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CAPITULO 1
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RESUMO: Neste trabalho, foi determinada
a fracdo lipidica de &cidos graxos de seis
genotipos de cafés da espécie Coffea Canephora
(robusta), conhecidas por se destacarem com
excelentes produtividades em regides de clima
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tropical. Os grdos de cafés tiveram as fragbes
de baixa polaridade extraidas com hexano e
a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H (RMN de 'H) foi usada na identificacéo e
quantificacdo dos &cidos graxos. Os resultados
obtidos apresentaram concordancia com os
obtidos por técnicas de cromatografia e, portanto,
parémetros de qualidade puderam ser atribuidos
aos gréos. Trés gendtipos se destacaram por
apresentarem maiores fragdes de acidos graxos
insaturados, podendo o consumo dos graos
verdes, serem indicados como suplemento
alimentar, devido aos baixos niveis de gorduras e
colesterol. Entretanto, maiores cuidados devem
ser tomados com relacdo a estocagem destes
gréos, devido a maior oxidagéao lipidica que pode
ocorrer nos acidos graxos insaturados.
PALAVRAS CHAVE: Acidos Graxos, Gen6tipos
de cafés, RMN, Selecdo genética.

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE
SPECTROSCOPY IN THE
DETERMINATION OF FATTY ACIDS IN
COFFEE GENOTYPES

ABSTRACT: In this work, the fatty acid lipid
fraction of six coffee genotypes of the Coffea
Canephora (robusta) species was determined.
These species are known for their high yields in
tropical climate crops. The low polarity fractions
were extracted from coffee beans with hexane.
The quantification of fatty acids was determined
by the '"H NMR technique. The results obtained
by NMR showed agreement with those obtained
by the chromatographic technique and, therefore,
quality parameters could be attributed to the
beans. Three genotypes were distinguished



by the fact that they presented higher fractions of unsaturated fatty acids, providing
quality parameters to the bean, since their consumption would be associated with low
levels of fats and cholesterol. However, greater care should be taken in relation to the
storage of these beans, due to the greater lipid oxidation that can occur in unsaturated
fatty acids.

KEYWORDS: Fatty acids, Coffee genotypes, RMN, Genetic selection.

11 INTRODUGAO

O café é um produto que apresenta grande destaque na industria de
alimentos e de cosméticos [1 - 3]. Adicionalmente, as propriedades de aroma e
sabor de sua bebida fazem com que este seja um dos produtos agricolas mais
produzidos em todo o mundo [4 - 6]. O Brasil se destaca como o maior produtor
mundial, e estima-se que na safra de 2018, sejam produzidas entre 54,44 milhbes
e 58,51 milhdes de sacas de 60 kg [6, 7]. Neste cenario, o estado do Espirito Santo
se destaca como o maior produtor nacional da espécie robusta, sendo responsavel
por 75% — 78% da producéo nacional [8]. Devido a esta grande produtividade, os
gréos de cafés podem ficar armazenados por um longo periodo e, associado a
forma inadequada de armazenamento, ocorrem degradacoes e oxidagdes de seus
componentes quimicos, diminuindo seu valor de mercado [9]. Desta forma, busca-
se obter variedades genéticas que apresentem fracbes de componentes quimicos
que definem superioridade dos graos em produtividade, resisténcia a pragas e a
degradagdes durante o armazenamento [10, 11]. Dentre os varios componentes
quimicos encontrados nos graos, a fragéo lipidica do café verde é rica em matéria
insaponificavel e, quando presentes na formulagéo de cremes cosméticos, podem
constituir o principio ativo de muitas propriedades desejaveis como retencao de
umidade, penetracéo na pele e aderéncia[3, 12]. Além disto, a frag@o correspondente
aos acidos graxos insaturados pode servir como parametro de avaliagédo de oxidag¢ao
durante o armazenamento [13, 14]. Neste trabalho, foi quantificada a fracao lipidica
correspondente aos acidos graxos de seis variedades genéticas de grdos verdes de
cafés da espécie robusta, cultivadas no Espirito Santo - Brasil. Foi utilizada a técnica
de extracdo apolar com hexano e subsequente anélise com a técnica de RMN de
'H dos extratos obtidos. Foi possivel distinguir quais dos genétipos apresentaram
maiores fragcdes de acidos graxos dos tipos saturados e insaturados sendo possivel
atribuir parametro de qualidade aos gréos.

21 MATERIAIS E METODOS

Os genotipos de cafés denominados de Baiano, Bamburral, Beira Rio,

Clementino, Pirata e Coringa, sdo provenientes de cruzamentos naturais e se

Sustentabilidade em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 1 _



destacam por apresentarem excelentes produtividades em regides de clima tropical.
No Espirito Santo, nas safras de 2014 e 2015, estas variedades se destacaram
dentre outras, com produtividade superior a 70 sacas/ha [15]. As lavouras foram
implantadas no estado em maio de 2012, no municipio de Vila Valério - ES. Foi
adotado espagamento de 2,7 metros por linhas e 1,2 m entre plantas, estabelecendo
uma densidade de 3086 plantas por hectare. Nesta localidade o clima é tropical, com
temperatura média de 23°C, caracterizado pelo verdo quente e umido, e inverno
seco, de acordo com a classificacéo proposta por Képpen, apresentando precipitacdo
média anual de 1200 mm [16]. ApoOs colheita, os frutos foram despolpados e os
gréos foram secos em forno com ventilacdo forcada de ar durante sete dias a
uma temperatura de 40 °C. Os mesmos foram armazenados em refrigeracdo a
temperatura de 10 °C durante um periodo de 2 a 5 meses, para posterior analise de
RMN de'H.

Para a extra¢do da fracao apolar, 10 g de cada amostra foram colocadas em
um cartucho de celulose vedado com algodao. O cartucho foi inserido no extrator
de soxhlet que, posteriormente, foi acoplado em um balédo de fundo redondo de 250
mL, contendo 150 mL de hexano com 99,9 % de pureza. O extrator foi conectado
ao sistema de circulacdo de agua e aquecido por uma manta. Apés a ebulicéo, o
sistema ficou em refluxo por um periodo de 4 h e, posteriormente, resfriado até a
temperatura ambiente. O solvente foi evaporado em um evaporador rotativo. As
extragdes foram realizadas em triplicata.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos de forma quantitativa, a
temperatura de 20 °C em um equipamento Varian (USA), modelo VNMRS com
campo de 11,75 Tesla (500 MHz na frequéncia do 'H). Como solvente utilizou-se
cloroférmio deuterado (CDCI,) e como referéncia interna ao Tetrametilsilano (TMS). A
concentragdo de todas as amostras foi de aproximadamente 1:3 (v/v). Os espectros
obtidos consistem da intensidade do sinal em fun¢ao do deslocamento quimico com
referéncia ao TMS, em partes por milhdo (ppm). Para cada extracéo, foi realizado
um espectro de RMN.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

As extracbes das fragdes apolares do café permitem separar os lipideos,
de compostos dos tipos polares como a cafeina, acidos clorogénicos, trigonelina
e outros, tornando mais simples a interpretacdo dos espectros de RMN de 'H das
amostras. Na Figura 1, esta representado o espectro para da extragdo obtida do
gendtipo denominado Baiano.
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Figura 1 - Espectro de RMN de 'H do extrato da fragao apolar para o genétipo de café
denominado Baiano.

As posi¢cdes dos picos de ressonancia de todos os genétipos foram analogas
aos deste espectro. Uma andlise superficial do padrdao de deslocamento quimico,
multiplicidade e intensidade dos sinais indicam que o espectro é tipico de um
triglicerideo [17, 18]. Os triglicerideos, que aparecem na fracéo lipidica de gréos
de cafés, séo triésteres, formados pela unido de trés moléculas de acidos graxos
com uma molécula de glicerol. Estes podem ser 6leos, derivados de Acidos Graxos
Insaturados (AGI) e, gorduras, derivados de Acidos Graxos Saturados (AGS) [19].

Os sinais de um espectro de RMN de 'H de lipideos s@o assinalados em
grupos de hidrogénios ndo equivalentes que sdo comuns a todas as cadeias
de é&cidos graxos [17, 18]. Assim, a identificacdo dos picos do espectro obtido,
foi realizada como se segue: O sinal 1, em 0,89 ppm refere-se aos hidrogénios
metilicos terminais, presente em cadeias graxas. O sinal 2, em 1,24 ppm é referente
aos hidrogénios metilénicos presentes nas estruturas de todas as cadeias alquila. O
sinal 3, em 1,60 ppm, é referente aos hidrogénios metilénicos 8 de grupo carbonila
(B-CH,) e, o sinal 5, em 2,30 ppm é referente aos hidrogénios metilénicos a de
grupo carbonila (a-CH,). O sinal 4 em 2,05 ppm é referente aos hidrogénios alilicos
das cadeias de acidos graxos insaturados, enquanto os metilénicos bisalilicos das
cadeias de acidos graxos polinsaturadas, aparecem no sinal 6, em 2,80 ppm. O sinal
7, referente aos duplos dupletes em 4,15 e 4,30 ppm, sao devidos as ressonancias
dos hidrogénios gliceridicos das posicoes 1 e 3. O sinal 8, em 5,26 ppm, se refere
ao hidrogénio gliceridico da posig¢éo 2 e, finalmente, o sinal 9 é referente a um

multiplete em torno de 5,36 ppm, devido a ressonancia dos hidrogénios olefinicos
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(-CH=CH-) presentes em todas as cadeias de acidos graxos insaturados.

A boa resolugdo dos hidrogénios metilicos e metilénicos, na regido de
0,80 — 3,00 ppm do espectro, permite uma extracdo satisfatoria de informacgdes a
cerca da composicao e fracdo de acidos graxos. Portanto, as fragbes percentuais
destes acidos foram calculadas pela combinacéo da intensidade dos varios sinais,
seguindo os procedimentos propostos por SACCHI et al, 1996 e VIGLI et al.,
2003 [18, 20]. Os resultados obtidos, nas extracbes de cafés em estudo, estédo
apresentados na Tabela 1 com seus respectivos desvios padrées amostrais. Foi
possivel verificar que as fragcdes de AGI sao predominantes sobre os AGS, estando
de acordo com resultados obtidos para as espécies Robusta e Arabica [2, 17, 21].
Os genotipos Clementino, Coringa e Pirata, apresentaram maiores fracdes de AGlI,
com predominancia do &cido Linoleico (w-6), em concordancia com valores obtidos
na literatura (40 — 50%) [17, 22]. Entretanto, os gendtipos: Baiano, Bamburral e
Beira Rio apresentaram valores inferiores aos aceitaveis. Considerando que o acido
linoleico, sendo poli-insaturado, € facilmente oxidado pelo oxigénio, por meio de
uma reacéo radicalar em cadeia [22, 23], a diferenca observada indica a ocorréncia
de um processo de oxidagao do acido linoleico, conduzindo um decréscimo em sua
fragéo.

De acordo com a Tabela 1, o acido Linolénico (w-3) & minoritario, na faixa
de 1.4 — 4%, seguido do Oleico (w-9), entre 15 — 20 %. Ambos os valores sédo
ligeiramente maiores que os obtidos na literatura, por cromatografia gasosa, estando
entre 0.6 — 1.6% para o acido Linolénico e 7.3 — 11.9%, para o Oleico [17, 22, 23].
Geralmente, diferencas de concentracdes estdo associadas ao fato de que a técnica
de RMN, fornece valores fracionais, ao invés de quantitativos [17].

AGI (%)

Genotipo AGS (%)
Linolénico Linoleico Oleico

Baiano 4 +1 31+4 202 45+ 3
Bamburral 1.4+03 353x06 Cr0* 422203
Beira Rio 1.9+0.3 38+5 18+4 42 +4
Clementino 3.2 +0.1 47 £ 4 21+£3 28+5

Coringa 3.1+04 46 £ 4 19+2 32+3

Pirata 3.1+£0.2 52 +1 15+3 30+3

Tabela 1 - Valores fracionais de Acidos Graxos Insaturados (AGl) dos tipos Linolénico,
Linoleico e Oleico e Saturados (AGS) na composicéo lipidica dos genoétipos de cafés.
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Para uma andlise mais detalhada das fracdes de AGI e AGS foi realizado
um grafico em forma de barras, apresentado na Figura 2. Uma analise da fracéo de
AGI nos genoétipos permite concluir que o genétipo Baiano apresentou maior fragéo
do &cido Linolénico. Os genoétipos Clementino, Coringa e Pirata, apresentaram
valores intermediarios deste acido e sdo semelhantes em fracdo. Por outro lado, os

gendtipos Bamburral e Beira Rio apresentaram menor fracédo deste acido.

[ Linolénico
[ Linoleico
I Oleico
I AGS

50+

w B
o o
1 1

Composto (%)
¢

Baiano Bamburral Beira Rio Clementino Coringa  Pirata

Genotipo

Figura 2 - Composicao fracional de AGl e AGS nos genotipos de cafés. Os tragos
pretos, verticais indicam o desvio padrao da fragéo de cada composto.

Quanto ao &cido Linoleico, o genétipo Pirata apresentou maior fragéo, seguido
dos genodtipos Coringa e Clementino, que apresentaram fragcdes semelhantes. Os
gendtipos Beira Rio e Bamburral possuem fragbes semelhantes, apresentando baixa
fracdo deste acido. O geno6tipo Baiano foi o que apresentou menor fragdo de acido
linoleico. Quanto ao acido Oleico, o genoétipo Pirata apresentou menor fracéo, sendo
que os demais genétipos nédo se distinguiram em valor. Com relagdo aos AGS, os
gendtipos Baiano, Bamburral e Beira Rio, apresentaram valores semelhantes e séo
superiores aos dos genotipos Clementino, Coringa e Pirata, que sdo semelhantes.

Estudos demonstram que dietas com alimentos ricos em de AGlI, trazem
beneficios a salde humana, pois sdo essenciais na diminuicdo da proporcao de
Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL) relativas a de Alta Densidade (HDL) [24].
Neste contexto, o acido linolénico é capaz de ajudar no controle da lipidemia e
conter reacdes inflamatérias, tornando-se coadjuvante no tratamento de doencas
cardiovasculares [25, 26]. Por sua vez, o acido linoleico atua na formagédo das
membranas celulares, auxilia na sintese hormonal, no correto funcionamento do

sistema imunolégico e no funcionamento neuronal. A participacdo do acido Oleico
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no metabolismo desempenha um papel essencial na sintese dos hormdnios [25].
Um fator de grande importancia de alimentos ricos nestes acidos vem do fato de
que organismos animais ndo conseguem sintetiza-los, tornando essenciais seus
consumos. Por outro lado, o consumo de alimentos com elevados valores de
AGS, contribui com a elevacdo do colesterol do tipo LDL aumentando o risco
cardiovascular [26, 27].

Levando em consideragéo estas questdes, os genotipos Clementino, Coringa
e Pirata, podem desempenhar um importante papel na saude humana, quando
consumidos os graos na forma verde (sem a torrefacdo), pois estes contém maiores
fracdes de AGI. Entretanto, deve-se ter mais prudéncia durante o armazenamento e
estocagem destes genotipos, visto que a oxidagao/ degradagdo em gréos ocorrem
nos acidos graxos insaturados, principalmente no linoleico, levando a formacao de
produtos como aldeidos, cetonas, alcoodis, acidos e hidrocarbonetos. Estes produtos
s&o responsaveis pelas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas associadas
com a rancificagdo dos gréos e perda de sabor da bebida apés torrefacéo [22, 23,
25]. Como os gené6tipos Baiano, Bamburral e Beira Rio apresentarem baixas fragdes
de AGI, estes seriam, a priori, mais resistentes a formas de oxidacao lipidica.

E importante lembrar que o estudo realizado aqui, diz respeito apenas aos
acidos graxos e, estes por si s6, ndo definem completamente a superioridade dos
gréos. Esta depende de um estudo geral da composicdo quimica, da atividade
antioxidante e de testes de bebida.

41 CONCLUSOES

Através da utilizagdo da técnica de RMN de 'H foi possivel determinar a
fracdo de acidos graxos em genétipos de cafés (Coffea Canephora), permitindo
identificar e quantificar os tipos de AGI e AGS totais. Os geno6tipos Clementino,
Coringa e Pirata se destacam por apresentarem maiores quantidades de AGI,
tornando-se importantes como suplementos alimentares. Apesar dos genotipos
Baiano, Bamburral e Beira Rio apresentaram baixas fragcbes de AGI, estes podem
apresentar destaque na resisténcia a oxidacgéo lipidica decorrentes de processos de
armazenagem. O café Pirata se destacou em termos de fracdo AGI/AGS, podendo
tornar-se promissor, como café verde rico em lipidios saudaveis.
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