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~onde se 18 . 18 - se
58 linha | LAfNEV(1952) o LAYNE (1957)-
ftem 1.3.2. -
88 linha LAYNE (1957) ~ LOWRY et al.(1951)
ftem 2.2.3. - '
6¢ linha . .1,0ml 1,00 ml

‘linha 1,0m - 1,00 ml
Tabela 3-9. Corretamente é:

Valores mix. e min. 5,16-5,97 5,88-6,57 6,11-8,10
em % encontrados |
nas amostras 6,62-6,76 7,18-7,33 5,64-7,20

Tabela 3 26. Todos os dados de valores 11m1tes en -
contrqdos (%), corretamente é: '

dcido isoclorog.II MNole 0,60 - 0,97
+ 4c. cafdéico  Rio .0;71 - 1,17 -

dcido isoclorog. I Mole . 0,93 - 1,15

 Rio 0,75 - 1,21

4cido neoclorog. Mole 0,64 - 1,02

Rio 0,58 - 1,15

38 1inha . . KRUC | " KRUG
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1. INTRODUGAC

0 Brasil é o meior pafs produter de café do mundo
e contribul com cereca de 30% da produgdo mundial. B tum-
" bém o waior exportudor, com cerca de 15 s 26 milhoes d&e
secas snuais. O nesso consumd interno & cerca de & - Q
milhoes de ssces de coié verde (benmeficisndo).

Por outro lede, o ¢afé ocupe o segundo lugny, 4e

L

pois do petrdleo, no coméreio mundisl.

0 prego de venda do café dspende de dois fatores,
sepgundc TEIXEIRA (1571): a) qualidsde e ») tipe. A qusli
énde Gepende 4o aspecte, cor, tomenho de grao, bebidsm, ete.
5 gualidade da bebida é o fator mais importente na clas -
gificacse por guslidsde, e esta é estipulada por provado-
res oficials e treinados pars diferenciar os cafés quanto
o suns gunlidedes orgencléntices. A classificacdo adcto-

~
~

de no EBresil divicde os cefés peles seguintes denomineagdes

s

de melhor para o plor: Estritamente ¥ole, Mole, Apenas Ko

le, Dure, Risdo e Rio. O tipo do csfé ¢ dado pele nlmero

de defeitos, isto &, grios pretos, pedrs, peMd, Eracs hro-~
e

cades, etc. A ceds defeite se d4 uu ntmero de poutes quve

fcpois d2 somadoe determinam wrm certe clnssificngfo; ne-
gim, por exemplo, se o cofé possulr 26 defeitos, é clage-
gificado como tipo 4 e, se possulir 360, como tipe 8.

0 tipo e a gualidsde ds bebdids combinados dno o

4

prego pelo qual o cefé serd comercializado.

Portanto o prego pago por um saco de cofé depende
diretowente de sups propriedéades fisicas e guimices.

Embora ninds nAo se tenha chegado o um méiodeo i -
denl para & clacsificacmo por defeitos, per cutro lade, em
relagfo & gunlidade & bebida, os problemas séo bem waio-
res porqu¢ envolvem gosto e aroma, qualldedes puramente
subjetivas. Os estudos estatisticos realizedos por BARBQ
SA et a2l.(1962) e DEPLEDT (1967) colocom em divida a se -



guranga com que 08 provedores classificam o café quanto &
qualidande da bebida.

Em produtos como o chocolate e o chéi, tembém esti
mulantes, & pesquisa guimica estd bem mais svengada ¢ bem
mais conclusiva a respeito da quelidade do produto em re-
lagio & composigio quimice (ROHAN e NWEIRINCKY (1963), RO-
BERTS (1558), BPHATIA e ULLAH (1965}. Portento a qualida~
de do produto pode ser determinsde por andlises guimicas.

Para e coso &0 calé, até hoje o hemem nao fol subs
titufdo pela endlise quinica devido minfo terem sido des-
cobertas correlacbes entre ela e propriedades organolépti
cas gue pudessem ser aplicades de uma maneirs geral. Pa-

ra casos igolados algumas publicsgdes JR apareceram, e S€
rao relatndas no item 1l.l.

Oz problemas mels iwportaniss que t8u contribuldo
pars que & guimica do gric do cafdé relacionadsa & hebida
S

-

nfe tenha eveluido no seutide de dados conclusivos sio:
a) dificuldade de separacio ¢ estivacic des compostes do

greo do eafé devido & sum complexs composicho guimieas; b)
grande heterogeneldade das sumoztras, priveipolmente por
couse dos cafés “ligados™; ¢) segredo industrisl por par-
te dos grendes coapradores de café.

Por essas razdes & quimica do gréao de café nos

paises produtores é quase inexistente.

1.1l. Revisse s litersiura sobre ouimica e gunlidsde do

cnfé,

Alguns testes qualitetivos para determinagso dm
gquslidade do café foram desenvolvidos na Coldubie por CAL
IE (1955, 1363}, mas aié hoje nao tém sido utilizedos na
prética devido & sum alta variebilidade e femlia de provas
mals conclusivas.

MENCHU (1966), na Guetemale, encontrouw correlagfo
entre extrato etéreo e quantidade de fibra crus com a gug
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lidade da bebida. Quanto'maior 8 guantidade do extrato
etéreo e menor a quantidede de Ffibra crua, melhor ers o
café. Posteriormente, o mesmo sutor (MENCHU e IBARRA (
1967), asnalisandc cafés de vérias regides, nAao encontrou
essa mesma relagfo. LA correlecdo da gualidade da bebida
~com & composigho quimica (extrato stéreo, nitrogénio, ca
feina, trigenelinm e fibra crue) variava dependendo da
regifo considerada.

WURZIGER (1963), medin&o o {ndice de oxidmgioc, por
ume soluchac deé bicromato de potfissio em meio de dAcido sul-
firico, de vapores emitidos por .café torrado ¢ moide, en -
controu um valor malor para os cafés preparados lego de -
pois de torrados e moidos do que pars os cafés estocrndos.

Em 1967, WURZIGER e DICKHAUT (3967) iscleram vd-
rios compostos fendlicos da cera que envolve o griic de ca
fé e verificavam gue estes fendis tinhsm um alto poder an
tioxidante. Observaram tombém gue, dependendo ds procedén

cia, & guantidade desses composios variava.

Mais terde, WURZIGER e HARMS (1969) igolaram e dg
terminaram & eéstrutura e a quentidade de trés désies com-
ponentes e gue sao: 48% e S-hidroxitripteuwida do fcido g
rdquice, 48% do dcide beshénice e 4% do dcido lignocérico.
Analisando guantitetivenerte para estes cempostos varies
auestras de café ardbica de Queniam, a&s queis diferism quan
to & qualidnde G2 bebida, encontreram uma correlacso inte-
ressante: quento pieor o café, menor a qusutidade de 5-hi -
droxitriptemida e mais amorels ou marrom a cor do grao se
apresentave.

A cor do grao jéd hamvia sido correlsacionsda com a
qualidede Go bewida pars os cafés de Quenia (WOOTON (1963);
posteriormente NORTHMORE(1965 e 1967) encontrou ums neior
quantidade de clerogenato de magnésio nos melhores cafég,
correlacionando este composto com a cor verde azulada dog
bons cafés.
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Em seguida GIBSON (1971a e 1971b) isolow clorefils,
"Cafestol® e "Kshweol® & responsabllizou estes pligmentos
pela coloracae vexce«a7ulaia, caracteristica dos bong ca ~
féso =5

A& celoracao do grne de ecafé pode ser afetada pels
‘mutricso minersl da plente. RCRBINSON (1S80) observou que
a8 deficiéneiz de ferro cousava um prejuizd na gualidede da
bebida e os groos tinhsm uma coloraghfo amarelads. O exceg
so de potdssio pode coussr um prejuize tembém, foto este
observede por NORTHHORE (1865) e AMORIM et »1.(1967). Eu
recente revisac, AMORIM (ESVOz}abGrdou o problema da nutri
¢ho mineral do cafeeire em relagdc & quolidede &n bebide,
lengando algumas hipdteses sobre como os niveis deo alguns
elementos no grao poderiam alterar as gualidedss orgenoldp
ticas do mesmo.

ILLY e RUZZIER (1967) smiravés dm cromatografis de
gés, procursram correltceionar os cefeitos do café com o

quelidade do bebidms e a forma dsa curves no cromatogrrms .

Encentrarem relagro entre a intensidode de slguus
picos e enbros e ¢ goesto emargo, mas em nenhwn ceso tenin
ram identificar os compostes responsaveils pelo sabor eu
81 0FA o

'l"n'\) a

tilizendo tombén a cromatogrelid de gés, BIGEERS
et zl. (19639) comparerem & formn doe plcos e a gqualidsde
de bebide e por umn svnliacgfe programsnda em um computader
eletrdnico puderam diferenciar eafé robuste de ardbice.

AMORIM e STILVA (19682 e 1968b) enconirarsz ume cor
releg&o positiva emtre a qualidede da bebids do café bragi
leiro ¢ & sitividade enzimdtica dn polifencl oxidase. Os
sutores acham gue o8 melhores calés possuem una stividede
relativenente maior devido se fato de que os piores cafés
passeram por condigoes &e inidria (que pode ser patoldgi~
ce) e assim o guantidade de fendis oxidndos (enzimmiican -
mente o ndo) sumentou, inativendo desta meneira o enzing
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polifenel oxidase. O mecenismo de inntivegao da polifenol
cxidase pelas quinonas formadas jé é conhecido na litera ~
tura (FORSYTH (1564).

Posteriormente, no Instituto de Tecnologia Nacional
do Rio de Janeiro, esses resultvados foram tenhém confirme-
dos (ROTEEBERG e IACHAN (1$70). Induzindo em cafés €e3p0}
rpados diferentes gualidades de bebidn por neie de diversom
tempos de fermentscgro, SANINT e VALBNCIA (1870), na Coldm-
bia, osservarom que tembém pars cafés despolprdos & etivi-
dede da polifencl oxidase ers maior nos melhores confés.

Em vm estudo dos componentes volétels do café ver~
de submetide o diferentes proceassos de despucilagen, & con
posicao quinmica e o prova ds xicara nno spresentsran dife-
rengas sensiveis. Uas, guondo RODRIGUEZ et al. (1963) =suvb
meteram o café a 5 e 7 dims de fermentecho, o gualidede do

café piorou beastsnte e o gquoantidede Qe aldelds acéiico de-
tectzdo dobrou. Fearmlelamente, 05 teores de dimetil sulfe
to, scetona & aldeido iscbutirico decresceran.

Ums série de trodbalhos, 2o mencionar a composigho
quimiga, fezem alugﬁo & importéneia de alguns compostes pa
ra & aunlidade da bebids; em a2lguns deles, porén, os dndos
sao spenas gqualitetivos e em outres nenhums diferengn foi
encontyada. FEntre eles citan-se MERRITP et al. (1868);
GAUTSCHL et al.(1967); THALER (1963); Swiny (1963); TELEG
DY-EOVATS, (1963); CHASSEVENT et al. (1969).

CORTE DOS SARTOS et 2l. (1971), estudando o efeito
da uvmidede do sumbiente nn gualidade ds bebida e na atividg
de €¢ algumws enzimas, observaram que somente qusndo a wai
dade relstiva do ar era de 907 havia um sumento rna stivida
de dm ljFHQka Yor outre ]mdo, nfio congsesuirsa adzptar um
método nnra u determis fgaC Ga ribonuclense © nHo encontré-
ram diferenga 3ignificativa na atividade das enzimns prote

oliticas.

Revigno feita por LOCKHART (1957) sobre qufmice dg
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café, abrangendo desde csfé verde ao café na xicara, ndo
lamca nenhuma 1luz sobre diferencas quimicms responsédveis por
diversidades na guslidade da bebidn. O mesmo pode se dizer
da revisao de SIVETZ e FOOTE (1963).

Un estude mais detelhado foi conduzidoe pelos pes -
quieadores da Genersl Foods Co., FELDMAN et al. (1869), que
egtudaren as proteinss, aminofcidos, carweidrotos e dcidos
fendlicos no café verde e susm veringso duranie a terracfo.
Chegerem & concluséc Ge gue com os ntunis métodos utilisa-
dos era praticamente impossivel correlsciomar qualidade da
bebida com & composicfo guimica.

CENTI-GROSSI et al. (1Q69) tentaram correlecionar
os teores das slbuminag removidas de quatro difersutes co-—
féa ardbicas (Uoldmbtla~Armenin; Coste Rica-S.Rosa; Brosil-

Santos; Venczuela-Fe erle) e de dois robngtes {C.canephorn -

Indizno ¢ 3o Congo), separando-as por eletroforese em ol
de poliserilasmida. Os resultados obiidos nfio mosiraram Gi

feremgas senafveis entre os cafés estudadog.

FPERRAZ e VELGA (1954 e 1959}, estudapdo o efeito
da temperature de secagem o carfé na gunlidade da bebide

verificarsm que em certrs temperaturas o cafd produzide erm
de bea guslidade ¢ em outras, nNA0. LOACSLIAR slgumss hi 6
q 9 $ &

teses sobre a influéneis das enzimas gue poderism afetar a
sualidade, sssim como relacionaram os melhores cafés com oS
de maicr poder germinativo.

No Brasil, KRUG (1940 a,b,c) observou uma correla-
ciie positiva entre ategue de fungos e bactérins e bebidns
picres. Respoasesbilizow Fusariuvm sv., primncipslmente, pe-

las bebides Duras, Riadng ¢ Hio.

_GARBUDY et ml. (18962}, .pnaiisende a. gualiidnde &a
bebida de cnfés de diversss regides do Brasil, nac encou -
trarem diferengs significative no teor de sdélidos~soliveis,
enbora ss diferenges na qualidade da webides tivessem sido
significantemente diferentes.
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I 0.5BRAHEO e L. F.MIRANDA (1970) (nao publ;.co.do)
ftentaram aplicar ¢ método de Pfeiffer (cristalizacac do
CuClz.EHQO) na eeterminaceo dw quelidade do café. Os auto-
res fizeram 52 séries de cristalizacees em 156 placas e, em
bore tenhan ebservado diferengas nos moedelos de Oristaiiza~
Qgt, n&o obtiveram modelos tipices para a difere ncxdgae acs
pairous de beblidas.

L.2. Revinao da literaturs sobre méiodos analiticos vara

o0 grze 4o cafdé

Nao se pretendeu fazer uma re isao exaustive sobre
todos os nétodos e ad&ptag:es encontracdos na literaturad ¢
gue se buacou Foi tentar utillzar os nédtodes mais exprega -

dos para naterial vegetal e avlicd-les vara o grao do cafd.

1.2.1. Compostos fendlicos

o

0 grao do cafd possuil vdérios tipos de composto
ndélices e oz mals importantes, segunde a guaen e
trada no grao, sao ca dcidos clerogénicss. 4 Figura Ll.l.meg
tra a Férimula €0 deido clorogénico e na Tavela 1
sentados algung resultados sobre a guantidade dest Q
tes fendlicos no cafd verde, expressos em relagao # natd:
geca.
FIGURA 1.1. 4cido clorogénico. A diferenga com seus iso-
mercs consiste na ligacgo_do scide caféico com o &ci
do guinico, que € feita em carbonos diferenies.

0 " H g
3 !
0— ¢ ~— g = 0 _ﬂ-/ N
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feido clorogénico ou 3~ cafecilguinico
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TABELA 1~1. Compostos fendlicos encontrados no
grao ée café, e variagfo dos teores segundo
diversas fontes.

COMPOSTO FENOLICO QUANTI DADR FOKTE
Acido clorogénico total 2 - 8% LOCKHART (1857)
4,5 - 8,5% STREULY  (1870)
4,0 «10,0% NAVELLIER(1S70)
7, 6% FELDMAR et 2l1{1969)
fcido cleorogénico on
dc. 3-cafeoilquinico 3,1 - 6,2% STREULI (1370)
277~ 5,56% FELDMAN et #1(18€9)
Ac. ceriptoclorozénico eu -
dc. 4~cafeoilguinico 0,42~ Q,44% STREDLI  {1970)
0,41 % FELDMAN et 21(1G49)
Ac. neocclorogdnico ou
&c. S5-cafeoilquinico 0,12~ 1,00% STREULI (1970)
0,68 % FELDMAR et al(1969)
Ac. isoclorogénico ou
fce 3-453~5 ¢ 4-5 dicafe~ 0,35~ 1,40% STREULI (1970)
oilquinico 0,60 % FELIMAN et 21(1969)
fecido caféico 0,17~ 0,24% FELDNMAN et 21(1969)
14 LCCKHART {1957
S5~hidroxitriptenida 50-180mg/100g  WURZIGER e HARHS
(1969)

Segundo NAVELLIER (1670), o fAcido clorogénico foi
descoberto no café por Fayesgse em 1802, que lhe Geu o rome
de édcido cafico. Pesteriormenie outros nomes forem dedos
g0 &cido clorogénico como por exemplo, dcide cafetfinico, al
écido veridico, tenino clorogénico, etc.

Ko gue se refere & deter.inngfio quontitative dos
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dcidos clorogénicos, sers dada eénfase 2 literntura de 10 a

12 anos passados, devido nmo fato de que somente hé T anos

a estrutura destes isOmeros foi eluci&ndn, CORSE et al. -

(1965). A confusfe na literaturs sobre os dcidos clorogé-

nicos é fregflente devido & existéneis dos 6 isdmeres, fato
esse que pode ser aprecimdo nms discussOes de SONDHEIMER et

Cul. (1961) e CORSE et al. (1665).

NAVRILIER (1970) relatou e discutiu desde as primej
ras tentativas Ge determinagfe do dcido clorcgénico no café
feitas hd 60 snos atrds, até 2 metodologin mais sofisticads

dog dias atuais.

Entre os métodos mals modernos e gue +8m sido apli-~
cados atumlmente encontra-se a adapiscio feita por MOORES
et al. (194830 Posteriormnente esse método sefren peguenns
modificacgoes (WEBISS (1957) e foi sceito pels A.0.4.C.(1865),

o,

1,

embora até hoje nao thinha side considerado como método de~
A,

finitive (A.0O. (1970).

Tm 96], LEFKARE e HAMN (1967) descreversm uu wéto-

O

xtrnidos com metruol e pog

Q

o no gual c¢s graos #e café ga
S5 por ums coluns de polinaddn

teriormente 0 extrato € pPass

o

(L
onde os compostos interferentes sno separades. No primeiro
elufdo da coluna pode-se deterainor trigonelinaj; logo en
s s . - g - ¢ .
seguida o 4cido clorogénico é eluide e a solugss é lida no

espactrofotlmetre a 324 nm.

Unm outre método pnra separar e determinar gusntito-
tivamente oz Acidos clorogénicos de café foi idealizado por
GNAGY (1961 e 1962), onde se uazsz croantografia mono dimen -
sionnl e se faz a leitura, es espectrofotometro s 328
da intensidade dn cer dms manchas eluildna. Com esse me*o -

do, ¢ autor consegula sepscrar 1uq fro iSamePOﬁ do acido clo-

‘ vy LT

rogéaico.

0 mris avangado método para separar e detecmliaar
’ SN Lo, & s ~o s -
guanntitativasente os iscomeros do acldo clorogénico, inclu-~
sive os 3 isdmeros do Acido isoclorogénico, utiliza a cro-
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matografin de gis cemo técnica (KUNG et al. (1967), empre
gando umn colune capilar de 330 cm SE - 54. A volatilizg

¢Bo dos Acidos clorogénicos é feita reagindo os dcidos feo
nélicos com BSA (bis~(trimetileilil) acetanmida) e HMDSiL (

hexametildisilazane). Atualmente os aubores trabalham com
ama eolunn 3% OV-101 gque é bem mais barats e fheil de pre-—
parar e congaguem os mesnos resulisdos (J.R.XKUNG, conunica
¢ao pessoal).

A literaturs sobre ocutros compoatos fendlicos do

-

grao do café é praticmmente inexistente, talvez devido 7

i

pegquenn gqusatidads encontrads ne gr CA0. .

WURZIGER e HARMS {1959) descreveran os compostos de
S~hidroxitriptanida e um método eapectcofotométrico para
gua determinagfo yuantitativa.

do

P

o Brasil, FRANCO {1962) detectou tanince e fc
) ¢ - > . :
clorogbnico en vArias parites do cafeeiro, inelusive no

grao, com testes histoguimicos.

Entre cuiros trabalhos gua eontrivuiveu para o ise

e

o

lamento, 1dentificagao ¢ de'erﬂinacﬁo dos coumpostos Ffend:

W

i.
cos do grao 4¢ oafé eacontran~ce oz de BARKES et al. (1950)
MABROUK e DEATHERAGE (13%6), CLEAENTS e DEATHERAGE (3 957)
LENTN.ER ¢ DRATHERAGE (1958) e PIOTHET e RBRANDENBRERGER (128D

le2.2. Carboidratos

1.2.2.1. iono e oligossncarideos

Entre os mono e oligossacnarideos, o carboidrato en
contrade e maior gunntidade no grao verde de café é o sa-
carcse, e seu teor pode wvariar de 1,9 = 1L0% na wabéria se-
ca (NAVELLIER (1970), LOCKHART (1957), FBLDMAN et al.(1969),
WOLPROH et al. (1850)

A prescngn de monossacarideos no grao verde tem si-
o muito discutida porjue, na extracno dos carboidratos, en
zimas hidrolfticas podem atuar sobre a sacarose oa polis -
ancarideos produzindo mounossacarideos (NAVILLIER (1870).
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A literaturn aponta valores que vao de 0 2 5% entre monos-
sacaridecs e agicrares redutores {LOCKHART (1957).

Os monossacerideocs livres mais encontrados sfo a
glicose e a frutose, sendo gue na waioris dos tenbalhos sao
calculades como aglcares redutores {(FPELDMAN et al (1969) e
LOCKHART (1957},

Enguanto WOLFROM et al. (1960} detectsram apenas
trages de glicose, ERCOPLIEN (1971), analisande uma série de
diferentes cafés,; observou gue a glzcose era encontrada em
tGdag ns asostras annlisndas; entretanto a frutose fol otser
vadn em algumas amostras e em outras naO.

Recenterente, CCURTOIS et nl. (1963) e COURTOLS et
el. (1965) descobrirvam meis dois oligessccarideos ne café
verde (C.gopephors)s rotincse o estaguloss, n8 proporghe
de 0,65 a 2,.18%

hig

% dos oligossecearidecs totais. IDste desco -
irmadca pogsteriovimente por SHADAKEHARASWANY e
96

berta foz con
RANACHANDRA (196

res de arnbigse

7) pars cafés robuste e peras dois cultive-

KI{@FL,MH (187 }§ com uma nova séanica de NEnLD 1‘&9 Fo

whilie qado uza série de cclunes (carvro, polinmida, celite
. . O ’ 1 - UL |

e resinn de troca idnica), cbservou gue a guantidade de mg

nosancarideos nas diferentes amogtras de ¢afé verde anali-

gadas variava de 0,029 a 0,4%.

08 métvodos guantitatives utilizndos pars cardoidra

tos euw café aconselnndos por FNAVELLIER (1370) e HART e FIS

IER (1971) sao Ld“ﬂtloOb ou haseadosg, reéspectivamente, noes

nétodos utilizados peln A.Q.A.C., (1970). De todos ca tra

®»alhos que versam sobre composigao de carboldrmtos em eafé,

nenhun deles utilizou os métodos da 4.0.4.C. (1970), tal -
Vep por eerem moresos € alguns deles ndo mulito precisos.

Oz métodos wala usndos para deteralnar gquantitati-

2

vapente 08 ¢srboidratos sfo 09 recomendndos pela 0.IL.C.C.
(1962), Antrona (HODGE e HOFREILTER (1962}, ¢ fenol-aulfliri
co (DUBOIS et al. (1956), cloreto de trifenil tetrozdélio -~
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(VAIRNCIA e ARZOLLA (1867) e, evidentemente, os d1=e 0g u-
sando o polarimetro.- '

4 maioria dos métodos pode dar resultandos satiasfa-—
t6rics, desde gque sejam seguidas sz normas para uma boa cla
rifiesgao do extrato a ser usado, como acentua JOSLYN (1970).

0 grac de café verde poasui de 50 a 607 de sau pes
secc em carboldratos, sendo gue A sacarose contribul com
wiaa média de 8%, como j& foi visto, & celulose com 5 & 127,
hemicelnleoses com 23%, substincins péoticas com cerca Ge 3%
e o resto cabe a cemplexos pelissncnridecs (WOLPROM et al,
(1960}, WOLFICHM e PATIN (1964) e FELIMAE et al. (108G).

-

ercentngens ncima, cm gus waloris, nAo esclave
cem nulto sobre o identidade quimicen dos carboldrates  do
café.
Até hoje nfio se chegou o um mcordo sohre 2a exaias
porcentagens de héemicelulose, holocoalulose e gcelulose. We-

4 o 4 ay i J - o ~ . [
ta confusao é devida ao wmétodo de extragio desses polisenca

Id & . . . .
rideos sssim cemo nes métodos de hidrdlise uveandas. Sads
q LY . " > 05s s ey Vs ol .
pesyuisador eawpregn wa diferente (Ver WOLFROM et al (1960},

TER e ALRNEYTH (1967) e PILCTETR e

r——t
Mi
w

#}
COURTOIS et al. (1963), T/
MOREAU (1963).
avido @ essag difevenceas, as palnveag “celulosze®,

"hemicelulose™, "holocelulose", efc.nfc deveriam ser capre-
e : ; B A S 4 e B . . A S L Al
gndas, pois como Jj4 foi dito, nao dizen rsspelto d identids

oy

de guimica. Nomes como manangk, arsabinognlacinna, deverina

ser preferidos, assin como nssinals COURDOIS et al. (1063).
Aeidos urtnicos e galacturdnicos em hidrolizados fo

-

ram detectadog por GLOMAUD et al. {1965 o CALZOLARI et al.
(1667), respectivamente.

4 Tabeln 1-2 mostra 03 polissncarideos encontrades
no ecafé verde. Omitiv~se 0 melo em que estes polissncariig
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os 830 sollveis devido & complexidade do assunto, pois a
solubilidade de um polissacarideo depende também da inters
¢80 entre as macromoléculas do meio (WOLFROM et al. (1960).
- Holocelulose e hemicelulose também foram omitidas devido ao
fato de que as composigbes variam de auter para autor.

Os métodos quantitativos para a determinsgho de po-
lissacarideos sao baseados em reagdes, particulnres ou nao,
para mono e oligouasacarideos. (Ver ftem 1.2.2.1.).

TABELA 1-2. Polissacarideos encontrados no grao de
café verde e as regpectivas fontes.

NOME DO POLISSLCARLDEO FONDE

B ~D-(1——} 4) Glucana (celulose). WOLFROM et al. {1964)
"Gl&cﬂnase«.. sessssecsorenvevacecss LINALER e A?NETH(19S?}
PICTET ¢ MOREAU(1269)
GRLACERND e s vocacovosvvsracosscesee THALER e ARNETH(1967)
MODGI A e e s coosnsonroscsseccnosnrosre THALRR e ARNETH(1967)
WOLFROM et al. (1961}
A BDAN A T e vnvvossioscscosonscssenrs THALER e ANNKPH(1S67)
AraDinogalactAnticcosssnssesesnsosc WOLPROHM & PATIN(1S65)
PICERT e MORBAU(1969)
COURTOLS et al.{1963)
THALER e ARNBETH(1967)
GalactoaraDinomananfe csceccrsresee THALER e ARNEPH{1S67)
CalACE@mANAN R o s ecocnosoacoancesons PLICTEP EOREBAU{1969)

Xi},g‘,llat%r&noqon.anwﬂnn;cgvl.-GODOODQ PISTBTQMOREAH(Ig{jQ)

5]

Glucogrlactomananine. soveoosasesssss COURTOIS et al.(1963)

1.2.3. Nitroginio & proteinss

0 teor de nitrogénio no grac &o c¢café pode voriar
de 1,7 & 3,04 (LOCKHART (1957), AMORIM et »1.(1965 e 1967),
NAVELLIER (197@). A4 determinngao do nitregénio total na -
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grande maieria dos trabalhos publicados baseia-se na diges—
$a0 do material pelo dcido sulfirico {mais redutores) com =
formagao de sulfato de amdnio. A amdnia & posteriormente
‘liverada por hidrdxido de sbdio e titulada com dcido sulfd-
rico. O método meis utilizado é o Kjeldahl e o micre Kjel-
dahl empregados por LILLEVIX (1970a) e MALAVOLTA (1957).

Pelas recentes revisces feitas por LILLEVIK (197@a),
HART e FISHER (1971) e pela A.0.4.C.{(1970) parece nho haver
problema sério para a determinngas do nitrogénio total.

Por outre lado, o eeterminsgao de proteina exige
maiores cuidados, porgue, dependendo da metodologia usnds,
¢s resultsdos podem diferir consideravelmente guando se pag
sa €e ww material para outro (LAYKE (1952), EHANA (1969),
POTTY (1969), ROBSON et al. (1968).

Por esta razso os manvals de andlise gufmicn Qe alj
mentos adotam parn a dosagen de proteinas o método dn deter
minacae do nitrogénio toinl, multiplicando depois o valor
ovtido pelo fator 6,25 (LILLEVIK (3870b), HART e FISHER =~
(1971}, 4£.0.4.C. (1970), C.I.C.C. (1962). Meswo pars o ca-
fé, esse &€ o método mais adotade (A.0.A.C. (1970}, NAVEL -
LIER (1870).

Boseados em outyras prepriedades das proteinas, ou~
tros métodos, muitos deles mails simples e mais rédpidos, 30
encontrados na literaturm. ZEntre eles, o método turbidimé-
trico, gue se basein na turbidez da solugdo quande proteinas
880 misturedas com baixa concentragac de gqualguer precipi -
tante {(LAYNE (1957). Usando e reativo de Folin e Ciocalten
(1%27), pars fendis, LOVRY et al. {195L) ndaptaram um méto-
do que ¢ largamente usndo em bioguimicn. GORNALL et sl. -~
(1949) ndaptorsm um mdtode gue utiliza & propriedande das 11
gacoes peptidicas (2 ou mais), que reagem com sais de cobre
em gselugdo alcalina e ddao um complexo violeta. Este método
¢ chamade "biureto® e fol modifiendo recentemente com o obje
tivo de melhorar sua sensibilidede e precisao. (ITZHAKI e -
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GILL (1964) e CALDAS (1971).

A maior parte das proteimas exibe uma absorgfo md-
xima a 280 nm devido & presenca de tirosine e triptofano;
- ésta propriedade foi usada por WARBURG ¢ CHRISTIAN (1941)
(cit. por LAYNE (1552), para medir s concentragro daquélas.

l.3. Objetivos 4o trabalho

Pela literatura revigia pede-~se avaliar a complexi-
dade do assunto, naoc somente gunrnto A composigro &0 grao e:
80 goéto e arena 4o café, mns ainda mais guanto & variagiof
déos mesmos com relacdo # composigao guimica do grao verde.

Devido ao grande ausento no consume de café soldvel
nos Qltimos 10 anos, a2 tecnologia da fabriecageo desses ca -
fés tem melhorade bastante uma vez pue, na preparngso 4o sg
ldvel, muites componentes do mromsm e do gosto sfo perdides.
Dai & necessidade de um nalor conhecimento &a guimica do
gosto e aroma, agsim como dos geus precursores (GAUTSCHI et

al. (2967).

Basicamente, deis cawiahos podem ser tomndos para
resolver o problema do gosto e mroms do café. Dependendo
dog resultsdos, f& pezguisas conduzidns por estes dols e~
rminhos, num futuro talvég nao multe distante, possam se coim
plementaren.

Um doz rumos seria analisar o arona do café por med -
o de cromatografia de gAs ncaplada com espectrofotometre de -
massa e auxilindos pela annlise na regino de iafrs vermelho
e ressondncia nuclear magnétics (HMR). Sao métodes sofis -~
ticados e que dependem de aparelhngem carn.

Outro caminhko seris a andlise dos precursores do
gosto e aroma no ecanfé verde, partindo sempre de eafia conhg
cidos organolépticamente. Bstudo deste tipo nao envolveria

pelo menos no infcio, 2parclhagem t30 cara.

Por outro lado, o Brasil como grande produtor neceg
sita dispor de uma malor guantidade de dados sobre a quiniga
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do café, a fim de ter um conhecimento mais profundo das
transformdgoes que ocorrem no grac durante seu processamen-
to e armazenanagem, com o objetivo de um melhor controle da
- qualidade do produto. Além disso, um maior conhecimento
quimico do café que & vendido, talvez colocasse o Brasil em
uma posic¢ao mais favordvel no mercado internacional,

Pars o estudo gqufmico do grao verde, achou-se me -
lhor partir dos compostes que mais se degradam na torragao,
inferindo~se gue estes compostos devam contribuir com vaa
boa parte para o gosto e aroma do café. Dentre os cowpes ~
tos que mais sofrem transformagoes guando sao torrad#os, FELD
MAN et al. (1969) e MOORES e STEFANUCCI (1964), cit. por
MERRIT et al. (1969), citam as proteinas, sacarcse e dcide
clorogénico. '

Tomando por base cafés de uma mesma variedade e que
deram qualidades de bebids diferentes, tentou-se estabelecer
relacoes entre a quantidade de alguns compostos e a gualida
de da Dbebida, provenientes destes cafés.

"~ o

1.3.1l. Determinscan dag relagoes entre compostos

guinicos e guslidade de bebida

Baseando-se nus classificaggo das proteinas quanto
& esue sclubilidade em solugces aguosas (COHN (1943-65) ,
YOUNG (1963), tentou-se extrair e estimar as diferentes
proteinaz, vma vez gue proteinas totais ou nitrogénio total
nac puderam ser correlacienados de uma maneira consistente
com & qualidede dm bebide (MENCHU e IBARRA (1967). Como
certos aminodcidos sao degradados mais facilmente gue outras
na torracao (FELDUMAN et al., (1969), seria 1icito especular
que talvez a diferen¢a na qualidade da bebida Togse devida
& hatureza da proteina e nao 4 sua guantidade total, & me-—
nos que esta gqualidade estivesse bem correlacionada com o
teor protéico total.

Un vutro ponto & se levar em conta seria o jd conhe
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cido fato da interagao entre prbteinas e polifendis na fer
mentacgao do cacau, o qual faz com gue a quantidade de pro-
te{nas sollveis diminua consideravelmente ao longo do pro-
"cesso fermentativo (FORSYTH et sl. (1958). Paralelamente,
sabe-se que a fermentagao do café na roga, caussada por fun
£0s, leva a uma bebida inferior (XRUG (1940a,®» & c).

A endlise do nitrogénie total foli indicnda pois se
poderia procurar relacionar os constituintes guimicos com 2
matérin seca e o N total e verificar possiveis diferencgas
(FP.E.DEATHERAGE, comunicacao pessosl).

Embore nso se tenha encontrado relagso entre dcido
clorogénico total entre cafés robusiz que &iferem pouce na
qunlidade da bebida (CEASSEVEIT et al. {1969), nada exiete
na literatura sobre café ardbica; além digso, o inexistén-
cia de dados sobre os istmeros do dcido clorogénico e gum-
lidade da bebida foi notada, Por outrso lade, ¢ conmhecido
o fato de gue o Acido necclorogénico é menos degradado na
torragso em relacac aos seus isdmerocan ( FELDMAN et =21.(1969).

‘A porcentagsm de polifendis nsn folha de chd diminui
drasticamente com & fermentacao (BHATIA e ULLAR (1965) e
GCLDSTRIN e SWAIN (1963) observaram gque dursnte o amadure -
cimento de vérios frutus havia vwma polimerizacao de fendis
com o ftempo; esses fenels polimerizados reaglam com meunor
intensidade com ¢ reativo de Folin. Além disso, observaran
também que os fendis polimerizados ersm mais seliveis em
solugees alcodlicms a 50% do que em alccol absoluto.

Devido ao fato de que a guaildade da bebidm do ca-
fé estéd relacionada com a atividade da polifenol oxidase
(AGORIM e SILVA (1968) e de que graos verdes e pretos podenm
‘prejudicar o ghalidade (TEIXHIRA e PIMENTEL GOHES (187Q) e
TEIXEIRA et al. (1968), tornou-gse interessante a determina-
¢cao de fendis totais pelo reativo €e Folin, usando extratos
alcodélicos e aguosos.

Pars NAVELLIER (1970), os carboidratos nno contri -
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buem para o gdsto e aroma do café, mas apenas para sua co-
loragao escura devido & caramelizagao por altas temperatu—
ras; outros autores, porém, indicam a importancia dos car-
boidratos, principalmente a sacarose, gue é guase totalmen
te degradada, e sua possivel contribuigéo para o gosto do
café, em particular devido &s suas reagoes com aminofcidos
e outros compostos (FELDMAN et al. (1969), THALER e ARNETH
(1967).

Para um melhor aproveitamento dos resultados obti -
dos das andlises quimicas, procurou-se & correlagao existen

te entre os compostos analisados.

Os teores de carboidratos totals sollveis em etanol
a 80%, acglcares redutores, écido clorogénico total, isdme -
ros do dcide clorogénico, nitrogénio total, proteinas soli~
veis em tampao fosfate pH 7,0 e 0,01 M (albuminas), protei-
nas soliveis em NaCl 10% pH 6,5 (globulinas), polissacari -
deos extraiveis = quente em solugao 0,5% de oxalato de amb-
nio, @ comportamento eletroforético de proteimas sollveis
em tampao fosfato pH 7,0 e 0,05 M em agar foram estudados
nas suss possiveis relagOes com a gualidade da bebida pro -

venientes dos mesmos cafés analisados.

l.3.2. Adaptecao de métodos

0 método mais utilizsdo para a determinagﬁo de pro-
teinas é baseado no teor de nitrogénio total, multiplicando
~se pelo fator 6,25 a quantidade de nitrogénio determinads.

4 digestao do material para a formagfo de sulfato
de amdnio é lenta, sssim como a titulagao posterior da amd-
nia liberada. A determinac¢so de proteinas soliveis (depois
de precipitadas com dcido tricloro mcético (TCA), pelos né-
todos do ultra violeta (U.V.), biureto e Folin (LAYNE, 1957)
foi investigndo com o objetivo de adaptar estes métodos pa-~
ra o grao 4o café.

A literatura sobre compostos gue interferem na de -
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terminegao de proteinas é vasta (POTTY (1969), KHANNA et -~
al. (1969) e LAYNE (1957); daf a necessidade do estudo dos
interferentes do café nos atuais métodos empregados.

Para os carboidratos soliveis em etanol a 80% e
aglicares redutores, tentou-se aumentar a rapidez da extra-
¢ac como evitar possiveis interferentes.

Os polissacarideos foram extraidos segundo WOLFROM
et al.(1960), mas procurou~-se utilizar o wétodo fenol-sul-
firico de DUBOIS et al. (1956) para a determinagso euanti-
tative dos polissacarideos, porgque é uma fécnica rdpida,
muito sensivel e barata. '

Os compostos fendlicos foram asnalissdos pelo wméto -
do de SWAIN e HILLIS (19539) adaptado por AMORIM (1970) para
cultura de tecido. Foi necesséria uma readaptagao para e
grao do café porgue este tem uma consisténcia diferente,
dai a necessidade Qe se verificar o ndmere de extracoes e
o tempo exigido para retirar pelc menos 95% dos comnpostos
fandlicos soliiveis nos solventes utilizados. Quanto & de-
terminagso dos dcidos clorogénicos, somente o métedo de GHA
GY (1961 e 1962) foi investigrdo mais profundsmente, e de-
poie fol comparado com o de MOOZES et £1.(1848) e o da
A.0.A.C. (1970).

2. MATERIAL E METODOS

2.1l. Amostras

Cento e guatro aumostros (500 g) de Coffea srabice
L. var. Mundo Novo foram coletadas pelo I.B.C., SERAC/S.P.2
nas mnis eiverses regioces cafeeirses do Estado de Sfo Panlo.

Todas as amostras ersm de café de terreiro e pertenciem ¥
safre de. 7L/72. - Dentre estss amostres, as guarenin que e—
presentarsn bebidas mais caracteristicas feram selecionadas
segundo a gualidade dsa bebide comoe segue: 1O emostires cles-
sificadas como bebidn Mole (¥); 10 como Duxra (D)3 10 como ~



Riada (Ry) e 10 como Rio (R).

Bssas 40 amostras foram submetidas novemente & prg
va de degustacfo e anslisedes estatisticsmente a fim de se
rem utilizados somente os cafés gue pudessem ser enguadra-~
dos dentro de um determinado pedrac de bebida (Ltem 2.3.).

Apenss 20 smostres forsm classificadas com seguran
ca; @#estas somente os dados sneliticos de 24 ( 6 de ¥, 6
de D, 6 de Ry e 6 de R) foram aproveitadss, por csusa 4o
delineamento estatistico.

2.2. Métodos analiticos

2.2,1. Porcentagen de umjdade

Utilizou-se o método da A.0.A.C. (1970}, que consig
te no seguinies

Aproximadamente 5 g de café foram pesados ¢ coloce-
dos em ums boémis terade. As ~mostras em seguida forsm le-
vadas pera uma estufa 8 vicuo e secos durnnte 6 horas & G8-
1002C. Umz corrente de ar seco (2 holbas/secg. en H2SOQ =
conc.) conduzia a umidade para fora de estufa.

Depois das emostras esfriarem em dessecrdor, ersm
pesadas.

Foram feites trés repetigoes para ceda amostra.

2.2.2. fcidos fenblicos

Para 40 amostras feram analisados os dcidos cloro-
génicos toteisj; entretonto, para os isdmeros do dcido clo-
rogénico 80 foram snalissdos os 3 melhores e os 3 piores
cafés.

BRI % S 41 4 a

Pera os Acidos clordgéﬁiéos‘totéiﬁ utilizou-se o
nétodo de MOORES et el. (1948) sem alteragho e para os fci
dos cloregénico, isoclorogénices, neoclorcgénico e caféica
seguiu~se o método empregado por GNAGY (1961 e 1962) com-



profundas modificagoes.

Dois gremas de café mofdo eram imedimtsmente extrai
dos com 100 ml de metanol & 80% (70-802C). com refluxo por
2 horas. O residuo era extraido mris trés vezes nas meswas
condigoes. Os extratos eram juntados e o volume era reduzi
"do sob vécuo & 15 ml e guardmdo a ~108C sod atmosfera de ni
trogénio até a hora de ser cromatografadc.

Tomou~se 50 ml de ceada swmostra & aplicon-se em pe-
pel SCHLEICHER & SCHULL, DASSEL n? 2043a. O solvente usado
era ume misturs de n-butanol: fcido ecético: dgus (4:1:2,2-
v/v/v). Utilizou-se cromatografia momodimensicaal ascenden
te.

Os crematogramas foram secos durante 15 mninutos e
em seguida recortevam-se as manchas visgtas na luz ultre~vig
leta {(longe) e eluia~se o materizl com 10 ml de metanol a
80% durante 30 minvutos. As solucoes eram filtradas, & fim
de remover fibras de celulose do papel, e lides & 324 nm en
espectrofotdmetro Zeiss BM QIT.

A reta padrao era feita com &cide clorogémico, apli
cado no cromstograma tenbém,; nas concentragoes de 10 a 70

ug. Seguiu~se a mesma xmarcha dasg emostraes para eluigfo e
leituras. '

Eram feitos 3 cromatogramas pers cada amostire, e em
cada cromatogrema, 3 repetigoes. Nove determinsgoes, por -

tanto, para cada amostra.

2.2.3. Fendis totais

Um grawa de café moido era refluxado com 50 ml de
dgua destilade ouw metenol a BC% por 15 min. Repetia~se o
“rpesma marcha mais SLes vezes. 0 extrate era filiradc a vA-
cuo por papel whatman n? 1 e o volume completado a 200 ml
com figna ou metanol a 80%. Os extratos ersm conservades du
rante 12 horas ne geladeira. Depeis de centrifugndos, 1,00
nl do sobrenadente era diluido o 10,0 ml com dgua destilada.
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Destes, uma aliguots de 1;00ml erg tomada para a determing
¢cao dos fendis totals, utilizando o reagente para fenol de
FOLIN-CIOCALTEU (1927) (1+2) (Merck) e seguindo a marcha a
dapfada por AMORIM (1970) do método de SWAIN e HILLIS(1959).

As 40 amostras foram analisadas para fenéis totais

“(égua e metanol a 80%), sendo que foram feitas duas extra -
¢oes para cada amostra e 6 determinacoes para cada extrato.
Doze deterninagoes para cads amostra, poritanto.

2.2.4. Carboidratos livres totais, agicares reduto-
res e polissacariéeos.

Utilizou-se o mesmo extrate para a determinagac dos
carboidratos livres totais e dos agicares redutores, embora
com dilwicoes diferentes.

De 10 g de café moido, tomou-se 1,0000g e extraiu-~
se com 40 ml de etanol a 80% em banho-maria fervente com
refluxo por 5 min. O extrato fol filtrado a vdcuo num il
tro de porcelans ultra fine (SCHOTTUGEN, MAINS 3D4) e o reg
sf{duo foi extrafdo mais duas vezes com 40 nl de etanol a
80% por 5 min. em banho-maria fervente. Os extratos foran
juntados e 0 volume completado a 250 ml com dgua destilada.

Alfguotas de 1,00 ml foram removidas para a determi
nacao dos agdcares redutores, segundo adaptacac de HODGE e
HOFREITER (1962), utilizando-se os reativos de Somogy e Nel
SOn .

Para cada amostra foram feitas 3 extraQSes, e para
cada extrato duas determinagoes foram realizadas. Para ca-
da grupo de andlises eram feitos 2 padroes (30 e 60 ng de
glucose), além da prova em dbranco. f

~Para desar carboldratos livres ftotaig, 10 nl do ex~
trato eram dilufdos a 100 ml com dgue destilada. Alfguotas
de 2,00 ml eram misturadas em tubos de ensaio com 1,00 ml
de uma solugao de fenol a 5%; posteriormente adicicnavam—
se 5,0 ml de H,S0, (Merck) conc.; depois de 10 min. de re-
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pouso & temperaturs ambiente, esfriava-se em dgua corrente
por mais 10 min.

Em seguida a intensidade da cor da solugac era lié‘
da num colorfmetro Klet Summerson, usando-se filtro 50 (470
~ 530 nm de transmissao).

| Este método de DUBOIS et al. (1956) aconselha a
determinagao em duplicade pars malor seguranga. Foram feil
tas 3 andlises para cada extracao; 9 determinagSes, portan
to, para cada emostra. Para cada grupo de determinagGes e
ream feitos 2 padroes (80 e lGO/pg de sacarose) em duplica-
de, além do branco.

Na determinaqao dos polissacarideos seguiu-se a
marche utilizada por WOLFROM et al. (1960) e SHADAKSHARAS-
WAMY e RAMACHANDRA (1967), com pequenas modificacoes.

Dois gramas do café moido eram extraidos durante 5
min. com 40 ml de etanol a 807 em banho maria em ebuligao
(com refluxo) por 3 vezes. O residuo era seco ao ar livre
e gdepois extraido 2 vezes com 50 ml de uma mistura de ben-
zeno-etanol 2:1 (v/v) durante 30 min. cadz vez.

Depois de nova secagem ao ar livre, extrafa-se com
30 ml de éter et{lico. Seco novamente, extraiam-se os po-
ligsacarideocs com 26 ml de uma solucao de oxalato de amdnisz
a 0,5% durante 10 min. a quente (dgua em ewuligao). Repe-
tiu-se a extragao mais duas vezes.

Os extratos eram Juntados e precipitavam-se o8 po-—
lissacarideos com 3 volumes de etanol a 95%. Centrifugava-
se¢ por 15 min. a 5000 rpm. O sovrrenadante era descartado e
o precipitado dissolvido em oxalato de amdnio 0,5%. Preci-
pitava~se novamente com 3 volumes de etanol a 95% e centri~

~» fugava~ge «por 15 miney-a 5000 rpm.’ Repetlis—-se umd ‘vez mais

a dissolucae com oxalato de amdnio a 0,5% e precipitacgao
com etanol a 95%.

O precipitado final era dissolvido em oxalato de -
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amonio a 0,5% e dilufdo a 100 ml. Dois ml desta solugao
eram utilizados para a determinacgao de carboidratos totais
pelo método de DUBOIS et al. (1956).

Para cada esmostra eram feitas duas extragoes; ca-
da extrato era analisado duas vezes, fazendo-se 3 repeti-
"QSes para cada andlise. Portanto para cada amostra eram
feitas 21 determinagoes. Para cada grupo de anilises, a-
1ém do branco, eram utilizados dois pontos da reta padrao
(80 e 160 ng de sacarose) em duplicadc.

Para carboidratos livres totais e agicares reduto~
res, 40 amostras foram analisadas. Para os polissacaride-
os, somente os 3 melhores e os 3 piores cafés foram utili-
zados.

2.2.5. Nitrogénio total e protefnas soldveis

Cerca de 20 g de cada amostra de café foram moidos
em um moinho Wiley com peneira 50; foram utilizados 100 mg
para a #eterminacao do nitrogénio pelo método do micro-Kjel
dahl adaptado por MALAVOLTA (1957). Foram feitas trés re-
retigoes, partindo do mesmo pé.

0 cdlculo para o teor de nitrogénio na matéria se-
ca fel baseado nos dados do teor de umidade.

As proteinas soldveis em tampao fosfato pH 7,0 ,
0,01 M e NaCl 10%, pH 6,5 foram extraidas durante 2 horas
em um agitador mecénico, utilizando-se 15 ml de solugao -
por grama de grao moido. O extrato foi passado por um pa-
no de malha fina. Cineo ml da solugao extratora foram adi
cionados ao resfduo e este passado novamente em peno de ma
lha fina. Os extratos assim filtrados foram centrifugados
. POX.-A5 minutos 8, 20000 2DW ey vwniw 5 b9 er Wi e A TRetey TR AR e R0

0 sobrenadante fol transferido para um outro tubo
de centrifuga e um volume de dcido tricloroacético (TCA) a
10% foi adicionado.
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Deixou-se o extrato com TCA por 12 horas na gela -
deira (0-592C). Em seguida o precipitado protéico foi cen-
trifugado. & 2000 rpm por 15 min., e o sobrenadante descar-

“tado." '

Depois de corrido o TCA, as proteinas eram digeri-

das com 10 ml de mistura digestora (MALAVOLTA (1957). A
amonia era liberada com NaOH 17 N e recebida em uma solu -
ggo de H3BO3 a 2% com*indicador vermelho de metila ewverde
- de bromocresol. A amonia foi titulada com uma solugao de

%S0, 0,01 N.

O teor de proteima foivcaleculado multiplicando-se
o teor de nitrogénio por 6,25 (A.0.A.C. (1970).

Posteriormente fizeram-se os cdlculos baseados na
matéria seca. Foram feitas 3 repetigges para cada amostra,
partindo do café em grgo. Quarentea amostras foram analisg
das.

A separaggo das proteinas soliiveis por eletroforese
foi feita baseada nas sugestoes de MOBRRIS e MOQRIS (1963)
e MICHL (1967). '

Un grama de café mofdo foi extraido com 5 nl de
tampao fosfato pH 7,0, 0,05 If em um almofariz com ajuda de
areia lavada. O extrato fei passado em panc de malha fina
e centrifugado a 3000 rpa por 15'mina Do sobrenadante fo--
ram tomados trés gotas e aplicadas no agar.

0 agar foi aplicado sobre uma forma de vidro e ti-
nha a concentracgao de 1%. Este foi preparado com uma solu
¢ao de tampao fosfato pH 7,0 0,05 M. A corrente usadsa
foi de 20 mA, 60 volts, por 24 horas.

So on Ny As vrotefnas eram coradas com "amido black" ~10b

" na concentrxgao de O 4ﬁ en s&lugao de aPldO acétlco 7%
(v/v) por 20 min. Togo em seguida o agar era colocado em
uma solugao de dcido acético a 7%'(v/v), até remover o ex-

cesso do corante. Depois de colocar a placa de agar sobrg
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papel celofane esticado, deixava-se gecar & temperatura
ambiente.

- Asgim foram obtidas placas permanentes com a dis-
posiéﬁo das protefnas demarcadas pelo corante.

As 40 amosiras foram analisadas com 2 repetigoes.
Mediu-se a distancia percorrida pelas proteinas € dava-se
0 valor + ou - gquando as mesmas haviam se dirigido para o
polo positivo ou negativo, respectivamente. Se em uma a-
'mostra havia protefnas se dirigindo para os dois lados, me
diam-se os deis tipos de protefnas, dando-lhes os sinais
respectivos, e o sinal final era igual ao da proteins Que
percorria a maior disbancia.

"2.3. Provas de xfcara e andlise estatistica

As 40 amostras previamente selecionadas foram sub-~
metidas a uma nova prova de xfcara com um delineamento es—
tat{stico em blocos ao acaso.

Os trés degustadores profissionais do I.B.G. SERAC
S.P.1 do Curso de Classificacao e Degustacao de Cafd de -
Sao Paulo nae tiveram contacto prévic com as amostras do
café e desconhecizm a matureza do ensaio.

A torragao das amostras para a prova de xicara foi
feita por uma dnica pessoa, especializada neste mister.

Durante a realizagao das provas, os degustadores
nao mantiveram contacto entre si.

Foram realizados 10 ensaios em blocos ac acaso. Ca
da ensaio era constituido de 4 tratamentos. As repetiQSes
foram em endmero de oito.

5. . .Cada, mesa de prova. {bloco) era.conssituida de. 182,
x{caras, das quais 12 do ensaio (pertencentes aos 4 trata-
mentos) ¢ 6 de café de rotina (nao pertencentes ao eunsaio).
A ordem de colocagao das amostras na mesa obedeceu a um
sorteio. B
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Foram provadas as amostras de 8 mesas por dia, sen
do 3 no perfodo da manha, 3 apds o almogo e 2 no final da
tarde. Desta maneira fol provado um ensaio por dia. Nao
foram realizadas provas na segunda feira.

Os referidos ensaios tiveranm seu infcioc em 19/10/
1971 e o seu término em 5/11/71. As andlises quimicas fo-
ran feitas mais ou menos na mesma época.

Estudos estat{sticos sobre a classificacao do café,
quanto & qualidade da bebilda, evidenciaram que o0s provago-
res nao distinguen entre café Mole e Estritemente Mole e
t8m a tendfncia de classificar © Apenas Mole como Mole -
(BARBOSA et al. (1962a e 1962b), Ainda os mesmos autores
observaram que os provadores diferenciam o Duro dos demais,
asgim como o Riado e o Rio, embora haja uma pequena teadén
cia de classificar o Riado como Rio, mas reramente o Rio
como Riadoe.

Para efeito da andlise estatistica, foi resolvido
juntar os cafés classificados como Bstritamente Mole, ilole
e Apenas llole em uma sé categoriz, o Duro em outra, ¢ Ria~
do eam outra e o Rio em outra. Por outro lado, das 40 amos-
tras analisadas, nao seria possivel juntar um ndmero sufi-
ciente de amosiras Estritamente Mole ou Apenas Mole para
comparar com ag andlises quimicas.

A andlise estatistica para a prova de x{cara foi
realizada com a finalidade de selecionar as z2mostras gque
fossem classificaéas em um determinado padrao de bebida
com significancia estatistica.

Foi feita andlise de variancia transformando a pox
centagem do numero de acontecimentos em arc seny x. O ni-
mero-‘&e -acontecinentos:ifol: considerado ¢ ntumero total' de
vezes gue um degustador provou uma amostra (8 vezes), e
quantas vezes ele apontou essa meswa amostira nos difereutes
padraes.

0 delineamento utilizado foi ¢ seguinte:(Tabela 2-3)
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TABELA 2-3. Delineamento utilizado para a andlise es-
tati{stica da prova de xicara.

Causa da Variagao G.L.
Tratamentos
Residuo 8
TOTAL 11

Se o teste P desse significativo pelo menos a 5%,
era feito o teste de TUCKEY a 5% e 1% para posterior com-
paracao entre as médias.

2.4, Andiiges guimicas e andlise estatistica

Os estudos da varifincia e regressoes foram feitos
com computador eletronico IBM -~ 1130, situado no Departa. -
mento de Matemdtica e Estat{stica da ESALQ, U.S.P.

Das 40 amostiras, somente 24 foram awroveitadas pa
ra a andlise estatistica, sendo que 6 amostras de Café lg
le, 6 de Duro, 6 de Riado e 6 de Rio. As andliseg guimi-~
cas de cada composto foram grupadas segundo a gualidade da
bebida e consideradas como um fratamento.

Toda a andlise estatistica foi feita considerando
as porcentagens diretamente e convertendo-as em arc semyX.

2.4.1. Andlise de variincia das andlises quimicas

em porcentagem da matéria seca.

Para as andlises dos carboidratos livres totais,
agicares redutores, dcido clorogénico total, protefnas so-
rAdvels -em bampao fosfato; *protednag” solvels ew FeCi e ni™
trogénio total, foram feitas 3 repeticGes para cada amos-—
tra, tendo-se 6 amostras para cada wadrao de bebida, e qua
tro padroes de bebida (Mole, Duro, Riado e Rio); a andlise
de variancia fica do seguinte modo: (Tabela 2-4):
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TABELA 2-4. Delineamento utilizado para a andlise es-
tatistica dos teores de carboidratos soldveis to-
tais, agdcares redutores, dcido clorogénico total,

~ protefnas soldveis e nitrogénio total.

Causa 46 Variacao - B.L.
Tratamentos 3
Res{duo _ : 68

TOTAL 71

As andlises de fenéis totais soldveis em dgua e
em metanol a 80%, assim como & eletroforese de proteinas,
foram feitas com duas repeticoes; dai, a andlise de vari-
ancia ficar: (Tabela 2-5):

TABELA 2-5. Delineamento utilizado para a andlise es-
tatistica dos teores de fendis totais solidveis em
dgva, em metanol a 80% e dos ensalos com eletrofo-
rese de proteinas.

Causa de Variagao | G L.
Tratamento ' 3
Residuo 44
TOTAL . 47

Foram calculados os coeficientes de variacso den-

tro de cada padrao de bebida, assim como o geral. O erro
ggﬂa;médiaf.eqmeste;&e-E.aha‘difarenga.minimavsignificatimﬁw
va (dem.s.) ao nivel de 5% também foram calculados.



2.4.2, Andlise de varisncia das andlises gquimicas
oW grawas 4o _coupoato ﬁﬁr grama de nitrogé-

nio.

Utilizaran-se a média da andlise quimica dos com—
postos e 5 mwédis do teor de N total, e desta maneira en -
- controu-se a relagso composio/H.

Pendo-se 6 anostras pera cada padrac de bebide e
4 padroes de bebida, a andlise de veriineia foi a seguin-
te (Pabela 2-6):

TABELA 2-6. Delineamento utilizadobpara & andlise eg-
tatistica dos compostes em relagao ao N total.

Causa ¢ Varizgao Gils
Tratamentos ‘ 3
Res{duec ' | 20
TOTAL 23

Do mesmo modo come &m andlises anteriocres, as
wédias desz tratacentos (padroes de bebida), coefisientes
ée variscgao, d.m.e. & 5%, teste F & erro da média foram
caleulados.

2.4.3, Andlise de variancis des andlises guimi ~

cag em relmgao com e matéris seca, incluin-

d0 oz polissscaridess e og isdmercs 4o #oi-

do_clorogénices.

\ Gomo jé foi dxto. algu“as dss de %erm_nacaes qui~
mlca% demaauaa muito’ tembo Y um ga "“ulto b‘ande de ma
terial; por estas rasdtes resclveu-se tomsr apenas os 3
melhores & os 3 picres cafés para eetas analises.

Para a anilisze dos polissacarfdeos, a andlise de
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varidncia fica como mostra a Tabela 2-7.

TABELA 2-7. Delineamento para a andlise estatistica do
teor de polissacarideos soldveis do grao de café

verde.
Causa de Variagao | G.L.
Tratamentos 1
Res{duo 10
TOTAL ) - 11

Para = andlise dos dcidos isoclorogénicos (+ dci-
do caféice) e dcido neoclorogénico, devido ao fato de se
terem 3 repeticoes, a andlise de variancia fica como wos-

tra a Tabelz 2-8.

Pare todas essas andlises foram calculados o coe-
ficiente de variagao dentro dos padroes de bedbida isolada
mente, e o geral, o erro da mnédia, o teste F e a d.m.s.

TABELA 2-8. Delineamento para a andlise estatistica do
teor de deido clorogénico, dcidos isoclorogénicos
e dcido neoclorogénico.

Causa. de Variacao G.L,
Tratamentos 1
Residuo 16

TOTAL 17

2.4.4. Correlacoces entre os compostos sufmicos

analissdos.

Correlagoes dos teores dos conpostos analisados
das 24 awostras foram feitas, tentando-se relscionar os-
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teores de um composto -com outro. Para tal utilizaram-se
as porcentagens diretamente, assim como os dados transfor-
‘mados em arc sen v %.

Sendo 8 o ndmero de compostos determinados, 28
andlises de regressao foram necessdrias para analisar uam
composto contra todos. Foram calculades o valor de r e o
teste F de significidncia para cada andlise de regressao
feita.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Adaptacao de métodos

3.1.1. £cidos fendlicos

Unm dos unicos métedos encontrados na literatura,
que permitia a determinacao do deido clorogenico e seus
isgmeros7 e que era acessivel & aparelhagem disponivel ,
foi o desenvolvimento por GNAGY (1861 e 1962). HAUSERMANY
e BRANDENBERGER (1961), citados.por SMITH (1963), desen -
volveram um método semelhante na mesma época. GNAGY ( -
1961 e 1962) usou cromatografia de papel de filtro mone-
dimensicnal, para a separacao dos dcidos e apés a eluigaoc
das manchas a solugao era lida a 328 nm. O solvente usg
do foi n-~butanol/dcido acético/ dgua na proporcao de 4:1:5

(v/v/v).

A extracao era feita com £lcool isopropilico a
70% durente 3 horas em um agitador, e resouso durante 2
noite. Depois era centrifugada e lSO/nl do sobrenadante
eram aplicados no papvel cromatografico.

0 tempo necessdrio para fazer uma andlise totali-
K] \Zﬂa‘:a: 3‘ diﬁ.Sg e envo :,Lv:ia\ Fﬁu it 3‘\ manip‘:lla(}flﬁa SRR INTTE TP S PR T s S S

No presente trabalho, fei inicisdo primeirawente
~ # . S,
un estudo para a extragao do acido clorogenico cowm meta -
nol a 80% & quente (50-609C).

0 metanol a 80% foi escolhido por duas principais
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razoes: a) o seu ponto de ebuligao € baixo sendo assim
mais fdecil reduzir o volume para a cromatografia. b) ex~
tral menos compostos interferentes.

Utilizando 2,0000g de café mofdo, este era imedi
atamente jogado em 100 ml de metanol 2 86% em ebulicao com
refluxo e extraido por diversos intervalos de tempo.

Foram necessdrias 3 extracoes de duas horas cada,
para a remoc¢ao total (ouw guase) dos dcidos clorogénicos.
Na primeira extracao, mais de 90% dos dcidos clorogénicos

eram removidose

0 solvente era evaporade a vdcuo a uma temperatu
ra nao superior a 5092¢C. Temperaturas mais altas sexidan
e polimerizam os dcidos clorogénicos.

0 extrato pode ser armazenado na geladeira (0-50C)
sob atmosfera de nitrogénio por uma semazna. 0 deseidvel,
pordm, é fazer o cromatograma logo em seguida & reducao
do volume. IZxtratos ou padrseﬁ de dcido clorogénico com
meis de um més de estocagem chegavam a reduzir suas con-
centracoes em mais de 50% quando crematcgrafedos.

Foran testados 24 solventes e misturas (SEIKEL
(1964) e o que melhor separagﬁo oferecen fol o largamente
usado n-butanol/dcido acético/dzua, na proporcso 4:1:2,2
(v/v/v). Cada solvente ou mistura foi testado com dez
repetigoes.

Tentou~se lavar os papéis com dlcool etilico,

Ha2HPO4

ficado mais vis{veis, as lavagens nao trouxeram nenhuma

0,1 M e dcido acético; embora ag manchas tivessen
?

melhora na separacao dos dcides clorogénicos.

A FPiguras 3~2 wostra um cromatograma que foi desen
volvido nas condigoes acima discutidas.
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FIGURA 3-2. Esquema do cromatograma monodimensional do
extrato do grao de café verde.

A= Amostra
B= £cido clorogénico

Q4 o © C= fcido isoclorcgénico
%S(j} @ D= £cido caféico
ol = 1= Lcido neoclorogénico

o= fcido clorogénico
AN 3= fcido isoclorogénico I

]
[

4= £cido isoclorogénico +

£cide caféico.

A B C D

Solvente: n~butanol/dc.acético/dgua 4/1/2,2(v/v/v)

Embore os resultados obtidos concordem em parte
com & literatura, principalmente com os trabalhos de L
TNER ¢ DEATHERAGE (1958) e PICTET e BRANDENBERGER (1960),
foi tentada a identificacso das menchas encontradas no cro
matograma e, para tal os seguintes métodos foram utiliza~
doss

a) comparagao de Rf. com pedroes repurificados
cromatograficamente de dcido clorogénico, caféico e iso-
clorogénico (Sigma); nao foi pessivel conseguir dcido neg
clorogénico;

b) uso de indicador para substancias fendlicas;
usou~se cloreto férrico + ferricianeto de potdssio na con
s centragac. de 1,5%. . (BARTON et.al.{(1952); - S

¢) vapores de NH, OH; os dcidos clorogcnioo@ torng,

4
vamn—-se de coloragao amarela;
d) dcido acético a 10% + NaN0,; pulverizagao do
s

cromatograma torna as manchas dos dcidos clorogénicos ama
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relas e a do dcido caféico, vermelha; mediante posterior
pulverizagao com NaOH dilufdo, os dcidos clorogénicos tor
naram-se vermelhos;

e) espectrometria no ultra violeta (380 a 220 nm);
foi usado um Beckman DB com registrador. |

0 dcido clorogdnico e o isoclorogénico I apresen-
taram-se idénticos aos padroes purificados. O dcidos neg
clorogénico apresentou-se bem gsemelhante ao clorogénico e
isoclorogénico. O espectro do 4cido caféico + isocloro -
génico II diferiu do padrso, apresentando aldm de seu pico
mdximo ao redor de 320 mm um outro pico ao redor de 270
nm. Este dltimo pico € devido & cafeina, gque nao se con-
seguiu separar completamente. Pelo espectro dos dois con
postos pode-se wverificar que a cafefna nao absorve a 324
pn (Figura 3-3).

Utilizando cromatografia monodimensicnal e como
gsolvente n-butanol, dcido acdtico e dgua, na prcporggo de
4:1:2,2, foi possivel separar os dcidos fendlicos do ca -
f£é, com excessao do caféico, e medi-los quantitativamente
apds eluicao do cromatograma cowm uma solucao alcodlica e
leitura em espectrofotdémetro a 324 nm.

_ 0 deido criptoclorogénico (4~cafeoilquinico oun
“Banda 510") nao pede ser separado dos dcidos clorogéni -
cos e neoclorogénicos quando se usou papel de 35 cm de
comprimento. Se o papel for walor, o tempo pars correr
o cromatograma pode chegar a 64 horas; desta maneira con-
segue-se separar o criptoclorogénico. Entretanto o dcido
clorogénico sofre o3 lddP&O, devido ao longo tempo em ex -
posig¢ao. Para oubtros isomeros nao foi feita a investiga-
gao. FELDMAN et al. (1969) mostraram que o dbldo C¢Of0£ﬁ

opEy R e

fpico - umides ‘mals degradados ma’ torracani

As manchas devem ser eluidas apds ligeira secagen
do papel (nao esperar mais de 15 min.) para evitar oxida-
~ y v [ : 2 4. - 3
¢ao. Os acidog clorogenicos oxidados absorvem muito pou-
¢o na regiao dos 324 nm.
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FIGURA 3-3. Espectro no ultra violeta da cafeina e da
mancha n? 4. (dcido isoclorogénico II + dcido ca-
féico +.cafeina).

comprimento de onda em nm
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Depois da tentativa de adaptacao do método croma-
togrdfico, foi feito um estudo comparativo entre este
(GNAGY (1961 e 1962), o método original de MOORES et al.
(1948) e o modificado por WEISS (1957) e que & atualmente

aceito pela A.0.A.C. (1970).

Seis tipos diferentes de café foram tomados, sen-

do feitas nove determinacoes, seguindo-ge cada um dos mé-

todos acima citados. O qguadro abaixo mostra os coeficiem-

tes de variaggo (0 maior e o menor encontrasos nas seis

amostras) e os limites mdximos e minimos de cada série de

determina¢oes das respectivas amostras.

TABELA 3-9. Resultados da andlise estatfistica dos trés

métodos de determinacao do deido clorogénico em -

graos de café.

(Viot  6oeata)
MOORES et al. WEISS (1957) GWAGY(1961
(1948) A.0.4.C.(1970) e 1962)
Coef.var.nmax. 10,03% 7,21% 6,86%
Coef.var.min. = 6,46% 5,19% 6,04%
Valores mdx. e
ninimos em %, 5,24~5,%4 5,92-6,54 5,99-6,80
nas amostras 6,65-8,69 6,42~6,47 6,67-6,72

No trabalho de WEISS (1857), aceito pela A.0.A.C.
(1970), o coeficiente de variagao encontrado foi de 4,77

e os limites mdximos e minimos foram de 8,88% e 7,47%,res~

pectivamente. Pelo que se pode observar, nao diferem nmui-

to das andlises feitas neste trabalho usando-se tanto o
Lmétode da. A.0,A.C. (1970) como também. o de MOORES (1948).

A wédia das andlises feitas com os trés métodos
foi a seguinte: MOORES 6,53; A.0.A.C. 6,34; Cromatogriafi-
co 6,74. O teste de Tukey nao revelou significancia entre

MCORES e A.0.A.C., mas ambos foram diferentes do cromato-

grdfico.
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Segundo DICK (1972), a Assoclagao Oficial dos
Quimicos Analfticos recomendou em sua dltima reuniao que
se continuassen os estudos sobre a determinacao do dcido
clorogdnico em café, pois o atual método aceito_néo 8
definitivo.

Devido aos resultados obtidos e a literatura con-
sultada, achou-se razodvel e vdlido se utilizar o método
de MOORES (1948) para a determinacso do deido clorogénico
total em graos de café verde. Seria bom lembrar que o
nétodo da A.0.A.C. (1970) € bem mais moroso.

3+1.2. Carboidratos

Dois eram os objetivos das andlises dos carboidra
tos. Uwm deles, detectar guais os agicares livres no café,
e o outro, medi~los quantitativamente.

Primeiramente tentou-se usar o método de extracao
utilizado por VALSNCIA e ARZOLLA (1967) para folhas de ca
feeiro. Todaviz a extracac revelou-se insuficiente, sen-
do necessdrio, portanto, um outro tipo de extragao.

Utilizando~se 40 ml de etanol a 80% por grama de
café moido, extraindo-se diversas vezes com intervalos de
tempo diferentes e analisando—-se os ecarboidrates totais
pelo método de DURBOIS et al. (1956), obtiveram—se os re-
sultados apresentados na Tabela 3-10.

Pelos resultados obtidos, foil decidide utilizar
o tempo de 5 minutos para cada extragao, fazendo-se um
total de 3 extracoes.

A A.0.A.C. (1970) também aconselha extracao a
guente em solugao alcodlica.

TLogo em seguida o extrato etandlico, depois de

iltrado rc¢elana rosa ra passado po ma coluna

filtrado {porcel DO ), era p do por uma col

. F . N .
AG-50W~-X4 forma H (10€-200 nmesh). Depois de reduzido o
volume a vdcuo a temperatura nao superior a 50°C, o extrg
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to era cromatografado. Utilizaram-se a técnica, os sol-
ventes (fenol/amdnia/dgua e butanol/deido acético/dgua)
e os reagentes aconselhados por FONSRECGA e ARZOLLA (1965)
e através de cromatografia bidimensional separaram-se e
identificaram-se gacarose, glicose e frutose. |

TABELA 3-10. Efeito do tempo e nidmero de extracoes na
remocac de carboidratos soldveis em etanol a 80%
de graes de café (resultados em mg carboidrato/g.
café, média de duas repeticoes).

Tempo de cads extra@ﬁe

5 mine. 10 min. 15 min.
1% extragao 75,0 7755 345
28 extracac 7,2 8,5 7,8
38 extracao 1,2 1,2 1,2
4% extracac 1,2 0,7 0,4
5% extragao 0,4 0,4 0,3
TOTAL 85,0 88,3 83,3

Pela intensidade das manchas, a glicose ¢ frute-
ge pareciam estar em concentfagzo bem mais alta do que
ags encontradas na literatura.

Savendo~se que a sacarcse e outros carwoidratos
que possuem a 1igag§s frutofuranosidica sao facilmente
hidrolisados (MeCREADY (1970), usaram-ge diversas colu -
nas e mediu~se o pH do extrato etsndlico depois de pas -
sadg pela coluna, assim come depois da eluicao com dgua
destilada. |

A Tabela 3=11 mostra ¢0s resultados obtidos.

0 extrato etandlico, antes de passar pela coluna,
tinha o vH 5.3 (todos os dados suo wédias de duas repe-
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tigcoes).

TABELA 3-11l. pH dos eluidos de extratos etandlicos de
café, passados por diferentes colunas de resina de
troca idnica. '

pH dos elufdos

Tipo da Coluna  Forma extrato  extrato + dgua de

etandlico lavagen

A) DOWEX SOW-X8

(100-200 mesh) HY 3,7 3,4
B) AG 50W — X4 '

(100-200 mesh) H' 3,7 3,5
¢) AG 1 - X8 |

(200-400 mesk) C17 4,5 3,8
D) AG 1 - X8

(100--200 mesh) COO~ 6,7 5,5

B) AVWBERLITE
CG-120 7,2 6,6
(100-200 mesh)

Posteriopments os volumes des eluidos foram reduy
zidos e cromatografados em n-butanol/deido acético/dzua
na proporgao €e 4:1:0,5(v/v/v) (FONSECA e ARZOLLA (1965).

A Tabela 3-12 mostra 08 recs sultados dos cromato -
gramas, assim como a andlise de carboidratos totails nos
elufdos; a intensidade fAas manchas detectadas é preporci
onal ao numero de sinais para glicose e frutose.

Nae e conaeﬁulm a olho ﬁa, diferenciar as man -
fchas para sacarose em relagao & qua&tzo&de entretanto,
pelos resultados quantitativos da determinagao dos acgidca
res totais elufdos (método de DUBDIS et al. (1956), pode-
se¢ observar que nao houve reten¢ao de agdcares na coluna,
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mas somente degradacao da sacarose. O extrato original,
sem passar pela coluna, mostrou uma conceniragao de 92,4
mg de carboidrato/g de café.

Diversas retas, utilizando-se o método fenol-sul-
fdrico, foram feitas, usando-se amido, glicose, frutose,
sacarose, manose e galactose como padroes. A andlise es-
‘tatistica revelou que os ceceficientes de extingao para
glicose, frutose, manose e amido nao diferiram entre si,
sendo diferentes dos correspondentes & sacarose e & galsg
tose, que tamd¥ém diferiram significantemente entre si.
'sges resultados sao bem concordantes com os de DUBOIS et

al. (1956).

Devido ao fato de que & sacarose enccntra-se em
- ! . P : #
poréentagem bem mais elevada gque os outros agucares 1li-
2 <3 L Y o oy @
vres no grao do café, decidiu-se utilizar em tedas as ang
lises a sacarose como padrac.

TARELA 3-12. Deteccso dos carboidratos dos elufdos das
diferentes colunas e a guantidade total de carboi-
dratos encontrados nos elufdos.

Goluna Sacarose  Glicose TFrutose mng Carw/g café
A ot +4 + 84,8
B + 4+ + ++ + 82,2
C et 84,4
D +++++ 85,3
B A+t + | 86,5

Este resultado vem confirmar as cbservacoes de
BARNETT e TAWAR (1957), de que o método fenol-sulfirico
¢ bem especifico para carboidratos e seus derivados, pois
na determinacao da lactose em leite e queijo a caseina,=-
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amino dcidos, dcido ldtico e dcido citrico nao interferi
ram, assim como a gordura da manteiga.

Com base nestes dadog resolveu-se determinar os
carboidratos livres totais soldveis em etanol a 80% senm
uma posterior clarificagao do extrato. Desta maneira fo
ram obtidos og dados #o presente trabalho em relacao aos
carboidratos livres.

¥m posterior investigacgao sobre a metodologia enm

B Y : -
pregada, notou-se gue a média das andlises estava un pou
co acima da wmédia encontrads na literatura para a sacarg

S€e

Resolveu-se entao determinar se

ci
nico poderia interferir na reagao. A aligquota de 2 ml do
centénm

extyato para determinac¢ao de carboidratos contém, aprexi-
madamente, 80 ug de decido clorogénico total. Tomando is-

s0 como base, nontou-se um ensaio no qual diferentes qu
tidades de @cido clorogénico foram adicionados e a reag

com fenol e wcido sulfdrico revelou os resultzados gue vao
na. Tabels 3-13.

TABELA 3-13. Bfeito do dcido clerogénico na debermins-—
¢ao de carhoidératos pelo métedo fenol-sulfirico.

Leitureas

"

H® tubo wug de.clorog/2 ml 1

1

rep. 28%rep. 7 menos branco

1 1600 69,0 72,5 25,65
2 1280 61,0 65,0 17,90
3 800 58,0 54,0 10,90
4 480 51,8 51,2 6,00
.5 o600 50,5 45,2 2,75
6 - go* 47,0 47,0 1,90
7 50 27,0 47,0 1,90
8 0 45,0 45,2 0,00

% Quantidade encentrada na alfquota.
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Como se pode verificar, existe uma pequena infly
éncia do dcido clorogénico na reagao do. método fenol-sul
firico para carboidratos.

Tentou-se precipitar o dcido clorogénico (e ou -
tros possiveis interferentes) com subacetato de chumbo
saturado (0.I.C.C. (1962) - 7b - E/1960) e eliminar o
excesso de subacetado com carbonato de sédio.

Conseguiu~se eliminar todo o decido clorogeénico,
mas o acetato neo precipitado interferia no método. A
adicao de carbonato de sddio diminuiuw ben a interferéncia,
mas até agora nao foi possivel estabilizar a cor e, assin
sendo, & variagéo é bem grande. Este processo parece
promisgor, € esrera-se que em futuro prdximo resultados
nmaig positivos sejam alcancadog.

Tentou~-se verificar se o etanol a 80% a guente
também extraie agdcar fosfTorilado e utilizando-se a téeni
ca crematogrifica empregada per HANES e ISHERWOOD (194G)
detectou~se uma mancha que reagiu come tal. O Rf, no en-

")

tanto, nso p8ie ser comparasdo com nenhum dos acgicares fos
forilados que estavam & disposicao (glucose 1-P, glucose
~-P, frutose 1-6 dAi-F). Tal composto poderd ser talves

un fesfolipidec.

Foi dificil encentrar um solvente gque separasse
ao mesmo tempo a sacarcse, o composto fosforilado desce-
nhecido e os dcidos clor0g5n10089 para o estudo da cen -
tribuiggo de cada um dos intexferentes na colora@go final
do método fenol-sulfirico.

A acetona pura censeguiu sgparar bem os 3 compos—
tos sendo que og R foram: fosforilade desconhecido 0,15;
Prgacarese 0,507¢ deido cloroglnicd 0,80, @ U ore s
Feito o0 cromatograma e eluidas as manchas e og
brancos respectivos, foram feitss as andlises para car -
boidratos totais pelo método fenol-sulfdrico.
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0 composto fosforilado desconhecido deu uma lei-
tura de 1/20 em comparagao com a sacarcse, portanto deve
contribuir com 5% para a coloracao final do referido mé-
todo. T

Por outro lado, utilizando-se diferentes guanti-
dades de glicose—6~fdefaﬁo, verificou-se que, fazendo-se
a reaggo do método fenol-sulfirico, ob%inhameee leituras
proporcionais ds guantidades de acdcar fosforilado pre -
sente: obedecia 3 lei de Beer pelo menos no intervalo de
10 a 90 ug. I interessante notar que no trabalko origi-
nal de DUBOIS et al. (1956) os autores nao mencionam agi
car fosforilado; além disso, tambdm nao foi encontrada
nenhuna referéncia sobre é@t@rminaggo de agﬁcares fosfo~
rilsdes pelo referido método.

3
{2
o

o

evido ao fato

3.

o método ser sensfvel para wi-
cre guantidades, ser rdpido, fécxl de fazer ® sobretudo
barato, seria 1mter®ssante um estudo mais detalhado para
a utilizecao do método fenol-sulfirice para agicares fog

forilados.
A Tabela 3-14 mosire os resulitados conseguidos.

PABELA 3~14. Utilizaczo do método fenol sulfidrico pa—
ra determinacao de acdcares fosforilados.

Leituras

N¢ tuwo ug G-6-P 12 rep. 28 rep. nediza/leituras
menocs ¢ brango

1 13,5 53,0 54,0 12,25
2 22,5 56,0 58,5 16,00
3 31,5 63,5 64,2 22,60
oo s oas o 450 s o TB,00 75,0 s ne 34505 0w
5 67,5 56,5 86,5 45,25
[ 90,0 99,8 108,6 58,95
7 0,0 40,0 42,5 0,00
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A determinag§6 dos ac¢icares redutores, que mais
corretamente deveriam ser chamados de "poder redutor",
foi feita logo em seguida & extragao, para evitar hidré-
lise da sacarose. Os resultados obtidos coincidem com
as médias encontradas na maieria dos trabalhos mais re -~
centes da literatura; entretanto TERRIER (1952) e ROSEN-
THALER (1923), citados por NAVELLIER (1970), afirmem que
o dcido cloregénico tem um fraco poder redutor e interfg
re em reagoes desse tipo.

Com o bojetivo de verificar se o dcido clerogeéni
co, na concentracaoc em que se encontra na amostra em que
foram determinzdes acicares redutores {cerca de 400 wug/
ml de de. clorogénico), intsrfere na reacio para oS wmes—
mos, montou-se um susaio seguindo o método de HODGE e HO
FREITER (1962), utilizando-se o reativo de Somogy e Nel

' 3

son. Os resultadeos aypresentam—se na Tabels 32-15.

TABELA 3-15. Efeito do decido clorogénico na determing
cao dos agidcares redutores com 0 reativo de Somo-
gy e HNelson.

Ledi tuwras

§? tubo ug dc. clorog. 12 rep. 28& rep. média das leit.
; menos o brance

(T B I T B 1Y

1 1000 18,0 19,1 0,05
2 800 18,0 18,1 ~ 0,04
3 600 21,0 18,0 1,00
400 % 18,1 18,2 - 0,35
200 16,0 18,0 - 1,50
100 17,5 19,0 - 0,25
o ... 18,0 19,0 0,00 ..

N
i .

% Quantidade encontrada na aliquota towada para a deter-
minacao de agicares redutores.
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Pela Tabela 3-15 pode-se observar que nao houve
efeito algum do dcido clorogénico ne poder redutor do
extrato.

O desconhecildo composto fosforilado isolado por
cromatografia foi elufdo e testado com o reativo de So-
nogy e Nelson (HODCE e HOFREITER (1962), verificando-se
que nazo reduzin o cobre. Portanto o composto desconhe-
cido nao interferiu na determimagao de acgicares reduto-
res.

3.1.3. Proteinss solidveis

0 método oficial de determinacao de proteinas
totais e soldveis no café e na maioria dos alimentos &
baseado na determinacas do nitrogénio orgénico (A4.0.A.C.
(1970), WAVELLIER (1970), LILLEVIK (1970a), 0.I.0.C. -
(1962) ¢ HART e FISHER (1971). ZEntretanto métodos mais

rdpidos e mais acursdos sac sempre de

6]

ejados, principal-
mente no controle de gualidade em inddstrias alimentici-

83

Para o caso especial do café, nao foram encontrs
0 todos que ndo fossem os ofici
tados; inddstrias de café também os tém usa-

do porque nac se conseguiu adaptar unm método mais rdpido

Ca
e que desse a mesua repvadut*bllidad@ (rR.J.0L50N (1971)
General Foods Co. - Comunicaczo pessoal).

Pensou~se que seria velida uma tentativa de adap
tar um dos métodeos largamente usados em wioquimica e qum
conseguem medir micro quantidades com bastante precisao
e rapidez. Entre os principais, escolheram-se o método
do uwltra violeta (U.V.) (LAYNE (19)7,§ o do wiureto (ITZ-

¢ JAKT & GT1L (1964) e o de Folin {LOWRY et al.(1951)

3e1le3.1. Método do U.V.

Seguiu~se o método descrito por LAYNE (19%7) que
ge baseia na relagao da abgcrgao das proteinas a 286 no-
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e 260 nm e uma série dé fatores de correcao para a de -
terminaggo quantitativa de polipeptideos em soluggo.

Bste método € muito indicado para proteinas se-
wi purificadas porque a solugao nao apresenta turbidez.
Para o caso do_café,_a soluggo aquosa do mesmo & turva
e, para a remogao desta turbidez, utilizou-se éter eti-
lico para & eliminac2o dasg substéncias graxas.

Un grama do pd desengordurado foi extraido com

1% ml de tampao fosfato pH 7,0 0,01 M durante duas ho-
ras, com agitsgao mecénics.

Depols de coado em pano de malha fina, ¢ extra-
to foi centrifugado, & o sobrenadante precipitado com
(TCA) a 10%. Depois

ua volume de Zcido triclorocacdtico
g de 12 horas, fol

de um repouso na geladeira (@ - 5!
centrifugade a 2008 prpm durante 1% min., & o sobrenadan-

te decantado.

3 o A- o A o .
O precipitzds proteico Fol dissolvide em 20 ml
de solugaos tampao fosfato 0,01 X, oH 7,0. Nao se conse-
guiu dissolugao cowmpleta, nem com um leve agquecimento.

Bata solugac foi centrifugada, e o precipitado
lavado com dgua destilada e submetido ao tratamento pe-
lo reativo de Molish pare carboldratos ¢ o de Millon pa
ra proteinas. Ambog deram resultados positivos.

Tentou~se solubilizar as proteinas precipitadas
com TCA a 10% wor meie de NaOH O,1 N. Conseguiu-se uma
solubilizacgs total, mas a solucao adquiriu uma leve co-
loracao amsrelada e uma pequena turbidez.

J& ¢ Ffato sabido que a turbldez e plgmentagao
interferem na determinscac. de protefnas.pelo wétodo - do
U.V. (LAYNE (1957).

3.1.3.2. Método do micro-biureto

Seguiu-gse o método adaptsdo por ITZHAKT e GITL -
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(1964) que & seis vezes mais sensivel que o do biureto
anteriormente conhecido (GORNALL et a14(1947).

) Este método é baseado na absorgao no ultra vio-
leta do complexo formado entre a protefna e o cobre quan
do estes estao em uma forte solugao alcalina de sulfato

de ¢cobre.

Prepsreuv—se uma reta paﬁréo com albumina de se-
rum de boi (B3A)(Sigma), utilizando-se 100 a 2000 ng de

proteina.

A extraegac e precipitacaoc das proteinas foram
feitas do mesnme modo descrito para o métode do U.Ve =
({ftem 3.0.3.1.).

Hao se teve dificuldades para dis .
teinas precipitadas pele TUA, pois fol utilizade k?GOQ
ol ]
& 5,6% (CALDAS (1970).

ApSs adicao do reagente de biureto (sulfato de
‘cowre), observou-se uma turbidez na SOlMQ&G? e apda 45-
50 min. uma suspensso de cor marrom e de consisténela
gelatinosa foi observada. Nao foi possivel obler leity
s

Tentou-ge lavar o precipitade do TCA com acetona
gelada (-108C) por 3 vezes. A turbidez praticamente de-

0

gavareceu, mas o precipitado marrom continucu aparecen -
Bt

do. Tate semelhante foi observado por POTTY (1969) quan
do testava o mé%od@ do biurete para determinar protefinas
em vesiculas de larania Por outro lado, o autor nao

mencienou se esse efeito era devide a substéncias fend -
licas eu pécticas. '

.

v 3o onn e SOWNER (l%?l}.(ﬁ AUnicaca0. Pesscal )  encontron
a wmesma dificuldade quando tentava adaptar o método do

bivreto para a determinagéo quantitativa de proteinas en
culturas de tecido vegetal. O autor é de pensamento que

esses precipitades sio polissacaridecs precipitados pelp
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cobre do reagente do biureto. Tal hipdtese pode ser
verdadeira, pois no precipitado com TCA foram detecta -
dos carboidratos ({tem 3.1.3.1.), quando se tentava dig
solver o precipitado do TCA para a leitura no U.V.

3.1.3.3, Método de Folin-Lowry

Este € um dos métodos mais utilizedos em biogui-
nica por causa de sua alts sensibilidade e rapidez.

Neste trebalho foi seguida a adaptacac feita por
LOWRY et al. (1951).

0 fundamento &este método baseis—se na reacao do
cobre com a proteinaiem melo alcalino com posterior re-
dug%o do reagente de fosforolibdate e fosfotungstato pe-
la tirosina e itriptofane da proteina tratada com cobre
(LOWRY et al. (1951) e LILLEVIK {1870b).

crita para o métods do U.V. (ftem 3.1.3.1.) e as protel.
nag foram precipitadas com uwn volume de TCA g 10%. De-
”pbis‘da ﬁ@n%rifugaggo e descarte v
dante, o precipitado foi dissolvido a 40 ml com K,CO, =a
3. '
Utilizando~se o nesme método de extracao e pre~
cipitagao com TCA a 10%, determinou-se o teor de nitro -
génio no precipitado pele método do micre-Kjeldahl adap~
tado per MALAVOLTA (1957).

Os resultzdog dos dols métodos de protefnas enm
o LY R « . - ,
relagao a matéria verde podem ser observados ns Tabela
3""*160

‘I’ evidente que a pigmentagzo ou outro interferen
te qualgquer do extrato estd influindo na determinacao pe
lo método &e Folin-Lowry.
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TABELA 3-16. Determinacao de protefna soldvel do ca-
f£é pelo método de Folin-Lowry e pelo N x 6,25.

%  Proteina

Método 12 rep. 28 rep.
N x 6,25 2,73 2,98
Folin-Lowry 5,74 5,90

Devido & coloraggs marron do extrato, pensouése
em extrair as proteinas com dcido ascdrbico a fim de e-
vitar a oxidacae dos fenois. Adicionasram-se 15 mg de
dcido asedrbico (15 ml) na solugac tampao fosfato pll 7,0
0,01l M. Os resultados sac encontrados na Tabela 3-17.

Pela Tabela 3-17 ficeu evidenciado gue o dcido

o tecr das mesmas pelo método de ¥ x 6,25. O pH da so--

lugaco exvratora baixou pars 4,3 e ilsto deve ter gido a
causa principal da menor extracad.

Nao se tentou usar ocutros redutores como 2-met-—
captoetanol, ditiotreitel (Cllealand's reagent) e bis -
sulfito de sédio porque interferem com o reativo de To-
lin (AMORIM (1970Dv).

'ABELA 3-17. Efeito do deido asedrbico na determina-
cae de proteinas scliveis

do café pele método de
Folin-Lowry e pelo N x 6,25. '

% _Proteina
. Método . Tratemento . o . 1®.rep., .. 2% rep.
N x 6,25 3,24 3,06
N x 6,25 c/de.ascdrbico 1,88 1,71
Folin-Lowry 5,93 5,54

Folin=Lowry c¢/dc.ascdrbico 4,60 4,86
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Com vistas a eliminar interferentes, uma série
de ensaios foi plenejada, sempre se comparando 0s resul-
tados obtidos pelo método de Folin-Lowry com os do N x
6,25.

Primeiramente tentou-se verificar se a lavagenm
do café moido com éter tinha algum efeito no teor de -
preteina medido pelos dois métodos. A Tabela 3-18 mos-
tra esse efeito.

TABELA 3-18. Efeitc do desengorduramento com éter o
t{lico do grao de café veree moido na determina-
cao de protefnss pelo método de Folin-Lowry e
N x 6,25.

) _ I é t o d o
Tratamento do pé Folin ~ Lowry ¥ x 6,25
18 rep. 22 rep. 18 rep. 28 ren.

com éter etilico T, 74 7,60 4,07 4,01
7,10 7,06 4,09 4,01
sem éter etilico - 8,15 7,90 4,44 4,75
8,00 7,85 4,74 4,94

Pela Tabela 3-18 pode-se notar claramente gue a
lavagem do pd com éter etflico rewmove um ou mais compos-
tos nitrogenados e que reesgem com Folin e 580 precipita~
dos ou carregados juntamente com as proteilnas euando es-
tas a0 precipitadas com TCA a 10%.

Vérios fatores podem contribuir para que ambhos

‘o5 resultados diminuismen’ com o' tratamento com o €ter.
Para o caso do YTolin, € sabido que hidroperdxidos de 4-
cidos graxoes, no caso linoleato, reagem com o reativo
de Folin (GIATSUSHEITA (1969). Talvez esse $tipo de com -
posto tenha se formado devido a agitaggo por duas horag
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para extrair as proteinas e posteriormente precipitado
por arrastamento quando da adlgaoc do TCA.

Por outro lado, substancias fendlicas podem se
ligar &s protefnas por pountes de hidrogénioc (IOCMIS e
BATTAILE (1966) e desta maneira contribuirem para & co-
loragao final pelo teste de Folin. A lavegem com o é-
ter pode extrair substincias fendlicas do grao do café
( AVORIM e GUERCTO - nao publicado).

A razao da diminuicso do %eor de protelnas so-
ldveis medidas pelo N x 6,25, quande se lava o pé com
éter, poderia residir no fato de que algum composto ni-
trogenado gue € arrastado ou precipitade junto com as
proteings fosse soldvel no €ter e removido em parte.

Alér das hipdteses apresentadas para explicar
o schado experimentel, uma outra explicagéo pode ser
dada: uma real extracao de rroteinas pelo dter poderia
estar ocorrendo. SIVETZ e POCTE (1963) menclonam que
o grao do café, quando. sofre extragao com dter de petrd
leo eu hexano, perde dlzos e 4dcidos graxos além de ums
quantidade significante de fosToproteinas. Teste de
Millen para proteinas no extrato etéreo deu positivo.

Com base nestes resultados iniciails, resolveu~
se nao mais tratar o pdé com éter, mas tentar lavar o
precipitade protéico com diversos solvenies com a fina-
lidade de extralr cs interferentes.

Baseado nos trabalhos de KHANHA et al. (1959)
e POTTY (1969), tentou-se remover os compostos interfe-
rentes com etanol a 80% (duas lavagens). @s resultados
 poden ser observados na Tabela 3";9’.;.

Pelos resultados pode~se notar que, além dos
interferentes, o etanol a 80% deve solubilizar protef-
nas também, come por exemplo as prolaminas ( YOUNG(1963),
porque na analise pelo N x 6,25 & guantidade encontrada
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depois do tratamento foi bastante reduzida.

TABELA 3~18. Efeito da lavegem do precipitado protéi
co com etanol a 80% na determinacao de protefnas
soliveis pelo método de Folin~Lowry € N x 6,25.

Mé todo
Tratamento Folin~Towry N x 6,25
Sem tratamento 4,10 2,21
4,60 2,61
Com etanol a 80% 2,04 1,81
2,230 1,42

OQutros tratamentos foram testados utilizando-se
acetona gelada (-102C) (LAMN e SHAW (1870), etanol abso-
luto e TCA a 10%. Os resultados se encontram na Tabela
3"20 .

Pelos resultados obtidos pode-~se perceber que o
etancl foi o que menores valores apresentou em relagao
acy dois métodos estudados. Depois, em uwa posigaoc in-
termnedidria, vem o TCA a 10% e, finalmente, a acetona

gelada.

Devido go Tato de o teer de proteinas do trata-
mento com acetona dar os valores mais préximos aos do
N x 6,25 em relagzo 20 controle (sem tratamentos) e tan
bém valores significantemente mais baizos pelo Folin ~
Lewry, foi escolhido o tratamento com acetona gelada
(-102C) para continuagao dos ensaios.

P oroac JDodet ensalos forem mentados, um com café Riado
e outro café Mole. A mesma proporcao ée 1,0000 g de pd
para cada 15 ml de tanpao fosfato foil usada. Foram fei
tas dez reveticoes tanto para o método de Folin-Lowry
como para 0 do N x 6,25, assim como pars os cafés tra -
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tados e nao tratados com acetorna. A Tabela 3-21 mostra

0s resultados.

- TABELA 3-~20. Efeito de diversos tratamentos do pre-
cipitado protéico na determinacao de proteinas
solliveis pelo método de Folin-Lowry e N x 6,25.

Método
Tratamento Folin-Lowxry N x 6,25
Sem tratamento 5,06 3457
5,106 4,04
Etanol Absoluto 3,54 3,15
3540 3,16
TCA a 10% 3,90 3,41
4,10 3439
Acetona 4,20 3462
4e34 3,61

TABRELA 3-21. Andlises de proteinas soldveis wrecipi-
tadas com TCA tratadas e nao tratadas com aceto-
nz, ¢ estimadas pelos métodos de Polin-Lowry e
N x 6,25. (cada ndmero representa ume média de

dez revetigoes).

HMétodos

Tratamento Café Folin-Lowry ¥ x 6,25
Sem tratam:znto Riado 3. 77 3,84
Sem tratamento Mele . 5,19 5,04

Com acetona Nole 4,54 4,83
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Andlise de variancia e o teste de Tukey foram
feitos para se avaliar a significancia estatistica das
diferengas encontradas. Tanto para o café Riado como
para o Mole houve dignificéncia estatistica ao nivel
de 1% entre tratamentos.

Para o café Riado, o tratamento com acetona ai
minuiu o teor de proteina tanto para o método de Folin
Lowry como para o N x 6,25. Comparando os dois métodos
analiticos, nao houve diferenca significativa entre am-
bos, seja considerando o tratado ou nao tratado com a -
cetona.

Para o café Mole, o mesmo ocorreu; o tratamen -
to com acetona diminuiu o teor de proteina tanto para
o método de Folin-Lowry como para o N x 6,25. Os con -
trastes foram bem maiores. Por outro lado, houve dife-
‘renga significativa gquando se compararam os dois méto -
dos dentro dos cafés tratados com acetona; nao houve
significancia quando comparados sem 0 referido trata -~
mento.

A_ngb'significéncia estatistica entre o médtodo
de Folin-Lowry e N x 6,25, excecgao feita ao café Mole.
tratado com acetona, se por um lado € interessante ,
pois o ideal € obter a mesma guantidade de proteinas
pelos dois métodos, por outro lado, nao concords com
os resultados obtidos até agora (Ver Tabelas 3~16; 3~
17; 3-18 e 3-19).

Estes resultados servem para evidenciar a ur-
géncia da necessidade de adaptdcao de um método para a
determinagao de protefnas em café.

., e oA grande variagao no teor, de protefnas.soldveis
extraidas de un mesmo café tem sido observada em outros
laboratdrios (R.J,OLSON (1970), General Foods Corpora -
tion - Comunicacgao Pessoal) e depende do método utili -
za€o. Y fato sabido no laboratdrio do autor que amos-
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tras de café muito manipuladas tornam-se esbranguica-
das e a atividade da polifenbl oxidase decresce basgstan
te. O branqueamento dos graos de café foi bem estuda-
dc por BACCHT (1962 a e b), que elegantemente provou
que a causa 30 branquesmento era &evida & injdria meca-
nica e acelerado pela crescente umidade relativa do ar.
Nao se sabe mo certo quais os compostos quimicos que
sofrem transfornagges; devem ester relacionados direta
ou indiretamente com compostos fendlicos ou inibidores
da polifenol oxidase.

0 café Mole que fol usado tem sido manipulado
com certa freqliéncia para a remogeo de amostras pars
as andlises quimicas.

0 extrato ceténieo correspondente & lavagen do .

Precipitado de TCA foi analisado cromatograficamente enm
papel de filtro (n-butanol-deido acético-dgua; 4/1/2,2;

v/v/ﬁ) e constatou-se a pregenga de grande gquantidade

de leos,. assim como de dcido clorogénico, isoclorogeé-
nico, cafeina e quatre aminodcidos (Rfs: 0,28;0,33; -
0,3630,49). Para o método de N x 6,25, os aminodeicGos
e a cafefna sao interferentes e, para o método de Fo -
lin-Lowry, os dcidos clorogénicos, talvez os aminodci-
dos ¢ os dleos, o sao. Portanto a lavagewn com acetona
é vantajosa para qualquer um dos dois métodos utiliza-

dos.

A determinagao de protefnas soldveis do café
exige precipitaggo do extrate aquoso por um agente prg
cipitante e lavagem do precipitado. Determinagoes de
nitrogénio tetal no extrato aguoso antes da precipita-
¢ao com TCA revelaram valores de 8 a 9% de proteinas,

"0 que deve corresponder a wm artificio. (J.C.0LIVEIRA

(1972) comunicagao pessoal).

Embora o TCA precipite a grande maioria das
proteinas, existe a possibilidade de proteinas forma ..
rem complexos com polissacarideos e tornarem-se sold .
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veis em TCA (WOODSIME et al (1965).

Por outro lado, como j& foi mencionado, no pre
cipitado do TCA foi detectado carboidratoc que, pela
sua insolubilidade em scetona, provavelmente seja polis
sacarideo. Fato idéntico ocorreu com CLEMENTS e DEA -
THERAGE (1957). WOLFROM et al (1960), analisando polis
sacarideos do café, observaram gque suas preparagaes
davem reacoes positivas com ninhidrine e mais tarde
WOLFROM e PATIN (1965) determinaram 0,17% de N nas ars
binogalactanas.

SHADAKSHARASWAMY e RAMACHANDRA (1967) encontra
rem 3,3% de N (predominantemente nao amfnico) em polis
sacarideos de café ardbica e 2,6% de N em polissacari-
deos de robusta.

Aminico ou nao amfnico, esse nitrogénio de vo-
ligsacarideo entra na determinacao do N total. Nge e-
xiste possibilidade de separar esse polissacarideo das
proteinas por um processo rapido, constituindo este in
terferente para ¢ wétode de N x 6,25 mais um problema
a ser resolvido, o que nzo se mostra muito provdvel de
ger feito em futuro prdéximo, coam as atuais técnilcas.

3.1.4. Elelroforese de nrotefnag soldveis

Com base uas revisoes feitas por MORRIS e MOR-
RIS (1963) e MICHL (1967), tentou-se verificar se exis
tia alguma diferenga euntre as protefnas soldveis (alby
minas) em tampao fosfato 0,05 M de diferentes cafés
quanto ao seu caminhamento eletroforétice no agar.

Primeiramente vérios ensaios foram feitos pa-
. T2 escolher a melhor porcentagem.de. agar... tatre 0,5,
1,0 e 1,5%, a gue melhor resultado forneceu Tol a con-
centracao de 1,0%. Ieia porcento ficava muito mole e
dificultava demais a manipulagzo. Nao dem melhor se-
paragao que 1,0%., Um e meio por cento também nao deu-
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melhor separagao que 1,0%; aldm disso, o gel quebra -
va-se facilmente e as protefnas caminhavam pouco.

Tomando-se café da melhor e pior qualidade
quanto & prova de xicara, montou-se um ensaio’ com o
objetivo de se estudar o melhor pH para remogao das
proteinas e o melhor pH -para correr, no sentido de per
mitir maior diferenciacao.

0 pH do gel-agar era sempre o pH das solucoes
tampges para o desenvolvimento da eletroforese.

Correram~-se as proteinas no gel-agar em pH
6,0, 7,0 e 8,0 com proteinas extraidas em pH 6,0, 7,0
e 8,0. Portanto proteinas extrafdas em pH 6,0 eram cor
‘ridas em pH 6,0, 7,0 e 8,0 e assim por diante.

As maiores diferencgas entre caminhamento de
protefinas e qualidade da bebida verificaram-se quando
se extraiam as proteinas com tampgo fosfato no pH 7,0
e corriam-se também no pH 7,0. Geralmente as protef-
‘nas dos piores cafés corriam muito pouco em diregao ao
'polo positivo oun na maicria dos caféds se dirigiam pa-
ra o polo negativo. As protefnas dos melhores geral-
mente se dirigiam para o polo positivo e caminhavam
mais do que os dos cafés de péssima qualidade.

Devido a estes resultados resolveu-se utili -
zar o pH 7,0 para extracao e desenvolvimento das 24
amostras.

3.2. Dados experimentais

3.2.1. Andlise quimica e gqualidade da bebida

3.2.1.1. Carboidratos
LR Y s N . H . voe L F

G mY ud L -

Os carboidratos livres totais soliveis em eta
nol a 80%, os agicares redutores e os polissacarideos
soldveis em oxalato de ambnio a 0,5% parecem nao ter
relaggo com as qualidades das bebidas produzidas por-
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uma mesma variedade de café. Pelo menos § o que mos-
tram os resultados obtidos no presente trabalho.

Na. Tabelsa 3*22 pode~se observar as médias dos
6 cafés de cada gualidade analisados para carboidra -
tos livres totais, com os respectivos valores limites
dentro de cada gqualidade. A andlise de variancia e
d.m.s. a 5% também sao apresentadas.

TABELA 3-22. Carboidratos livres totais soldvels
em etanol a 80% do grao de café verde expres-
sos em porcentagem em relagao ao material se-
¢éo, seguﬁdo a gualidade de bebida (cada valor
numérico é a média de 18 determinacces de 6 a-
mostras diferentes com a mesua quallaade de be

bida).
Qualidade de Carboidratos  Valores limites
bebida livres totais %
%
Duro 10,51 9,96 - 10,84
Riado 10,81 8,20 ~ 13,04
Rio 10,06 8,85 - 11,11

d.m.s. 5% = 1,08

Como pode ser visto na discussao sobre a me-
todologia da andlise dos carboidratos, o carboidrato
qﬁe estd em maior quantidade nas porcentagens mostra-
das na Tabela 3-22 € a sacarose (superior a 50%). Os
dados da literatura mostram variagdes bem grandes, de
1,9 a 10%. FELDMAN et al (1969) dd4 para o café "San-
tos" uma "média" de 5,47% e para o Colombiano, 4,59%
de sacarose. O mesmo autor fornece tambénm uma média-
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geral para sacarose, que se presume incluir cafés ro-
busta também, de 7, 3%

WOLFROM et al. (1960) fornecen para sacarose
un valor para o café "Santos" de 5,5%, bem parecido
com os resultados de FELDMAN et al (1969).

Por outro lado, LUCKHART (1957) d4 valores que
vao de 5 a 10% de sacarose e 0 a 5% de agdcares redu-
tores. NAVELLIER (1970) aponta em média, entre sacarg
se mais acgdcares redutores, 8%.

Os resultados encontrados neste trabalho nao
estao muito fora dos encontrados na litveratura, pois
os carboidratos livres totais englobam a sacarose, a-
gucares redutores e provavelmente alguma pectina, ami
do ou outro polissacarideo que foram extraidos por ar-
rasto.

Em relagao & qualidade da bebida, nada foi en-
contrado na literatura que relacionasse carboidratos
com a mesma. ZIxiste um autor que acha até mesmo que
os carboidratos nao interferem na gqualidade do café e
nem fazem parte de precursores do arouna (HAVELLIEE
(1970).

A Tabela 3-23 mostra os resultados em relagao
aos acgicares redutores. Os resultados apresentados
neste trabalho coincidem com os dados mais recentes
encontrados na literatura.

FELIMAN et al. (1969) d4 uma wédia de 0,7% em
agicares redutores enquanto que KROPLIEN (1971) obser
vou teores variando de 0,02 a 0,4%. NAVELLIER (1970)
.6, SIVETZ e FOOTE 1963) dao valores ao redor de 1%.
Nenhum dado da lltgratuxa consuluada faz relagao dos
teores em agicar redutor com a qualldade da bebida.

Os resultados apresentados neste trabalho evi
denciam que a qualidade do café parece nao estar rela
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cionada com a porcentagem de agicares redutores, ape
sar do Café Duro apresentar valor mais alto e guase
no limite de smgnlflcancia g 5%.

TABBLA 3-23. Agdcares redutores do grao de café
verde, expressos em porcentagem em relacao ao
material seco, segundo a qualidade de hebide
(cada valor numérico é a média de 18 determina
goes de 6 amostras diferentes com a mesma gua-
lidade de bebida).

Quaiidade de Agdcares Valores limites
bebida redutores % %
Mole 0,82 0,70 - 1,04
Duro 0,96 0,81 - 1,48
Riado 0,85 0,76 - 1,08
Rio 0,83 0,77 - 0,96

SO Y s X - 5%2 0’15

A andlice de polissacarideos foi feita somen-
te para os 3 melhores cafés (Mole) e os 3 piores {Rio).
Os resultados encontram-se na Tabela 3-24.

A diferenca entre os dois cafés estudados nao
alcangou significancia estatistica; portznto pelo me-
nos os polissacarideos totais soldveis em oxalato de
aménio a 0,5% parecem nao guardar relagao com a guali
dade da webida.

SHADAXSHARASWANY e RANMACHANDRA (1968) encontra
pam e u.qTleva cerca de 0,5% d¢ um polisszcaridee’ ™
extraido com dcido cloridrico 2 N, e 1,5% ewm C.robus-
tea e

Por outro lado, COURTOIS et al. (1963), em C.
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Canephora, encontraram 2,52% de polissacarideos solyd

veis em dgua fria e 4,305% soldveis em dgua em ebu -

ligao.

TABELA 3-24. Polissacaridecs soldveis em oxalato
| de amdnio a 0,5% do grao de café verde, expreg

sos em porcentagem em relagzo ao material se -
co. {cada valor numérico representa a média de
6 determinacoes de 3 amostras diferentes com a
resma qualidade de bebida).

1

Qualidade de Polissacarideos. Valores limités
bebids % %

Mole 1,48 1,44 -~ 1,56
Rio 1,42 1,21 - 1,58

AeMeSe 57{; 0, 20

WOLFROM et al,(1960) encontraram 3,5% de po -
lissacarideos soluveis em dgua, precipitado com etz -
nol a T70% e sem lavagem do precipitado. O autor apon
ta ainda que Junito com esse precipitado de polissaca-
rideos encontrava-se uma gquantidade desconhecida de
proteinas. No atual trabalho nao se fez hidrdlise do
polissacarideo para verificar sua composiggo; portanto
nac se pode comparsr com os dades da literatura en
termos gualitativos.

Os carboidratos, de um modo geral, se contri-
_buirem para o gosto e aroma do café, o fazem de uma
. omeira uniforme, ndo influindo em suas veriagoes den
’Jffdidé.éléséifiéagﬁo por dualidade da bebida adotada
no Brasil. Isso € o que demcnstram os presentes da -
dos e os da literatura.
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3.2.1.2. Compostos fenélices

. Os resultados deste trabalho mostram uma Gi-
ferenga significativa no teor de deido clorogénico to
tal entre os cafés estudados. Pode-se observar esta
diferenca ns Tabels 3-25.

0 teste F mostrou uma diferenga significativa
ao nivel de 1%. Pelo teste de Tukey, nao houve dife-
renga entre os cafés Duro, Riado e Rio, mas os trés
foxran diferentes do Mole.

TABYLA 3~25. fLcido clorogenlco total do grao de ca
£é verde, expresso. em porcentagem em relagao
a0 material seco, segundo a qgualidade da bebi-
da. (cada valor numérico representa a médiz de
18 determinacoes de 6 amostras diferentes com
& mesma qualidade de bebida).

_Qualidade de Lcido clorogénico Valores limites
bebida % %
Mole 6,94 6,12 ~ 7,63
Dure | 7,59 6,95 - 8,33
Riado | 7,38 7,01 - 7,391
Rio 7, 42 6,97 - 7,96

d.m.s. 5% 0,37
A Tabela 3-26 mostra os teores dos dcidos isg

clorogénicos, neoclorogenlco nos trés melhores e nos
-i"”e sJ 0:1 Qre E C’Eﬂm é (XY = i -._j_rf-’;."-'-'.-_,’“- EardaV il o 18 iregton Bl _':."3:":".'5‘.-"4‘

O teste T nao revelouw significancia estatisti
ca para nenhun dos dcidos fendlicos apresentados na
Tabela 3-206.
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TABELA 3-26. £cidos isoclorogénicos, dcido meoclo-
rogénico do grao de café verde, expressos em
porcentagem em relagao ao material seco segun-
do a gqualidade de bebida. (cada valor numérico
é a média de 9 determinagoes de 3 amostras di-
ferentes da mesma qualidade de bebida).

(vibe ERRATA)
Composto  Qualidade de % - Valores d.m.s. 5%

fendlico bebida limites %
Lcido isg Mole 0,73 0,61 - 0,79
clorogénicolIl 0,13
+ dc.caféico Rio 0,86 0,73 -~ 0,84
£cido isoclp Mole 1,04 0,94 - 1,01

0,12
génico I Rio 0,95 0,81 - 0,95
£cido neoclg Mole 0,83 0,69 - 0,81

0,16
génico Rio 0,83 0,61 ~ 0,95

Dos compostos fendlicos encontrados no grzo
do café, o decido clorogénico € o que se apresenta em
maior guantidade. Além disso, na torracao do café,
uma boa parte do deido clorogsnico € decomposta (L NT
NER ‘e DEATHERAGE (1959) e FELIMAN et al. (1969), e al
guns compostos formados pela sua decomposicao jd fo -

ram identificados no aromsa do café (SMITH (1963).

A 31mnles de%@c as de comn&g%ow DrO*@ﬂl“&*ﬂQ:
5&9 £o1do’ Piatﬁg@niﬁo no arons do cafd ﬁ%ﬁ.ﬁmyilﬁa que
este dcido seja ilmportante para o goste e aroma do
mesmo, mas a probabilidade de ser pelo menns wn peque
no contribuinte € grande.



- 65 -

A interessante observacao feita por SMITH
(1963) no Primeiro Coldéquio Internacional sobre Qui-
mica de Café mostra claramente que a relagao entre
clorogenato de cafefna e potdssio, e clorogenato de
potdssio € bem maior nos cafés robusta que nos ardbi-
ca. Sabe-se, por outro lado, que o café ardbica tem
melhor mercado e € mais apreciado pelo seu aroma que
o0 robusta.

NORTHMORE (1967), alguns anos mais tarde, ob-
servou que a coloracao verde azulada, que € caracte -
ristica dos bons cafés de Quenia, estava relacionada
com o teor de clorogenato. de magnésio. Quanto maior
o teor, melhor era o café. NORTHMORE (1967) nzo cal-
culou as relagoes gue SMITH (1963) calculou; por esta
razao, nao se podem comparar os dois trabalhos.

GIBSON (1971a e 1971b) recentemente isolou
Kahweol e seus ésteres e os responsabilizou pela colg
ragao verde azulada dos cafés de Quenia. Provavelmen
te a coloracgao do'gréo do café nao seja dada somente
por uma classe de compostos. |

Ja é fato bem conhecido que o café robusta
possue um teor mais alto de decido clorogenico do gue
os ardbicag (SWITH (1963), VILLAR e FERREIRA (1971),
mas este alto teor até hoje nao pode ser cerrelaciong
do de uma wmeneira consistente com wma bebida de quall
dade inferior. Entretanto, FELDMAN et al. (1969), sem
especificar se é uma média de varias amostras ou uma
simples andlise de uma amostra, encontraram para o ca
€ tipo "Santos" 5,56% de deido clorogénico (3-cafeoil
fwguimi&éﬁfé vera ¢ Gcibﬁﬁiéﬁé-3;7?%Q";Sabe~se que o Gg
fé Colombiano é mais suave por ser despolpado, e alcan
¢a precgos mais elevados no mercado.

VILLAR e FERREIRA (1971), analisando apenas
umna anostra de cada padrgo de bebida de cafés brasilei
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ros encontraram as seguintes quantidades de dcido clo
rogénico total: Mole 7,60%; Apenas Mole 7,51%; Duro
7,91%; Riado 8,09% e Rio 7,64%.

Os valores do Mole e Apenas Mole s&o mais bai
x0s que o do Duro e Riado, mas nao diferem do Rio.
Até certo ponto os dados 880 concordantes com os do
presente trabalho; hd digcordéncia para o café Rio.

0 dnico trabalho, feito com o objetivo de se
estudarem as variagges do &cido clorogénico total em
relagao ao processamento do café (via dmida e seca)
encontrado na literatura, foi o do grupo CHASSEVENT
et al. (1969) que trabalharam com café robusta e nac
encontreram diferenca significativa no teor de dcido
clorogénico nos cafés tratados pelos dois processos,
embora o café processado por via seca tenha dado pior
bebida {significante: estatisticsmente).

KRUG (1940a,b e ¢) correlacionou infestagao
de fungos e bactérias com a bebida Dura, Riada e Rio.
Quanto maior a porcentagem de micreorganismos, prin -
cipalmente Fusariuvm sp., pior era & bebida. Sabe~se,

por outro lado, que injirias mecanicas e quimicas cau
sadas por microorganismos afetam o metabolismo das
plantas, fazendo com gue as mesmas produzam uma guan-
tidade maior de substéncias fendlicas (URITANT (1981)
e KUC (1964). UNo caso do café, onde o dcido clorogéni
co é o fenol mais abundante, seria de se esperar que

o teor de dcido clorogénico fosse elevado pelo atague
de microorganismos; os resultados deste trabalho pare
cem confirmar esta hipdtese (AMORIM et al.(1967) e
AMORIM, 1970.

Como se pode observar pels literatura, os da-
dos sao bastante conflitantes; se fossem tomados so —
mente os dados relativos ao café ardbica, varece haver
uma certa concordancia entre os trabalhos de FRLDMAN-
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et al. (1969); VILAR e FERREIRA_(1971) em parte, e
os resultados deste trabalho. Um menor teor de dcido
elorogénico tem sido encontrado nos melhores cafés.

Os fendis totais soldveis em metanol a 80% en
contram-se na Tabela 3=2T.

TABELA 3~27.-Comnoqtos fendlicos totais (em % de
dcido clorogenlco), gsoldveis em metanol a 80%,
do grao de café verde, expressos em_relagao_ao
material seco ssgundo a qualidade de bebida.
(cada valor numérico reoresenta a nédia de 12
determinagSes de 6 amostras diferentes de um
mesmo padrzo de bebida).

Qualidade de Fendis totais  Valores limites
bebida ern metanol % %
Mole 7,95 7,20 - 8,63
Turo 8,26 7,31 - 9,04
Riado - 8,02 7,23 ~ 8,83
Rio 8,07 7,31 - 8,97

d.m.s. §%= 0,72

0 teste F da andlise de variincia nao revelou
significancia para a andlise dos Fendis totais sold -
veis em wetanol como também para os fendis totais so-
ldveis em dzua. Tabéla 3-28.

Os resultados obtidos por GOLDITEIN e SWAIN
;ﬁwwé%) zobyre 8 P?Lgﬂ“@ entre &, polinsrizs Foets de subs-
:*ﬁamc*as Ffendlicas com o uaaurec'mea 0 ge dLV@r“OJ
frutos parecem nio se adapbtar ao presente caso. As
investigacgoes de BHATIA e ULLAH (1965) em chd e FOR -
SY?Y et al. (1958) em cacau, gue observaram uma dimi-
nuigao em fendis soldveis com o tempo de fermentagao,
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tambén nao podem . ser comparadas ao presente caso, em-
bora o café Duro, Riado e Rio sejam provenientes de.
fermentagoes indesejdveis (XKRUG (1940 a, b, ¢ 1947).

TABELA 3-28. Compostos fendlicos totais (em % dci-
do clorogénico) soldveis em dgua do grao do ca
& verde, expressos em relacao ao materisl se-
co segundo a qualidade de bebida. (cada valor
nunérico representa a média de 12 determinacoes-
de 6 amostras diferentes de um mesmo padrzo de

bebida) °
Qualidade de Fendis totais Valores limites
bebida em dgua % %
Mole 8,06 6,90 - 9,09
Duro 7,92 - 7,30 ~ 8,69
‘Riado 7,93 : 7530 - 9,24
Rio 8,08 7,26 - 8,76

d.m.s. 5%= 0,81

A nao concordancia com a hipétese langada na
introducao desse trabazlho, e que foi baseada nes tra-
balhos acima citados, pode ser devida ae fato de os
fendis do café nao serem os mesmos da folha do chd e
da semente do cacau; portanto, ou os fendis do café
nao se polimerizam coum a fermentagéo, ou s¢ polimeri-
zam e os produtos formsdos tém uma solubilidade dife-

ngeaﬁa_ﬁ&quelaﬁgwfﬁ'ﬁlmima_suggﬂﬁ§o~pa?eeﬁ_serTﬁais]aca
reta, pois es trabalhos de PIERPOINT (196%a e 1969b)
sugerem que o 4cido clorogénico e caféico, além de for
marem polfmeros quando oxidados enzimaticamente, rea-
gem com aminodcidos livres e com aminodcidos ligados

a proteinas.
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Investigagoes dos compostos fendlicos do ca-
fé soldveis em dgua e dlcool e posteriormente hidroli
sados talvez lancem alguma luz sobre o assunto.

3.2.1.3. Nitrogzénio e vrotefnas soldveis

0 teor de nitrogénio total encantra-se na Ta-
bela 3-29.

0 Teste F da andlise de variincia nao revelon
. 3 & * 3 .
significancia pares o teor de nitrogénio total em re -
lagao & gualidade da bebida.

TABELA 3-29. Nitrogénio total do grao de café ver-
de, expresso em relacao ao material seco, ge -
? & %
guido a qualidade de bebida ({(cada valor numé-
rico representa a wédia de 18 determinacoes de
6 amostras diferentes de cada padrzo de bebida).

Qualidade de Nitrogénio total Valores limites
bebida % N %
Mole | 2,55 2,24 ~ 2,7
Duro 2,66 2,40 ~ 2,82
Riado 2,62 2,32 = 2,73
Rio 2,55 2,31 - 2,78

dcﬂlcSn 5'703-“ 0315

As quantidades de proteinas soldveis extrai -
cwels com tampac fosfato vH 7,0 0,00 ¥ encontran-ne
‘na Tabela 3-30. R '

0 teste ¥ da andlise de variancia também nao

revelou significancia, embora o café Rio tenha reve -
lado um valor inferior aocos outros mstudados.
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TABELA 3-30. Protefnas do grao de café verde, so-
1dveis em tampao fosfato pH 7,0, 0,01 M e pre-~
cipitadas com TCA, expressas em porcentagem em
relagao ao material seco, segundo a gualidade
de bebida (cada valor numérico representa a
média de 18 determinacoes de 6 amostras dife -
rentes de cada padrao de bebida).

Qualidade de Proteinas soliiveis Valores limites
bebida tampao % %
Mole 3,78 3,25 = 4,38
Duro - 3,77 3,16 - 4,22
Riado 3,77 3,08 — 4,12
Rio 3445 2,96 = 4,30

d.m.S. 57‘05‘-" O, 42

As protefnas solidveis em NaCl a 10%, pH 6,5,
extraidas de café verde, encontram-se na Tabela 3-31.

.

P . B A o
0 tegte T da andlise de variancis indicou uma

]

significéancia ao nivel de 5% para as proteinas sold -
veis em NaCl a 10%, ou globulinas.

Em relagé@ aes valores médios encontrados, 08
teeres de albuminas e globulinas do presente trabalho
nao se situem fora dos dois valores encontrados na 1i
teratura. UKDERVOOD e DRATHERAGE (1952) encontraram
2,76% ¢ BOMZER et al. (1934), citados por OSHTI-GROSSI
et oal. (19697, ceroa de 2,57, O teor nddle um pouco
mais elevado encontrado neste trabalho pode ter sido
devido & extracao mais prolongada (2 horas) do que a
efetuada por UNDERWOOD e DEATHERAGE (1952), que foi
de alguns minutos.
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TABELA 3-31. Proteinas do grao do café verde, soli-
veis em NaCl a 10%, pH 6,5 e precipitadas com
TCA, expressas em porcentagen emﬂfelagéo ao
material seco, segundo a qualidade de bebida
(cada valor numérico representa a média de 18
determinagoes de 6 amostras diferentes de ca-
da padrao de bebida). | |

Qualidade de Proteinas soldveis Valores limites

bebida ‘ NaCl- % S %

Mole 3,51 2,98 - 4,29
Duro 3,76 3,05 - 4,33
Riado 3,51 2,88 -~ 3,92
Rio 3,24 _ 2,72 - 3,84

dom.vSo 5‘/%-: 0540

0 teste F da andlise de variancia indicou
una significéncia ao nivel de 5% para as proteinas
soldveis em NaCl a 10%, pH &,5 (globulinas). Pelo
teste de Tukey houve diferenca significativa de 5%
entre o café Rio e o Duro. O HMole e o Riado nao di-
feriram nem do Rio e nem do Duro e se gsituaram entre
os dois. '

Lo

A hipdtese de AVORIM e STLVA (1968) sobre =a
possivel inibicao da polifenol oxidase por ouinonas

formadas pela ox1dacao dos compostos fendlicos do ca

TFE Ao tem wuita sust enbaéﬂﬁfpﬁleﬁ'ﬁa&os'axLL chtidos.
A insolubilizacao de proteinas no café, causada por
fermentagEes ou outros fatores, parece nao seguir o
nesmo processo do cacau (FORSYTH et al.(1958) e de

chd (BHATIA e ULLAH (1965); os resultados obtidos nes

te trabalho, em relacgao aos Tendis soldveis em dgua e
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em metanol, parecem indicar que estes fendis nao sao
os causadores da insolubilizacao de proteinas dentro
do grao ("in wivo").

Trabalho mais recente sobre fer&entagée do
cacau wostra elegantemente que o dcido acético é o
principal agente causador da morte da semente (QUES-
NEL (1965). Este, por sua vez, poderis ser o agente
precipitante das proteinas, juntamente cbm 0os compog
tos fendlicos.

Paralelamente, RODRIGUEZ et al.(1969) obser-
varam um grande aumento na produgga de aldefido acséti-
co em cafés despolpados de prolongada fermentacao, e
SANINT e VALENCIA (1970) encontraram ume baixa ativi-
dade da polifenol oxidase nos cafés despolwados gue
pasgsaram por vma fermentagao superior a 24 horas. &
improvavel que o aldefdo acético tenha sido o agente
precipitante de proteinas, pois & bem vold+til {ponto.
de ebuligao & de 20°C) e, devido &s temperaturas ele-
vadas das fermentagoes, 1logo se despreenderia 6o meioc.

¥ aiffecil encontrar uma exvlicacao razodvel
para o achacdo experimental deste trabalhe, baseando-
se nos resvliados aqul encontrados & os da literatura.
A literatura sowre proteinas de café € gquase inexis-—
tente, e os resultados aqui relatados nzo revelam um
suadro claro do problema.

Devido aos teores altos de proteinas (11 a -
15% da matéris seca) e compostos fendlicos ( 7 = 108
da matéria seca) encontrados no grao de café, & imen=~
sa literatura sobre interacao fenol-proteina em plan-~
ctas (LOQMIS e BATTATILE (1966), & falta de wua prove
de que algunm fator seja o causador da insolubilizacao
das proteinas no pior café, é de bom senso apguardar
futuras investigacgoes para se tersm mais dados & mao

a fim de se comprovar se sao os fendis os causadores



- 73 -

do menor teor de proteinas soliveis encontrado nos
piores cafés.

Os 4ecidos clorogénicos sao soldveis na 4egua
e no éter; hd, portanto, uma faixa de solubilidade
bastante ampla. Por outro lado, € sabido que os fe~-
néis combinam-se reversivelmente com as proteinas por
pontes de hidrogénio (LOOMIS e BATTAILE (1966);
portanto, possivel que tanto a dgua como o metanol a
80% removam a maiorias dos fendis ligados ou nao &s
proteinas; € isso o que parecem demenstrar os dados
da TABELA 3-27 e 3-28: Os teores de fendis totazis
s80 praticamente os mesmos independente do solvente
usado ou da gualidade da bebida do café. A descober-
ta de um solvente que extraia somente os fendis 1i -
vres talvez pudesse esclarecer este ponto ebscuro, ou
também, o estudo de fendis hlarollsadoo pudesse mddi-
ficar o atual guadro da 31tua5ao,

3.2.1.4. Eletroforese de Frotéinas

Os resultados com a eletroforese em gel-agar
das proteinas (}rincipalm%nte albuminzas) mostraram
diferencgas significativas entre os cafés estudados.

A Tabela 3-32 mostra os resultados numéricos, e a Fi-
gura 3~4, o comwortamento das proteinas no gel«agar.

0 teste F revelow significancia ao nivel de
1% entre o comportamento eletrofordtico das proteinas
segundo a qualidade da bewida do café.

Pelo teste de Tukey, a diferenca minima =o
nlvel as 5p foi de 9, 87; portanto o café Mole fom dl“
“Ferante do Ture e do %$u§'rn

,,J
wz
g G

&1eéﬁgandﬁ ditere nos
significativa em relagao 20 Riado
Embora a diferenca entre o cafdé Mole e Riado

nzo tenka sido significetiva, pode-se notar uma ten-
déncia linear entre café Mole e Rio, com exclus2d de
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café Duro.

PABELA 3-32. Distancia (wmm) percorrida pelas pro-
tefnas do café verde, soldveis em solugao tam~
pao fosfato pH 7,0, o ,05 M e corridas em gel-
agar (mesmo tampao de extragao) por 24 horas
(20 mA, 60 volts) e tingidas com amido black
10b. O sinal + ou - significa que a somatdria
das distlncias percorridas pelas protefnas era
em direggo a0 polo posgitivo ow negativo, res-
pectivamente.

Qualidade de Distincia (mm) percorrida

bebida . pelas proteinas: (+) polo po
sitivo e {-) polo negativo

Mole 5,50

Duro : - 5,83

Riado | - 1,33

Qalle S 5310'?- 9 ,87

0 café Duro é um problema para os provadores

oo

L9

de café, pois este café é caracterizade per uma ad
tringéneia nao encontrada nos cafés Moles. ZBxisten
cafés, no entanto, que nao possuem essa adgtringéneia,
nao pogsuem a suavidade do Mole e mem podem ser clas-
sificados como Riamdo ou Rio porgue também nao tém chei
ro e gogsto caracteristico do Rio; neste caso, 08 pro-
vadores classificam este café como Buro, pois na es -
eala de valeres & 1nterm9a1 rio { ESEﬁZIR% Ceomund
‘cacho pessoal)s ' | '

Este problema pode residir na diversidade de
tipoo de graos que podem dar este gosto. Uns admitem
o ataque de fungos (XRUG (19402,b e ¢), outros os -
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FIGURA 3-4. Comportamento eletroforético em gel-agar
das proteinas provenientes das 24 amostras segun
do a qualidade de bebida.

Lora TRt Y19 A S CORRCHINE 3
PADRXO DE BEBIDA MOLE |
|
|
8 9 95 16 < 1 e & B TR TR o
PADRXO DE BEBIDA DURA
55 43 14 ‘34135 15 16 36 AT 17 18 18
PADRIO DE BEBIDA RIADA

NOMNTOFSSooRMonil |22 228 22 22 23 23] 24 24 !
PADRIO DE BEBIDA RIO |
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graos verdes, ardidos e prétos (GRANER e GODOY (1959)
GARRUTI e GOMES (1961) e TEIXEIRA E PIMRNTEL GOMES -
(1970), e ainda outros, a temperatura de secagem
(FERRAZ e VEIGA (1954). T |

Baseados nos trabalhos de ANORIM e SITLVA
(1968b) ROTEMBERG e TACHAN (1972) e SANINT e VALENCIA
(1970), os guais encontraram uma correlagao positiva
entre a atividade da polifenol oxidase e a qgualidads
da Wwebida do caféd, alguns ensaios ew eletroforese em
gel-agar com proteinas foram feitoa, com o objetivo
de elucidar o diferente comportamento das proteinas
dos bons cafés em relacao aos que dao uma péssima be-
bida.

As revisces efetuadas por MASON (19%5), BOU-
CHILLOUX (1962) e CORSE (1964) sobre polifenol oxida-
se, e mais recentemente a discussao sobre o mecanis-
mo de ac¢ao desta enzima feita por MARMSTROM e RYDEN
(1968) mostran claramente & complexidade das reacoes
‘prindrias e secunddries guando em um meio estao pre-
sentes as enzimas e €8 subétraﬁog, gue 830 08 compog
tos fendlicos. Todavia, até hoje, o wmecanismo de re-
agao -da polifenol oxidase nao fol esclarecido total-
mente e uma %érie de resultados conflitantes sao en-
contrados na Lliteratura (MALVMSTREN e BYDEN (1963).

Por outro lado, FORSYTH (1964) chama a aten-
¢ao para a importdncia da oxidacgzo dos polifendis do
cacau e do chd durante a fermentag§0 e seu efeite n=z
qualieade do produto. A oxidacao dos fendis com pos-
terior polimerizagao e precipitacao das proteinas so
liveis é evidente.

Os problemas causados pelos fendis na extra-
cao e purificacao de proteinas, principalmente as en
zimas, tém sido alvo de numerosos trabalhos nesta Ul
tima déecada. (Ver JONES et al. (1965), LO®YVIS e BAD-
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TAILE (1966) e LAM e SHAW (1970).

As proteinas podem se combinar com os fendis
reversivelmente, por pontes de hidrogénio (LOOMIS e
BATTAILE (1966) ou irreversivelmente por oxidagao e
posteriores conaensagoes covalentes (WOOD e INGRAHAM

(1965).

Devido é_grande quantidade de substancias fe
nélicas encontradas no grao do café, a extracao de
proteinas - e principalmente de enzimas sofre interfe-
réncias bastante grandes. A oxidagao de fendis na ex
trag§0 aguogas ¢ muito mais intensa nos cafés de boz
qualidade (Mole) do gue nos de md (Rio); este fato &
devido a maior atividade aparente da polifenol oxidzy
se encontrada nos melhores cafés.

A oxidacao do dcido clorogénico e caféico por
extratos zguosos de plantas, gue geralmente possuenm
polifenol oxidase, transforma-os em clorogenoguinona
e cafeoguinonas (PIERPOINT (19e3a), que reagem Facil-
mente com uma S@Tl@ de sminodcidos. Conm excegao da
lisina e da cisteina, a maioria dos aminodcidos rea-
ge primeiramente com 0 seu gru®o H-amino, re acao esta,
'que compete com a polimerizacao das quinunag, seguida
ainda de outras reacgoes sscunddrias gue counsomen oOxli-
génio. A cisteina reage com as gquinonas pelo seu gru
po tiol (PIERPOINT, (186%a). PIERPOINT (1969b) ainda
mostra como estas quinonas reagem com proteinas {se-
rum de albuminas de boi) e alguns fatores que influgn
ciam nestas reagoes.

Devido ao fato de os melhores cafdés apresen-
charern wns nolsratividade s do polifensl swidage [A¥0-
RIYM e SILVA (1968), ROT“ALTHG e TACHAN (1970) e SA. -
NINT e VALENCIA (1970), uma maior oxidacao dos Ffendis

deve correr na extragao de proteinas destes cafés e

conseqientenente um maior ndmero de guinonas deve re-
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agir com as proteinas alterando-~lhes a carga elétri-
ca. PIERPOIRT (1969%b) mostra que hd um consumo de
oxigénio nestas reagaes; hd, portante, uma maior pro-
babilidade de se formaremn compostos de carga negatli -
va, tendo assim (dependendo do pH) um caminhamento
para o polo positivo no gel-agar. JONES e LYTTLETON
(1972) recentemente observaram que, com a inativacao
da polifenol oxidase por dietilditilcarbamato de sé-
dio, a fracae 1 de protefnas de felhas se separava em
duas eutras que corrizm menos na eletrofcrese de sel
de poliacrilawida. Os avtores sugeremn que 0s produ-
tos oxidados pela polifenol oxidase modificam as pro
tefnas da fracao 1, avmentando a sua mobilidade ele-~
troforética.

Tonaram-se dois cafés, um H¥ole e outro Ric,

5 P -~ N . N e
para se estucdar o comportamento das proteinss solu -
veis com diversaos tratameantes, com o objetivo de ave~
riguar ag iniseragoes dos fendis com as protefnas.

Prizmeiramente os cafds foram extraidos com
tampao fosfato, pH 7,0 e posteriormente foil adiciona
do dc¢ido ascdrbico, redutor universalmente usado e
polivinilewirrolione (PVP) em sua forma soludvel.

5 Py

Os resultados vodem ser vistos na Figura 35 .

Pelos resultados da Figura 3-% pode-se obaeg
var gue o wil dﬁ extragao nuo afetou muito a Gistrinul
gao das proteinas no gels o dcido ascedrbico a 0,25%
pH 6,0 nao foi suficiente para mudar o caminhamento
das proteinas do café HMole, mas o foi para o cafdé Rio.
E evidente a mudanga de cargas das proteinzs gue fo-
cram bratadas com PVP goldwel {0,%%).

Yo s 2

Outros redutores e a forma insolivel do PVP
também foram testados. A Figura 3-6 mostrs os resul
tados.

Y A
Pelog resvltados da Figura 3~6 ve-se que os
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FIGURA 3-5. Comportamento eletroforético em gel-agar
de protefnas de café Mole e Rio, utilizando-se
diferentes tratamentos do extrato. Corrida no pH
7,0, tampao fosfato 0,05 M.(Controle significa
extragao em. tampao fosfato pH 7,0, portanto sem

tratamento) .

1 2 3 4 P g 7 8 9 10
R M R ) R ) R ) R M f
: |
Sl pH 4,0 pH 4,0 pH 7,0 pH 7,0 pH 7,0 ;
Prat. ~ PVP sol. 0,25% Ac.Asc. 0,25 Ac.Asc. (controle)
pH 6,0 pH 6,0

PVP sol.
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compostos redutores utilizasdos na extracao reduzen
as quinonas formadas e parecem inibir os compostos
gque devem atuar nas proteinas mudando-lhes a carga
elétrica.

E interessante notar que o tratamento conm

PVP insoluvel éo sobrenadante do extrato extraido com
cisteina remeveu os pigunentos amarclados eue aparecen
gquando nao se tratou com PVP. A utilizagao do 2-mer-
captoetanol a 0,1 e 0,2% parece reduzir a interacgac
des proteinas com os fenbis 2 produtes de 0xidacao.

0 PVP insoluvel (Pbliclar‘AT) parece nao exercer efei
to algum gquando adicionado depois da extracao e a%é
mesmo durante a extraczo. ANDERSEN & SOWERS (1968)
demonstraram gue o welhor pd para a ligaggo do acido
caféico (provaveluente do elorogénico também) ao PVP
€ en redor de 3,5 & 4,0. O presente ensaio foi fei-
to em pH 7,0 para nazo haver precipitacao das protedi~
nag. Os wesmnos autores observaram tamdém gque, e
pH menor que 3,5 € maior que 4,5, o poder de 1igagao
do Policlar AT com o dcido caféico decresce conside-

ravelnentec.

A fim de se verificar se era o pH da extracao
ou o dcido asedrbico que realmente alteravam as pPro-
teinas, foi feito vm ensaio para esclarecer este pon-
to. A Pigura 3-7 mostra os resuliados.

Pelos resultados da Figura 3-7 pode-se obser
var que o pH tem influéncia, pois mudon um pouco a
distribuigac das proteinas do café Rie. Entretanto
as proteinas no pH 6,0, na presenca de dcido ascdrbi-
Fleoyrmadaram completamente. zeu comportumentce, Tunto as
do café Mole como as do Rio. A pequena variagao en-
contrada para o café Rio, quando extraida com pH 6,0,
pode ser devida a diferentes protefnas extraidas neg
te pH.
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FIGURA 3-7. Comportamento eletroforético em gel-
agar de proteinas de café Mole e Rio, com di-
ferentes tratamentos. Corrida em tampao fosfa

to pH 7,0 0,05 M.

1 ey 4 5 6 T 18 9 | 10 | e
| M M R R |M M R | M M R R |
Extr. pPH 7,0 PH 6,0 pH 6,0
controle 0,25% fc.Asc.
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Segundo LAM e SHAW (1970), resinas de troca
idnica usadas na extraggo de enzimas removem também
compostos fendlicos. WALKER e HULME (1965, usando de
tergentes, conseguiram melhorar os resultados da ati
vidade da polifenol oxidase.

Baseados nestes trabalhos, foram feiltos al -
gumas engaios para se verificar o; comportamento das
proteinas com estes tratamentos.

A& Fipura 3-8 mostra os resultados.

Pelos resultados da Figura 3-8, pode-se con-
cluir gue a resina BOWEX - 1 - X8 (C17), além de evi
tar a complexagao dos fendis com as proteinas, remo-
ve uma boa parte destas também. ZEsses resulitados
concordam integralmente com os de Lall e SHAW (1970),
0s guais obserwvaram um decréscimo nas proteinas soly
veis assim como nos fendis quando extraidos com DOWEX
1 ~ X8 forma C1~. O TWEEN 80 na concentracao de 4
gotas por extracao fez com eue¢ aparecessem proteinas
no lado negativo, proteinas essas gque, embora em pe-
quena guantidade, estavam ausentes no controle.

Tentou—se verificar se o dcido ascdérbico, um
dos agentes que impedem a formacgao de um provdvel com
plexo- fenol-guinona-proteina exercia efeito em protei
nas purificadas. A Figura 3-¢ mostra 0s resultados.

Como se pode observar pela Figura 3-9, nao
houve mudznga mo caminhamento das duas droteinas uti-
lizadas. O que ocorreu fol uma ligeira insolubiliza
gao €e ambas devido ao pH mais baixo (6,0). Tentou-
se utilizar diversas concentracoes de dcido ascdrbico

o(até L,5%), mas os mesuos resultados Toram obtidos;

o caminhamento da caseina nao nudou.de-diregéo.

Com esses Ultimos ensaios parece ter ficado
evidenciado que as proteinas soldveis extraidas dos
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PIGURA 3-8. Comportamento eletroforético em gel-agar
de proteinas de café Mole e Rio com diferentes
tratamentos. Corrida em tampao fosfato pH 7,0
0,05 M. '

+
1 2 3 4 5 % 7 8 9 10 11 12
M R M R M R M R M R N R
4 gotes 2 gotas 10% 20% 304 pH 7,0
Extragao | | | |
Tween - 80 Dowex - 1 - X 8 controle

( 200 - 400 mesh )
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FIGURA 3-9. Comportamento eletroforético de protefnas
purificadas tratadas com dcido ascdrbico. Corrida

em tampao fosfato pH 7,0 e 0,05 M.

l. Albuminm de ovo + Ac.Asc. 0,25%
2. Albuminn de ovo

3. Caseinna 4+ fc.Asc. 0,25%

4. Ceseina
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melhores cafés, tém um comportamento diferente por
causa da maior atividade enzimdtica da polifenol oxi-
dase, que ox1da os d4cidos clorogénicos e cafelco, e
as guinonas formadas ou em formagao reagem com 08 ami
nodcidos das protefinas mudando-lhes as cargas elétri-
cas.

0 efeito de redutores como 0 acido ascdrbico,
2 mercaptoetanol e cistefna, evitando a complexacgao
das proteinas, talvez pudesse ser explicado pelo fato
de que as gquinonas, ou ainda na forma de radical 1li -
vre, fossem reduzidas imediatamente pelos res&utores
acima citados, impedindo a reag&c com os aminodcidos
das proteinas, assim como g polimerizacac das quino -
nas formadas.

A resina DOWEX 1-X8 forma C1™, além de se 1li-
gar eletrostaticamente com os fendis e guinonas, tam~
bém se ligou com proteinas precipitando-as, fato esse
facilmente comprovado pelos resultados da Figura 3-8.

0 mecanismo de agao do PVP € wais dificil de
se exvlicar. A literaturas mesmo é conflitante quan -
to aos efeites do PVP na extragao de proteinas e en -~
zimas. Enquanto ANDERSEN e SOWERS (1968) indicam as
condicoes étimas para que o PYP ge ligue aos fendis,
HULME e JONZS (1963), ES et al. (1365) e FERGUSON
(1969) demonstram claramente gue, dewendende da fabri
cacao ou €0 tipo do PYP, os resultados sa0 vompleta -
mente diferentes quanto a atividades enzimaticas. LA
e SHAW (1970) conseguiram aumentar a atividade especi
fica da polifenol oxidase extrafda de Linum usitatis-
simum L. (planta com alto teor de fendis) em cerca de
58%, mas WALKER e dU]A“'(1965) observaran que o PVP
inibia guese que completamente a atividade da polife-
nol oxidase; pooterlor tratanento com detergentes con
seguriu anular a 1n1b19ao pelo PVP e dar altas ativida

des.



- 87 -

Alguns ensalos complementares foram efetuados
a fim de comprovar a interagao entre fendis e prote{-
nase .

Café Mole e Rio, depois de mofdos, foram ex -
trafdos A temperatura ambiente em solugao tampao fos-
fato pH 7,0 e 0,05 M durante 15 min. por agitacao me-
cénica (com e sem deido ascdrbico). Depois de centri
fugadog, os extratos foram deixados 1 hors & tempera-
tura ambiente.

Cem nl de cads extrato aquoso foram cromatogra
fados em papel. de filtro Whatman n? 1 e postos a cor-
rer com n~Butanol, dcido acético e dgua (4/1/2,2 -
v/v/v). A quantidade de £cidos clorogénicos detecta—
dos era muito superior nos cafés extraldos com dcido
ascérbico. Nos cafés onde nao fol usado £cido asedr-
bico, verificou-ge gue, no caso do Rio, havia ainda
uma quantidade razodvel de deido clorogénico; no ca-
fé Wole, porém, a quantidade era minima. ZEstes resul
tados confirmam as observagoes dos ensaioa com a ele-
troforese em gal-agar.

Utllizou—-se também uma coluna de Sephadex,G-
25, fina (20 cm altura x 1,5 cm largura) e colocou~ge
1 ml de extrato de um café Nole. Depois de elufdo uwm
volume de sclvente equivalente ao wvolume da coluna,
as fracoes coletadas (24 ml por fracao) eram analisa -
das para proteinas (Millon), carboidratos (Molish) e
atividade da polifenol oxidase.

Posteriormente, 200 ul de cada fragao foram
cromatografados em papel de filtre Whatman n® 1 com
. 08 mesmos solventes acima citados. ., As seguintes ob-
gervagoes puderam ser feitas:

a) duas faixas eeverdeadas se formaram na coluna;

a primeira revelou a presenga de carboidratos (polis-
sacarfdeos, provavelmente), protefnas e atividade da
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polifenol oxidase ( substrato; L-3-4 dihidroxifenila-~
lanina).

b) o cromatograma das 10 primeiras fragoes revelou
que, com as protefnas e polissacarideos elufdas nas
primeiras, um pouco de dcido isoclorogénico foi deteg
tado assim como fracos de dcido clorogénico;

¢)ne segunda faixa esverdeazda foi encontrade um
pouco de dcido isoclorogénico, mas uma grande parte
de dcido clerogénico {oitava e nona fragoes). Nao fo
ram encontrados carboidratos, proteinas, e a ativida-
de da polifenol oxidase naoc pdde ser detectada.

Pode-se deduzir gque, juntamente com as primei
ras fragoes, o dcido clorogénico e isoclorogénico de-
tectados nao foram oxidados pela polifenol oxidase,
mas estavam ligados as proteinas por pontes de hidro-
génio. Uma outra parte foi oxidada, e nao pdde ser
detectada.

Nas fragoes posteriores, principalmente quarn-
do a segunda faixa esverdeada foi eluida, a presenca
primeiramente do dcido isoclorogénico (peso molecular
maior) e depois do deido clorogénico veio confirmar
que uma parte dos compostos fendlicos se liga &s pro-
tefnas enquanto que outra permanece solivel e nao €
oxidada.

P aiffcil, com os dados preliminares apresen
tados neste trabalho e os encontrados na literaturas
formular uma hipdtese concreta sobre estas interacgoes
de protefnas e fendis com a qualidade da bebida do eg
fé. O assunto é por demals complexo e a falta de da-
'Tédé é'grande. ' Pode-ge arenas especﬁlar sobre a exis-
téncie de uma grande probabilidade de realmente exis-
tir alguma relagao, pois as reagoes dos aminodeidos
em alimentos sao wem conhecidas, assim como sua con -
tribuicao para o gosto e aroma de vdrios alimentos
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(HODGE (1967).

A pirélise que ocorre durante a torragao do
café, conduzindo ao sabor e aroma caracter{sticos do
mesmo, pode facilmente ser afetada por compostos fe -
nélicos que se ligam ‘a protefnas. Sabe-se que tanto
as protefnas comc os 4cidos clorogénicos sao em gran-
de parte degradados na torracao; o fato de estarem 1i
gados ou nao deve ter algum efeito na qualidade do
produto. Café em cbco, seco durante 60 minutos a 90%
C, apresentou atividade da polifenol oxidase (F.P.MO-
RAES e H.V.AMORIM, nao publicado); portanto,
na torragao do café, as enzimas podergo estar atuando
ainda, pelo menos no inicio.

3.2.2. Andlise dms correlagoes -entre os com-
postos analisados.

A andlise de regressao linear e o teste T en-
‘contram-se na Tabela 3-33. O nimero de valores para
cada composto analisado fei de 24. (médias de cads de
terminaggo).

Como j& foi dito na parte referente ao materi
al e métodos, a andlise estatistica de todos os dados
expressos em % foi feita de duas maneiras, uma delas
considerando arc senf%“é a outra os valores das por -~
centagens. Parsa o caso da'regfesséo'linear, houve cg
incidéncia dos resultados para os dois métodos; entrg
tanto somente a interacao entre carboidratos totails
livres e fendis totais em dgua foi significativa a 5%
quando se usou o valor da porcentagenm, e nao o foi
quando’ se usou arc sen’ %. Portanto a interagSo entre
fenbis totais em dgua e carwoidratos totais livres
nao deve ser congiderada significativa, apesar de o
ter sido a 10% guando se usou o valor de arc seny %.
0 coeficiente de variagao, quando se considerou . arc

senﬁ %, foi menor; por esta razao deve-se considerar
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TABELA 3-33. Correlagao entre as médias das
andlises quimicas dos compostos encontra
dos no graode café’ verdé de quatro pa -
droes diferentes de bebida (Mole, Duro,
Riado e Rio).(r=regress§o)t=teste de sig-
nificancia; =z 5%,2x% 1% e #xx 0,1%( proba -
bilidade de nao correr).

Interagao dos compostos : T t
N total x Carb. totais 0,30 1,52
N total x Agicar red. ) .- 0,23 - 1,13
N total x £c.clorog. 0,12 0¢59
N total x Prot.sol.NaCl 0,76 5,52**‘
N total x Prot.sol.t.fosf. 0,82 6,77*
N total x Fendis T.dgua - 0,16 - 0,78
N total x Fendis T.metanol 0,10 0,47
Carb.totais x Agdecar red. - 0,05 - 0,25
Carb.totais x £e.clorog. -~ 0,18 - 0,87
Carb.totais x Prot.sol.Nall 0,33 1,66
Carb.totais x Prot.sol.f.fosf. 0,53 2,99%%*
Carb.%otais x Fenbis T.dgua - 0,40 - 2,08%
Carb.totais x Fendis T.metanol -~ 0,02 - 0,12
Agdcar red. x Lc.clorog. 0,09 0,42
Agdecar red. x Prot.sol.NaCl -~ 0,16 - 0,80
Agicar red. x Prot.sol.t.fosf. - 0,26 - 1,28
Agicar red. x Fendis T.dgua 0,13 0,61
Aclcar red. x Pendis T.metanol 0,27 1,35
£ec.clorog. ¥ Prot.sol.NaCl 0,25 1,23
éc.clorOg. x Prot.sol.t.fosf. 0,01 0,07
Lc.clorog. x Fendis T.dgua . 0,56 3,007
Lc.clorog. x Fendis T.metanol 0,64 3,95}53":3E
Prot.gol.NaCl x Prot.sol.t.fesf. 0,84 7,527%*
VProt.sol.Nall x Fendis T.4gua’ .- 0,14 = 0,87
Prot.sol.NaCl x Fenbis T.metanol 0,13 0,61
Prot.sol.t.fosf.x Fendis T.dgua - 0,21 ~ 1,01
Prot.sol.t.fosf.x Fendis T.metanol 0,11 0452

Fendis T.dgua x Fendis T.metanol 0,40 2,093t




-9} -

08 valores calculados desta maneira como os meis pro-
vdveis. '

Os resultados da Tabela 3-33 mostram gque 0s
teores de protefnas soldveis tanto em NaCGl a 10% como
em tampao fosfate pH 7,0, 0,01 M estao diretamente re
lacionados com o teor de N total. Este resultado j4
era esperado, desde que um maior teor de Nitrogénio
significa, na maloria dos casos, um teor de proteinas
totais maior, portanto um maior teor de proteinas so~
ldveis.

B interessante notar que o teor de carboidra-
tos totais estd correlacionado positivamente com o te
or de protefnas soluveis em tampao fosfato, mas nrao
com protefnas soldveis em NaCl & 10%. VNenhuma expli-
caggo pode ger dada a esta fato experimental.

Pelas correlagoes entre dcide cloregénico e
fendis solidveis em dsua e em metahol, pode~se obhser -
var que foram significativas e os fendis extraidos com
o metancl se correlacionaram mais com o £cido elorogé
nico do que os fendis extraidos com dgua.

Un resultado gque nao foi muito esperado foi a
pobre correlacao entre fendis soliveis em dgus e fe -
néis soldveis em metanol. 4 significancia a 5% foi
quase no limite (2,07). Isto mostra gue existe uma pe
quena diferenca entre os Fendis soldveis em dgua e os
fendis soldveis em metanol.
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3.2.3. Teor dos compostos analisados em rela
g80 a0 nitrogdnio total

Os teores de todos os compostos analisados
baseados no nitrogénio total encontram-se na Tabela

3-34.

TABELA 3-34. Relaggo entre as quantidades dos com
postos analisados do grao de café wverde com o
nitrogénio total, segundo a qualidade de bebi
da.(média de seis amostras). '

1l 2 3 4 5 6 7 8

Mole 4,31 0,32 2,65 3,18 3,14 1,48 1,37
Duro 3,95 0,37 2,85 3,02 3,11 1,41 1,40
Riado 4,12 0,32 2,82 2,98 3,06 1,44 1,34
Rio 3,94 0,33 2,92 3,19 3,16 1,35 1,26

d.;.s. 0,73 0,13 0,40 0,60 0,50 0,15 0,17
5

LEGERDA: 1= Qualidade de bebida
2= Carboidratos
3= Agudcares redutores
4= Leido clorogénico
5= Fendl T. dgua
= Fenél T. metanol
7= Protefna soldvel tampao
8= Protefna soludvel NaCl.

Como se pode obsgervar pela Tabela 3-34 e pela
andlise de variducia (P nao significativo), nao houve
‘diferenca signifiestiva entre as quantidedes des com-
postos estudados no grao do café, quando se tomou por
base o nitrogénio total.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

4.1. Objetivos do tradalho

A finalidade principal deste trabalho foi ten
tar correlacionar a qomposiqgo quimica do grao do ca-
fé com a qualidade da bebida proveniente dos mesmos.

" Entre os compostos. gque mais se degradam na
torracao do café estao a sacarose, d4cido clorogénico
e protefnas. DPor este motivo os carboidratos livres
totais (mais de 50% em sacarose), os acicares redutor
res, os polissacarideos, o gcido clorogénico e seus
isomeros, os fendis totais solidveis em dgua e em meta
nol a 80%, as protefnas soldveis em tampao fosfato
pH 7,0 0,01 M e em NaCl 10%, e o nitrogénio total fo
ram analisados quantitativamente em 24 amostras de cg
fé (C.ardbica L. var. Mundo Novo), provenientes de
vdrias regioes do Estado de Sao Paulo e classificadas

guanto & gqualidade da bebida.

Aproveitando os resultados obtidos, tentou-~se
correlacionar por andlise de regresszo linear cade
compogto analisado em relacao a todos.

4.2. Metodologia
Devido ao fato de n3o haver métodos oficiais
definitivos para a maioria das determinacces feltas,
uma série de modificacoes foram introduzidas nos wé-
todos existentes na literatura para a aplicagao o

grao de café verde.

~4.2.1. Compostos fendligos

Trés métodos de determinacao do 4eido cloro -
génico foram comparados: MOORES et al. (1948), A.0.A.C.
(1970) e GNAGY (1961 e 1962).

0 método cromatogrdfico de GNAGY (1961 el962),
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além de ser moroso (cerca de 2 a 3 dias para cada de-
terminaggo), apresenta o risco de permitir oxidagoes
e mostra grande variébilidade. Comparando os métodos
de MOORES et al. (1948) e o da A.0.A.C. {1970), veri-
ficou-se que o primeiro apresentou valores até 5%,
‘mais elevados, sendo essa diferenga constante e inde-
pendente do café. Ambos sao bons e reprodutiveis. O
método da A.0.A.C. (1970) ainda nao & definitivo e
estd sob estudo (DICK (1972). Optou-se, portanto, pe
lo de MOORES et al. {1948) gue é bem mais rdpido.

A determinaczo dos fendis totais soldveis tan
to em 4gua como em metanol a 80% nao apresentou difi-
culdades quanto 3 adaptacao. A udnica investigagao

I d . ° Ié
que se achouw necessaria fazer foi & relativa ao mime-
ro e ao tempo de extragoes.

4.2.2. Carboidratos

Houve dificuldade na determinacao dos carboi-
dratos soldveis em etanol a 80% devido a interferen -
tes.

0 dcido clorogenico pode contribuir com até
5% da coloragao desenvolvida com o método fenol-sulfy
rico de JUBOIS et al.(1952) na concentrac@o encontra-
da no extrato utilizado. Um composto desconhecido
(provavelmente um agicar fosforilado) também interfe-
riu com cerca de 5% para a coloraggo com o referido
método.

A extragao dos carboidratos deve ser feita
con etenol em ebuliggo e imediatamente ards a moagem
8o material para evitar_hidrdlise da. sacarose. Vearios
tipos de coluna de troca ionica também hidrolisam a
sacarose, provavelmente devido ao abaixamento do pH.

A determinacao do agidcar redutor tem gue ser
feita logo em seguida & extragao ou serd necessdrio
neutralisar o extrato para evitar hidrdlise da saca -
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rose.

0 teor de agdcares redutores deve ser tomado
como "poder redutor®, pois € possivel a presenca de
substincias redutoras que nao sao carboidratos nos
extratos analisados, embora os dados encontrados si-
tuen-se dentro dos limites encontrados na literatura.
0 dcido clorogénico e o0 composte desconhecido nao in-
terferem na determinacgao de agudcares redutores pelo
método de HODGE e HOFREITER (1962).

A andlise dos polissacarideos nao apresentou
problemas quando se usou o método de WOLFROM et al.
(1960).

4.2.3. Protefnas soldveis

0Os métodos encontrados na literaturs para pro
tefnas nao podem ser aplicados diretamente ao grao do
café.

Problemas com insolubilizacao ou turbidez das

proteinas impediram o uso do método do wltra-vicleta

(280 e 260 nmm). O aparecimento de precipitados na de
terminacso de problemas pelo método do "biureto" im -
possibilitou o uso deste método.

0 método de Polin-Lowry (IOWRY et al.(2951)
parece ser o mais indicado para o café, se forem toung
das certas precaugoes quanto & lavagem do precipitado
(1CA) protéico.

Entre os solventes utilizados para a lavagem
das proteinas, a acetona mostrou-se superior. Na ace

w4 Stongtde lavagem detectaram-se o feids clorogdnico e

isoclorogénico, que interferem no método de Folin-Lo-
wry, e quatro aminodcidos e cafeina, gue interferem
no método do N x 6,25. O método de referéncia N x -
6,25 também sofre interferéncia pelos motivos acima
descritos, como provavelmente também pelos polissaca
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rideos que contém nitrogénio e que eao precipitados
juntamente com as proteinas.

Quanto & eletroforese das protefnas. soldveis,
visando & melhor diferenciagao quanto 3 qualidade da
bebida, a melhor soluggo extratora e de corrida no
gel-agar fol o tempao fosfato pH 7,0, 0,05 M.

4.3. Dados e Conclusoes

4.3.1. Compostos fendlicos

Os cafés Moles apresentaram valores inferio -
res de dcido clorogénico em relacac ao Duro, Riado e
Rio, significativo a 1%. Foram os seguintes os valo-
res encontrados: M=6,94%, D=7,59%, Ry= 7,38% e R=T,42%
Os cafés Duro, Riado e Rio nao foram diferentes entre
_si estatisticamente.

Os dcidos ispclorogénicos-e neoclorogénicos .
nao apresentaram diferencas significativas entre os
cafés esnalisados.

Os teores de fendis totais soliveis em dgua
e em metanol a 80% tambdm nao apresentaram diferencgas
slgnificativas entre as diferentes bebidas. Os teores
de fenol total, tanto extraidos com dgua como metanol
e 80%, foram da ordem de 8,00% em relacao & matéria
seca.

O menor teor de dcido clorogénico no café lo-
le pode ser um dos fatores gue contribuem para uma me
lhor bebida, estando provavelmente relacionado com on
tros componentes do grgo porgue em algumas amostras
de café Mole.o teor de dcido clorogénico situava-se
‘na faixa de outros cafés. | '

4.3.2. Carboidratos

Embora o teor de carbvoidratos livres soldveis
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em etanol a 80% tenha side um pouco mais elevado no
café Mole, a andlise estatistica nao revelou signifi
~“eancia. A média encontrada para todos os cafés foi
de 10,58%, baseados na matéria seca.

O teor de acgdecares redutores no café Duro foi
um pouco superior aos outros cafés, mas esta diferen-
¢ca também nao foi significativa. O teor médioc baseac
do na matéria seca foi de 0,86%.

A porcentagem de polissacarideos solidveis em
oxalato de amonio 0,5% a guente também nao varia en -
tre os trés melhores e os trés piores cafés. Os valg
res encontrados foram em torno de 1,45%, baseados na
matéria seca. |

Os carboidratos estudados parecem nao influir
na qualidade da bebida dentro da variedade de café eg
tudada; entretanto nao fica exclufda a hipdtese de que
a interacao destes carboidratos com algum outro com -
posto possa ter algum efeito.

4.3.3. Protefnas soliveis

4.3.3.1. Protefnas soldveis precipitadas com
TCA

Embora as protefnas soldveis em tampao fosfa-
to pH 7,0 0,01 M tenham apresentado valores menores
para o café Rio, estes nao diferiram significativamen
te dos demais. Os teores encontrados, segundo a qua-
lidade de bebida, foram os seguintes: = 3,78%, D= -
3,77%, Ry= 3,77% e R= 3,45% (em relzcgao a matéria se-
o) 5 5, s e i :

As proteinas soldveis em NaCl a 10% foram
quantitativamente diferentes entre o café Rio e Duro.
Os resultados encontrados foram: M= 3,51%, D= 3,76%,
Ry= 3,51% e R= 3,24% (em relacao & matéria seca).
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A hipétese apresentada no infcio deste traba
lho de gque nos piores cafés os polifendis tivessem
s8ido os agentes precipitantés das protef{nas nao tem
muito suporte nos resultados obtidos, pois os teores
de fendis totais em dgua e em metanol a 80% nio foram
@iferentes para o café Rio. Por outro lado, nao fica
excluida a possibilidade de que os solventes utiliza-
dos na extraqgo dos fendis nao tenham sido os melhores
para o presente c¢aso.

4.3.3.2. Eletroforese de protefnas soluveis

A eletroforese em gel-agar mostrou diferencgas
significativas ao nivel de 1% enyre os cafés estuda -
dos. A somatdria das distancias percorridas pelas
proteinas em direggo ao polo positivo (+) e negativo
(-) foi: M=(+) 5,50, B=(~) 5,83, Ry=(-) 1,33 e R= (-)
7,16. Bxcluindo o café Duro, houve uma tendéncia 1i-
near quanto ao caminhamento dos outros cafés em rela-
¢ao & bebida, e, quanto maior o caminhamento para o
volo negativo, pior a behida.

Os diferentes caminhamentos das protefnas em
relacao 3 gualidade de bebida parecem ser devidos 3
atividade da polifenol oxidase que age sobre os com-
postos fendlicos durante a extracao. Estes compostos
fenélicos ligados a&s protefnas alteram sua carga elé-
trica. Como nos melhores cafés a atividade desta en-
zima é mais elevada (AMORIM e SILVA 1968; ROTEMBERG
& TACHAN 1970; SANINT & VALBNCIA 1970), maior sérd a
probabilidade dos compostos fendlices oxidados forma
rem complexos com estas proteinas, alterando-lhes a
Zgargs elétrica. Tal hipdtess fol provada' com uma £d-
rie de experimentos utilizandoc smbstancias redutoras
e polfmeros que se ligam aos fendis, impedindo que eg
tes se complexem com as proteinas. Tais experimentos
foram completados por ensaios em coluna de Sephadex
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G-25 fina e cromatografia em papel.

Embora com os resultados deste trabalho nao
se possa afirmar que a qualidade da bebida dentro da
variedade de café estudada esteja diretamente relaci
onada com o teor de dcido clorogénico ou com a quan-
tidade de proteinas soldveis, é licito especular que
ralvez na interagao entre fendis e protefnas resida
um dos fatores que contribuem para a formaggo dos pre
cursores do gosto e ¢ aroma desejdveis do café.

4.3.4. Compostog analisades em relagao ap ni-
trogénio total

Nao houve diferenca significativa em nehhum
dos compostos estudados em relacao ao nitrogénio to -
tal com a qualidade da bebida do café.

4.3.5. Correlagao entre os compostos gnalisa=-
dos

Correlagoes positivas e altamente significan-
tes foram encontradas entre os teores de nitrogénio
total e de protefnas soldveis em tampao fosfato ( r=
0,82) como também em NaCl a 10% (r=0,76). TFoi tam -
bém significante a correlaggo entre as duas proteinés
goliveis, ao nivel de 0,1% (r= 0,85%).

0 teor de dcido clorogénico total estd positi
vamente correlacionado com os fendls totais soliveis
em dgua (r= 0,57) e metanol (r=0,64).

A correlacgao entre teores de fendis totais
solivels em metanol e soliveis em dgua foram signifi-

- cativas somente ao nivel de 5% (r=0,40).

Uma correlagao nao esperada e.que foi signifi
cativa a 1% (r= 0,54) foi a encontrada entre carboi -
dratos solidveis e protefnas soldveis em tampao fosg <
fato. Nenhuma explicagao no momento pode ser dada ao
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achado experimental.

5. SUMMARY
5.1. bjectives of the work

The aim of this work was to try to correlate
some chemlcal components of the green coffee bean
with the quality of the beverage thereof.

Among the compounds which undergo pirolysis
at the most extensive rate on roasting, are sucrose,
chlorogenic acid, and proteins. Due to this reason,
total free carbohydrates (mostly suorose), reducing -
sugars, polysaccharides, c¢hlorogenic acid and its
iscmers, total phenols soluble in water and 80% me -
thanol, proteins soluble in phosphate buffer (pH 7,0
0,01 M) and in 10% Nall, and total nitrogen were es-
timated in the 24 coffee samples. These samples we-
re collected in several regions of the State of Sao
Paulo and classified by the official tasters of the
Brazilian Institute of Coffee (SERAC, SP-1).

It was tried to correlate the content of each
.compound with the others by linear regresion.

5.2. Methodology

Due to the fact that there is no final action
for the official methods for the most of the determi
nations carried out, many modifications on the exis-
ting methods had to be made in order to apply them to
green coffee beans.

5 2 1. Phpnolic compounds_.

Three netnods for cnlorogenlc 301d egstimati-
on were compared: MOORES et al.(1948), A.0.A.C.(1970)
and GNAGY (1961 and 1962).

The chromztographic method of GNAGY (1961 and
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1862) is too time consuming (2 to 3 days to perform
one single estimation) provide_conditions to have
phenolics oxidized and shows high variability. W%When
comparing the MOORES et al.(1948) and A.0.4.C.(1370)
methods, the former gave values up to. 5% higher  than
the latter, but this difference was constent and in-
dependent of the coffee sample. Both are good and
reproducible. The A.0.A.C. {(1970) method is not on
the final action and is under study (DICK(2972). It
was decided to use MOORES'method because 1t is mowe

ranid. >

The determination of total phenols soluble
in water and in 80% methanol showed no difficults on
adaptation. The only investigation carried out was
designed to find out the number of extractions and
time required for the complete extraction.

5.2.2. Carbohydrates

The estimation of soluble carbohydrates in
80% ethanol presented some problems with regard to
the interfering substances.

Chlorogenic acid may contribute with up to
5% to the color developed by the phenol-sulfuric me-~
thod of DUBOIS et al. (1952). An unknown compound
(prowably a phosphorilated sugar) increased by 5% the
color with this method. -

The extraction prdoedure of soluble carbohy-
drates should be made with hot ethanol and immediate=
ly after the grinding of the sample to aveid hydroli-
sis of sucrose. Several kinds of ion echange resins
‘alse hydrelizes sucrcse, probably bdbecause. it decrea-
ées the pH of the eluate. |

The estimation of reducing sugars has to he
made following the extraction, otherwise the break -
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down of sucrose increases the reducing sugars value.,
It can be avoided by neutralizing the eluate after
passing through the resin columm.

The reducing sugars should be taken as the
"reducing power", because it 1s possible that redu -
cing substances which are not sugars could be found
in the extract, in spite of the fact that the wvalues
found in this work are in the range of those found
in the literature.

No problem was found on the isolation of po-
lysaccharides and estimation by using the WOLFROM et
al. (1960) method.

5.2.3. Soluble proteins

Existing methods as found in the literature
for soluble protein determination can not be applied
directly to green coffee beans.

The insolubility and /or turbidity of the
proteins did not permit the use of ultra-violet (280/
260 nm) method. The fromation of a floculent preci-
pitate with the biuret reazent,; made it impossidble to
measure proteins by the biuret method (LAYNE (1957).

The Folin-Lowry method (LOWRY et al. (1951)
geems t0 be the most suitable for protein estimation
if one washes the TCA precipitate.

Among the solvents tested to wash the preci-
pitated proteins, acetone seems to be the best one.
In the acetone that washed the TCA precipitate it we-
re found chlorogenic and isochlorogenic acids, which
interfere with the Folin~Lowry-meth6d and four amine
acids and caffeine which interfere with the N x 6,25
method for #etermination of proteins.

The phosphete buffer (pH 7,0 0,05 M) was
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chosen to extract the solubel proteins for eletrophg

resig separation in gel-agar. Also, this same buffer
was the most suitable for protein migration and dif-

" ferentiation among the samples tested.

5.3. Results and conclusions

5.3.1. Phenolic compounds

The chloiogenic acid content of the Soft cof
fe wag lower (significant at 1% level) than the Hard,
Rioy and Rio coffees.

The average for fhe six samples of each stan
dard beverages were S= 6,94%, H= 7,59%, RY=7,38% and
R= 7,42%. The Hard, Rioy and Rio coffees were not
statistically different.

The contents of isochlorogenic and neochloro
genic acids showed no statistical difference among
the coffees.

The contents of total phenols soludble in wa-—
ter and in 80% methanol, also showed no significant
difference among the coffees. The total phenols (wg
ter and 80% methanol) content was about 8,00% in dry .
weliglth basis.

The lower chlorogenic acid content found in
the Soft coffee may be one of the factors which con~
tribute to the good beverage, but probably in relati
onship with other components of the bean, bec.use it
was found some values for chlorogenic acid in samples
of Soft coffee that was in the range of other coffees.

5:3.2+ Carbohvdrates

Although the soluble carbohydrates found in
Soft coffee was little higher than the others, statis
tical analysis showed no difference. The average for
all samples was 10,58% on dry weigth basis.
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The reducing sugar content was higher in the
Hard coffee, but also, no significant difference was
found. The average for all semples was 0,86 in dry
weigth basis.

The porcentage of soluble polysaccharidés in
hot 0,5% ammonium oxalate showed no difference among
the coffee tested. The average for the three best
and the three worst coffees was 1,45%.

The carbohydrates content estimated in this
work, showed no difference among the coffees which
differ on the quality of .the beverage. However, the
hypothesis by which the interaction of these carbohy-
drates with other compound may have some correlation
with the gquality of the beverage, cannot be excluded.

5.3+3. Soluble proteins

5.3.3.1. TCA precipitate of soluble proteins

No statistical difference was found on the
phosphate buffer soluble protein awmong the s tandards
coffee qualities. The soluvle protein conbtent of
each standard was the following: S= 3,78%, H= 3,77%,
Ry= 3,77% and R= 3,45% (dry wt.basis).

The NaCl 10% soluble proteins extracted from
the standards coffee qﬁality showed a significant dif
ference, at 5% level. The following results were
observed: S= 3,51%, H= 3,76%, Ry= 3,51% and R= 3,24%
(dry wt.basis).

The hypothesis that in the Rio coffees the
polyphenols had bean the precipitating agents for the
proteins, has no suppert with the data presented he -~
re, because the content of total phenols soluble in
water and in methanol were not different between the
Rio coffee and the others. On the other hand, the
possibility that the solvents used for extracting the
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phenolic compounds were note proprer for the present
case, is not excluded.

5¢3.3.2. Eletrophoresis of the soluble pro -
teins

The gel-agar eletrophoresis separated signi -
ficantly (at 1% level) the proteins extrated from dif
ferent standard coffee types. The following results
(in mm) were obtained: S=(+) 5,50, H=(~) 5,83, Ry=(-)
1,33 and R=(~) 7,16. Excluding the Hard coffee, it
was observed a linear tendency to increase the distan
ce toward the negative pole from the best coffee to
the poorest. '

The different protein behavior in relation %o
the different qualities of the beverage, seems to be
asgociated to the activity of the polyphenol oxidasge
which act on the phenolic compounds during the extrag
tion procedure. These pehnolic¢ compounds when atta -
ched to the protein may change its electrical charge.

The higher activity of polyphenol oxidase
found in the good coffees (AMORIM & SILVA (1968),
ROTEMBERG & IACHAN (1970) and SANINT & VALENCIA (1970)
brought about more oxidation of the phenolic compounds
than the case of poor coffees. Because of this, more
proteing migrated toward the positive pole, compared
with the poor coffee which shows a lower enzymatic
activity.

This hypothesis was checked with a serie of
experiments using reducing agents, PVP (polyvinylpir-
rolidene) and resins, to aveid phenclica and quinones
to complex with proteinSQ Such experiments were com-
pleted by passing extracts through a Sephadex G-25
(fine) columm and by using paper chromatography tec-
nigues.
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5.3.4. Compounds content on total nitrogen
basis

Ko significant difference was observed for
the compounds studied in relation to the total nitro
gen, if one compares with the quality of the bevera-
g€,

5.3.%. Correlation between the estimated com

Tounds

Positive correlations, significant at 0,1 %
level, were found between total nitrogen and soluble
protein in phosphate buffer (r=0,82) and also with
soluble protein in NaCl (r=0,76). Between the two sg
luble proteins, the linear regression showed a value
for r= 0,85 (significant et 0,1% level).

Total chlorogenic acid was positively corre-
lated with both, total phenolics soluble in water
(r=0,57) and in methanol (r=0,64). The statistical
significance was found to be at 1% and 0,1% level,
regpectively.

Total phenol soludble in water were correla-
ted with the total phenols soluble in methanol only
at the significant level of 5% (r=0,40). This result
ghows that phenolic compounds extractes with water
are not same (at least in vart) as those extracted
with methanol.

A significant correlation (at 1% level) was

found between soluble carbohydrates and soluble pro-
teins in phosphate buffer (r=0,54).

No explanation ecould be found for this result.
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TABELA A-35. Leido clorogdnico total, de graos de
café verde, expressos”em porcentagens em rela
¢ao ao material seco e As respectivas qualida
des de bebida (cada valor numérico representa
e média de trés determinagoes).

Némero da Qualidade de % dcido clorogénico Média

Total 7% 16,6695

d.m.s. 5% == 0137
Prro da 4édia = 0,1014 Coef. Var.= 5,86%

Amostra Bebida. Repeticoes
18 pa 38
1 Mole 6,27 6,43 5,67
2 Mole 7,23 7,28 Te23 .
3 Mole : 7;19 7903 6997 6’94
2 Mole 6,23 6,51 6,56
5 Mole 7,51 7,68 T+73
6 Mole 7,10 7,2 7,21
7 Duro 7,82 7,76 7,92
8 Duro 8,24 8,35 8,41
g9 Duro 7,01 6,95 6,90 7,59
10 Duro 7969 7’52 7952
11 Duro 7,65 7,60 7465
12 Duro 7,32 T,1le 7,16
13 Riado. 7,09 7,09 6,98
14 Riado 7,48 7,80 8,02
15 Riado 7453 7,53 7,47 7,38
16 Riado 8,09 17,82 7,82
17 Riado 7,12 6,96 6,96
18 Riado 6,89 7,05 7,22
19 Rio T,48 7,48 Te43
20 Rio 7,52 T,36 7,25
22 Rio 7,85 7,53 7,63
23 Rio 7,16 7,60 7,71
24 Rio 7,74 1,52 Ty 47
Andlise de Variancia
Causa de Variagao G.1l. S.Q. Q.M. ¥,
Tratamentos 3 . 4,0813 1, 3604 ?yzéﬁx
Res{duo | 68 12,5881 0,1851
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TABELA A-36. Fendis totais soldvelis em 4gua, de
 graos de café verde, expressos em porcentagem
em relagao ao material seco e &s respectivas
qualidades de bebida (cada valor numérico re-
presenta a média de trés determinagoes).

Ndmero da Qualidade de % Fendis totais  Média

Amostra Bebida - Sol. em dgua
Bepetigoes
18 ne
1 Mole 6,95 - 6,85
2 Mole 8,63 9,03
3 Mole .8, +29 8,34 8,06
4 Mole 7,65 7,11
5 Mole 8,54 7,26
6 Mole 9,06 9,13
T Duxro 8,36 7,31
8 Duro 9,07 8,_)2
9 Duro 7,49 Ty 39 7,92
10 ~ Duro 8,29 8,66
11 Duro 7,62 8,06
12 Duro 7,01 T7+59
13 Riado 7,56 7,94
14 Riado 7,92 6,85
15 Riado 7,97 8,95 7,93
16 Riado 9,32 9,17
17 Riado 7,11 7,50
18 Riado 7,14 7,76
19 Rio 8,02 8,20
20 Rio , 6,68 7,84 ’
21 Rio 7,55 7,37 8,08
22 Rio &,67 8,85
23 Rio 8717 8,09
24 Rio 8,44 9,09
Andlise de Varisncia
Gausa de Variagao G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamento 3 . 0,2487 00,0829 0,14
Resfdue ; 46 24,6815 0,5610
Total 47 24,9333

d.m.8., 5%=0,81
Brro da média= 0,2162

Coef. Var.= 9,35%



- 129 -

TABELA A-37. .E‘enéis totais soldveis em metanol a
80% de graos de café verde, expressos em por-
centagens em relagao ao material seco e as res
pectivas gqualidades de bebida (cada valor nu-
mérico representa a média de trés determina -
coes).

Ndmero da  Qualidade de Fendis totais sol. Média

Amostra Bebida Metanol a_80%
Repeticoes
18 o8
1 Mole Ty 34 7,29
2 Mole 8,50 8,51
3 Mole 7,79 8,05 7,95
4 Mole 79 36 7,04‘
5 Mole 8,30 7,46
6 Mole 8,65 8,61
7 Duro 8,16 8,7L
8 Duro 9,21 8,87
9 Duro 7,27 T,36 8,26
10 Duro 7,69 8,35
11 Duro 8,76 8,86
12 Duro 7,68 8,23
13 Riado 7,10 7,36
14 Riado 3,13 7442
15 Riado 7,28 8,44 8,02
16 Riado 8,83 8,84
17 Riado 7,70 7,94
18 Riado 8,10 8,18
19 Rio 7,59 7,52
20 Rio 8,82 9,13
2L Rio 8,16 7,78 8,07
22 Rio 8,66 9,17
23 Rio 7,84 7,65
24 Rio 7,19 T443
Andlise de Variancia
Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F.
Tratamento o 3 - 0,6113 0,2037 0,45
Resfiduo 44 - 19,6090 0,4456
Total 47 20,2204

d.m.s, 5%= 0,72
Erro da média = 0,19 Coef.Var.= 2,6202
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TABELA A-38. Carboidratos livres totals soldveis
em etanol a 80%, de gramos de café verde, ex-
pressos em porcentagens em relacao ao material
seco e as respectivas qualidades de bebida
(cada valor numérico remsresenta a média de
trés determinacoces).

Ndmero da  Qualidade de % carboidratos Média

Amostra Bebida Repetigoes
18 o8 38
1 Mole 13,74 12,12 12,12
2 Mole 11,09 11,09 110,78
3 Mole 5 9,70 9,98 9,91 10996
4 Mole 9,98 9,96 10,14
5 Mole 11,36 11,51 11,47
6 Mole 10,39 10,78 11,33
7 Duro 10,49 10,52 11,53
8 Duro 10,95 10,33 110,23
9 Duro 10,77 10,92 10,52 10,51
10 Duro 9,43 9,85 10,61
11 Duro 10,59 10,80 10,59
12 Duro 10,18 9,97 10,94
13 Riado 10,21 10,82 10,60
14 Riado . 14,89 12,75 11,50
- 15 Riado 11,57 11,18 11,02 10,81
16 ~ Riado 9,08 9,53 9,01
17 Riado 8,11 T, 69 8,30
18 Riado 13,86 13,30 10,74
19 Rio 10,05 10,34 10,26
20 Rio , 9,91 10,54 11,23
21 Rio 10,63 11,22 11,50 10,06
22 Rio 8,94 9,43 8,53
23 Rio © 10,59 10,80 10,59
24 Rio -8,80 8,70 9,05

Andiise de Variancia

Causa de Variacao G.L, S.Q. Q.M. F.
Tratamentos | 3 8,637 2,8772 1,89
Residuo 63 103, 3947 1,5205

Total 71 112,0264

d.n.s. 5% 1,08

Erro da média = 0,2906
Coef. Var.= 11,64%
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TABELA A-39. Acdcares redutores, de graos de café
verde, expressos em porcentagens em relagao
ao material seco e as reepectivas qualidades
de bebida (cada valor numérico répresenta a
média de duas determinacoes).

Ndmero da Qualidade de Repetigoes Média
Amostra Bebida 1e 28 38
1 Mole 0,75 0,78 0,75
2 Hole 1,03 1,05 1,05
3 Mole 0,68 0,65 0,65 0,82
2 Mole 0,65 0,75 0,70
5 Mole . 0,80 0,80 0,83
6 Mole 0,96 0,30 1,00
7 Duro 0,85 0,85 0,83 ;
8 Duro 0,70 0,90 0,85 :
9 Duro 0,80 0,85 0,80 0,96
10 Duro 0,88 0,96 1,00
‘11 Duro 0,80 0,88 1,03
12 Duro 1,45 1,47 1,53
13 Riado 0,83 0,80 0,73
14 Riado 0,63 0,60 0,60
15 Riado 0,85 0,83 0,85 0,85
16 Riado 0,98 0,95 1,13
L7 Riado 0,7 0,75 0,78
18 Riado 1,00 1,05 1,20
19 Rio 0,76 0,76 0,80
20 Rio 0,85 0,75 0,86
21 - Rio 0,86 0,78 0,85 0,83
22 Rio 0,85 1,00 1,03
23 Rio 0,70 1,03 0,78
24 Rio 0,75 0,78 0,78
Andlise de Variancia
Causa de Variagao G.L. S.Q. Q.¥. TF.
Tratamentos 3 - 0,0833 0,2500 2,73
Residuo 65 0,0304 2,0711
Total Cow B nad ¥ G ¢ 2,3211

d.n.s. 57@ 0,15
Erro da média = 0,0411
Coef.Var.= 20,10%
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TABELA A-40. Nitrogénio total, de graos de café
verde, expressog em porcentagens em relagao
a0 material seco ¢ &8 respectivas qualidades
de bebida (cada valor numérico representa
una determinaqgo).

Rimero da Qualidade de % Nitrogénio Média

Amostra Bebida Repeticoes
. 1e 28 38
1 Mole 2,61 2,54 2,69
2 Mole 2,17 2,28 2,28
3 Nole 2,56 2,64 2,67 2,55
4 Mole 2’59 2,69 2959
5 Mole - 2,87 2,56 2,88
6 Mole 2,43 2,46 2,43
7 Duro 2,77 2,70 2,77
8 Duro 2,76 2,63 2,75
9 Duro 2,86 2,78 2,82 2,66
10 Duro 2,46 2,53 2,45
11 Duro 2,82 2,98 2,64
12 Duro 2,32 2,28 2,40
13 Riado 2,76 2,62 2,69
14 Riado 5,65 2,50 2,67
15 Riado 2,79 2,62 2,76 2,62
16 Riedo 2,80 2,74 2,65
17 - - Riado 2433 2,29 25 35
18 Riado 2,69 2,62 2,65
19 Rio 2,61 2,64 2,46
20 Rio 2,45 2,52 2,50
21 Rio 2,78 2,73 2,84 2,55
22 Rio 2,53 2,67 2,75
23 ~ Rio 2,51 2,47 2,44
2% Rio 2,36 2,38 2,19
Andlise de Variancia
Causa de Variacao G.L. SeQo Q.M. ~F.
Tratamentos 3 0,1610 0,0536 1,77
Residuos 68 | 2,058 0,0302
Potal | A} 2,2192

dem.g. 5%<0,15

Erro da média = 0,410
Coef.Var.= 6,69%
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TABELA A-4l. Protefna soldvel em tampao fosfato
pH 7,0 0,01 M precipitadas com TCA, de graos
de café verde, expressas em porcentagem em

relagao ao material seco e &s respeciivas
qualidades de bebida (cada valor numérico re
presenta a média de duas determinagoes).

Nimero . da Qualidade de % Proteinas Média
Amostra Bebida Repeticoes
: 18 o8 38
1 Mole. 3,76 4,03 4,38 _
2 Mole 2,99 3,35 3,43
3 Mole 4,06 3,01 4,06 3,78
4 Mole 3,99 3,63 3,37
5 Mole 4,38 4,38 4,
6 Mole 3,70 3,43 3,70
7 Duro 4,14 4,57 3,96
8 Duro 4,60 3,62 3,54
9 Duro 4,23 3,97 3978 3,77
10 Duro 3,29 3,03 34 38
11 Duro 4,11 4,02 1,19
12 Duro 2,79 3,49 3,23
13 Riado 3,85 4,21 3+59
14 : Riado 4,30 4, 30 3,77
15 Rizdo 4,13 3,95 3,60 3,77
16 ‘Riado 3,96 3,52 3,61
17 Riado 3,26 3,35 2,64
18 Riado 3,60 3,96 4,22
19 Rio 3;54 3,1‘ 2’93
20 - Rie 3,62 3,18 3,10
21 Rio AL 4,22 4,39 3,45
22 Rio - 3,9¢ 3,98 3,18
23 - Rio 3,26 2,91 2,72
24 Rlo 3,07 3,07 3,59
Anallse de Var1an01a S
Causa de Variacgao G.L. S.Q. Q.M, F.
Tratamento PR EE: o 13 1,4036 0,4678 2,01
Residuo 68 15,7633 0,2319
—— = SRYER T

d.m.S. 57{": O, 42
Erro da wédia = 0,1135 Coef.Var.= 13,03%
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TABELA A-42. Proteina solidvel em NaCl a 10%, pre-
cipitadas com TCA, de graos de café verde, ex-—
pressas em porcentagem em relacgo ao material
seco e &s respectivas qualidades de bebida (ca
da valor numérico representa a média de duas
determinagoes).

Némero da Qualidade de % Proteina Média
Amostra Bebida Repeticoes
18 o8 38
1 Mole 3,33 2,97 3,50
2 Mole . 2,81 3,26 2,90
3 MOle 4906 3,72 3,89 3! 51
4 Mole 3,99 3,06 3,28
5 Mole 4,47 4,21 4,21
6 Mole 3,17 3,08 3,43
T Duro 4,74 4;74 3,52
8 Duro 4,33 3,62 3,62
9 Duro 4,31 3,97 3,35 3,76
.10 Duro 3,21 2,84 3,12
11 Duro 4,11 3,76 4,02
12 Duro 3,67 3,45 3532
13 Riado 3,86 3,69 3,33
13 Riado 4,04 4,04 3,68
15 - Riado 3,69 3,87 3,51 3,51
16 Riado 3,70 3,34 352
17 Riado 3,00 3,00 2,64
18 Riado 2,90 3,69 3,78
19 Rio 3,63 3,10 3,02
20 Rio 3,44 3,10 2,91
21 Rio 3,87 3,70 3,96 3,24
22 Rio 3,53 3436 2,92
23 Rio 2,72 2,81 2,64
24 Rio 3,42 3,25 3,02

Andlise de Variancia

Causa de Vsriagao  GoL. S.Q. Q.M. F.

. Tratamento 3 20,4265 0,8088 3,74%
Res{duo 68 . 14,6840 0,2159
Total . 71 17,1105

d.m.s. 5%=0,40 Erro da média= 0,1095 Coef.Var.13,23%
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TABELA A-43. Comportamento eletroforético em
gel-agar das proteinas provenientes das 24
amostras segundo a qualidade da bebida.

Nimeroc da Qualidade de Repeticoes Média M.Geral

Amostra Bebida 1¢ 28
1 Mole +5 + T + 6,0
2 Mole +10 +12 +11,0
3 Mole + 5 + 2 + 3,5 + 5,5
4 Mole +12 + 7 + 9,5
5 Mole +14 +15 +14,5
6 Mole -12 -11 -11,5
7 Duro -8 -4 - 6,0
8 Duro : -3 -3 - 3,0
g9 Duro - 8 -6 - 7,0 ~5,8
10 Duro +1 +2 -+ 1,5
11 Duro -16 ~-12  =14,0
12 Duro - 7 - 6 bt 6,5
13 Riado -10  -11 -10,5
14 Riado +11 +15 +13,0
15 Riado -14 ~12 -13,0 - 1,3
16 Riado + 2 +14 ~ + 8,0
17 Riado + 2 + 3 + 245
18 Riado -4 =12 -~ 9,0
19 Rio +18 + 5 +11,5
20 | Rio ~18 -16 ~17,0
21 Rio =3 0 - 1,5
20 Rio -8 -10 -9,0 - 17,1
23 Rio -14  -l4  -1%,0
24 Rio -15 ~-11 -13,0
Andlise de Variancia -
Causa de Variacgao G.L. S.Q. Q.M. F,
Tratamentos 3 1174,9166 391,6388 4,75xx
Rea{duo 44  3625,0000 82,3862

JTotal i . X 4799,9166
‘dem.s. 5% 9,87
Erro da média = 2,6202



fé verde,

- 136 -
enio total de graos de ca

~ segundo a qualidade de bebida.

TABELA 4-44. Relagfo em gramas do composto por gra-:.
- ma de nitrog

33
48
31
55
32

45 1,42
41 1,38
300 1,23
46 1,41
32 1,45

.~ & & e a

58 1,
44 1,48 1

34 1,56 1,25
21 3,07 1

24 1,46 1
69 1,42 1
45 1,40 1

76 1,

”””””

3
2

3,17
82 2
85

2,

2975 2y
2,95

82 0.27

4,85 0,29 2,80 2,64 2
s33 0,29

4,91 0,46 3,79 3,94 3

3,76 0,25 3,02

3
4
4

Mole
Mole
Mole
Mole -
Mole
Mole

AN nW

53 1,57
62 1,46 1,35

3,06 1
2,72 1
85 1

64 2,46 1
27

42
79
04 3,00 1
85

2,88 2

3
313
07 2

2,69

5,00 0,23 3,17 2
4,14 0,31 2,89
3,37 0,37 3,23
3,53 0,33 3,37

14 2
4,77 0,41 3,07

3934
29 2,59
38 3,23 3
32
62

30
3,95 0,31

’’’’’

3,87 O
4,02 0
2,32 0

3,81 0

Duro

Duro

" Duro

Duro

Duro
i

Duro

7
8
9
11
12

31

98 1,58 1,50

76 1,43 1,36

90 1,36 1,29

02 1,33 1,24
48 1

66 1,

S A N o

83 2
11 2
38 2
15 3
81 2

99999

3
3
3
2

3,92 0,29

ado
iado
iado
iado
iado
iado

R
R
R
R
R
R

13
14
15
16
17
18

55 1’%2
220 1,23

311
,40 1,40

9

16 2,90 1,24 1,26
88 2,93 1,
68 2,51 1
31 2,88 1
,29 3,03 1,20 1,10
79 3,28 1

NGSO NOSO

1 Tampgo

N.S.
Proteina Soldvel NaCl.

N.S.
14
dve

génico

N'OSG

NoSe

2= Qualidade de Bebida

1= Ndmero da Amostra
3= Carboidrato

4= Lgucar Redutor
. 5= T.Fenol Mebandl - . . . . ...
6= T.Penol Lgua e

8= Proteina Sol

9

0,87 0,44 0,11 0,46 1,23 2,00 1,87
7= Lcido Cloro

F.
LEGENDA:

Signif.a 5% N.S.

An.var.



