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RESUMO

O estado de Ronddnia tem se destacado nos ultimos anos no cenério da cafeicultura
nacional em funcdo de melhorias na produtividade das lavouras e qualidade da bebida
dos Coffea canephora produzidos. Devido as suas condi¢des edafoclimaticas, Rondo6nia
produz as duas variedades comerciais de C. canephora, Conilon e Robusta, o que permitiu
a hibridizagdo natural a campo entre variedades. Na literatura ha pouca disponibilidade
de dados de diterpenos em café torrado, notadamente para C. canephora. O objetivo do
estudo foi caracterizar cafés C. canephora hibridos naturais de Conilon e Robusta quanto
aos teores de diterpenos. Trés gendtipos (clones 03, 08 e 25) provenientes de dois locais
de cultivo (Cacoal e Ouro Preto) foram estudados. Os cafés torrados foram avaliados
quanto aos teores de cafestol, caveol e 16-O-metilcafestol por CLUE. Os resultados foram
analisados por ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05). Os teores de cafestol e 16-O-
metilcafestol variaram de 224 a 381 mg 100 g* e de 258 a 356 mg 100 g%,
respectivamente. Para caveol observou-se desde auséncia até 30,4 mg 100 g*. O teor de
diterpenos sofreu influéncia da genética e local de cultivo, e verificou-se interacdo entre
genétipo e ambiente. Entre os diterpenos avaliados, caveol apresentou a maior
variabilidade. O clone 25 apresentou presenca dos trés diterpenos nos dois locais de
cultivo estudados, destacando-se pelos maiores teores de caveol. No geral, os hibridos
apresentaram altos teores de diterpenos, notadamente 16-O-metilcafestol, em comparacéo
ao relatado na literatura para as variedades Conilon e Robusta da espécie C. canephora.

Palavras-chave: robusta, conilon, Amazonia.

ABSTRACT

The Rondonia state has stood out recently in the national coffee production scenario due
to improved crop productivity and good cup quality Coffea canephora production. Due
to its edaphoclimatic conditions, Ronddnia produces the two commercial varieties of C.
canephora, Conilon and Robusta, allowing a natural hybridization between varieties in
the field. There is little data on diterpenes profile in roasted coffee in the literature,
especially for C. canephora. The objective of the study was to characterize C. canephora
coffees, natural hybrids of Conilon and Robusta, in terms of diterpene contents. Three
genotypes (clones 03, 08, and 25) from two cultivation sites (Cacoal and Ouro Preto)
were studied. Roasted coffees were evaluated regarding cafestol, kahweol and 16-O-
methylcafestol contents by UPLC. The results were analyzed by ANOVA and Tukey's

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.1, p. 420-429, jan., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

422

test (p < 0.05). Cafestol and 16-O-methylcafestol contents ranged from 224 to 381 mg
100 g* and 258 to 356 mg 100 g, respectively. For kahweol content, it was observed
from absence to 30,4 mg 100 gX. The diterpenes content was affected by genetics and the
cultivation site, and there was an interaction between genotype and environment. Among
the diterpenes evaluated, kahweol had the greatest variability. Clone 25 showed the
presence of the three diterpenes in the two cultivation sites studied, standing out for the
highest kahweol content. In general, the hybrids had high contents of diterpenes notably
16-O-methylcafestol, compared to the reported in the literature for the Conilon and
Robusta varieties of C. canephora species.

Keywords: robusta, conilon, Amazon region.

1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café verde, e 0 segundo maior
produtor da espécie Coffea canephora (ICO, 2022). Atualmente, o estado de Rond6nia é
0 segundo maior produtor de C. canephora no pais, e atingiu essa posi¢do devido ao
investimento em melhorias na produtividade com a substituicdo de lavouras de origem
seminais por lavouras clonais, utilizando clones selecionados pelos préprios agricultores
da regido (Fiorott; Sturm, 2015, Dalazen et al., 2019, Teixeira et al., 2020).

Entre as variedades botanicas de C. canephora comercialmente cultivadas,
destacam-se Conilon e Robusta (Fiorott; Sturm, 2015, Souza et al., 2015). Devido a maior
demanda de agua da Robusta, seu cultivo se restringe a regido Amazénica, que apresenta
clima favoravel (Souza et al., 2015). Em funcéo de ocorrer em Ronddnia o plantio das
duas variedades, a hibridizacdo entre elas ocorreu naturalmente a campo, e ao longo de
anos identificou-se genotipos com caracteristicas hibridas que tem se destacado pela boa
qualidade de bebida e produtividade (Espindula et al., 2017, Dalazen et al., 2020).

Entre os diversos compostos presentes no café responsaveis pela qualidade da
bebida e efeitos fisioldgicos positivos a saude, os diterpenos, cafestol, caveol e 16-O-
metilcafestol (16-OMC) (Ren et al., 2019, Moeenfard; Alves, 2020) tém sido menos
estudados. Na literatura, a maior parte dos dados de composicao se restringe a espécie
Coffea arabica e ha divergéncias quanto ao perfil de diterpenos em C. canephora.

Para a espécie C. canephora, cafestol € usualmente descrito como o diterpeno
predominante (76 a 363 mg 100 g1), caveol ¢ citado como ausente ou presente em baixos
teores (até 20 mg 100 g1), e para 16-OMC é reportada também grande variacio (auséncia
a 223 mg 100 gt) (Moeenfard; Alves, 2020, Benassi; Dias, 2015, Campanha et al., 2010,

Dias et al., 2014, De Souza; Benassi, 2012). Apesar do teor de diterpenos ser afetado pela
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diversidade genética e condigdes edafocliméticas (Kitzberger et al., 2013, Mori et al.,
2016), muitos estudos ndo identificam a variedade da espécie C. canephora empregada e
as condicdes da regido de cultivo. Estudo preliminar com hibridos intervarietais naturais
de Conilon e Robusta cultivados em algumas regides da Amazo6nia Ocidental, indicou
uma tendéncia a altos teores de diterpenos (Francisco et al., 2021). Entre esses hibridos,
destacamos o interesse pelos clones 03, 08 e 25 que estéo presentes em 80 %, 89 % e 88
% dos campos de Rondonia, respectivamente (Espindula et al., 2017, Dalazen et al.,
2020).

Assim, o objetivo do trabalho foi caracterizar, com relacdo aos teores de cafestol,
caveol e 16-OMC, esses clones de C. canephora hibridos intervarietais naturais de
Conilon e Robusta, cultivados em duas diferentes regides do estado de Rondonia.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Foram empregadas 6 amostras de cafés clonais da espécie C. canephora, hibridos
naturais das variedades Conilon e Robusta, fornecidos pela Embrapa Rondénia. Foram
estudados trés genotipos (clones 03, 08 e 25) de maturacdo intermediaria, sendo cada
clone produzido em dois locais de cultivo no estado de Rondonia. Cacoal, situada na
regido de Rio Machado, tem altitude de 179 m, temperatura média de 24,0°C e
precipitacdo anual de 1899 mm, € o segundo maior produtor no estado (Dalazen et al.,
2020). Ouro Preto do Oeste, na regido Central, tem maior altitude (237 m), temperatura
meédia (24,3°C) e precipitagdo (1922 mm), e foi recentemente apontada como sendo
ambiente favoravel ao desenvolvimento de cafés com boa qualidade de bebida estudando-
se 16 clones hibridos (Morais et al., 2021).

Os frutos de café foram colhidos (aproximadamente 300 g por amostra) e
beneficiados no ano de 2018, entre os meses de abril e junho. Os frutos foram secados em
terreiros ao sol de forma natural e beneficiados. O grao de café verde foi armazenado em
sacos plésticos sob refrigeracédo (8 °C) até a torra.

As amostras foram submetidas ao processo de torra média em torrador piloto a
gas Rod Bel a 210 —230 °C, entre 8 e 14 min. Para obtencdo de grau de torra padronizado,
foram avaliadas a cor, visualmente, e a perda de peso, em torno de 16 %, considerado
adequado para C. canephora (Mendes et al., 2001). Os grdos torrados foram moidos em
moedor de café Krups GV X 2 até granulometria fina e armazenados sob refrigeragéo (8

°C) até o momento das analises.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.1, p. 420-429, jan., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

424

Os cafés torrados e moidos foram caracterizados como de torra média-clara
(luminosidade de 31 + 2 e tonalidade cromatica de 39 * 4) utilizando um colorimetro
Konica Minolta Chroma Meter CR-400. A umidade (2,1 + 0,2 g 100 g*) foi determinada
em medidor de umidade Ohaus-MB45, a 105 °C por 7 min. Os resultados de umidade

foram utilizados para o calculo da concentracao dos diterpenos em base seca.

2.2 METODOLOGIA
O processo de extracdo dos diterpenos foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Dias et al. (2014), empregando saponificacdo direta a quente e extracao

liquido/liquido (Figura 1). Foram realizadas duplicatas genuinas de extracao.

Figura 1- Metodologia para extracdo de diterpenos proposta por Dias et al. (2014).

1 —Processode Saponificacio | —_ | 2 —Processode Extracio ‘ —_— 3 —Limpeza e preparo da amostra
para injecio

I
1
Pesar 0,2 g de amostra : | Adicionar 2 mL de metil terc-butil éter ‘: | dici 4o 4
em tubo centrifuga : 0 : Adicionar 2 mL de agua
] v
¥ 1 | Centri : . ]
1 entrifugar por 2 minutos a 300 rpm |1 .
Adicionar 2 mL de KOH 2,5 i 7 i H"m”gene’zf Eo‘izscm a fase
mol L' (em etanol 96 %) ! — i d
7 1| Recolher a fase orginica em um tubo ! N
) i centrifuga (tarado) H | Evaporar em banho 4 70 °C
Aquecer em banho-maria a g e
80 °C durante 1 hora i : - i v
I | Repetir o processode extragao 3 vezes Ressuspender o extrato etéreo em
. , 4,5 mL de faze mével
Adicionar 2 mL de agua
destilada v
| Diluicdo |
¥
| Filtrar em membrana de 0,22 pm |
v
| CLUE |

A anélise dos diterpenos foi realizada conforme descrito por Francisco et al.
(2021) e as condicdes sdo apresentadas na Tabela 1. A quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa utilizando curvas analiticas com 6 pontos em triplicata (r = 0,99; p
<0,01).
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Tabela 1 - Condicdes cromatograficas para analise de caveol, cafestol e 16-O-metilcafestol baseadas em
Francisco et al. (2021).

Fase estacionaria Coluna Supelcosil LC-18 (15 cm x 3 mm, 3 um) (Supelco Park,
Bellefonte, EUA), temperatura de 26 °C
i Eluicdo Isocratica: Acetonitrila:Agua (55:45, V/v)
Fase movel N .
Vazéo 0,7 mL min’!
~ 230 nm, para cafestol e 16-O-metilcafestol
Deteccao
290 nm, para caveol
Volume de injecéo 3uL

Para avaliar efeito do local de cultivo e da variabilidade genética no teor de
diterpenos, os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey (p <
0,05) utilizando o programa Rstudio versdo 4.1.1 (R Core Team, 2021). O local de cultivo
(principal/parcela) e o gendtipo (secundéaria/sub-parcela) foram considerados como
tratamentos em um esquema de parcelas subdivididas. A ocorréncia de interacdo (p <
0,05) entre os tratamentos indica que o teor do diterpeno em cada gendtipo sofre

influéncia diferenciada em relacéo ao local de cultivo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os trés diterpenos estudados, observou-se diferenca entre clones e entre locais
de cultivo, e ocorreu ainda intera¢do entre gen6tipo e ambiente. Desse modo, os teores de
cada diterpeno em cada gendtipo sofreram influéncia diferenciada do ambiente de cultivo
(Tabela 2).

Tabela 2: Teores* de diterpenos em cafés hibridos intervarietais de Conilon e Robusta, oriundos de dois
diferentes locais de cultivo.

Composto Local de Cultivo Clone 03 Geg?é'npeoOS Clone 75
Cacoal 2538 + 4 3214+ 17 2308 +8
Cafestol Ouro Preto do Oeste 3812+ 6 3398 + 3 224C + 9
Média** + DP (CV%) 317 +74 (23) 330 + 14 (4) 227 +8(4)
Cacoal 0,0 +0,0 0,0 +0,0 30,44+ 0,8
Caveol Ouro Preto do Oeste 19,12¢ + 0,1 22,6% + 0,1 28,3" 10,1
Média** + DP (CV%) 10 + 11 (115) 11 + 13 (115) 29 +1 (5)
16-O-metil Cacoal 3550 + 7 258%8 + 6 356°A +0.1
cafestol Ouro Preto do Oeste 2734+ 1 285%A + 2 27254 + 13
Média** + DP (CV%) 314 + 47 (15) 271+ 16 (6) 314 + 49 (16)

* Teor médio (n = 4, duplicata de extragdo, duplicata de injecao) + desvio padrao entre extragcdes. Valor
zero corresponde a teores menores que LQ (5,16 mg 100 g*). Médias seguidas de letra maitiscula
diferente na mesma linha indicam diferenca significativa entre gen6tipos, médias seguidas de letra

mindscula diferente na mesma coluna indicam diferenca significativa entre ambientes (Tukey, p < 0,05).

**Teor médio no gendtipo + DP (desvio padréo) e CV (coeficiente de variacao) entre genotipos
cultivados em diferentes ambientes.
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Em relagdo ao cafestol, observou-se variagdo na faixa de 224 a 381 mg 100 g1
para o clone 03 observou-se maior variabilidade com o local de cultivo (CV de 23 %)
(Tabela 2). Os valores estdo na parte superior da faixa reportado na literatura para cafés
C. canephora (151 a 363 mg 100 g) (Campanha et al., 2010, De Souza; Benassi, 2012,
Dias et al., 2014, Finotello et al., 2017, Mori et al., 2016; Sridevi et al., 2011).
Comparativamente ao estudo anterior com esses hibridos em outras regides do estado
(Zona da Mata, Madeira Mamoré, e Vales do Guaporé e Jamari no estado de Rondénia)
(Francisco et al., 2021), o clone 3 também se destacou pelo alto teor de cafestol quando
cultivado no ambiente de Ouro Preto do Oeste (Tabela 2).

Para caveol, observou-se desde auséncia até teores de 30,4 mg 100 g** (Tabela 2),
sendo que metade das amostras apresentou teores acima dos reportados na literatura (de
auséncia até teores de 20 mg 100 g*) para cafés C. canephora (Campanha et al., 2010,
De Souza; Benassi, 2012, Dias et al., 2014, Finotello et al., 2017, Mori et al., 2016). Os
genotipos apresentaram a presenca do composto quando cultivados em Ouro Preto do
Oeste, e 0 clone 25 destacou-se pela presenca de caveol nos dois locais de cultivo e baixa
variabilidade (CV de 5 %) (Tabela 2). Os resultados indicam que essa é uma caracteristica
tipica do genoOtipo, uma vez que a presenca de caveol também havia sido reportada para
o clone 25 quando cultivado em outras regides do estado (Zona da Mata, Madeira
Mamoré, e Vales do Guaporé e Jamari no estado de Ronddnia) (Francisco et al. 2021). O
clone 25 tem sido destacado pela adaptabilidade, permitindo obter com boa qualidade de
bebida em diferentes ambientes (Dalazen et al., 2020).

Para 0 16-OMC, o teor variou de 258 a 356 mg 100g™*; destacando-se o clone 08
pela menor variagdo com o local de cultivo (CV de 6 %) (Tabela 2). Todas as amostras
apresentaram teor de 16-OMC superior ao reportado na literatura para cafés C. canephora
(de auséncia até teores de 223 mg 100 g) (Campanha et al., 2010, De Souza; Benassi,
2012, Dias et al., 2014, Finotello et al., 2017, Mori et al., 2016, Schievano et al., 2014).
Esse comportamento confirma o observado por Francisco et al. (2021) para vérios clones
hibridos cultivados em outras regides do estado, indicando que os cafés C. canephora
intervarietais naturais de Conilon e Robusta tem tendéncia a apresentar altos teores de 16-
OMC.

4 CONCLUSAO
Os teores de cafestol, caveol e 16-OMC nos cafés C. canephora hibridos

intervarietais naturais de Conilon e Robusta sofreram influéncia da genética e local de
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cultivo e houve interacdo entre gendtipo e ambiente. Para o clone 25, que se destaca pela
boa qualidade de bebida, observou-se a presenca dos trés diterpenos nos dois locais de
cultivo estudados, destacando-se ainda pelos maiores teores de caveol. No geral, os cafés
hibridos naturais apresentaram altos teores de diterpenos, notadamente 16-OMC, em
relagdo ao reportado na literatura para as variedades Conilon e Robusta da espécie C.
canephora.
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