 8428 0,5261 7.30374
189 7 2 2 4.8920 0.7737 6. 32286
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Continuag3do Anexo B

o

Amgstra Tzzg; Via Dia 5?22; ACQ ADCQ R

160 7 1= [ 4,9285 0.7462 . 58861
181 7 2 2 5.8442 0.8840 . 72800
162 7 = 2 5,1700 O. 786G . B87343
163 7 b= 4 3,0720 0. 4792 . 40133
164 7 2 4 3.1880 0.5188 . 14688
1685 -? 2 = 3.6088 0.5420 . 63888
166 7 e 5 3.2148 0.8229 . 03209
167 7 = 6 2.1268 0.3445 . 17388
ie8 7 e =] 1.5227 0.cb8e . 72089
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ANEXO 7
VARIACAO DA PORCENTAGEM DE MONOISOMEROS POR GRUPOS DE MATURACAO

(VALORES MEDIOS DAS REPETICOES) VIA SECA.

Maturagido Dia da % 2-ACQ % 4-ACQ % S-ACQ % Monolsomeros
‘Colheita Csomad
Verde 1 0. 2161 0. 4623 2. 3822 2. 0706
2 0. 3951 0. 7362 2, 6662 3.7978
3 0. 3031 0. B0O31 2. 7001 3. 60563
4 0. 3900 0. 7678 £. 8460 4.1038
8 0.1873 0. 2653 1.2794 1.7320
=00 mmememee | memsmmme e e
Meioc verde 1 0. 2688 0. 3761 1.7027 2. 3476
2 0. 4194 0.7510 2.8511 4.0218
3 0. 5291 O, 9421 2.6718 4.1430
4 0.8197 0. 4250 1.8990 2. 8437
5 0.3871 0.5448 2.2585 3.1804
6 0. 3454 0. 4940 2.1491 2. 9884
Meio maduro 1 0. 3282 0. 6080 2. 8906 3.5248
2 0. 4704 0. 8005 3.1058 4. 3767
3 0. 3216 0. 8902 2. 4346 3. 3464
4 0. 4240 0.7371 2. 2506 3.4117
5 0.8171 1.0469 4. 7469 6.3109
6 0. 8860 0. 4168 1.9771 2. 6796
Maduro 1 0. 2993 0. 8720 3.0117 3.8830
2 0. 3751 0. 6358 2. 7673 3.7782
3 0. 4180 0. 7088 2. 8254 3. 9522
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Continuagdo Anexo 7

Maturagio Dia de % 3-ACQ % 4-ACQ % S-ACQ % Monoisémeros
Colheita Csoma)d
Maduro 4 0. 3001 0. 5747 2. 4039 3. 2787
5 0. 3504 0. 6840 2. 9402 3. Q746
& 0. 3308 0. 6780 3.0372 4. 0550
Bem maduro 1 0. 3877 0. 86876 2.8479 4.0232
2 0.3513 0.6417 2. 6952 3. 6882
3 0. 2875 0. 58934 2. 8206 3. 7008
4 0. 3855 0. 6753 2. 7812 3. 8420
5 0. 2434 0. 8501 2.2738 3. 0673
6 0. 2684 0. 5090 2.1499 2. 0273
Meio passa 1 0. 3808 0.6518 2. B456 3. 8782
2 0. 5323 1.0078 2. 0554 4. 4085
3 0. 3439 0. 6740 2. 6411 3. 6580
4 0. 4974 0.9921 3. 7793 4.2688
5 0. 2412 0. 3766 1.8828 2. 50086
8 0. 2977 0. 8408 2. 2061 3. 0536
Passa 1 0. 3302 0. 5583 2. 4217 3.3102
2 0. 3026 0. 6689 2. 9837 4.0453
3 0. 2737 0.6136 3. 5402 4. 4385
4 0. 3908 0. 7284 2. 7044 3. B236
B 0. 2632 0. 4227 2. 0352 2. 7211
& = —m——ee cmmmme mmmmee e
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ANEXO 8
VARIACAO DA PORCENTAGEM DE MONOISOMEROS POR GRUPO DE MATURAGAO

(VALORES MEDIOS DAS REPETICOES) Via UMDa

Maturagioc Dia de *% de 3-ACQ % 4-ACQ % 5-ACQ % Monolsdédmeros

Colheita
Verde 1 0. 3467 C. 6861 3. 5367 4. 5495
2 0. 3836 0. 7406 2. 8926 4.1168
3 0. 3985 0. 7329 2. 9739 4.1063
4 0. 3459 0. 5490 . 5183 3. 4148
5 C. 3900 0. 76878 2. 84860 4,1038
B —mmemme mmmmee ememee e
Meio verde 1 0. 3808 0. B726 3. 0898 4.0433
= 0. 4084 0. 7540 2. 8334 4. 0968
3 0.3731 0. 6744 2.8395 3.8870
4 0. 8873 1.1059 3.61568 5. 3088
5 0. 2898 0. 4926 2. 3641 3.1465
B 0. 3268 0. 5700 2. 7883 3. 6252
Meio maduro 1 0. 4457 0. 8325 3. 7570 5. 0382
e 0. 4457 0. 8328 3.7062 4.9844
3 0.4125 0. 6560 2. 9545 4.0230
4 0.42185 0. B206 3.1693 4.4114
5 0. 4955 0. B63S =. 5902 3.7493
& Q. 4425 0.7819 3.3787 4.6031
Maduro 1 0. 3888 0. 73456 3.08356 42068
2 0. 4089 0. 6433 2. 9225 3.9747
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ANEXO 9
VARIACAO DA PORCENTAGEM DE DISOMEROS POR GRUPO DE MATURAGAO

(VALORES MEDIOS DAS REPETIGOES) VIA SECA

Matura¢fo Dia de % 3,4-ADCQ % 3,5-ADCQ % Diisémeros
Colheita _ Csomad
Verde 1 0. 3761 0. 3889 0. 7350
2 0. 3451 0.8561¢ 0. 8070
3 0.3194 0. 5393 0. 8887
4 0.3170 0.6810 0, 9988
5 0. 2769 0.1364 0.4133
8 20000 mmm——— mmm——— mmmme
Meio verde i 0. 2834 0.5420 0. 8254
=4 0. 4944 0. 8971 1.3918
3 0. 4288 1.1036 1.8304
4 0. 4353 0. 4228 0. 8581
S 0. 8802 C. 8984 1.4886
6 0.5210 0. 7629 1.2839
Meio maduro 1 0. 4060 0.7735 1.1795
e 0.4318 0. 9380 1.3875
3 0. 3433 0. 7036 1.0469
4 0.3214 0. 7800 1.1014
=] 0, 8501 1.1724 2. 02585
B 0. 3846 0. 4886 0.8732
Maduro 1 0. 4507 0. 85843 1.0500
2 0. 3888 0. 6398 1.0286
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ContinuagZo Anexoc @

Maturagie Dia de ¥% 3,4-ADCQ % 3,5- ADCQ % Diistmeros
Colheita

Maduro 3 0.31856 0.7073 1.0280
4 0. 3778 0.6144 0.9919
5] G. 4574 0. 7541 1.21185
6 0. 4B12 0. 7623 1.8235

Bem maduro 1 0.3323 0. 6569 0. 9892
F= 0. 3833 0.7131 1. 0964
3 0. 4287 0.6213 1.0870
4 0.3414 0. 7366 1.0780
5 0. 3629 0. 5783 0.841i2
5 0. 6204 c. 1852 0. 786

Meio passa i O. 4268 0. 7208 1.1476
z 0. 3696 C. 0644 1.3340
3 0. 3620 0.7172 1.1082
4 O.2912 0, 7733 1.0645
5 0.5647 0.1404 0. 7051
6 0. 3836 0. 4423 0. 8259

Passa 1 0. 28547 0.85089 0. 7606
=4 0. 33485 0. 6258 0. 98603
3 0. 4190 0. 8660 0. 9880
4 0. 3085 0. 5434 0.8519
5 0. 4387 0.1658 0.86012
B 0 mmmme— mmemme—
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ANEXO 10
VARIACAO DA PORCENTAGEM DE DISOMEROS POR GRUPO DE MATURAGCAO

(VALORES MEDIOS DAS REPETICOES) VIA UmipA.

Maturagfo dia da % 3,4-ADCQ % 3,5-ADCQ % Diisd&meros

Colheita C(somad

Verde 1 0. 6531 0. 5353 1.1890
= 0. 5028 0.8027 1.0988

3 O. 6062 0. 5484 1.1546

4 0. 3742 0. 4806 0. 8548

5 0.3170 0.6819 0. 8989

5 meem—— mm_———— e

Meio verde 1 0. 6598 0. 6465 1.3063
2 0. 5486 0. B541 1.0987

3 0.9104 0.1939 1.1043

4 i.4172 0. 23476 1.7648

5 0. 4338 C. 5450 0. 8783

5 0. 4784 0. 6860 1.1644

Meio maduro 1 0. 5401 0. 8697 1.10¢8
c 0. BO36 0.6109 1.1148

3 0.4123 0. 5535 0. 9658

4 0.4104 0. 5544 0. 9848

B G. 3823 0.85314 0.9137

6 0.9432 0.0730 i1.0162

Maduro 1 0.2798 0.B12%9 0. Ba27
e 0. 3145 0.5374 0.8518

3 0. 4372 0. 4992 0. g364
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Continuagio Anexo 10

Maturacgao Dia de % 3,4-ADCQ % 3,8-ADCQ X% Diisdmeros
Colheita Csomad
Maduro 4 0. 2281 O.4112 0. 65393
B O. 4822 0. 3645 0. B4B7
] 0. 4853 0.1800 0. 6853
Bem maduro i 0. 4331 0.5918 1.0248
2 0. 23055 0.85327 0. 8382
3 0. 5606 0.1988 0.7594
4 0.5344 0.28673 0.8017
5 0.23174 0. 0758 0. 3829
& 0. 4956 0.1961 0.68917
Meio passa 1 C. 2785 0. 4759 0, 7548
2 0. 2538 0. 4566 0.7108
3 0.3718 0.1709 0. 5427
4 0. 2851 0.0719 0. 3270
5 0. 2545 0. Q707 0. 3282
& 0. 3889 0.1108 0. 4984
Passa 1 0. 4387 0.0015 0. 85302
2 0.2818 0. 47895 0. 7604
2 0. 6971 0.1382 0. B3B3
4 0. 3888 0.1105 0. 4994
B 0. 4063 0.1320 0. 5383
(3] 0. 2627 0. 0428 0. 3082
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ANEXO 11

CURVA PADRAO DE ALBUMINA DE SORQO DE BO!

mg albumina Densidade Stica- 3596 nm
de beoi média

O 0. 0000

0.01 0. 0801

0. 02 0.1643

Q.03 0. 2857

G, 04 0.3100

0.08 O. 40320

0. 06 Q. 4950

Obs. Acima de 0.08 mg de albumina de boi a curva n¥o feoi linear.
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CURVA PADRAC DE ALBUMINA DE SORO DE BOI

ABEORBAMNCIA YOS s

[] MEDIAS DAS LEITURAS

S)-E

PR "N "N PR *

ng. ALBUMINA DE BOI
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ANEXO 12
TEOR DE PROTEINA NOS EXTRATOS ENZIMICOS

(BASE PESO SECO)

N° Amostra mg proteinarsg café N “Amostra mg protefnarg café

o] 21 . 483 a1 16.142
10 =1. 467 82 16.144
21 17.204 83 15.167
22 is.181 84 18. 281
33 15, 085 g3 e3. 708
34 15.138 a4 228. 871
35 16. 636 a5 5.185
36 16. 672 o6 5.952
45 28, 242 105 14. 488
46 24 . 347 106 14. 341
47 23. 392 107 10. 720
48 22. 382 108 a. 908
s7 11.958 117 23. 367
58 11.886 i18 19. 438
58 17.632 118 8.291
60 17.830 120 g.111
69 20. 3506 129 12. 296
70 20. 281 130 10.691
71 10. 638 1z 11. 4582
7 11.546 132 12.214

168



Continuag3o Anexo 12

N° Amostra mg protefinarg café N° Amostra mg proteina- g café
141 14.1686 154 14.8623
142 16. 747 1695 16. 763
143 5.169 166 15, 008
144 5,157 167 12. 323
153 14. 928 168 10.671
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ANEXO 13
ATIVIDADE DE POLIFENOLOXIDASE NOS EXTRATOS ENZIMICOS

(BASE PESO SECO)

=]

N Unidades PPOr/g Atividade N _° Unidades PPOrg Atividade
Amostra de café especifica Anmostra de cafe especifica
Q 328. 41 16. 287 81 551.88 34.189
i0 328.16 15.287 82 B81.94 34.189
21 111.89 6. 504 83 220. 860 14.545
22 111.88 6.154 84 221.83 14.845
33 848, 91 36, 364 a3 851.27 23, 2565
34 B580. 48 36. 364 94 554. 45 24. 242
35 541.01 32. 820 as B45,. 85 108. 255
36 542.18 32. 520 g5 541.13 20.916
45 542. 83 21.5808 105 334. 30 23. 077
46 544. 07 2. 346 106 330. 94 23. 076
47 544.01 23. 2566 107 542,77 80. 632
48 542. 83 24. 242 i08 542. 89 54. 793
S7 1125. 49 94.120 117 543. 42 23.256
58 1118.69 g4 118 118 5432.71 27.871
89 868. 06 48. 232 11¢e 1087.31 131.143
&0 2867. 96 49, 232 120 1087. a0 119. 408
69 54E. 83 £6. 667 lze 1080. 86 87.912
70 540. 83 26. 667 130 i1082. 60 101. 263
71 1077.24 101. 263 131 £15.56 18.823
72 1086, 72 84.121 132 214.75 17.882
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Continuagio Anexo 13

N® Unidades PPO/g Atividade N° Unidades PPO/g Atividade

Amostira de cafe Especifica Amostra de café Especifica
141 326. 90 23. 076 154 325, 53 21.8elg
142 326. 76 19.512 165 1080. 27 65. 040
143 544. 07 105. 2586 166 1091 . 46 72. 728
144 542. 83 108. 261 167 541. 68 43.954
183 328. 70 2i.818 168 540. 31 50. 633
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