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RESUMO

A importancia da polinizacdo bittica é reconhecida em diversas culturas, entre
elas destaca-se o café. Nesse sentido, 0 objetivo deste estudo foi verificar a
influéncia da polinizacdo biética na composicdo quimica do café (Coffea arabica
L.) cultivado nas cidades de Araguari e Monte Carmelo, localizadas no sul do
estado de Minas Gerais. Foram analisadas 20 amostras, sendo 10 com
polinizacdo (P) realizado por abelhas e outros polinizadores e 10 sem polinizacao
(NP) (somente autopolinizacdo e pelo vento). Foram avaliados os compostos
bioativos, a capacidade antioxidante e a composi¢cdo centesimal dos gréos de
cafés crus. Os resultados revelaram a distincdo quimica entre as amostras P e
NP. Na composi¢cdo centesimal, as amostras NP foram superiores referente a
umidade, lipidios, carboidratos totais e proteinas. Os teores de cafeina e
trigonelina variam de 0,85 a 1,16 g 100 g! e 0,76 a 0,96 g 100 g%,
respectivamente, sendo ambos superior nos graos P (p-valor<0,05). Os graos de
cafés provenientes das amostras P apresentaram um teor médio de acidos
clorogénicos (ACG) totais significativamente superior, 4,96 g 100 g, as amostras
NP, 4,66 g 100 g (p-valor< 0,05), equivalendo a um incremento de 6,05 %. O teor
de compostos fendlicos totais foi superior em NP e a capacidade antioxidante
frente ao radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH+) e o potencial de reducao
foram superiores em P conforme o teste Tukey. Na analise do PCA, os
parametros que influenciam em P sdo cafeina, trigonelina, 3-CQA, 4-CQA, 5-
CQA, 5-FQA, e reducdo para ambas as cidades, enquanto que em NP sé&o
umidade, carboidratos, proteinas, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA, fendlicos, e resultados
de DPPHe+ para ambas as cidades. Com relacdo a composicdo centesimal, as
amostras em NP apresentaram 0s maiores teores na umidade, proteinas e
carboidratos, com excecao dos lipideos que ficou superior em P na cidade de
Monte Carmelo. A abordagem quimiométrica empregando-se a Analise de
Componentes Principais (PCA) foi realizada para avaliar as diferencas entre
amostras na mesma cidade, submetidas ao procedimento em P e NP, e entre as
duas cidades, Araguari e Monte Carmelo. Para Araguari, a distingdo das amostras
no PC6 (7,24% da variancia explicada), enquanto para Monte Carmelo, uma
tendéncia de separacdo mostrada no PC5 (9,01% da variancia explicada).



Observou-se que as amostras em P estdo separadas no lado negativo do PC, e
as amostras em NP estdo no positivo. Os resultados evidenciam que a
polinizacéo realizada por abelhas em plantas de café (Coffea arabica L.) torna os
graos com maior concentracdo dos compostos bioativos, e considerando que
também sado precursores de compostos volateis no café, isto afeta diretamente a
qualidade dos graos. Os servicos de polinizacéo realizado pelas abelhas e outros
polinizadores s&o 0s principais mecanismos para a manutencao da vida do
planeta, sendo que as plantas dependem delas para se reproduzirem através do

transporte de polen que € um processo altamente sustentavel.

Palavras-chave: Polinizagdo, Compostos Bioativos, Atividade Antioxidante,
Composigdo Centesimal, Sustentabilidade, Qualidade do Café.



ABSTRACT

The importance of biotic pollination is recognized in several cultures, among them
the coffee. In this sense, the objective of this study was to verify the influence of
biotic pollination on the chemical composition of coffee (Coffea arabica L.) grown
in the cities of Araguari and Monte Carmelo, located in southern Minas Gerais
state. Twenty samples were analyzed, 10 with pollination (P) performed by bees
and other pollinators and 10 without pollination (NP) (only self-pollination and wind
pollination). The bioactive compounds, antioxidant capacity and the centesimal
composition of the raw coffee beans were evaluated. The results revealed the
chemical distinction between the P and NP samples. In the centesimal
composition, the NP samples were superior regarding moisture, lipids, total
carbohydrates and proteins. The caffeine and trigonelline contents ranged from
0.85t0 1.16 g 100 g-1 and 0.76 to 0.96 g 100 g-1, respectively, both being higher
in P beans (p-value<0.05). Coffee beans from the P samples had a significantly
higher average total chlorogenic acids (GCA) content, 4.96 g 100 g-1, than the NP
samples, 4.66 g 100 g-1 (p-value< 0.05), equating to an increment of 6.05 %. The
content of total phenolic compounds was higher in NP and the antioxidant capacity
against the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH-) and the reduction
potential were higher in P according to the Tukey test. In the PCA analysis, the
parameters influencing in P are caffeine, trigonelline, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 5-
FQA, and reduction for both cities, while in NP are moisture, carbohydrates,
protein, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA, phenolics, and DPPH- results for both cities. In
relation to the centesimal composition, the samples in NP presented the highest
contents in moisture, proteins and carbohydrates, with the exception of lipids that
were higher in P in the city of Monte Carmelo. The chemometric approach using
Principal Component Analysis (PCA) was performed to evaluate the differences
between samples in the same city, submitted to the procedure in P and NP, and
between the two cities, Araguari and Monte Carmelo. For Araguari, the distinction
of samples in PC6 (7.24% of the explained variance), while for Monte Carmelo, a
tendency of separation shown in PC5 (9.01% of the explained variance). It was
observed that the samples in P are separated on the negative side of the PC, and
the samples in NP are on the positive. The results show that pollination performed



by bees in coffee plants (Coffea arabica L.) makes the beans with higher
concentration of bioactive compounds, and considering that they are also
precursors of volatile compounds in coffee, this directly affects the quality of the
beans. The pollination services performed by bees and other pollinators are the
main mechanisms for the maintenance of life on the planet, and plants depend on

them to reproduce through pollen transport, which is a highly sustainable process.

Keywords: Pollination, Bioactive Compounds, Antioxidant Activity, Centesimal

Composition, Sustentability, Coffee Quality.



RESUMEN

La importancia de la polinizacion bi6tica es reconocida en varios cultivos, entre los
que destaca el café. En este sentido, el objetivo de este estudio fue verificar la
influencia de la polinizacion bidtica en la composicion quimica del café (Coffea
arabica L.) cultivado en las ciudades de Araguari y Monte Carmelo, ubicadas en el
sur del estado de Minas Gerais. Se analizaron 20 muestras, 10 con polinizacion
(P) realizada por abejas y otros polinizadores y 10 sin polinizacion (NP) (sélo
autopolinizacion y polinizacion por el viento). Se evaluaron los compuestos
bioactivos, la capacidad antioxidante y la composicion centesimal de los granos
de café crudo. Los resultados revelaron la distincion quimica entre las muestras P
y NP. En la composicion centesimal, las muestras NP fueron superiores en cuanto
a humedad, lipidos, carbohidratos totales y proteinas. Los contenidos de cafeina y
trigonelina oscilaron entre 0,85 y 1,16 g 100 g-1 y entre 0,76 y 0,96 g 100 g-1,
respectivamente, siendo ambos mayores en las judias P (valor p<0,05). Los
granos de café de las muestras P tenian un contenido medio de &cidos
clorogénicos totales (CCA) significativamente mayor, 4,96 g 100 g-1, que las
muestras NP, 4,66 g 100 g-1 (valor p< 0,05), lo que equivale a un incremento del
6,05 %. El contenido de compuestos fendlicos totales fue mayor en NP y la
capacidad antioxidante frente al radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH-) y el
potencial de reduccion fueron mayores en P segun la prueba de Tukey. En el
analisis PCA, los parametros que influyen en P son la cafeina, la trigonelina, el 3-
CQA, el 4-CQA, el 5-CQA, el 5-FQA y la reduccion para ambas ciudades,
mientras que en NP son la humedad, los carbohidratos, las proteinas, el 3,4-
diCQA, el 4,5-diCQA, los fendlicos y los resultados del DPPH para ambas
ciudades. En cuanto a la composicion centesimal, las muestras en NP
presentaron los mayores contenidos en humedad, proteinas y carbohidratos, con
la excepcién de los lipidos que fue mayor en P en la ciudad de Monte Carmelo. El
enfoque quimiométrico utilizando el Analisis de Componentes Principales (ACP)
fue realizado para evaluar las diferencias entre las muestras de la misma ciudad,
sometidas al procedimiento en P y NP, y entre las dos ciudades, Araguari y Monte
Carmelo. Para Araguari, la distincion de muestras en PC6 (7,24% de la varianza
explicada), mientras que para Monte Carmelo, una tendencia de separacion



mostrada en PC5 (9,01% de la varianza explicada). Se observo que las muestras
en P estan separadas en el lado negativo de PC, y las muestras en NP estan en
el lado positivo. Los resultados muestran que la polinizacion realizada por las
abejas en las plantas de café (Coffea arabica L.) hace que los granos tengan una
mayor concentracion de compuestos bioactivos, y teniendo en cuenta que
también son precursores de los compuestos volatiles del café, esto afecta
directamente a la calidad de los granos. Los servicios de polinizacion que realizan
las abejas y otros polinizadores son los principales mecanismos para el
mantenimiento de la vida en el planeta, y las plantas dependen de ellos para
reproducirse mediante el transporte de polen, que es un proceso altamente

sostenible.

Palabras clave: Polinizacion, Compuestos Bioactivos, Actividad Antioxidante,

Composicion Centesimal, Sustentabilidad, Calidad del Café.
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1 INTRODUCAO

A polinizacdo é um servigco ecossistémico, responsavel por cerca
de 70% da producéo das maiores culturas mundiais e as abelhas séo seus principais
polinizadores (NOVAIS et al., 2016). Tem-se como exemplos os cultivos de algodéo,
café, laranja, maca e soja, sendo verificado o aumento da producdo em presenca da
polinizacdo por abelhas (WITTER et al., 2014). A polinizacdo é um processo
bastante critico do ecossistema, com quase 90 % das plantas com floragédo exigindo
insetos ou outros animais (WILLMER, 2011).

O café é a bebida mais consumida no mundo e muitos estudos
vem sendo realizados porque muitos de seus componentes apresentam um grande
potencial benéfico para a saide humana (MARTINI et al., 2016). O Brasil continua
sendo o maior produtor/exportador e o segundo maior consumidor mundial de café
(ABIC, 2020). Em 2020, de acordo com a ABIC (Associacdo Brasileira da Industria
de Café), o consumo per capta de café torrado/moido (5,99 kg? de café cru em
graos) foi de 4,79 kg* hab! anot. Os nimeros de consumo revelam que, apesar da
crise econbmica gerada pela pandemia e que afetou diversos setores em 2020, a
procura por café seguiu seu ritmo de crescimento: registrou 1,34% de alta em
relacdo ao mesmo periodo analisado no ano anterior (ABIC, 2020).

A bebida preparada com o Coffea arabica L. é a mais consumida
no mundo devido a sua superioridade aromatica em relagcdo aos outros tipos de
café, principalmente na Unido Europeia e América do Norte segundo a International
Cofee Organization (ICO, 2020), o que o torna esta matéria-prima comercialmente
de grande relevancia para o Brasil e a nivel internacional. No Brasil, nos ultimos 10
anos, as safras superaram 407 milhdes de sacas de Coffea arabica L., decorrente
da demanda em blends de alta qualidade (CECAFE e CONAB, 2020). O estado de
Minas Gerais é o principal produtor de Coffea arabica L. no Brasil, e as cidades de
Araguari e Monte Carmelo destacam-se como cidades que compdem a cafeicultura
da regido do Cerrado Mineiro, caracterizada por fatores geograficos, naturais,
critérios relativos tanto ao manejo (incluindo os processos de plantio, colheita,
processamento — secagem, moagem e armazenagem do café) quanto ao
cumprimento da legislagdo e ética ambiental. Embora seja reconhecida a

importancia da polinizacdo biotica, realizada majoritariamente por abelhas, na
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produtividade do Coffea arabica L., ainda ha uma escassez de informacdes sobre o
efeito da polinizacdo na composicdo quimica dos graos de café, relativa tanto aos
compostos bioativos majoritarios como a cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos,

guanto a composigao centesimal.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 POLINIZACAO DO CAFE

Nos ultimos anos tém crescido o interesse de produtores rurais
para o uso de abelhas visando o aumento da produtividade (PERUZZOLO et al.,
2019). A reducéo da diversidade biolégica, portanto, compromete a sustentabilidade
do meio ambiente e a disponibilidade permanente dos recursos ambientais. Dessa
forma, a biodiversidade pode ser vista como um fator com o potencial para
influenciar direta ou indiretamente a taxa, a magnitude e direcdo dos processos e
servigcos do ecossistema.

Os compostos quimicos florais sdo muito importantes para
atracdo e visitacdo de polinizadores (WRIGHT et al.,, 2013). Ap6s a hibridizacéo
natural entre Coffea canephora e Coffea eugenioides que ocorreu ha quase 50.000
anos, originou-se o Coffea arabica L. (CENICAFE, 2013). As folhas de Coffea
canephora geralmente tém um tamanho maior do que as de Coffea arabica L.,
medindo de 3 a 6,5 metros de altura, enquanto Coffea arabica L. geralmente mede
apenas 5 metros (LIM, 2013). Algumas caracteristicas podem fazer com que
polinizadores como abelhas alterem a taxa de visitacdo (DYER et al., 2012). Estudos
indicam que o Coffea arabica L. apresenta maior concentracdo de acucar
comparado com outras espécies e que as concentracdes de acgucar no néctar sdo
influenciadas principalmente pela temperatura e umidade e por sua vez aumentam o
tempo de manipulacédo das abelhas (PRADO et al., 2019).

O cafeeiro é uma planta perene do género botanico Coffea da
familia Rubiaceae, que contém cerca de 500 géneros e mais de 6000 espécies (ICO,
2021), no qual destacam-se o Coffea arabica L. (arabica) e Coffea Canephora
(robusta), sendo que a primeira somou em 2020, 1,76 milhdo de hectares, o que
corresponde a 80% da area existente com lavouras de café no Brasil (QUEIROGA et
al., 2021). Na area de Minas Gerais, a maior area com Coffea arabica L do Brasil, os
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nameros sao de 1,031 milhdo de hectares, o que equivale a 68% da area ocupada
com Coffea arabica L em ambito nacional, e os resultados do terceiro levantamento
(setembro) para a safra cafeeira 2020, indicou uma producdo de 47,4 milhdes de
sacas, com crescimento de 38,1% de Coffea arabica L. (CONAB, 2020).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DO CAFE

O fruto do café (Figura 1) € formado por uma camada periférica
(exocarpo) onde encontra-se células epidérmicas, com varias camadas subjacentes
(mesocarpo e endocarpo) que € constituido de células de estocagem
parenquimatosas e o grdo do café (endosperma) (DURAN et al., 2017) que
apresenta como classes de compostos majoritarios, em ordem de abundéancia, os

polissacarideos, lipidios, proteinas, acidos clorogénicos, minerais e aminoacidos.

Figura 1 - Morfologia do fruto maduro de café

Semente (grao)
ou endosperma

Polpa ou

mesocarpo Pelicula prateada

ou espermoderma

Casca ou ‘20" Pergaminho ou
epicarpo endocarpo

Pedunculo

Fonte: Emater-MG — Almanaque do cafeicultor (2021)

O teor destas classes de compostos pode variar dependendo de
inUmeros fatores, como a polinizacdo bidtica, tipo de plantio, irrigacéo, altitude, clima
e beneficiamento (TOLETO et al., 2017; FERNANDES, 2012; SANTOS, 2015). Estes
compostos sao responsaveis pela formacdo da composicao volatil do café apds o
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processo de torracdo, e desta forma sdo a principal causa de caracteristicas
organolépticas distintas que influenciam a qualidade final da bebida (TOCI, 2018,
MICHISHITA, 2010).

Como compostos bioativos nos graos de café cru, destacam-se os
compostos polifendlicos como os acidos clorogénicos (ACGs) (Figura 2), e alcaloides
como a cafeina (Figura 3) e a trigonelina (Figura 4). No Coffea arabica L a
concentracédo dos ACGs varia de 5,5 a 8,0 g 100 g* (STELMACK, 2015; TOCI et al.,
2006). A cafeina (3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona), € o composto mais
em evidéncia no café com concentracées variando de 1,28 a 1,52 g 100 g*!
(KITZBERGER et al., 2013) no Coffea arabica L. A trigonelina (1-metilpiridinium-3-
carboxilato), outro alcal6ide presente nos grdos de Coffea arabica L. com
concentragdes variando de 0,96 a 1,19 g 100 g! (KITZBERGER et al., 2013). Os
compostos bioativos, tem gerado bastante importancia industrial, principalmente nas
classes de alimentos, farmacos, produtos de uso medicinal e cosméticos (MELO et
al., 2011).
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Figura 2 — Férmulas estruturais dos acidos clorogénicos. Isdmeros: 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA,; isdbmeros: 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA; 5-FQA.
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Figura 3 — Formula estrutural da Cafeina Figura 4 — Formula estrutural da Trigonelina
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Fonte: ACD/ChemSketch — 10/01/2022

Estudos indicam que o consumo de café diminui o risco de
desenvolvimento de doencas cronicas devido a diminuicdo do estresse oxidativo que
0os &cidos clorogénicos proporcionam, decorrente de sua acdo antioxidante e
antiinflamatoria (NAVEED et al., 2018; LIANG e KITTS, 2015; HOELZL et al., 2010;
MURTHY e NAIDU, 2012, FARAH e LIMA, 2019). Propriedades anti-obesidade e
antidiabética também tém sido descritas, e estas estdo associadas ao metabolismo
da glicose (MENG et al.,, 2013). Os ACGs derivados do extrato de café cru tém
demonstrado eficacia na reducdo da pressdo sanguinea e hipertensdo moderada
(WAN et al.,, 2013; FARAH e LIMA, 2019), e estdo associados a um conjunto de
atividades bioldgicas como: antibacteriano, antiviral, anti-inflamatério e supressor da
metalloproteinase (CHIANG et al., 2011). Seus efeitos antimicrobianos, os tornam
adequados como um conservante e aditivo alimentar (FIAMEGOS et al., 2011). Na
Ultima década, os compostos polifendlicos tém sido propostos como um dos
principais ingredientes funcionais, com propriedades antienvelhecimento e capaz de
neutralizar os efeitos dos danos causados através da oxidagcédo na pele (RATZ-YKO
et al., 2015).

O consumo de café rico em ACG foi associado a um menor risco
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (ONG et at.,, 2013). Os acidos clorogénicos
constituem os principais e mais abundantes compostos fenélicos que apresentam
propriedades antioxidantes no café e consequentemente possuem grande interesse
econbmico devido a sua degradacdo que durante a torragdo, origina pigmentos e
compostos volateis do aroma, como fenol e vinilguaiacol (MONTEIRO e TRUGO,
2005).
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Os compostos fendlicos, incluindo os acidos clorogénicos, séo
geralmente produtos secundarios das plantas, sendo assim, sdo produtos naturais
gue nao possuem funcao direta nas atividades bioquimicas priméarias que promovem
o crescimento, desenvolvimento e reproducdo no organismo. Os gréos de café crus
possuem grande concentracdo de &cidos clorogénicos comparando com as demais
plantas como maca e erva mate. Isto leva a crer que estes acidos possuem um
papel adicional no controle dos niveis de &cido indol-acético (IAA). E geralmente
aceito que o monoidroxifenol ativa a IAA-oxidase e previne o acumulo de IAA
(CLARKE e MACRAE, 1985).

Os alcalbides sdo compostos que constituem um vasto grupo de
metabdlitos com grande diversidade estrutural e a cafeina se destaca por apresentar
atividade antioxidante expressiva (VIGNOLI, 2011). A cafeina é um estimulante do
sistema nervoso central (SNC), da funcdo cardiaca e da circulacdo sanguinea, €
também responsavel pela liberacdo de adrenalina (SANTOS et al., 2015). Possui
também acdo estimulante respiratoria, sendo por isso usada no tratamento da
apneia da prematuridade (BATISTUZZO et al., 2011). Esse composto é um farmaco
adjuvante quando combinada a analgésicos e anti-inflamatérios e no controle da dor
tensional e enxaqueca (VICENTINI et al., 2013).

A trigonelina, outro alcaldide, se degradada quase que
completamente ap6s o processo de torracdo, dependendo do grau de torracdo
aplicado, produzindo uma série de compostos volateis além da niacina (vitamina B3),
fazendo do café um dos Unicos alimentos que possui seu valor nutricional
aumentado apO6s o processamento térmico (MOREIRA et al., 2000). Durante o
processo de torracdo a trigonelina € degradada em &cido nicotinico e pode ser
degrada em alguns compostos volateis da classe das piridinas (TOCI e FARAH,
2014). A trigonelina possui principal acdo na sintese do dinucleétido de nicotinamida
e adenina (NAD), fornecendo energia para o desenvolvimento da semente
(ASHIHARA, 2006).
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2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CAFE

A literatura tem evidenciado que a atividade antioxidante do café e
seus subprodutos, potencializam beneficios para a saude através do consumo
diario, como parte da ingestdo de alimentos funcionais (FARAH, 2012). Uma das
vantagens dos compostos fendlicos € a sua capacidade antioxidante e a sua
propriedade redox, propriedades que possibilitam exercer a funcdo de neutralizar
radicais livres. Existem métodos que quantificam os polifendis presentes em
determinadas amostras, empregando os ensaios de compostos fendlicos totais,
radical DPPH- (Figura 5) e poder de reducéo (LIMA et al., 2013). O método DPPH- é
considerado facil, altamente sensivel, preciso, rapido, simples, econémico e o radical
DPPHe+ n&o precisa ser gerada e o sistema de reagao envolve somente o radical e 0
antioxidante (KEDARE e SINGH, 2011). E importante determinar o poder de reducéo
de substancias antioxidantes, ou seja, a capacidade que o composto quimico tem de
doar elétrons e ser oxidado, pois uma forca redutora elevada pode indicar uma
elevada atividade antioxidante (BERKER, 2007). O poder redutor esté relacionado a
capacidade de reduzir Fe3* para Fe?*, antioxidantes que atuam por transferéncia de
hidrogénio (ROGINSKY e LISSI, 2005). Dessa forma, varios segmentos da industria

(cosmética, farmacos, alimentos e bioenergéticas) tém apresentado interesse em

QG

explorar este potencial antioxidante no café.

Figura 5 - Estrutura do radical livre estavel DPPH«

N
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Fonte: ACD/ChemSketch — 12/01/2022
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Além dos acidos clorogénicos, outros compostos presentes nos
graos de café cru contribuem para formacdo de compostos volateis responsaveis
pelo flavor caracteristico da bebida, além de compostos com atividade biologica
variada, como por exemplo a vitamina niacina produzida pela degradacao térmica da
trigonelina (NOGUEIRA e TRUGO, 2003).

Os compostos fendlicos atuam na formacgéo do sabor e do aroma
caracteristicos do café, estando mais concentrados quando seus graos estdo crus.
Além disso, possuem varios beneficios a salde, no combate e na prevencdo de
doencas crénicas e degenerativas (ABRAHAO et al., 2010). A bebida do café
independente da qualidade sensorial apresentou alto poder redutor e
importante atividade sequestrante de radicais livres. A atividade sequestrante de
radicais livres foi significativamente superior nas amostras obtidas a partir dos gréos
torrados, quando comparados aos extratos dos graos verdes. Apesar de alguns
compostos fendlicos serem destruidos com a torracdo, participam da reacdo de
Maillard, originando varios produtos e esses produtos também podem apresentar
propriedades antioxidantes, com mecanismos de a¢gdo que envolvem a quelacéo de
metais, interrupcéo de reacbes em cadeia pela doacdo de um atomo de hidrogénio,
reduzindo hidroperoxidos a produtos néo radicalares e captura do radical hidroxil
(DAGLIA et al., 2000)

Os compostos mais investigados quanto a atividade antioxidante,
entretanto, sdo a cafeina, que tem comprovados efeitos sobre o humor, desempenho
cognitivo e atividade motora; diterpendides, como o cafestol e o kahweol, presentes
principalmente em cafés preparados por decoccdo e nao filtrados, e que podem
estar relacionados com o aumento de concentracdes séricas de LDL-colesterol 7 e
polifendis, em especial isbmeros do &cido clorogénico, com comprovada acao
antioxidante (SOUZA e BENASSI, 2012; ALVES et al., 2009)

2.4 EFEITO SUSTENTAVEL DA POLINIZACAO
E muito importante e interessante observar que ao mesmo tempo

em que as abelhas desempenham um papel importantissimo para a agricultura,

principalmente no sentido de proporcionar avangos significativos na produtividade
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das culturas, essa mesma agricultura apresenta muitas ameacas para 0s insetos
polinizadores tais como pelas mudancas no uso da terra, a perda e a fragmentacao
de habitats, a introducéo de organismos exoticos, as praticas agricolas modernas e
uso de pesticidas. Além disso, a remocao de ervas daninhas que fornecem alimento
para os polinizadores é outro fator importante no declinio dos polinizadores nativos
em agro ecossistemas (STEFFAN-DEWENTER et al., 2005).

A polinizacdo é um dos mecanismos mais importantes para a
manutencdo da vida no planeta; beneficia a sociedade aumentando a seguranca
alimentar e promovendo meios de subsisténcia. Manter polinizadores requer
recursos como reflgios de vegetacdo natural, sendo também necesséarias acbes
concretas para impedir ou mitigar os efeitos do seu declinio.

Quando pensamos em polinizadores (Figura 6) para o café
(HIPOLITO, et al., 2020; MOREAUX, et al., 2022), sdo as abelhas eussociais que
surgem em primeiro lugar (KLEIN et al., 2007), pois sdo manejaveis, isto €, pode ser
feita a colocacdo de colmeias proximas do plantio. A mais conhecida entre elas é a
Apis mellifera, atualmente distribuida em todos os continentes, mas existem muitos
outros polinizadores silvestres (GIANNINI et al., 2015; KLATT et al., 2014). As
abelhas dependem de suas visitas as flores para alimentarem a sua cria (com poélen
e néctar coletado nas flores) e obter energia para o voo. Deste modo, abelhas e

plantas com flores estdo intimamente ligadas.

Figura 6 — Inflorescéncia de Coffea arabica L. sendo visitada por Apis mellifera
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Fonte: A.B.E.L.H.A (2020)
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O café também é uma cultura que se beneficia da polinizacdo
(THOMAS e KEVAN, 2012). Ha muitas causas do desaparecimento das abelhas do
mundo, entre elas sdo: ameacas as mudancas no uso da terra, a agricultura
intensiva, os defensivos agricolas, as plantas geneticamente ameacadas, 0S
patégenos, as mudancas globais do clima, as espécies invasoras e uma interacao
entre todos estes fatores. Os agentes polinizadores sdo altamente sustentaveis e

podem ser afetados por esses fatores (KENNEDY et al., 2013).

3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da polinizacdo bidtica na qualidade do café
(Coffea arabica L.), por meio do estudo da composi¢cdo dos compostos bioativos,
capacidade antioxidante e composicao centesimal.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da polinizacdo sobre os grdos de cafés com
inflorescéncia sujeita a polinizacéo bidtica (P) comparadas com as que ficaram sem
polinizacdo bidtica (NP) (somente autopolinizacdo) sobre a composicdo dos
compostos bioativos (acidos clorogénicos, cafeina e trigonelina) e composicao
centesimal (umidade, proteinas, lipidios e carboidratos).

Avaliar igualmente sobre a composicao dos compostos fenélicos
totais e capacidade antioxidante, empregando os métodos de DPPH+ e do poder de

reducéo.

4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACAO DA REGIAO DE ESTUDO

O estudo foi realizado em dois municipios (Figura 7) na regido do
Tridngulo Mineiro, no estado de Minas Gerais, em 10 areas de cultivo de café que se
destacam pelo tamanho e pela produtividade. A cidade de Monte Carmelo (18° 43'

29" S 47° 29' 55" W) com 890 m de altitude, apresenta temperatura média anual de
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21,2 °C, precipitagdo média anual de 1444 mm e relevo predominantemente
ondulado (60%). A cidade de Araguari (18° 38' 50" S 48° 11' 14" W) com 1013 m
acima do nivel do mar e com temperatura média similar a Monte Carmelo, apresenta
um indice médio anual de pluviosidade de 1566 mm com relevo predominantemente
plano (50%).

Figura 7 — Localizagdo das Cidades de Araguari e Monte Carmelo

Fonte: Google Maps

Aregido pertence ao Cerrado Mineiro, a primeira regido do mundo
com selo de Denominagdo de Origem (DO) para café cru e torrado (ALMEIDA &
TARABAL, 2020). Os padrdes edafoclimaticos da regido sao caracterizados por
terrenos planos com altitude variando de 800 a 1300m, temperatura média anual de
23°C e com pouca chuva durante a época de ondulagdo (CCCMG, 2021). Todas as
fazendas utilizadas para conduzir o experimento estavam dentro das organizacfes
afiliadas da Federagéo dos Cafeicultores do Cerrado Mineiro.

Para realizacdo dos experimentos, foi realizado delineamento
experimental de acordo com Meireles (2019), aonde foram selecionados 5 arbustos

dentro de cada uma das 10 areas de cultivo (Figura 8), com distancia minima de 300
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metros entre os individuos. Os experimentos foram realizados na mesma posicao
em relacdo ao Sol a fim de evitar diferencas no grau de insolagcdo (POLTRONIERI e
ROSSI, 2016). Cada individuo selecionado foi marcado e as coordenadas
registradas (Tabela 1). Entre um e cinco dias antes da floragdo, dois ramos vizinhos
em cada arbusto experimental foram selecionados, em torno de 1,5 metros do ch&o
(REIS e ARRUDA, 1956). As localizacdes denominadas 01, 02, 03, 04 e 05 referem-
se a cidade de Araguari e as localizacdes 06, 07, 08, 09 e 10 referem-se a cidade de
Monte Carmelo (Tabela 1).

Figura 8 — Localizag8o das paisagens onde foram realizados os experimentos na regido do triangulo
mineiro, estado de Minas Gerais, Brasil.
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Fonte da imagem: MEIRELES (2019)



Tabela 1 — Coordenadas geograficas das amostras
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Caddigo Cidade Latitude Longitude
01 Araguari -18,6086 -48,2546
02 Araguari -18,5242 -48,2143
03 Araguari -18,5295 -48,2537
04 Araguari -18,5294 -48,4514
05 Araguari -18,5639 -48,2089
06 Monte Carmelo -18,6606 -47,9053
07 Monte Carmelo -18,7477 -47,5230
08 Monte Carmelo -18,7071 -47,5597
09 Monte Carmelo -18,8020 -47,4907
10 Monte Carmelo -18,8802 -47,9831

O total de botdes florais em cada ramo foi contado. Cada um dos

ramos recebeu aleatoriamente um tratamento diferente: (1°) Em P, onde o ramo

permaneceu sem manipulacdo (neste ramo, todos os visitantes florais tiveram

acesso as flores, mas também era possivel autopolinizacdo (Coffea arabica L. as

flores sdo hermafroditas ou monoicas e a espécie auto compativel e autbgama)
(KEARNS e INOUYE, 1993) (Figura 9); (2°) Em NP, em que o ramo foi ensacado

com malha de trama média, e permaneceu fechado até o final do periodo de

floracdo, excluindo visitantes florais, porém permitindo a autopolinizacéo (Figuras 10

e 11)


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Inouye%2c+D.+W.%22

Figura 9 — Polinizagédo biotica e autopolinizagéo (P)

Fonte da imagem: MEIRELES (2019)

Figura 10 — Sem polinizacdo biética e com autopolinizacéo (NP)

‘/ '{'\ /
Fonte da imagem: MEIRELES (2019)
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Figura 11 — Sem polinizacao biética e com autopolinizacdo (NP)

Fonte da imagem: MEIRELES (2019)

4.2 PROCESSAMENTO DOS FRUTOS

Ao fim do ciclo de maturacdo, o qual é caracterizado pela
mudanca total da cor verde para vermelho (Figuras 12 e 13), dependendo da
variedade (DUBOIS et al.,, 1956), todos os frutos foram coletados e descascados
manualmente. Todas as sementes foram lavadas para remover o integumento e
secados em estufa, em camada Unica de grdos, a 40°C por 72h, virando as
amostras em intervalos de aproximadamente 8h a fim de evitar fermentacao indevida
(Figura 14). Devido a quantidade de amostras produzidas em cada tratamento,

foram realizadas amostras compostas de cada fazenda de ambos os tratamentos.



Figura 12 — Fruto do café verde

Fonte da imagem: MEIRELES (2019)

Figura 13 — Fruto do café maduro

Fonte da imagem: MEIRELES (2019)
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Figura 14 — Secagem dos gréos de café despolpados

Fonte da imagem: MEIRELES (2019)

Desta forma, obteve-se 20 amostras de grdos crus de Coffea
arabica L com aproximadamente 100 gramas cada, sendo 10 em P e 10 em NP. As
amostras ficaram conservadas em temperatura de —10 °C no Laboratério de
Cromatografia da UNILA, localizado no Laboratorio Multiusuario Engenheira Enedina
Alves Marques (LEAM), sendo submetidas a trituragcdo em nitrogénio liquido (ponto
de ebulicdo 196,15 °C) por 60 segundos para que atingissem granulometria de 500

um, e posteriormente utilizadas nas andlises.

4.3 COMPOSICAO CENTESIMAL

As amostras de café foram caracterizadas quanto a umidade
conforme descrito nas normas analiticas da AOAC, n° 15031 (1984), por meio de
secagem em estufa (LT 100 CR, Limatec, Brasil) a 105 °C até massa constante,
sendo o ensaio realizado em duplicata. Todos os resultados obtidos nos ensaios
descritos a seguir, foram expressos em base seca.

O teor de lipidios foi determinado por método gravimétrico (TOCI

et al., 2013) com as adaptacOes descritas a seguir. Uma massa de 2,0 g de amostra
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foi pesada em tubo cdnico de centrifuga tipo Falcon, seguido da adicdo de 20 mL de
solucdo diclorometano (CH2Cl2, Reatec, pureza 99,5%): hexano (CeHis, Labsynth
LTDA, pureza 98,5%) a 1:1 (v/v). A mistura foi submetida ao homogeneizador tipo
Ultraturrax® (IKA, T25 digital, Darmstadt, Germany) por 3 minutos a 14.000 RPM. O
extrato foi filtrado com papel qualitativo e transferido para baldo de fundo chato de
250 mL previamente seco e pesado. O solvente foi evaporado a presséo reduzida
em rota evaporador a 60 °C. Apos secagem em estufa a 105 °C por cerca de 1 hora
(até peso constante) o baldo foi resfriado a temperatura ambiente e pesado. O teor
de lipideos foi calculado baseado na diferenca de massa do baldo contendo o
extrato e do baldo vazio, e expressos em g 100 g (base seca).

O teor de carboidratos totais foi obtido utilizando-se o método
descrito por Dubois (1956) e colaboradores. Uma massa de 0,050 g de amostra foi
transferida para um erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-se 2,0 mL de &gua destilada
para umedecer a amostra. Na sequéncia transferiu-se 20 mL de acido sulfarico
(H2S04, Biotec, pureza 95-98%) 74% (v/v) sob banho de gelo. Apos cobrir com papel
aluminio, o conteudo foi aguecido em banho de 4gua a 50 °C durante 30 minutos
sob agitacdo. Apos resfriar, transferiu-se a mistura quantitativamente para baldo
volumétrico de 250 mL, sendo acrescentado 1,0 mL de cada uma das solucbes de
Carrez | (21,0 g de acetato de zinco ((CH3CO)2Zn.2H20, Labsynth LTDA, pureza
99,5%) cristaliado dissolvido em 3 mL de &cido acético glacial (C2H4+O2, Dinamica,
pureza 99,7%), completando o volume com para 100 mL de agua ultrapura tipo I,
com resistividade de 18,2 MQ.cm obtida do Ultrapurificador (Options-Q, Purelab®) e
Carrez Il (10,6 g de ferrocianeto de potassio (KaFe(CN)s.3H20, Dinamica, pureza
99,0%) dissolvido em 100 mL de agua ultrapura tipo I). A leitura das amostras foram
realizadas em espectrofotdmetro (Evolution 201, Thermo Scientific, EUA) com
comprimento de onda de 490 nm. A quantificacdo foi realizada empregando-se curva
analitica preparada com solu¢ées de 0,00 mg mL*; 0,020 mg mLt; 0,040 mg mL?;
0,060 mg mL?; 0,080 mg mL' e 0,10 mg mL* de solugédo estoque de glicose
(CeH120s, Reagen, pureza 99,0%) 0,10 mg mL*. O calculo do teor de glicidios totais
da amostra em base seca, foi expresso em g % (m/m) de glicose.

O teor de proteinas totais foi determinado de acordo com a
metodologia estabelecida pela AOAC, n° 15057 (1884), baseado no método de
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Kjeldahl. Cerca de 0,20 g de amostra foi pesada diretamente em tubo de digestor, e
foram adicionados 5 mL de acido sulfarico (H2SO4) concentrado. A mistura foi
digerida por cerca de 2 horas a 370°C (digestor modelo, marca). A mistura foi
adicionado 15 mL de hidroxido de sodio (NaOH, Neon Comercial LTDA, pureza
98,6%) a 60 % (m/v), e em destilador do tipo Kjeldahl (SL-74, Solab, Sédo Paulo) o
nitrogénio mineralizado foi destilado para 30 mL da solugcéo de acido bérico (H3sBOs,
Vetec, pureza 99,5%) a 2 % (m/v). O borato de amoénio ((NH4)3BO3) formado foi
titulado com solugéo de acido cloridrico (HCI, CRQ Produtos Quimicos Eireli, pureza
37%) 0,0400 mol L. A quantidade de nitrogénio (m/m) na amostra foi calculada e

depois convertido para proteina (%), usando o fator 6,25, utilizado para graos.

4.4. ANALISE DA CAFEINA E TRIGONELINA

A cafeina (3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona) e a
trigonelina (1-metilpiridinium-3-carboxilato) foram extraidas segundo Trugo e Macrae
(1984), com algumas adaptacoes. Cerca de 0,20 g da amostra foi pesada utilizando
uma balanga analitica (ATY 224, Marte Shimadzu, BRASIL), e transferida para um
erlenmeyer de 250 mL, juntamente com 50 mL de agua ultrapura tipo | a 90 °C,
sendo a mistura agitada manualmente e deixada em repouso por 5 minutos. O
extrato foi filtrado em papel qualitativo e transferido para baldo volumétrico de 100
mL. A 5,0 mL desta solucdo adicionou-se 2,0 mL de solugdo aquosa saturada de
acetato de chumbo basico (CHsCOO)2Pb.Pb(OH)2, Dinamica, pureza 98,0%)
seguido da etapa de centrifugacédo por 5 minutos a 3.000 RPM. Um volume de 0,50
mL do sobrenadante foi adicionado a um baldo volumétrico de 5 mL, e o volume
completado com &gua ultrapura tipo I. Os extratos foram filtrados utilizando um filtro
de seringa de (PTFE) 0,22 uym (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). As extracdes foram
realizadas em triplicata.

A cafeina e trigonelina foram quantificadas simultaneamente por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), (Dionex Ultimate 3000, Thermo
Scientific, EUA), equipado com uma bomba quaternaria (LGP-3400SD), um
amostrador automatico, e um detector de arranjo de diodos (DAD 3000). Foi utilizado

um sistema de gradiente com um fluxo constante de 1 mL min. Um volume de 100
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uL foi injetado a 25 °C. A separacdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna
ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm, tamanho da particula 5 ym, porosidade da particula
110 A). O fluxo de eluicdo foi de 1 mL por minuto de metanol (A) e agua ultrapura
tipo | (B), conforme descrito por Trugo e Macrae (1984) com adaptagbes. O
gradiente de eluicdo foi: 5% A (0-3 min), 15% A (3 min), 25% A (3 min), 35% A (3 min)
e finalizando com 40% A (3 min). O solvente é continuamente alterado do mais fraco
para o mais forte em termos de forca eluente, através da adicdo de mais solvente
forte ao solvente mais fraco durante a cromatografia. O DAD registrou 0s espectros
ajustados a 272 nm para cafeina e 265 nm para trigonelina. Adicionalmente avaliou-
se a pureza dos picos por meio dos espectros de absorbancia. Foram quantificados
os teores de cafeina e trigonelina por curva analitica utilizando os padrées analiticos
de cafeina (CsH10N4O2, Sigma-Aldrich, pureza 99,50%) e trigonelina (C7H7NOz2,
Sigma-Aldrich, pureza 98,50%). A curva analitica para a quantificacdo da cafeina
variou de 0,50 a 20 mg L e para trigonelina de 0,10 a 4 mg L. Os resultados foram

expressos em mg 100 g em base seca.

4.5 ANALISE DOS ACIDOS CLOROGENICOS

Os &cidos clorogénicos (ACG) foram extraidos conforme descrito
por Trugo e Macrae (1984) com algumas modificacdes. Cerca de 0,125 g de amostra
foi pesada utilizando uma balanca analitica em um erlenmeyer de 100 mL.
Adicionou-se 15 mL de solucdo aquosa de metanol (CHsOH, Dinamica, pureza:
99,8%) a 40% (v/v) para extracdo. A amostra foi deixada sob agitacado por 15 min em
agitador magnético em rotacdo. O extrato foi filtrado em papel qualitativo e
transferido para baldo volumétrico de 25 mL, onde adicionou-se 0,25 mL de solucéo
de Carrez | e Il. Os extratos foram filtrados através de um filtro de seringa de (PTFE)
0,22 ym (Millipore, S&o Paulo, Brazil). As extracdes foram realizadas em triplicata.

Os acidos clorogénicos foram quantificados no mesmo
equipamento cromatografico (CLAE-DAD) utilizado para a determinacdo de cafeina
e trigonelina. Foi utilizado um sistema de gradiente com um fluxo constante foi de 1
mL min-t. Um volume de 100 pL foi injetado a 25 °C. A separacgdo cromatografica foi

realizada em uma coluna ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm, tamanho da particula 5 um,
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porosidade da particula 110 A). A fase mével foi composta de solucdo de tampéo de
citrato trissédico 0,010 mol Lt com pH ajustado em 2,5 (fase mével A) e metanol
(fase mével B). As condicfes de eluicdo foram as seguintes: 100 % B (0-19 min); de
100% a 80% B (10 min); de 80% a 40% (10 min). O DAD registrou os espectros de
200 a 400 nm e a quantificagéo foi realizada utilizando o comprimento de onda de
325 nm. A quantificacéo foi realizada empregando-se o acido cafeilquinico ou 5-CQA
(C16H1809, Sigma-Aldrich, pureza 99,0%) e os respectivos coeficientes de extingdo

molar (¢), obtidos na literatura, de acordo com a equacao 1 (Trugo e Macrae, 1984).

. RF X &1 X mszA

E>XMpq

(1)

Em que:
RF — Fator de resposta estabelecido para o 5-CQA
€1 - Absortividade molar do 5-CQA
€2 - Absortividade molar do isdmero avaliado
Mr1 — Massa molecular relativa do 5-CQA
Mr2— Massa molecular relativa do isomero avaliado
A — Area do isémero avaliado

Os isbmeros identificados foram os &cidos cafeoilquinicos: 3-CQA
ou acido 3-O-cafeoilquinico, 4-CQA ou &cido 4-O-cafeoilquinico e 5-CQA ou &cido 5-
O-cafeoilquinico; acido feruloilquinico: 5-FQA ou acido 5-O-feruloilquinico e acidos
dicafeoilquinicos: 3,4-diCQA ou acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, 3,5-diCQA ou &cido
3,5-di-O-cafeoilquinico e 4,5-diCQA ou acido 4,5-di-O-cafeoilquinico) (TRUGO e
MACRAE, 1984; FARAH e LIMA, 2018).

4.6 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Para a analise de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante empregou-se os extratos preparados a partir de 1,0 g de cada amostra
de café cru em 20 mL de 4gua como solvente a 80 °C em um tubo de vidro sob
agitacdo magnética por 30 minutos (GIGLIOBIANCO et al., 2020). O extrato foi
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filtrado em um funil de Buchner em um kitassato sob vacuo, utilizando papel de filtro
guantitativo.

Os fendlicos totais no extrato de café foram determinados de
acordo com Singleton e Rossi (1965) com as modificagOes descritas em Boroski et
al., (2015). Em um tubo de centrifuga tipo falcon foram adicionados 250 pL da
amostra, 250 uL de reagente de Folin-Ciocalteu (Imbralab — Quimica e Farmacéutica
LTDA) (1:1 v/v) em agua destilada, 500 uL de solugdo saturada de carbonato de
sodio (Na2COs, Dinamica, pureza 99,5%) e 4,0 mL de agua destilada, os quais foram
misturados e deixados ao abrigo da luz, a temperatura ambiente (25 °C) por 25
minutos. Apés centrifugacdo por 10 minutos, a absorbancia foi lida a 725 nm em
espectrofotometro. As analises foram realizadas em triplicata. A curva padréao foi
preparada usando &cido gélico (C7HeOs.H20, Neon LTDA, pureza: 99,4%) nas
concentracdes de 25 a 125 mg L%, e os resultados foram expressos em miligramas
de equivalentes de acido galico por 100 gramas de café em base seca (mg 100 g1).

A atividade antioxidante foi estudada através da avaliacdo de seu
efeito de desoxidacéo livre sobre o radical DPPHe (CisH17NsO4, Sigma—Aldrich,
pureza 99,0%) baseado no método proposto por El-Massry, EI-Ghorab e Farouk
(2002) com as modificacdes descritas em Boroski et al. (2015). Nesse procedimento,
foram pipetados volumes iniciais da solugdo do extrato da amostra (2,0 mg mL) de
25, 50, 75 e 100 pL nas cubetas, em triplicata. Ao abrigo da luz, adicionou-se 2,0 mL
da solugdo metandlica do radical DPPH+s a 0,1192 mmol L* foi preparada em
metanol, homogeneizado manualmente e aguardado 30 minutos para a leitura da
absorbancia com comprimento de onda de 517 nm contra o branco (metanol). Foi
realizado a leitura da absorbancia da solucdo metandlica do radical DPPHe. Os
resultados foram expressos como pg mL? de café base seca que fornece 50% de
inibicdo (ICso) inibicdo de DPPHe-. Para a determinacdo dos resultados de ICso,
inicialmente calculou-se a inibicdo do DPPH (% inibicio DPPH) empregando a
equacao 2.

(Absppph+ - AbSamostra )

% Inibicdo DPPH- = X100 (2)
AbSpppH*

onde:

AbspppHe = absorbancia da solugcdo metandlica do radical DPPHe;
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Absamostra = absorbancia da amostra apdés 30 minutos de reacdo com solucdo de
DPPHe-.
Na sequéncia, uma curva dos valores da % de inibicdo do

DPPH+ em fun¢éo do volume do extrato foi construida. O valor de ICso foi obtido por
meio de regressao linear.

A avaliacdo do poder de reducdo foi realizada de acordo com
Oyaizu (1986) com adaptacBes por Boroski et al. (2015). O preparo da curva
analitica foi realizado em tubos de ensaio. Iniciando com o branco, foi pipetado 1,0
mL de agua destilada, 2,5 mL de tampao de fosfato de potassio (KH2POa4; Neon
Comercial LTDA, pureza: 98,8%) a 50 mmol L, que teve o pH previamente ajustado
com pHmetro para 7,00 utilizando uma solucdo tampéo (pHmetro mPA210, MS
TECNOPON). A esta mistura adicionou-se 2,50 mL de ferricianeto de potéssio
(K3[Fe(CN)s], Vetec Quimica Fina, pureza: 99,00%) a 1% (m/v). O tubo de ensaio foi
colocado em banho de aquecimento a 50 °C por 20 minutos. Adicionou-se 2,50 mL
de solucdo de acido de tricloroacético (CCIsCOOH, Neon Comercial LTDA, pureza:
99,00%) a 10,0% (m/v). A mistura foi centrifugada a 3.000 RPM por 10 minutos.
Transferiu-se 2,50 mL do sobrenadante e adicionou-se 2,50 mL de agua destilada e
0,50 mL de solucéo de cloreto de ferro hexahidratado (FeCls.6H20, Vetec Quimica
Fina, pureza: 97,0%) a 0,10% (m/v).

Para construcdo da curva analitica, adicionou-se 1,0 mL da
solucao de acido galico (C7HsOs.H20, Neon Comercial LTDA pureza: 99,40%:;) nas
concentracbes de 25,0 a 60,0 mg Lt A leitura foi feita imediatamente no

espectrofotometro UV-Vis a 700 nm.

5 ANALISE ESTATISTICA

Com a finalidade de realizar a comparacao de médias obtidas das
analises, entre as amostras em P e NP na cidade de Araguari (amostras 01, 02, 03,
04 e 05) e Monte Carmelo (amostras 06, 07, 08, 09 e 10), foi utilizado o teste Tukey,
com 95% de confianca, sendo considerado diferengas significativas um p-valor<0,05.
Adicionalmente, os resultados obtidos para P e NP foram

avaliados por meio de abordagem quimiométrica empregando-se a Analise de
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Componentes Principais (PCA) para identificar qual parametro (variavel) que
promoveu uma diferenciacdo entre P e NP, considerando todo o conjunto dos
resultados. O procedimento iniciou-se com a organizacdo dos dados em matrizes.
Assim, os resultados quimicos para P e NP foram concatenados em duas matrizes,
considerando (em cada matriz) a composicdo centesimal: umidade, lipidios,
carboidratos totais e proteinas; cafeina e trigonelina; acidos clorogénicos; fendlicos
totais e capacidade antioxidante. De cada matriz foi aplicado um PCA, com pré-
processamento em escala automatica, usando Matlab R2007b e PLS-Toolbox 5.2. A
partir do PCA, uma matriz é decomposta em um produto de duas matrizes, uma
matriz de pontuacdo (relacionada as diferencas ou semelhancas das amostras) e
uma matriz de carga (relacionada as variaveis responsaveis pelo padrdo de
pontuacdo). O algoritmo utilizado neste estudo foi desenvolvido e codificado para
Matlab por Dominique Bertrand e apresentado passo a passo por Jouan-Rimbaud

Bouveresse et al. (2011).

6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os teores de umidade das amostras ficaram compreendidos entre
7,60e 9,93 g 100 g*! (Tabela 2), valores estes de acordo com outros autores
(KOBLITZ, 2011; MULLER et al., 2013) e dentro da faixa recomendada pela
Instrucdo Normativa n°® 8 do Ministério da Agricultura (Brasil, 2003), que estabelece
gue o teor de umidade do café beneficiado cru com um maximo de 12,5 % (BEE et
al., 2005; Brasil, 2003). Valores de umidade acima de 12,5 % impedem a
germinacéo e evitam a proliferagdo de microrganismos, fazendo com que 0s gréos
Nao conservem suas caracteristicas por mais tempo.

Analisando os perfis de lipideos (Tabela 2), os teores variam de
7,49 a 14,5 g 100 g*. As amostras em NP apresentaram teores médios superior de
12,25 g 100 g* em relacdo a P que foi de 10,9 g 100 g* em base seca (p-valors
0,05). Os teores obtidos estdo dentro das faixas encontradas em outros estudos: 7,7
al7,79g100gte12,0a 14,4 g 100 g* de lipideos, respectivamente (TSUKUI et al.,
2014; KITZBERGER et al., 2013).
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Com relacao ao teor de carboidratos (Tabela 2), estes variaram de
40,5 e 61,5 g 100 g*. As amostras em NP apresentaram uma média superior de 57,5
g 100 g* em comparacgdo as amostras em P que apresentaram uma média de 48,9 ¢
100 g' em café base seca (p-valors 0,05). Os teores estdo proximos das faixas
encontradas em outros estudos, de 46,0 a 53,0 g 100 g' e 47,8 g 100 g* de
carboidratos, respectivamente. (TSUKUI et al., 2014; KITZBERGER et al., 2013).

Com relacédo as proteinas totais (Tabela 2), os teores variaram de
14,8 a 18,2 g 100 g* (p-valor < 0,05). Os teores estédo dentro das faixas encontradas
em outras literaturas, de 8,5 a 12,0 g 100 g* e 16,1 a 18,0 g 100 g* de proteinas,
respectivamente. (TSUKUI et al., 2014; KITZBERGER et al., 2013). Seguindo a
mesma tendéncia observada para lipideos e carboidratos, as amostras em NP
apresentaram média superior de 16,2 g 100 g em relacdo as amostras em P que
foram de 15,8 g 100 g* em café base seca (p-valors 0,05).



Tabela 2 — Composicao centesimal (g 100 g1 em base seca) de graos crus de Coffea arabica L

Umidade Lipideos Carboidratos totais Proteinas
Amostra P NP P NP P NP P NP
o1 8,88+0,17 9,45+0,79 9,53+0,12 8,46 £ 0,75 51,90 + 0,45 59,60 + 0,41 17,00 £ 0,29 15,50+ 0,10
02 9,02 +0,04 9,33+0,07 7,49+0,17 12,70+ 1,29 51,10+ 1,52 52,00 + 3,48 14,80 £ 0,16 16,00 £ 0,48
03 9,93 £1,02 9,73 +0,03 13,50 £ 0,66 14,20 £ 0,29 40,50 + 3,40 54,30+ 2,43 15,40+0,24 16,20+ 0,32
04 9,00 £ 0,15 8,77 £ 0,01 8,51+0,55 13,50+ 1,58 49,90 + 5,58 49,20+ 1,35 15,60 + 0,38 15,80 + 0,07
05 8,12+1,43 8,76 £0,11 9,73+0,38 10,90+ 0,77 54,40+1,42 45,70+ 1,38 15,50 + 0,64 15,30+ 0,24
06 8,74 £0,01 9,05 £ 0,03 12,00 £ 1,00 10,90 £ 0,53 53,20+ 2,99 53,00 + 3,59 16,40 £ 0,27 16,40 £ 0,32
07 8,64 £ 0,15 9,73+ 0,03 10,90+ 1,13 9,99 +1,03 46,00 + 3,29 52,10+ 1,76 15,70 £ 0,66 16,40 £ 0,23
08 7,60 £ 0,01 9,73+ 0,03 12,20+0,31 9,83 +0,67 49,10+ 2,63 51,70+ 2,73 16,70 £ 0,36 17,00 £ 0,57
09 8,12+0,01 9,16 £ 0,04 10,80 £ 0,80 12,60 £ 1,13 45,10+ 3,44 61,50 + 3,76 16,00 £ 0,09 18,20 £ 0,06
10 7,93+1,15 7,45 10,24 14,50 + 0,96 9,13+1,20 47,90 £ 0,96 46,70+ 0,21 16,60 + 0,22 16,20 £ 0,24
Média 8,69+0,41 9,24+0,13 10,90 £+ 0,60 12,25+1,70 48,90 + 2,56 57,50 + 2,73 15,80 £ 0,33 16,20 £ 0,76

P: com polinizacdo. NP: sem polinizacdo. Os valores séo representados como média + desvio padrao de trés repeticdes, com excecdo da

andlise de umidade, realizada em duplicata.
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6.2 COMPOSTOS BIOATIVOS E CAPACITADE ANTIOXIDANTE

6.2.1. Cafeina e Trigonelina

Nas amostras, os teores de cafeina variaram entre 0,85 e
1,16 g 100 g* (Tabela 3), e foram superiores em P (p-valors 0,05). Os teores
estdo em concordancia com os valores relatados na literatura para graos crus
de café que variam de 1,00 a 1,54 g 100 g* (CLEMENTE et al., 2018; BEE et
al., 2005; DURAN et al., 2017). Observou-se que a concentracdo de cafeina
nas amostras P, foram em média 2,97% superiores as amostras NP. Das
amostras com P, 7 apresentaram teores que variam de 3,0% a 12,62%, acima
dos valores obtidos em NP (p-valors 0,05). Tais resultados indicam que graos
polinizados podem possuir maior prote¢cédo ao ataque de agentes externos.

Os niveis de trigonelina apresentaram teores que variaram
de 0,76 a 0,96 g 100 g*? (p-valor<0,05) (Tabela 3), e apresentam valores
superiores em P. Esses valores apresentam proximidade com os encontrados
em outros estudos que variam de 0,60 a 2,90 g 100 g* para Coffea arabica L.
(CLEMENTE et al., 2018; KITZBERGER et al., 2013; MAZZAFERA, 1991). Das
5 amostras com valores significativamente diferentes de trigonelina, 4
apresentaram teores que variam entre 4,0 a 12,0% (p-valor<0,05) maiores nas
amostras P sendo todas da cidade de Araguari, denominadas 01, 02, 03 e 04
(variando de 0,86 a 0,96 g 100 g), o que pode indicar que estas sementes
estdo mais aptas para a germinacdo. Estas mesmas amostras também
apresentaram valores de cafeina superiores nas amostras P, como
mencionado. A cafeina (3,7-diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona) e a
trigonelina (1-metilpiridin-1-ium-3-carboxilato), sdo os dois alcaloides de maior
importancia nos graos de café. A cafeina também é termoestavel e, por isso, é
uma das principais responsaveis pelo amargor da bebida. Sabe-se que os
alcaldides possuem duas atuacdes fisioldgicas principais nas plantas, nos
orgaos reprodutivos (flores e sementes) e em unidades de dispersdo (os
diasporos). A cafeina nas sementes do café apresenta a funcdo de protecao
contra fungos, insetos, bactérias, nematoides, e impede o crescimento de
outras plantas ao lado das sementes em germinacdo, ou seja, a cafeina possui

0 papel protetivo, ajudando o individuo a sobreviver (BAUMANN, 2006).
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Desta forma, tais resultados indicam que os grdos em P
qguando torrados poderdo possuir maiores conteudos de vitamina B3 e outros
compostos volateis. A trigonelina possui principal acdo na sintese do
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD), fornecendo energia para o
desenvolvimento da semente (TOCI e BOLDRIN, 2018).

Tabela 3 — Teores de cafeina e trigonelina (g 100 g* em base seca) de gréos crus de
Coffea arabica L.

Cafeina Trigonelina
Amostras P NP P NP
01 1,08 £0,01 1,01 £0,03 0,86 + 0,01 0,76 £ 0,03
02 0,96 +0,01 0,85+0,02 0,89+0,01 0,84+0,01
03 1,16 £ 0,01 1,12+ 0,01 0,96 + 0,01 0,88+0,01
04 0,99+0,01 0,91+0,01 0,90+0,01 0,86+ 0,01
05 1,00 £ 0,01 0,97 £ 0,03 0,87 0,01 0,88+ 0,01
06 1,03+0,01 0,90+ 0,03 0,86 + 0,01 0,81 0,06
07 1,06 £ 0,01 0,98+ 0,01 0,86 + 0,01 0,850,01
08 1,05 £ 0,02 1,05 +0,01 0,89+0,01 0,89 0,02
09 0,95+0,01 1,11 £ 0,02 0,87 0,02 0,89 0,02
10 0,97 +0,01 1,03 £ 0,05 0,83+0,02 0,88+ 0,02
Média 1,01+0,01 0,98 £ 0,03 0,87 £ 0,01 0,87 £ 0,02

P: com polinizag&o. NP: Sem polinizacdo. Os valores séo representados como média
* desvio padréo de trés repeticoes.

6.2.2 Acidos clorogénicos

Os graos de cafés P, apresentaram um teor de ACG total
significativamente maior de 4,96 g 100 g%, enquanto as amostras em NP um
teor total de 4,66 g 100 g (p-valors 0,05). Isso equivale a uma variagédo geral
de 6,05 % a mais em P com relacdo a NP.

Foram analisados e quantificados, sete isbmeros de acidos
clorogénicos (ACG) (Tabela 4). Os teores totais de ACG das amostras estédo
entre 4,35 e 5,43 g 100 g (p-valors 0,05), de acordo com outros estudos que
relatam variagcdes de 3,22 a 7,24 g 100 g (NARITA e INOUYE, 2015; CRAIG,
2016). Os niveis médios de todas as 20 amostras divididos por grupos foram:
isdmeros 3, 4 e 5-CQAs totalizam 3,96 + 0,03 g 100 g, seguido por 3,4, 3,5 e
3,4-diCQAs com 0,50 + 0,01 g 100 g* e 5-FQA com 0,33 + 0,02 g 100 g™.
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Esses grupos representam 82,34%, 10,41% e 6,87% dos niveis totais médios
de CGA 4,81 + 0,02 g 100 g1, respectivamente.

Na cidade de Araguari o teor de ACG foi de 5,06 g 100 g
enguanto na cidade de Monte Carmelo o teor foi de 4,85 g 100 g (p-valors
0,05), apresentando uma variacdo superior entre as cidades de 4,11%. A
cidade de Araguari apresenta maior pluviosidade anual média de 1566 mm e
maior altitude de 1013 m acima do nivel do mar, comparado com Monte
Carmelo com precipitagdo média anual de 1444 mm e 890 m de altitude e
ambas apresentam temperatura média de 21,2 °C. A produgdo de café em
altitudes mais elevadas resulta em cafés de melhor qualidade (BARBOSA et
al.,, 2012). O Coffea arabica L. é colhido em maiores altitudes. Nas
temperaturas mais baixas acabam provocando o adiamento do processo de
amadurecimento dos frutos e isso faz com que ocorre mais transformacdes
quimicas nos grdos, produzindo mais acucares, acidos e aminoacidos,
acarretando as caracteristicas favoraveis e melhor qualidade da bebida
(VAAST et al., 2006).

Baseado nos resultados superiores das amostras em P de
acidos clorogénicos, evidencia-se sua aplicabilidade, pois possuem diversas
atividades biolégicas. Um estudo verificou que o 5-CQA suprimiu as espécies
reativas de oxigénio e aumentou a expressdo dos genes (Forkhead box
protein), onde essas proteinas regulam os genes envolvidos no crescimento e
na proliferacdo, diferenciacdo e longevidade celular (XU et al., 2012). Tanto o
acido cafeico quanto o 5-CQA sao conhecidos por terem atividades multivirais
contra o virus Herpes simplex (HSV) tipos 1 e 2 (KHAN et al., 2005) e virus HIV
(TAMURA et al., 2006). Foi verificado atividade antiviral do 3-CQA, 4-CQA e 5-
CQA contra o virus Ebola (ESPOSITO et al., 2013; PLESKO et al., 2015). No
coélon, por exemplo, o 5-CQA pode inativar os radicais livres reativos da dieta e,
como resultado, ajudar a prevenir o cancer de colon (LUDWIG et al., 2014)

Os ACGs exercem propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias, por isso sdo promissores para prevenir e ajudar a combater a
sindrome metabdlica (FARAH e LIMA, 2018; TAJIK et al., 2017; MONTEIRO,
2010). ApoGs o consumo, pequenas quantidades de ACG sao absorvidas no
intestino delgado, onde inibe a absorcdo de glicose dependente de Na* e
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aumenta a liberacdo de polipeptideo inibitério gastrico, um hormonio intestinal
conhecido por potenciar a secrecdo de insulina, e existem efeitos observados
também no figado, onde o CGA reduz a producéo de glicose hepatica liquida
através da inibicdo deglicose-6-fosfatase. O ACG que permanece no intestino
pode ser metabolizado no célon (TUNNICLIFFE et al., 2015). Alguns estudos
chegaram a conclusdo de que o consumo diario de 3 a 4 xicaras de café por
dia pode exercer efeitos na saude, reduzindo o dano oxidativo, diminui a massa
de gordura corporal e aumenta absor¢cédo de nutrientes (BAKURADZE et al.,
2011; HUXLEY et al., 2009).



Tabela 4 — Teores de acidos clorogénicos (g 100 g* em base seca) de graos crus de Coffea arabica L.
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3-CQA 4-CQA 5-CQA 5-FQA 3,4-diCQA 3,5-diCQA 4,5-diCQA Média

Amostra P NP P NP P NP P NP P NP P NP P NP P NP
01 0,71+0,03 0,61+0,02 0,45+0,01 0,35+0,01 3,25+0,01 3,00+0,06 0,44+0,01 0,39+0,01 0,10+0,06 0,10£0,01  0,22+0,01 0,25+0,01 0,10+0,01 0,11+0,01 527 4,81
02 063+0,02 0,78+0,02 0,47+0,01 0,41+0,02 2,77+0,03 2,65+0,11 0,30+0,01 0,30+0,02 0,15+0,01 0,12+0,01  0,23+0,01 0,19+0,01 0,13+0,01 0,11+0,01 4,67 4,57
03  066+001 0,62+0,05 0,43+0,02 045+0,02 3,45+0,14 3,04+0,07 0,34+0,02 0,33+0,02 0,13+0,01 0,15+0,01 0,33#0,01 0,29+0,01 0,13+0,01 0,13+0,01 543 5,04
04 0,70+0,01 0,65+0,01 0,41+0,03 049+0,03 2,96+021 3,17+0,16 0,31+0,03 0,31+0,02 0,12+0,01 0,17+0,01  0,20+0,01 0,24+0,01 0,14+0,01 0,17+0,01 4,85 5,21
05 0,70+0,01 0,68+0,01 0,40+0,01 0,34+0,01 3,11+0,08 2,75+0,08 0,35+0,01 0,31+0,01 0,14+0,01 0,11+0,01  0,26+0,01 022+0,01 0,15+0,01 0,12+0,01 5,11 4,54
06 0,74+0,02 0,73+0,02 0,36+0,01 0,37+0,01 2,68+0,07 2,83+0,07 0,31+001 0,31+001 0,12+0,01 0,12+0,01  0,24+0,01 0,15+0,01 0,15+0,01 0,13+0,01 4,59 4,71
07 0,78+0,02 0,79+0,01 0,39+0,01 0,42+0,01 297+0,11 2,69+0,06 0,34+0,01 0,33+001 0,11+0,01 0,11#0,01  0,22+0,01 024+0,04 0,12+0,01 0,13+0,01 4,94 4,62
08 0,77+0,01 0,78+0,02 0,40+0,01 0,34+0,05 2,96+0,02 2,66+0,40 0,33+0,01 0,33+0,04 0,13+0,01 0,12+0,02 0,24+0,01 0,29+0,02 0,15+0,01 0,12+0,02 4,99 4,60
09 069+0,09 0,68+0,04 0,34+0,01 0,36+0,05 3,11+0,01 3,220,413 0,32+0,01 0,35+0,01 0,11+0,01 0,10£0,01  0,25+0,01 0,24+0,02 0,16+0,01 0,16+0,01 4,98 5,16
10  0,69£0,01 0,65+0,04 0,44+0,01 0,34+0,02 2,77+0,03 256+0,16 0,33+0,01 0,29+0,03 0,16+0,01 0,12+0,01  0,22+0,01 0,24+0,01 0,16+0,01 0,150,001 4,76 4,35
Média 0,70£0,01 0,68+0,02 0,41%0,01 0,37+0,02 2,97+0,05 2,79£0,10 0,33£0,01 0,32%0,02 0,13£0,01 0,12+0,01 024%0,01 0,24%0,01 0,14%0,01 0,13+0,01 4,96 4,66

P: com polinizagdo. NP: sem polinizagdo. Os valores sé@o representados como média + desvio padrdo de trés repeti¢cdes.
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6.2.3 Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

Nas amostras analisadas houve uma variagao entre 2,77 mg e
3,54 mg 100 g* no contelido de compostos fendlicos totais (Tabela 5). Os valores
encontrados nas amostras analisadas foram proximos aos obtidos por Kitzberger
(2013) que foi entre 4,55 a 5,33 mg 100 g*. Outros trabalhos obtiveram valores
médios menores, de 3,10 mg 100 g* (CHEONG et al., 2013) e 2,84 mg 100 g
(STELMACH, 2015). Alguns compostos fendlicos estdo presentes entre o0s
metabdlitos secundarios das plantas, adaptados a algumas condi¢cdes ambientais
(FARAH & DONANGELO, 2006).

Na andlise de DPPH+ a média do ICso foi de 25,22 + 1,71 pL
mL! em P e de 27,68 + 1,51 uL mL* em NP, apresentando uma variacdo média
de 8,80% (p-valor<s 0,05). Na analise de DPPHe, quanto menor o volume
necessario para inibir 50% do DPPHe, maior a capacidade antioxidante da
amostra. Analisando outras literaturas em relagcdo ao DPPHe, foram encontrados
resultados aproximados de 30,4 + 0,40 uL mL* (GARCIA E BIANCHI, 2015).

Com relacédo ao ensaio do poder de reducao de ferricianeto, a
média dos valores em P, 4,04 + 2,02 mg 100 g?, foram superiores quando
comparado com NP 3,97 + 2,83 mg 100 g (p-valors 0,05). Neste caso é muito
provavel que essa diferenca se deva ao maior teor de cafeina e &cidos
clorogénicos (LIMA et al., 2010).

Os procedimentos experimentais, embora a maioria consista
em seguir espectroscopicamente uma reacdo entre espécies de radicais livres
geradas uma molécula alvo, também existem, por exemplo, aquelas baseadas em
saidas de sinal eletroquimico. Evidentemente, diferentes mecanismos,
dependendo das condi¢Bes experimentais, determinam o resultado geral, e 0 bom
correlacdo entre dados experimentais e tedricos depende, portanto, da natureza
dos parametros tomados em consideracao (GIACOMELLI et al., 2013).

A alta atividade antioxidante desses compostos € devida a
presenca de grupos di-ativos (OH ou NH2) em sua estrutura molecular. Esta
caracteristica da estrutura tem a capacidade de formar uma ligacao intramolecular

de hidrogénio (iHB). O atomo H que néo esta envolvido nesta ligacdo sera entao
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abstraido pelos radicais livres, resultando em um radical fenoxidico estavel.
(BENDARY et al., 2013)

Os compostos fendlicos sdo conhecidos como poderosos
quebras de cadeia antioxidantes. Os fendis sdo constituintes muito importantes
das plantas devido a sua capacidade de absorcao devido aos seus grupos hidroxil
e pode contribuir diretamente para a acdo antioxidante. Sugere-se que 0S
compostos polifendlicos tém efeitos inibitdrios sobre mutagénese e carcinogénese
em humanos (SAWANT et al., 2009).

Tabela 5 — Capacidade antioxidante e compostos fendlicos em grao de café (base seca) cru de
Coffea arabica L.

Amostras Fendlicos Totais DPPH Poder de Redugao

(mg 100 g%) 1Cso (g mL2) (mg 100 g1 FeSO4)

P NP P NP P NP
01 3,54 £ 0,05 3,34+0,03 23,88 +£0,58 25,28 £1,52 3,95+0,23 4,01 +0,85
02 2,77 £0,12 2,90 +0,07 23,09+1,48 20,49+ 0,77 4,67 +0,38 3,91+0,22
03 3,29+0,13 3,32+0,03 21,46 +2,76 25,29+0,88 4,46 + 0,14 4,14 + 0,64
04 3,12+0,08 3,10+ 0,04 24,60 £ 1,95 25,98 £ 0,98 4,03 +0,36 4,38+0,21
05 3,24 £ 0,02 3,13+0,01 29,88 £ 0,38 34,97 £0,91 3,89 0,07 3,62+0,11
06 3,04+0,17 3,13+0,01 27,99+1,10 31,34 +£3,45 3,84+0,14 3,89+0,11
07 3,03+0,13 3,12+0,02 28,56 +1,90 32,68 £1,65 4,00+0,18 3,97 +0,13
08 2,98 + 0,05 3,14 + 0,02 27,49 + 1,51 27,80+1,64 3,80+0,23  3,74%0,15
09 3,07 +£0,08 3,31+0,02 17,97 + 4,65 24,85+ 2,60 3,99+0,28 4,26 + 0,24
10 3,19+0,10 3,12 +£0,06 27,31+0,73 28,15+0,69 3,76 £ 0,01 3,82+0,17
Média 3,09 + 0,09 3,13+0,03 25,22 +1,71 27,68 +1,51 4,04 2,02 3,97 +2,83

P: com polinizacéo. NP: sem polinizagédo. Os valores sédo representados como média + desvio
padrdo de trés repeticdes.

7 AVALIACAO QUIMIOMETRICA E ESTATISTICAS

A andlise PCA fornece graficos informativos mostrando as
semelhancas e diferencas entre as amostras através dos scores e loadings.

Com base nos resultados, foram obtidas diferengcas entre
amostras na mesma cidade, submetidas ao procedimento P e NP. Para Araguari,
esta distincdo foi alcangada no PC6 (7,24% da variancia explicada) (Figura 15),
enquanto para Monte Carmelo, uma tendéncia de separacao foi mostrada no PC5
(9,01% da variancia explicada) (Figura 16). Embora esses PCs ndo apresentem a
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maior variancia explicada, foi relatado em estudos anteriores que a informacéao
principal de um conjunto de dados as vezes ndo esta presente no PC que
apresenta a maior variancia explicada (MOREIRA e SCARMINIO 2013; ALMEIDA
et al., 2018). Assim, com base nas Figuras 15 e 16, foi observado que as
amostras em P estdo separadas no lado negativo do PC, e as amostras em NP
estdo no positivo. As Figuras 15 e 16 apresentam as variaveis cruciais
(parametros) que explicam os padrdes observados.

As amostras de Araguari, para procedimento P, cafeina,
trigonelina, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 5-FQA, e potencial de reducdo foram os
principais parametros. De fato, a trigonelina é o parametro mais influente com
maior concentragdo em P. Os outros parametros referidos mostraram uma
concentragdo ligeiramente maior em P sobre NP para a cidade de Araguari. Por
outro lado, em Araguari, para o procedimento em NP, o contetdo de lipidios foi o
gue mais influenciou, seguido pela umidade, carboidratos, proteinas, 3,4-diCQA,
3,5-diCQA, 4,5-diCQA, fendlicos e resultados de DPPH.

Figura 15 — Resultados do PCA em Araguari. (A) Scores (B) Loadings
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Em relacdo a cidade de Monte Carmelo, para o procedimento
em P, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA e 5-FQA foram os principais responsaveis, seguidos
pelos lipidios, cafeina, trigonelina, 3,5-diCQA, e reducao (Figura 16). Além disso,
em Monte Carmelo, para o procedimento em NP, os carboidratos e proteinas
foram os mais influentes, seguidos pela umidade, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA,
fenolicos e resultados de DPPH (Figura 16).

Além disso, conforme a andlise quimiométrica € possivel
concluir que os parametros que influenciam em P sdo cafeina, trigonelina, 3-CQA,
4-CQA, 5-CQA, 5-FQA, e reducéo para ambas as cidades, enquanto que em NP
sdo umidade, carboidratos, proteinas, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA, fendlicos, e
resultados de DPPH para ambas as cidades.

A diferenca observada pode ser atribuida a diferencas de
altitudes e indice pluviométrico entre as cidades. A cidade de Araguari (18° 38' 50"
S 48° 11' 14" W) esté localizada a 1013 m acima do nivel do mar, apresentando
temperatura média similar a Monte Carmelo e indice médio anual de pluviosidade
de 1566 mm com relevo predominantemente plano (50%). A cidade de Monte
Carmelo (18° 43' 29" S 47° 29' 55" W) com 890 m de altitude, apresenta
temperatura média anual de 21,2 °C, precipitacdo média anual de 1444 mm e
relevo predominantemente ondulado (60%).
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo revelaram a distincéo
quimica entre as amostras em P e NP. Com base nas informacdes fornecidas pela
composicdo centesimal, as amostras em NP apresentaram maiores teores em
relacdo a P, com excecéo dos lipideos em Monte Carmelo. Cafeina e trigonelina
apresentaram valores superiores nas amostras em P. Os teores de Aacidos
clorogénicos (ACG) totais presentes nas amostras em P apresentaram um teor
meédio de 6,04% superior em relacdo aos teores encontrados nas amostras em
NP. Isso evidencia que a polinizacédo bidtica em plantas de café (Coffea arabica
L.) pode tornar os graos mais aptos para a germinagao e mais aptos para ataques
de agentes externos. O teor de compostos fendlicos totais foi superior em NP e a
capacidade antioxidante frente ao radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPHe) e o
potencial de reducdo foram superiores em P conforme o teste Tukey. Além disso,
conforme a analise quimiométrica € possivel concluir que os parametros que
influenciam em P sdo cafeina, trigonelina, 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 5-FQA, e
reducdo para ambas as cidades, enquanto que em NP sdo umidade, carboidratos,
proteinas, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA, fendlicos, e resultados de DPPH para ambas as
cidades.

Os resultados evidenciam que os servicos de polinizagdo séo
0s principais mecanismos para a diversidade quimica dos gréos, e considerando
gue os compostos avaliados sao precursores de compostos volateis no café, isto
afetara diretamente a qualidade dos grdos. Os servicos de polinizacdo sdo os
principais mecanismos para a manutencdo da vida do planeta, pois beneficia a
seguranca alimentar e promove meios de subsisténcia, e as abelhas sé&o
importantes nesse processo, sendo que as plantas dependem delas para se
reproduzirem através do transporte de pdlen, garantindo a variacdo genética e o

equilibrio do ecossistema, sendo assim um processo altamente sustentavel.
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APENDICE A — CANVAS do Projeto

RESEARCH PROJECT CANVAS

\S Mestrando: Franciscg Antonio Capzi '
Tema: EFEIT~O DA POLINIZACAO SOBRE A COMPOSICAO DO CAFE ARABICA (Coffea arabica L.) CRU:
COMPOSICAO CENTESIMAL, COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

JUSTIFICATIVA

A relacéo da polinizagdo bidtica
com o aumento de
produtividade é descrita para
muitos  cultivos. Ainda, a
magnitude em que a
polinizag@o pode incrementar a
producdo de cultivos agricolas

pode ir além de medidas
guantitativas, podendo interferir
nas propriedades fisico-
quimicas destes cultivos,

modificando assim, a qualidade
destes produtos. Para o café,
esta variacdo (qualitativa é
muito importante para o valor
final do produto, visto que este
tem variagdo de preco de
acordo com a sua classificacdo
de qualidade. Sera identificado
a produtividade em parametros
quantitativos e qualitativos. Os
parametros avaliados serdo a
polinizagdo in natura das
abelhas, ou seja, com
polinizacdo (P), sem espécies
definidas e sem polinizacédo
(NP); e a composicdo dos
acidos clorogénicos em P e NP.

PROBLEMATIZACAO

Qual o] efeito da
polinizacdo de abelhas na
composicdo de &cidos
clorogénicos e capacidade

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da polinizacdo de abelhas
(sem espécies definidas) na qualidade do
café (Coffea arabica L.), por meio do
estudo da composicdo dos compostos

antioxidante em gréos de | bioativos, capacidade antioxidante e
cafés ardbica (Coffea | composicéo centesimal.

arabica L.)?

METODOLOGIA OBJETIVOS ESPECIFICOS

Composicao centesimal:
- Umidade

- Lipidios

- Proteinas totais

- Glicidios totais

Extracéo:

- Trigonelina

- Cafeina

- Acidos Clorogénicos
Acgéo Antioxidante:

- Fendlicos totais

- DPPH

- Poder de reducgédo

Cromatografia:

Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC)

Avaliar o efeito em P e NP sobre a
composicdo dos compostos bioativos
(acidos clorogénicos, cafeina e trigonelina)
e composicdo centesimal (umidade,
proteinas, lipidios e carboidratos).

Avaliar o efeito em P e NP sobre a
composi¢cdo dos compostos fendlicos
totais e capacidade antioxidante,
empregando os métodos de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e do poder de
reducéo.

Analisar os resultados obtidos através dos
métodos estatisticos usando o teste
Tukey, com 95% de confianga, sendo
considerado diferengas significativas um
p-valor £ 0,05 e por meio de abordagem
quimiométrica empregando-se a Andlise
de Componentes Principais (PCA).

ASSUNTOS ABORDADOS

Andlise de compostos por métodos analiticos em laboratério de forma qualitativa e quantitativa, avaliando a
acdo antioxidante e identificagdo de compostos bioativos em cromatografia.




APENDICE B — TABELA DE REAGENTES

Reagentes Marca P. molecular Pureza
Citrato tribassico de sodio Sigma Aldrich 256,06 2 99.0% P.A.
Acido acético glacial Din&mica Quimica 60,04 99,5 % PA
(UV/HPLC) Contemporénea LTDA
Agua Milli Q ultrapura GEHAKA Master All 18,0 2 99.0% P.A.
com resistividade 18,2 2000 system, Brasil
MQ cm a 25 °C
Cafeina Sigma Aldrich 194,19 99,5 % PA
Trigonelina Sigma Aldrich 137,14 98,5 % PA
Acido galico C;HeOs.H.0 Neon Comercial 188,13 99,4%
LTDA.
Acido cafeilquinico Sigma Aldrich 354,31 99,0% PA
5-CQA
Fosfato de potassio Neon Comercial 136,09 98,8% PA
KH>PO4 LTDA.
Ferricianeto de potassio Vetec Quimica Fina 329,25 99,0%
___ Ky[Fe(CN)g]
Acido de tricloroacético Neon Comercial 163,39 99,0%
CCI;COOH LTDA.
Cloreto de ferro Vetec Quimica Fina 270,33 97,0%
hexahidratado
FeCI3.6H20
acetato de chumbo basico 807,72
(CHsCOOQO),Ph,.Pb(OH),
Folin-Ciocalteu Imbralab — Quimica e N tem essa N tem essa
Farmacéutica LTDA informacédo informacéo
Carbonato de sodio Dinamica 105,98 99,5%
Na,COs3
DPPH Sigma Aldrich 394,32 99,0% PA
1,1-difenil-2-picril-hidrazil
C18H17Ns04
Metanol Dinamica Quimica 32,04 99,8% HPLC
CHsOH Contemporanea LTDA
diclorometano Reatec 84,93 99,5%
hexano Dinamica 86,18 99,0%
UV/HPLC
Acido sulfarico Biotec Reagentes 98,079 95-98% PA
Analiticos
Hidroxido de sédio Neon 40,00 98,63%
Sulfato de Zinco 7H20 Reatec 287,56 99,0%
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