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BASSOLI, Denisley G. Impacto aromatico dos componentes volateis do café
soluvel: uma abordagem analitica e sensorial. 2006. 238f. Tese (Doutorado em
Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

RESUMO

A aplicagcao de métodos instrumentais e analiticos cada vez mais sofisticados tem
aprimorado a avaliagao objetiva do aroma, caracteristica determinante da qualidade
de alimentos e de sua aceitabilidade, tendo sido detectados mais de oitocentos
componentes volateis no café torrado, mas com escassa informacgao disponivel para
café soluvel. Atualmente, a producdo mundial de café soluvel é de aproximadamente
quinhentas mil toneladas, sendo o Brasil um importante produtor. O café soluvel é
obtido a partir do café torrado, que tem os componentes hidrossoluveis extraidos e
secos. Durante seu processamento, ocorrem diversas perdas aromaticas,
distanciando sua qualidade do café de coador. Recentemente, ha uma tendéncia da
melhoria da qualidade do café soluvel, que pode representar um melhor
posicionamento de vendas nos mercados. Essa melhoria da qualidade da percepgao
pelos consumidores esta vinculada n&o s6 ao conteudo aromatico do produto, como
também a sua qualidade intrinseca. Muitos componentes volateis de alimentos sao
sensorialmente irrelevantes e métodos empregados mais recentemente tém
permitido aos pesquisadores a identificacdo e quantificacdo de um numero
comparativamente pequeno de compostos de aroma relevantes. A composigao da
fracao volatil do café soluvel tem sido pouco estudada, reforcando a necessidade de
se obter mais detalhes sobre as sutis diferencas das técnicas produtivas aplicaveis e
entre produtos, orientadas para a percepcao e a preferéncia dos consumidores.
Empregando uma abordagem integrando técnicas analiticas e sensoriais em
amostras nacionais e internacionais, este trabalho tem por proposta identificar os
principais componentes do aroma do café soluvel e seu impacto sensorial, os quais
permitirdo o desenvolvimento focado de alternativas tecnoldgicas para melhoria do
aroma do produto, com potenciais reflexos econémicos em sua comercializagdo. Os
compostos volateis foram isolados pelas técnicas de headspace e SPME, e entéo
identificados através de cromatografia gasosa acoplada a detector de massas. Foi
utilizada a técnica de GC-FID/O para a descricdo sensorial qualitativa dos volateis
pelo método do Perfil Livre, com resultados comparados aos obtidos utilizando um
nariz eletrénico. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada empregando a
Analise de Procusto Generalizada. Foram detectados analiticamente até 429
compostos volateis nas sete amostras analisadas, sendo que 132 foram percebidos
sensorialmente, sendo 69 com identificacdo positiva. Entre estes, 24 puderam ser
quantificados e 22 foram apontados como de relevante impacto sensorial.
Propuseram-se doze grupos sensoriais para definicdo do espago sensorial para
cafés soluveis. O nariz eletrbnico apresentou-se como ferramenta funcional para a
classificagao de cafés soluveis.

Palavras-chave: Compostos volateis. Impacto aromatico. Café soluvel. Olfatometria.
SPME. GC-MS. GC/O. OSME. Perfil Livre. Nariz eletrdnico.



BASSOLI, Denisley G. Key volatile components of soluble coffee aroma: an
analytical and sensorial approach. 2006. 238f. Tese (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

ABSTRACT

The application of more and more sophisticated instrumental and analytical methods
has been perfecting the objective aroma evaluation, a determinant characteristic in
food quality and its acceptance, having been detected more than eight hundred
volatile components in roasted coffee, however scarce information is available about
soluble coffee. Presently, soluble coffee world production is approximately five
hundred thousand tons, being Brazil an important producer. Soluble coffee is
obtained starting from roasted coffee beans that have their water soluble compounds
extracted and dried. During its processing, several aromatic losses happen, causing
a quality downgrade when comparing it to the respective brewed coffee. Recently,
there is a tendency towards quality improvement of soluble coffee, representing a
better sales positioning on the market. This improvement on consumer’s quality
perception is linked with both the overall product aroma content and its intrinsic
quality. From the sensorial point of view, many food volatile components are
irrelevant and more recent methods allowed researchers to identify and quantify a
comparatively smaller number of relevant aroma compounds. The composition of the
volatile fraction of soluble coffee has not been deeply studied, reinforcing the need to
obtain more details on the subtle differences of the applicable productive techniques
and among products, always guided towards consumer’s perception and preference.
Considering an approach that understands analytical and sensorial techniques for
both Brazilian and international products, this work aims to identify the main
components of the soluble coffee aroma and their sensorial impact, that shall allow
the focused development of technological alternatives for aroma enhancement that
would potentially reflect on the economics of its commercialization. The volatile
components were isolated via headspace and SPME techniques and then identified
by GC-MS. The GC-FID/O technique was used for the volatiles qualitative sensorial
description by the Free Profile method, with results compared with those obtained
using an electronic nose device. The statistical analysis of the sensorial data
obtained will be computed by the Generalised Procrustes Analysis. On the seven
samples tested, up to 429 volatile compounds were analytically detected, being 132
detected on the sensory analysis, 69 with positive identification. Among these, 24
were quantified and 22 indicated to be of sensorial impact. Twelve sensorial groups
were proposed to define a sensorial space for instant coffees. The electronic nose
tested proved to be a functional tool to classify instant coffees.

Keywords: Volatile compounds. Flavour impact. Soluble coffee. Olfactometry.
SPME. GC-MS. GC/O. OSME. Free Choic Profile. Electronic nose
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1 INTRODUGAO

A importancia do café na economia global ndo deve ser minimizada.
E a matéria prima de uma das bebidas mais aceitas no mundo, a mais popular
depois do cha (MAEZTU et al., 2001). Os negécios relacionados ao café sdo dos
mais importantes para o comércio mundial, ha muitos anos, perdendo em valor
somente para a commodity petroleo (NOGUEIRA et al., 2000). Seu cultivo mundial
compreende diretamente pelo menos vinte milhdes de pessoas, sem falar em
processamento, comercializagao e distribuicdo, sendo crucial as economias e a
politica de muitos paises em desenvolvimento para os quais as exportacdes do café
constituem parte substancial da balanga econdmica de exportagdo, em alguns
paises representando acima de oitenta por cento do total (SCHENKER, 2000).
Constitui importante fonte de divisas para o Brasil, com investimentos anuais de
aproximadamente 4,5 bilhdes de reais no campo. Do total da colheita nacional,
menos da metade é absorvido pelo mercado interno, sendo o restante exportado
principalmente para o Japao, Estados Unidos e Europa. O café € um produto
negociado em bolsas de mercadorias € de mercados futuros, sendo as mais
destacadas as de Londres e a de Nova lorque, respectivamente para o café robusta
€ para o café arabica.

O consumo anual mundial aproxima-se de 110 milhdes de sacas de
60 quilogramas, e a expectativa de producao para a safra 2004/5 é de 118 milhdes,
considerando os cinquenta paises membros da International Coffee Organization
(ICO, 2004c). Destes, ao redor de uma duzia tem capacidade para produzir café
soluvel, volume este relativamente inferior mas de elevado valor agregado,
estimando-se atualmente a producédo mundial de café soluvel ao redor das 500 mil
toneladas por ano, em suas varias formas de apresentagdo, po, aglomerado,
liofilizado, extratos concentrados, como ingrediente em misturas para preparo de
bebidas lacteas e outras aplicagdes.

O Brasil ocupa a lideranga no mercado exportador de café soluvel,
tendo atingido em 2003 a marca de 49,5% do total (GANES, 2004).

O aquecimento de alimentos leva a formagcdo de aromas
caracteristicos e atraentes ao consumidor, ndo restritos ao caso do café. Nao é de

surpreender que numerosas investigacdes tenham sido realizadas para identificar
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volateis que evoquem as caracteristicas desses odores. A torragdo é geralmente

definida como o tratamento térmico a seco de alimentos com a intengdo de gerar
compostos de aroma torrado, desenvolver cor, e freqientemente, criar uma textura
crocante (SCHENKER, 2000). Essa intengao explicita a diferenga entre torragao e
simples secagem (PERREN, 1995). Durante o processamento para a obtencao do
café soluvel, ocorrem varias transformagdes e perdas aromaticas que, juntamente
aos processos térmicos sofridos, modificam quantitativa e qualitativamente a fragcéao
de compostos volateis, diferenciando-o do referencial que € a bebida produzida
diretamente a partir do café torrado e moido, popularmente denominada de café de
coador.

O significado do aroma como uma das caracteristicas determinantes
da qualidade de alimentos, torna sua avaliagdo objetiva uma das tarefas mais
importantes na industria de alimentos. No café, o aroma consiste de componentes
de uma grande variedade de grupos funcionais e essa composi¢cao depende de
fatores como espécie e variedade, condicdbes de crescimento e colheita,
armazenagem, intensidade de torra e tipo de torrador, além das demais condi¢des
de processo (CLARKE e MACRAE, 1985a). Foram identificados em cafés torrados
mais de oitocentos compostos volateis, o que coloca o café entre os materiais
usados como alimento ou bebida de maior complexidade em termos da composi¢ao
volatil (SHIBAMOTO, 1992; ILLYCAFE, 2003).

Entre as técnicas empregadas, a combinagcdo da cromatografia a
gas acoplada com olfatometria tem sido empregada para diversos alimentos,
incluindo o café torrado, na identificacdo dos compostos relevantes ao estimulo final
percebido pelo olfato humano. Também tém sido empregados sensores especiais
que procuram reproduzir, pelo menos parcialmente, a resposta do olfato humano a
compostos volateis, denominados de “nariz eletrénico”.

Em geral, diversos componentes volateis presentes sé&o
sensorialmente pouco importantes e os métodos empregados mais recentemente
tém possibilitado aos pesquisadores a identificacdo e quantificagdo de um numero
comparativamente pequeno de compostos de aroma relevantes, determinantes do
odor percebido (BLANK, SEN e GROSCH, 1992; SEMMELROCH et al., 1995). Com
base nesse conhecimento, foram feitas as primeiras recombinagdes de sucesso para
simular aromas considerados tipicos (SEMMELROCH e GROSCH, 1996; CZERNY,
GROSCH e MAYER, 1999).

A busca pela aproximagao do aroma do café soluvel ao do café de

coador tem sido constante, e em geral, meta importante dos processos de aumento



25
da intensidade dos aromas presentes no café solivel ou mesmo da sua

aromatizacdo. Uma das alternativas tecnoldogicas que podem ser adotadas para
aumentar a percepcao aromatica do café soluvel é a adicdo de compostos volateis
naturais, recuperados em alguma fase do processamento. Os produtos assim
melhorados sdo vendidos com substancial incremento no preco de venda ao
consumidor, com grande potencial industrial. De fato, embora ainda relativamente
distantes do café de coador, alguns produtos presentes no mercado internacional ja
utilizam técnicas de aromatizagao sofisticadas.

Entretanto, contrariamente ao café torrado, a composicao da fracéo
volatil e sensorialmente relevante do café soluvel tem sido pouco estudada. Tais
constatagdes reforcam a necessidade de um melhor conhecimento a respeito dos
compostos do aroma do café e de se obter mais informagdes sobre as sutis, mas
importantes, diferencas entre produtos e as técnicas preparativas que orientam a
percepcgao e a preferéncia dos consumidores (HAESSELBARTH e ULLRICH, 2002).

No Brasil, uma alternativa para aplicagdo de técnicas de
aromatizacdo parece ser possivel através do conhecimento da composi¢gao dos
volateis presentes em café soluvel e de seus respectivos impactos aromaticos, bem
como da sua caracterizagdo quimica e sensorial.

Dentro do contexto do trabalho, o capitulo (1) apresenta uma revisao
bibliografica do café e do café soluvel, abrangendo sua historia, aspectos
econdmicos e classificacao botanica do café, seu processamento e composicao
quimica, os aromas em alimentos e particularmente o aroma do café, andlise e
identificacdo dos componentes volateis incluindo os que apresentam impacto
aromatico, a integragéo da olfagdo com técnicas analiticas, os descritores sensoriais
empregados e detalhes sobre a técnica do Perfil Livre, seguida pelo uso da
ferramenta nariz eletrdnico na determinagdo dos componentes volateis, finalizando
com detalhes sobre a validagdo de metodologias e aplicagao da analise estatistica.

O capitulo (2) apresenta os objetivos do trabalho, sendo que os
materiais e métodos empregados constituem o capitulo (3). No capitulo (4) temos a
apresentacao de resultados e discussao, ficando o capitulo (5) para a concluséo do
trabalho e as contribuigdes significativas para o capitulo (6). Sugestdes de trabalhos
futuros vém apresentadas no capitulo (7). Os aspectos normativos e tipograficos do
trabalho estdo em conformidade com MULLER e CORNELSEN (2003) e RIBEIRO
(2005). As unidades de medida seguiram as notacdes apresentadas por ANTAS,
1984.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BREVE HISTORIA DO CAFE

A estoéria de como o cultivo e o habito de consumo da bebida que
conhecemos como café disseminou-se ao redor do mundo é uma das maiores e,
quica, mais romanticas na histéria da civilizagao. Teria comegado na atual Etiopia,
onde a arvore de café provavelmente se originou, na provincia de Kaffa, havendo
relatos de que seu cultivo teria comecgado por volta do ano 575, no atual Iémen. Ha
varias lendas cercando a descoberta das propriedades de grdos de café torrados.
Uma delas, a de Kaldi, conta que um pastor etiope teria ficado espantado com o
comportamento vivido de suas cabras apds mascarem as frutas vermelhas do café,
obtendo efeitos similares ao prova-las (TAKASAGO, 1999). Para maiores detalhes

histéricos do café, recomenda-se o material disponivel em ICO (2004a).

2.2 O CAFE SOLUVEL

De histéria bem mais recente, o café soluvel ja era consumido na
Inglaterra e nos Estados Unidos antes de 1900. Apesar de vendido pela primeira vez
em 1901 na exposi¢cdo Pan Americana, somente em 1903 o quimico Satori Kato de
Chicago recebeu patente nacional pelo processo de produgao do pé de café soluvel.
Em 1906, o quimico inglés George Constant Washington inventou o primeiro café
instantaneo produzido em larga escala, introduzido no mercado em 1909. Seguindo
o ocorrido com o café torrado e moido, suprido na guerra civil norte-americana, e
que fora adotado apdés 1832 em substituigdo ao rum, durante a primeira guerra
mundial o café soluvel foi considerado como um dos artigos de subsisténcia mais
importantes, sendo toda a produgao disponivel adquirida pelo exército. O produto
era bastante escuro e grudento. Em 1930, empregando baterias de percoladores,
comercializa-se café instantdneo misturado com 50% de acgucares de milho. O

produto resistia melhor a umidade, era mais claro e de melhor fluidez. O primeiro
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café soluvel liofilizado foi inventado em 1938 por uma empresa Suiga como parte do
plano de ajuda ao governo brasileiro para resolver seu problema do excesso de
producdo de café. Durante a Segunda Guerra Mundial, os soldados americanos
receberam café soliuvel em sua ragdo gerando demanda que propiciou o
aparecimento de novos fabricantes. Imediatamente no pds-guerra, a secagem a
vacuo cede lugar a atomizagdo em camaras de secagem. Por volta de 1950, comeca
a produgao em larga escala, com rendimentos mais altos e produto em p6 de boa
fluidez sem adi¢cdo de outros carboidratos. Em 1968 € introduzido o café soluvel
aglomerado, basicamente para melhorar a solubilidade comparada a do produto em
po, reduzindo a espuma formada (ABOUT, 2004).

Aliado a forga propulsora da melhoria da qualidade experimentada
pelo café torrado e moido em tempos recentes, o desenvolvimento de novas
tecnologias, como a recuperagao de aromas, tem propiciado a criagcdo de novos
tipos de cafés soluveis com mais sabor de café, atingindo em alguns casos niveis de
qualidade proximos a cafés de coador. Nesse cenario, cafés soluveis especiais,
como por exemplo Carte Noire® e Gold Blend®, terdo melhores chances, com
perspectivas de aumento de consumo ja evidentes, como recentemente ocorre na
Alemanha, Italia e Espanha, além dos paises emergentes (GANES, 2004).

Em previsdo recente feita por especialistas, a projecdo para os
proximos dez anos é de que 52% do crescimento do consumo total de café seja
representado pelo café soluvel (NEUMANN, 2005).

2.3 CAFE — ASPECTOS ECONOMICOS

Apoés periodo de declinio, o consumo do café vem apresentando
caracteristicas de recuperagéo, estavel em grandes consumidores como Alemanha e
Inglaterra e com crescimento significativo na Grécia, Austria e Suica (ECF, 2003).

Em 1995, o café assumiu a segunda posicdo entre as bebidas
mundialmente consumidas, logo apds a agua, sendo o consumo mundial superior a
820 bilhdes de xicaras por ano (PETRACCO, RICCIA e LIVERANI, 2005; GILLET,
2005).
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O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de café verde,
sendo responsavel por mais de um terco da produgdo mundial em 2004 (Tabela 1).
A produgdo mundial de café soluvel & relativamente menor, cerca de 15%. A
distribuicdo do consumo anual de café per capita € de 443 e 34 xicaras,
respectivamente, para café torrado e moido e para café soluvel (WAIGEL, BASSOLI
e TICOULAT, 2003).

Tabela 1 — Produgéo (em milhares de sacas de 60kg) e precos (em dodlares
americanos) de café por espécie, para as safras de 2002 a 2004

2002 2003 2004

Tipo ardbica | robusta | arabica | robusta | ardbica | robusta
América Central e do Norte 16.348 37 17.098 40 16.845 44
América do Sul 53.565 11.572 39.902 4.208 45.808 7.878
Brasil (ardbica + robusta) 48.480 28.820 38.264
Africa 6.691 8.077 6.361 7.227 8.432 6.763
Asia e Oceania 4.278 21.356 4.122 24.138 3.662 24.229
PRODUCAO MUNDIAL 80.889 41.035 67.488 | 35.608 74.753 39.351
Precos médios (US$/saca)** 75,27 34,16 86,12 45,03 104,98 43,35
Grandeza econdmica global
(US$ bilhdes)*** 6,09 1,40 5,81 1,60 7,85 1,71

Fonte: ICO (2005).
** Bolsas de Nova lorque e Londres, respectivamente para arabica e robusta
*#* Resultado do produto entre a produgdo mundial e o respectivo preco médio vigente

O consumo brasileiro interno de café aumentou cerca de 90% nos
ultimos quinze anos superando quinze milhées de sacas de 60 quilogramas, e o pais
conta ainda com um parque industrial que excede a sete empresas de café soluvel,
estimando-se o consumo brasileiro de café soluvel ao redor de 9.500 toneladas em
2004, o que representa pouco mais de 0,8% do consumo nacional (ABIC, 2005).
Este valor encontra-se bem abaixo de outros paises com perfil semelhante ao Brasil,
indicando grande potencial de aumento. As taxas de crescimento tém sido elevadas,
sendo a projegao para o ano 2005 em relagdo a 2004 de pelo menos 4,0%. Cerca
de 90% do consumo é do produto na sua forma aglomerada segundo ACNIELSEN
(2004), situagcao propicia para o emprego de processos de aromatizagdo para
obtencgao de produtos mais sofisticados.

Maiores detalhes sobre o panorama do café no Brasil podem ser
encontrados em RIBEIRO, 2005.
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2.4 CLASSIFICAGAO BOTANICA

Define-se café verde como “café cru, semente seca da planta café”,
café torrado como “café obtido torrando o café verde”, e café soluvel como sendo
“produto seco, soluvel em agua, obtido exclusivamente de café torrado por métodos
fisicos usando agua como o unico agente de transporte ndo derivado de café” (1ISO,
2003).

A taxonomia do género Coffea é a seguinte: Eukaryota - Plantae -
Tracheophyta - Angiospermae - Dicotyledonae - Gentianales - Rubiaceae - Coffea
(LYCAEUM, 2004). A familia Rubiaceae tem aproximadamente quinhentos géneros
e sete mil espécies, incluindo membros como gardénias e plantas produtoras de
quinino e outras substancias uteis, como por exemplo, alcaléides usados para fins
estimulantes, cardioténicos e diuréticos.

As plantas do café séo cultivadas na regido chamada de cinturdo
tropical, localizado entre os Tropicos de Cancer e de Capricornio, caracterizada por
temperaturas médias de 20 graus Celsius, indice pluviométrico entre 1500 e 1600
mm ao ano e solo fértil (TAKASAGO, 1999). A Figura 1 apresenta as principais

areas brasileiras de producao cafeeira.

Crufros:
S00

Fonte: CAFE IGUACU (2003)

Figura 1 - Distribuicdo por estado da producao cafeeira brasileira referente aos anos
2001/2002 (em milhares de sacas de 60kg)
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O género Coffea € o que tem maior destaque econémico conforme

CLIFFORD e WILLSON (1985) e WRIGLEY (1988), compreendendo mais de setenta
espécies segundo SCHENKER (2000) e trés subgéneros: Coffea (com cerca de

noventa subespécies), Psilanthropsis (uma subespécie) e Baracoffea (quatro

subespécies), sendo este ultimo mais proximo do género Psilanthus do que do
subgénero Coffea. As duas espécies de café economicamente mais importantes séo

Coffea arabica Linnaeus (café arabica) — que representa cerca de 65% da produgao

mundial — e Coffea canephora Pierre (café robusta). Outras duas espécies cultivadas

em escala muito menor sdo Coffea liberica (café liberica) e Coffea dewevrei (café
excelsa) (BRAND, 1999 e VIDAL, 2001).

Para o Coffea arabica as variedades mais conhecidas séao ‘Typica’' e

‘Bourbon’, mas destas, muitas linhagens e diferentes cultivares foram desenvolvidos,
como Caturra (Brasil e Coldmbia), Mundo Novo (Brasil), Tico (América Central),
anado San Ramon e Blue Mountain (Jamaica). A planta média do café arabica é um
arbusto grande com folhas ovais verde-escuras, geneticamente diferente das outras
espécies, tendo quatro conjuntos de cromossomos ao invés de dois. As frutas séo
ovais e maturam entre sete e nove meses. Em geral, contém duas sementes lisas,
os graos de café. Cresce por toda a América Latina, Africa Central e Setentrional,

india e com alguma extensdo na Indonésia. J& o Coffea canephora tem por

variedade mais difundida a Robusta, que freqientemente substitui sua denominagao
(SCHENKER, 2000). Encontrado em forma selvagem no Congo em 1898, é um
arbusto ou arvore pequena que cresce até dez metros de altura, com sistema
radicular ndo profundo e frutas arredondadas que levam até onze meses para
amadurecer. Suas sementes s3o ovais e menores que aquelas do café arabica. E
cultivado na Indonésia, Vietna e Uganda entre outros conforme NAGAMATO (2001)
e no Brasil, onde é conhecido como Conilon (CLIFFORD e WILLSON, 1985;
WRIGLEY, 1988) (Quadro 1).

Espécies botanicas 85% arabica, 15% robusta (conilon)
Regides produtoras* Leste, oeste e sul do pais
Periodo de colheita Margo a outubro
Preparacéo M¢étodos via seca e via umida
Producéo total 28 460 000 sacas de 60 kg
Exportacao total 25 685 000 sacas de 60 kg

Fonte: ICO (2004c).
* Em treze estados brasileiros, sendo que quatro representam 88% da produgdo nacional

Quadro 1 - Caracteristicas gerais do cultivo de café no Brasil (safra 2003/2004)
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O cafeeiro inicia a producédo de frutos entre dois e cinco anos do
plantio, mantendo-se produtivo por até sessenta anos. As floradas sao similares ao
jasmim em cor e odor e a fruta demora cerca de nove meses para amadurecer.
Estima-se que cerca de quinze bilhdes de plantas crescam mundialmente em
aproximadamente 100.000 km? de plantacdes (PHATNAYV, 2004). As duas maiores

espécies de café, Coffea arabica e Coffea canephora var Robusta, diferem

consideravelmente em preco, qualidade e aceitacdo dos consumidores. Cafés
arabica, muitas vezes considerados como de qualidade superior em relacdo ao
aroma e sabor e maior aceitacdo em todos os mercados mundiais, sao
caracterizados por alguma acidez e aroma intenso enquanto cafés robusta
apresentam amargor e sabor de terra e madeira tipicos. Mistura de cafés, anteriores
ou posteriores a torra, visam produzir bebidas de melhor qualidade do que a obtida
partindo de componentes individuais (LAGO, 2001; ROCHA et al., 2003).

2.5 ComPOSIGAO QUIMICA E PROCESSAMENTO DO CAFE SOLUVEL

A composigdo quimica do café verde depende das condigdes
ambientais, das praticas culturais, da época de colheita, do clima, do solo e
principalmente da sua origem genética. A altitude e o sombreamento também afetam
significativamente os componentes do aroma do café (SCHOLZ et al., 2000). O café
€ composto por mais de 700 componentes, incluindo alcaldéides como a cafeina,
minerais, acidos clorogénicos, acidos alifaticos, lipideos, carboidratos e aminoacidos
(SOBOLIK et al., 2002). O café verde passa pelo processo de torragéo, que envolve
muitas reagdes complexas com mecanismos ainda relativamente pouco definidos,
entre as quais aparecem reagdes piroliticas, resultando no aroma que lhe é
caracteristico (OOSTERVELD, VORAGEN e SCHOLS, 2003). A quantidade e a
composi¢ao dos precursores de aroma e sabor tém, portanto, um efeito relevante na
qualidade final do produto torrado, e consequentemente no café soluvel (DE MARIA
et al., 1994).

A partir do café torrado, sdo utilizadas tradicionalmente colunas
extratoras na industrializagdo do café soluvel, em processo que pode ser

considerado como contra corrente, em batelada ou semicontinuo, de onde é obtido o
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extrato hidrossoluvel de café. O teor de sdlidos soluveis do extrato de café assim
obtido é relativamente baixo, e por razbes econdmicas, € aumentado em processos
de concentragdo pela remogédo da agua, seguindo-se secagem por aspersao em
torre de secagem ou por liofilizagdo. De fato, tal elevagao no teor de sélidos soluveis
pode também propiciar melhoria na retengao dos componentes volateis na etapa de
secagem (THIJSSEN, 1970).

A composigao quimica do café soluvel aparece na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢ao quimica aproximada do café soluvel

Componente Intervalo de variacéo (%)
Polissacarideos 50,0 2 65,0 %
Oligossacarideos 0,7a52%
Lipidios 0,2a1,6%
Proteinas 12,6 21,0 %
Amino&cidos 0,0 26,0 %
Acidos clorogénicos 52a7.4%
Cafeina 2,8a5,1%
Minerais 8,8210,0%
Acidos hiimicos 15,0 %
Agua 0a5,0%

Fontes: CLARKE e MACRAE (1985a), PATARROYO (2003) e USDA (2004).

O fluxograma tipico da producdo do café soluvel aparece
representado na Figura 2, que destaca possiveis fontes de recuperagdo de
componentes volateis e pontos do processamento nos quais supostamente pode ser
realizada a reintrodugdo dos aromas recuperados para a aromatizacdo do café
soluvel. Exemplificando, os aromas recuperados na torracdo seriam
proporcionalmente incorporados durante a secagem, aumentando o conteudo de
volateis no produto final, visando obter uma melhor qualidade aromatica.

E de se esperar que o teor de volateis do café solUvel seja reduzido
quando comparado ao do café torrado, pois, além deste ultimo apresentar a matriz
nao volatil juntamente com os compostos volateis, a quantidade de material ndo
volatil solubilizado é cerca de duas e meia vezes superior no caso do café soluvel,
somando-se a esses fatores os tratamentos térmicos a que é submetido o café

soluvel durante seu processo de obtencgao.
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Figura 2 - Fluxograma simplificado do processamento industrial do café soluvel

2.6 AROMAS EM ALIMENTOS

O aroma dos alimentos é bastante complexo e o olfato humano pode
discriminar entre milhares de compostos volateis (MIN, 2004a). O aroma é
responsavel por 70 a 75% da resposta global do sabor, ficando a porcentagem
remanescente para o gosto, reforcando ainda mais a importancia dos aromas
(SPEER, KURZROCK e KOLLING-SPEER, 2005).

O termo odor refere-se aos efeitos bioldgicos, fisicos e psicoldgicos
causados pela interacdo entre estimulantes quimicos — aromas e fragrancias — e os
sistemas olfativos das criaturas vivas (AUGUSTO, LOPES e ZINI, 2003).

Num alimento, o sabor caracteristico € também dado pela presenca
dos compostos volateis que chegam até aos receptores olfativos através da
cavidade retro-nasal, que conecta a cavidade oral a olfativa (GARRUTI et al., 2001).
A percepcdo do odor é multimodal, envolvendo outras sensagodes, incluindo o
paladar e a relativamente suave irritacdo da estimulacdo do nervo trigeminal
(GOMEZ, 2002).
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O estudo do sabor pode contribuir na compreensao dos mecanismos
pelos quais o sabor caracteristico se forma a partir de precursores nao volateis, na
formagao de sabores indesejados durante a armazenagem, na descoberta de como
0 sabor caracteristico € perdido ou modificado durante o processamento ou na
criacdo de novas formulacdes de aromas de maior fidelidade ao aroma natural do
alimento (FRANCO, 2000).

De maneira genérica, as concentragbes de compostos odoriferos
presentes em alimentos sdo minimas e frequentemente o produto sob investigagao
tem que ser submetido a um pré-tratamento antes da separag¢ao ou da remocgéo dos
compostos volateis da matriz ndo volatil. O processamento do alimento logicamente
afeta e altera a composicdo aromatica do mesmo, pela perda de certos
componentes por transformagcdo ou degradagdo e pela formacédo de outros.
Exemplificando, GONG, FUNG e LIANG (2004) demonstraram que a composigao
dos Oleos essenciais de gengibre é significativamente alterada, quantitativa e

qualitativamente, por simples secagem.

2.7 CoMPOSIGAO QuiMICA DO AROMA DO CAFE

Nas ultimas duas décadas, significativo progresso no entendimento
quimico dos aromas foi alcangado, com a aplicagcdo de métodos instrumentais e
analiticos cada vez mais sofisticados. Consequentemente, o0 numero de
componentes volateis isolados tem aumentado constantemente. Usualmente os
odores de alimentos apresentam entre 50 e 250 compostos volateis, com uma ampla
faixa de pontos de ebuli¢ao.

No caso do café, na atualidade, cerca de 1000 componentes ja
foram detectados e alguns especialistas da area sugerem que dezenas de
compostos poderao ser ainda identificados (MOREIRA, TRUGO e DE MARIA, 2000).

Inimeros trabalhos sobre a composi¢gdo quimica e os processos de
geragcdo de aromas no café torrado estdo disponiveis, devidamente refinados na
revisdo compreensiva de FLAMENT (2002). Sdo varias as classes de compostos

volateis presentes no café torrado (Tabela 3).
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Os volateis de cafés soluveis tem sido objeto de escassas

publicagdes, com mencado para cafés liofilizados entre 11 e 14 componentes

incluindo aldeidos, cetonas e alcoois de baixo peso molecular e mais recentemente

cerca de 80 compostos empregando carvdo ativo como adsorvente (CLARKE e

MACRAE, 1985a).

Tabela 3 - Classes quimicas de compostos volateis do café torrado

Classe quimica Numero de Classe quimica Numero de
compostos compostos
Hidrocarbonetos alifaticos 35! Pirazinas 91°
Hidrocarbonetos aromaticos 32! Quinoxalinas 11'
Alcoois alifaticos 16' Furanos 126*
Alcoois aromaticos 2! Pironas 4
Aldeidos alifaticos 18° Oxazdis 35°
Aldeidos aromaticos 11° Tiois 6'
Cetonas alifaticas 62° Sulfetos 15'
Cetonas aromaticas 6 Disulfetos 10'
Acidos 28" Trisulfetos 3!
Esteres 33* Tioésteres 2!
Lactonas 9’ Tiofenos 31°
Anidridos 3¢ Ditiolanos 2!
Aminas alifaticas 12° Tiazbis 27°
Aminas aromaticas 53 Acetais 1°
Imidas 1! Nitrilos 2!
Pirr6is 69° Oximas 1
Piridinas 20* Fendis 49*
Quinolinas 4! Indois 4!
Eteres 20 Outros 20*
TOTAL 818

Fontes: 'CLARKE e MACRAE (1985a), 2DE MARIA, MOREIRA e TRUGO (1999), *MOREIRA, TRUGO e
DE MARIA (2000), *CLARKE e VITZTHUM (2001), *FLAMENT (2002) e "MONROY (2005).

A Tabela 4 apresenta teores de alguns componentes volateis

encontrados em cafés soluveis.




36

Tabela 4 - Concentracéo de alguns compostos volateis encontrados em
cafés soluveis

Composto Concentracio (em mg/kg)
Sulfeto de hidrogénio 0,010°
Metanotiol 0,022?
Etanal 0,710'
Furano 0,004'
Propanal 0,038’
Propanona 0,550'
2-metilfurano 0,008!
Etanol Nio detectado’
Metanol 0,030?
2,3-butanodiona (diacetil) 0,240'
2-butanona 0,110’

Fontes: 'CLARKE e MACRAE (1985a) e "MOREIRA, TRUGO e DE MARIA (2000)

Para mais detalhes sobre os compostos volateis de café verde e
torrado pode-se consultar os trabalhos de HOLSCHER e STEINHART (1995) e
FLAMENT (2002).

2.8 ANALISE E IDENTIFICAGAO DOS COMPONENTES VOLATEIS

A qualidade de um método analitico é determinada pela qualidade de
suas etapas, fungao inicial da técnica de amostragem com a qual se seleciona uma
fracdo presumivelmente representativa da amostra primaria. Nesta fracdo deve-se
identificar e quantificar analitos, que sdo os componentes quimicos que a definem.
Quando se empregam técnicas cromatograficas para analise de tais analitos, quase
nunca se recomenda analisar quimicamente matrizes na forma bruta, pois estas
costumam apresentar e gerar interferentes, tais como compostos particulados nao
volateis, termodegradaveis, agua, etc., em quantidades incompativeis com as
colunas cromatograficas e detectores, além de mascarar os valores reais a serem
obtidos. Para contornar tais problemas, sdo empregados procedimentos de preparo
de amostra, com o0s quais se procuram isolar e concentrar os analitos em niveis
adequados, além de obter um nivel de limpeza da amostra que ndo comprometa a
sua analise quimica e a integridade dos equipamentos utilizados. Além do objetivo

claro em uma analise de alimento, os aspectos ligados a sua composi¢ao, presenca
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de aditivos, de contaminantes e de produtos de transformacdo durante o

processamento sdo importantes na definigdo das melhores técnicas a empregar

(FRANCO, 2003). Basicamente, as etapas para a pesquisa do sabor de alimentos

sao:
a) isolamento dos compostos volateis;
b) separagao por cromatografia gasosa de alta resolugao;
c) analise sensorial;
d) identificacdo dos compostos volateis.

Os volateis podem ser avaliados em duas fases: (19)
compreendendo todos os componentes volateis do alimento (chamada de analise
total) e (2%) na fase gasosa em equilibrio com o produto alimenticio (denominada
headspace), responsavel pelo odor percebido. Entretanto, a fase vapor pode nao
conter uma quantidade de compostos volateis suficiente para a analise, sendo essa
a principal dificuldade encontrada nas investigacbes de aromas. As duas
abordagens nao sao excludentes e sim complementares (FRANCO, 2000).

Para isolar e concentrar volateis de alimentos é importante ressaltar

as propriedades caracteristicas dos odores, conforme o Quadro 2, abaixo.

1. A complexidade da mistura de compostos odoriferos presentes na maioria dos produtos

alimenticios;

2. As baixas concentragdes nas quais esses compostos estdo geralmente presentes;

3. A reatividade quimica e a labilidade térmica desses componentes, a influéncia do oxigénio;

4. A polaridade dos compostos de aromas;

5. A grande faixa de pontos de ebulicdo dos componentes e suas volatilidades, a diferenga das

potenciais odoriferos de componentes diferentes a luz do objetivo especifico;

6. As grandes diferencas na quantidade relativa dos componentes individuais e a distribui¢ao

de volateis pelo produto;

7. A presenca de grandes quantidades de volateis que nao produzem sensacao olfativa (p.ex.

agua), abrangendo o estado fisico e a composi¢ao geral do produto.

Fonte: MAARSE et al. (1994).
Quadro 2 - Propriedades gerais caracteristicas de odores em alimentos




38

Com base nessas caracteristicas, os seguintes parametros gerais
devem ser considerados para cada caso:

a) os volateis devem ser isolados do alimento da forma mais

completa possivel,

b) artefatos e contaminantes tém que ser mantidos em nivel minimo.

Precaucdes devem ser tomadas para que volateis mais labeis ndo
sofram reagdes ou se decomponham e nenhum volatil deve ser
gerado a partir dos constituintes n&o volateis do alimento;

c) os dados de recuperacdo de métodos relevantes devem ser

verificados, preferivelmente.

Evidentemente, cada tipo de componente de aroma sera mais bem
analisado empregando-se metodologia apropriada tanto a sua composi¢ao quimica
quanto a sua matriz, evitando a formacdo de artefatos e fornecendo uma
aproximacao auténtica para a composi¢cao do aroma. Por exemplo, métodos de
baixo impacto no isolamento de aroma sao preferidos para concentragao de aromas
de frutas e flores. Podem, no entanto, ndo se adequar para aromas de alimentos que
ja tenham sido submetidos a tratamento térmico (MAARSE et al., 1994). Em geral, o
procedimento empregado na analise e identificagdo de componentes volateis segue

o fluxo simplificado, apresentado na Figura 3, composto de varias etapas e técnicas

EXTRAGAO DA FR

SEPARAGAO POR CROMATOGRAFIA

ISE SENSORIAL POR AGCAO DOS COMPOSTOS
LIACAO OLFATIVA FID ou seletivos de massa)

COMBINAGAO DOS RESULTADOS

adequadas.

INTERPRETAGAO

IDENTIFICAGAO DOS VOLATEIS

Figura 3 - Fluxo genérico simplificado para analise e identificagcdo de componentes
volateis
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Uma revisao metodolégica da analise e identificagdo dos compostos
volateis do aroma de cafés verde e torrado pode ser encontrada em BLANK, SEN e
GROSCH (1992).

2.8.1 Metodologias de Isolamento dos Componentes Volateis

Inimeras técnicas vém sendo aplicadas na extracdo de compostos e
componentes volateis de alimentos, com o intuito de permitir sua analise.
Dependendo do método usado para a coleta e concentragdo do aroma, o0s
resultados podem variar significativamente em termos da composicéo final e da
mistura dos componentes obtidos. Essencialmente, dispbe-se de duas alternativas
para o isolamento de volateis diretamente de produtos alimenticios. O primeiro esta
baseado na volatilidade dos compostos considerados, incluindo varios
procedimentos de destilagdo para separar a fragcdo volatil da matriz ndo volatil.
Alternativamente, considera-se como base o coeficiente de particdo dos volateis
entre o alimento e um agente extrator (FRANCO, 2000).

As condigdes de isolamento devem ser adaptadas a estabilidade dos
volateis, o que significa que temperaturas baixas devem ser aplicadas se os volateis
forem termicamente sensiveis e que o oxigénio deve ser excluido caso exista
susceptibilidade a oxidagao. De fato, isto também é extensivel a matriz ndo volatil do
alimento. Outro critério é a concentragdo dos volateis, uma vez que ela determina a
quantidade de material a ser processado de modo a obter quantidades suficientes
dos compostos odoriferos de interesse. A concentracdo, bem como o objetivo da
analise, deve ser considerada por ocasiao da selecdo dos métodos de preparagao
de um odor concentrado.

Grandes quantidades de volateis devem ser isoladas se compostos
desconhecidos devem ser identificados. Para tal, os procedimentos de isolamento e
concentracao precisam ser quantitativos e reproduziveis. MANURA e OVERTON
(1999) compararam técnicas de extracdo ou isolamento de volateis organicos,

conforme o Quadro 3.
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Matriz | Tamanho | Limitede | Preparagdo | Faixas de temperaturas dos pontos
da deteccdo de ebuli¢éo analisaveis (°C)
amostra
(gramas) -100 0 100 200 300 400
Headspace Liquida 0,l1alo0 mg/kg Automdtica | X | X
Soélida 5al10
minutos
Purge and Gasosa 5a 1000 ng/kg Manual X | X
trap Liquida 10a 30
Soélida minutos
SPME Gasosa 0,1a10 ng/kg Automatica X | X
Liquida S5als
minutos
Extracdo com | Liquida 0,1a10 ng’kg Manual X | X | X | X
solvente Soélida Superior a
30 minutos
Extrac@o com | Liquida 0,1a10 ng’kg Automatica X | X | X
fluido Sélida 10a 60
supercritico minutos
Extracéo Soélida 0,1a10 pngkg Manual X | X | X| X | X
térmica direta la2
minutos
Caracteristica dos Gas | Volatil Semi- N&o-
compostos > volatil volatil

Fonte: MANURA e OVERTON (1999).

Quadro 3 - Comparagao de algumas técnicas de isolamento de volateis orgéanicos
para aplicacdo em cromatografia gasosa

Parece razoavel afirmar que o estado fisico do alimento seja um
critério importante. Sob esse enfoque, os produtos alimenticios podem ser divididos
em trés grupos:

a) produtos solidos;

b) produtos liquidos em base aquosa;

c) gorduras e Oleos.

Normalmente, poucas informacbes sobre a natureza e a
concentracdo dos volateis no produto estdo disponiveis, de maneira que, tendo por
referéncia o Quadro 2, os critérios 1 a 4 n&do ajudam muito na selecdo do método
apropriado para isolamento. Portanto, essa eleicdo é determinada pelo estado fisico
e pela composigdo do produto sob investigacdo, critério 7, (Quadro 2) levando em
conta o objetivo da analise, conforme o critério 5 (Quadro 2) e a distribuicdo dos
volateis no produto pelo critério 6 (Quadro 2) (MAARSE et al., 1994).

Os volateis de produtos solidos ou de produtos liquidos em uma
base de agua podem ser retirados por destilagdo a vapor (que pode ser feita sob

vacuo), extragcdo ou por combinagdo de destilagdo e extracdo simultdnea (SDE),
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onde o extrato € concentrado removendo o solvente por destilacdo, além de outras
técnicas, como headspace (AUGUSTO, LOPES e ZINI, 2003).

Em geral, os componentes volateis dos alimentos n&o apresentam
concentracdes suficientes para os métodos de analise direta e, sendo de isolamento
seletivo, alguns compostos sdo mais favorecidos que outros. A seletividade torna
impossivel separar todos os compostos quantitativamente por uma sé técnica.
Portanto, algumas vezes mais de uma técnica deve ser aplicada, por exemplo, isolar
os volateis de altos pontos de ebulicdo por extracdo com solvente e os de baixos
pontos de ebuligio por uma técnica de aeragdo. Para maiores detalhes
comparativos sobre as metodologias de extracao de volateis MIN (2004b) € uma
fonte recomendavel.

O Quadro 4 (Anexo 1) apresenta exemplos recentes para alguns
alimentos e outros substratos, das técnicas extrativas e analiticas empregadas na
deteccado de seus componentes volateis, bem como informagdes sobre alguns dos
componentes identificados.

Ao confrontar os métodos de headspace dindmico, de extracdo com
solvente e de destilacdo sob vacuo com extracdo simultdnea, como técnicas de
determinagao de compostos volateis em molho de soja, algumas similaridades foram
obtidas, mas compostos altamente volateis somente foram detectados através do
headspace dinamico, enquanto as outras técnicas conduziram a um espectro mais
amplo nas classes quimicas detectadas (WANAKHACHORNKRAI e LERTSIRI,
2003).

Estudo comparativo das técnicas extrativas para café colombiano
torrado e moido, especificamente extracdo com didéxido de carbono supercritico,
extragao e destilacdo simultdneas e recuperagao em 6leo sob pressao, demonstrou
por testes sensoriais dos extratos que esta ultima técnica seria a mais representativa
(SARRAZIN et al., 2000).

ELMORE, ERBAHADIR e MOTTRAN (1997) fizeram, ainda, a
comparagao do método de Solid Phase Micro-Extraction (SPME ou Microextragcao
em Fase Solida, MEFS) usando fibra de silica revestida de material absorvente com
0 headspace dinamico e de armadilha de polimeros porosos absorventes, conforme

resultados apresentados no Quadro 5.
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SPME

Headspace dinamico

Sensibilidade

¢ inadequada para amostras solidas.
e aparecem mais picos de artefatos

e 0 headspace apresentou-se
sobrecarregado, levando a picos

(devido ao insuficiente | com formato e resolugdo pobre.
condicionamento  das  fibras e

contaminagdo com o septo de

Teflon®™).

Apesar dos cromatogramas serem qualitativamente similares, algumas
diferencas nas quantidades relativas de volateis foram encontradas.
Nao foram encontradas diferencas.

Faixa de volatilidades

Reprodutibilidade
Conclusoes

Para analise direta dos principais componentes volateis, o SPME seria o método
de escolha, mas para andlise de tragos somente o headspace dindmico seria
adequado.

Fonte: ELMORE, ERBAHADIR e MOTTRAN (1997).

Quadro 5 - Comparacgao de extracao de volateis utilizando as técnicas de SPME e
headspace dinamico na analise de refrigerantes tipo cola

A Tabela 5 apresenta algumas técnicas de concentragao de volateis

em relagao aos respectivos limites de deteccéo e precisdo, segundo MIN (2004b).

Tabela 5 - Limites de detecgao e precisdo de técnicas de concentragcao de volateis

TECNICA Limite de deteccdo empregando GC-FID (ug/kg) | Coeficiente de variagdo (%)
SPME 0,05a0,3 la3
Headspace estatico la2 la3
Headspace dindmico 0,003 a 0,005 l1ag8
Injecdo direta 17 a 240 2al3

Fonte: MIN (2004b).

A analise de matrizes sélidas empregando varias técnicas como
headspace estatico, SPME e extracdo térmica direta, mostrou que o headspace
pode ser relativamente tolerante a agua presente nas amostras, sendo técnica
menos sensivel, contudo aplicavel para alguns tipos de amostras nos casos de
disponibilidade de grandes quantidades. A técnica de SPME mostrou ser
conveniente para amostras contendo elevados teores de agua e apresentou
sensibilidade variando de 10 a 50 vezes maior que a do headspace, enquanto a
extragdo térmica direta demandou o uso de coluna guarda com Tenax® para eliminar
No entanto, demonstrou

(PFANNKOCH e

a interferéncia da agua presente nas amostras.

sensibilidade até 100 vezes maior do que a da SPME
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WHITECAVAGE, 2004). Ainda, fazendo a analise de aroma de sapoti, foram obtidos
resultados correspondentes comparando a técnica de SPME com a técnica de
succdo a vacuo dos aromas para uma armadilha de Porapak® Q, utilizando-se
naquela primeira um tempo oito vezes menor e uma quantidade de matéria-prima
cento e cinquenta vezes menor (SOUSA, VALENTE e SILVA, 2000).

Similarmente ao Quadro 4 (Anexo 1) e, particularizando para o café,
o Quadro 6 (Anexo 1) exemplifica as técnicas extrativas e analiticas recentemente
empregadas na deteccdo dos componentes volateis, além dos principais
componentes identificados. A partir desse Quadro, constata-se que diversas técnicas
extrativas tém sido aplicadas na pesquisa e determinacao de volateis do café, como
headspace, SDE e SPME, entre outras. Nao ha, portanto, uma solu¢do unica para o
problema da extracdo dos volateis, devendo cada matriz ser estudada de forma

adequada, juntamente com o objetivo buscado.

2.8.2 Metodologia Analitica para Caracterizagdao e ldentificagdo Quimica dos

Componentes Volateis

Inimeras técnicas podem ser empregadas para aplicagdes na
analise de odores, cada qual com fungdes distintas, destacando-se a cromatografia,
sensores de estado solido e espectrometria de massas.

Para a identificagdo de componentes volateis, cada vez mais s&o
utilizados métodos de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS), que tem se tornado comercial e tecnicamente disponiveis e viaveis
(LEHOTAY e HAJSLOVA, 2002). Tal técnica parece oferecer muitas vantagens
quando comparada as técnicas tradicionais e na area de alimentos € de especial
dominancia, quando a relagdo de resultados entre medidas instrumentais e a
percep¢ado humana requer cuidadoso controle para validar comparagdes. A
aplicacao de técnicas estatisticas multivariadas € importante nesse aspecto (SIDES,
ROBARDS e HELLIWELL, 2000). EICEMAN, HILL e GARDEA-TORRESDEY (1998)
apresentam trabalho detalhado de revisao sobre cromatografia gasosa, onde podem

ser encontradas informacodes adicionais.
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Na atualidade, a GC-MS é de longe a mais importante técnica
analitica na industria de perfumes e aromas e sua viabilizagdo depende da
adequagao no preparo da amostra a ser analisada. Devido a sua complexidade,
buscam-se colunas cromatograficas e condi¢gées analiticas que oferegcam a maxima
resolugdo possivel, algumas vezes em detrimento do tempo de analise (ASTEN,
2002). Evidentemente, a escolha da coluna cromatografica é prerrogativa do
pesquisador, fungdo da disponibilidade de recursos e do objetivo da analise. O

Quadro 7 apresenta algumas colunas comumente empregadas em cromatografia

gasosa.
FASE Exemplos de marca | Temperatura APLICACOES
ESTACIONARIA comercial maxima (°C)
Padrao OV-1, SE-30, OV-101, Uso geral; hidrocarbonetos;
APOLAR DB-1, HP-1, SP-2100, 350 aromaticos polinucleares;
Polidimetil siloxano CP SIL 8 CB drogas; esterdides
Padrao Carbowax® 20M, CW Acidos livres; alcoois; éteres;
POLAR 20M, PEG 4M, PEG 6M, 250 6leos essenciais; glicois
Polietileno glicol CW 40M, DBWAX,
SP 1000

Semi-padréo OV-3, SE-52, SE-54, Esteres metilicos de acidos
POLARIDADE POUCO DB-5, HP-5 350 graxos; alcaldides; drogas;
MAIOR QUE AS compostos halogenados
APOLARES
Poli (fenilmetildimetil)
siloxano (10% fenil)

Fontes: KLASSEN, STEIN e ZENKEVICH (2005) e TAN (2005).

Quadro 7 - Exemplos de fases estacionarias comumente empregadas em
cromatografia gasosa

Convencionalmente, as colunas capilares aplicadas em
cromatografia gasosa usam fases estacionarias, muitas das quais com ligagdes
cruzadas para permitir temperaturas de trabalho mais elevadas. Mesmo assim, a
fase estacionaria eluira lentamente. Tal fato, também conhecido por sangramento ou
vazamento da coluna, € mais detectavel em altas temperaturas. Dependendo do
método de deteccado, este pode ser irrelevante para certas separagdes. Quando a
coluna capilar é conectada a um detector sensivel como um espectrometro de
massas (MS), o sangramento pode causar inumeros problemas, especificamente o
confundimento de analitos, perda de sensibilidade e quantificacdo imprecisa, com

degradacgao severa no limite de deteccao (AGILENT, 2003).
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Igualmente importante, o detector € o “cérebro” de qualquer

cromatégrafo a gas, aferindo alguma propriedade fisica ou quimica dos

componentes ao passarem por seu dispositivo de detecgcdo. Sua escolha depende

do objetivo analitico e dos compostos de interesse.

O Quadro 8 apresenta detalhes sobre alguns detectores mais

empregados na analise de alimentos.

Detector Ionizacdo de chama | Termo-condutividade | Seletivo de massas
(FID) (TCD) (MS)
Destrutivo Sim Nao Sim
Recomendado para Compostos ionizaveis Compostos com Todos os compostos
em chama de diferentes condutividades
ar/hidrogénio (ligacdes térmicas do que o gas de
C-H) arraste
Faixa de 0,5 ng/ul a 500 pg/ pl ng/pl 10 pg/ul a 2 pg/ul
concentracao
Niveis minimos 5 pg de C por segundo 400 pg/ml gas de arraste 10 pg (modo SIM)
detectaveis
Aplicagdes Solventes e compostos Pureza de gases, gas Analise de drogas, analises
tipicas organicos, analises natural e de refinaria ambientais,
ambientais, alimentos e desenvolvimento de
aromas métodos

Fonte: PRAMENDRA (2004).

Quadro 8 - Descri¢cdo de sistemas de detecgao universal na cromatografia gasosa,
empregados em analise de alimentos

Conforme apresentadas no Quadro 9 (Anexo 2), varias técnicas de

cromatografia a gas tém sido empregadas na separagao e caracterizagao quimica

de componentes volateis, particularmente de amostras relacionadas ao café, bem

como inumeras colunas cromatograficas, cujas caracteristicas em geral seguem

apresentadas no Quadro 2.

Como procedimentos gerais, MAARSE et al. (1994) recomendam

que:

a) a injecdo direta na coluna (on-column) tenha preferéncia,
propiciando melhor desempenho cromatografico e menor chance de
deterioracdo da amostra;

b) colunas capilares sejam aplicadas, preferindo didmetros
internos menores e espessura moderada do filme da fase
estacionaria para garantir boa resolugao;

c) as corridas cromatograficas sejam realizadas em pelo menos
duas colunas, preferencialmente de polaridades distintas;
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d) andlises de olfatometria sejam realizadas concomitantes a
cromatografia, dividindo a vazédo do efluente, o que ajuda na
identificagdo de compostos, indica se ha compostos com limites de
percepcdo muito baixos no sistema (pode n&o haver pico
cromatografico) e se ha algum composto co-eluindo com o solvente;
e) seja produzido o cromatograma das areas e proceda-se a
identificagdo dos compostos.

Conforme as referéncias do Quadro 9 (Anexo 2), as demais
condigdes operacionais sao bastante variaveis, dependendo do Quadro 2 e dos
recursos disponiveis. Envolvem, principalmente, o cromatdgrafo e detectores
acoplados, tais como o tipo de alimentacdo e a temperatura do injetor, o tipo,
comprimento e didmetro interno da coluna capilar, a fase estacionaria e sua
espessura, as temperaturas inicial e final, seus gradientes e programacéo de
temperaturas do forno associados aos respectivos tempos, o gas de arraste, por
exemplo hélio ou nitrogénio. Contudo, abrangem também condigées como tempo,
tipo de solvente, temperaturas, condicdes de dessorcao, entre outras, relacionadas

aos processos de preparo de amostra, extragédo e concentragao.

2.8.3 Métodos para Enriquecimento da Fragao Volatil

Os principais componentes volateis presentes na fase vapor de uma
amostra podem ser analisados diretamente, sendo a amostra coletada e transferida
para o cromatégrafo. Porém, mais um passo de acumulagdo deve ser inserido para
compostos que estejam presentes em concentragbes muito baixas. Para a coleta
cumulativa de volateis, podem ser usadas técnicas de resfriamento, muitas vezes
chamada criogénicas, e outras que envolvam fendmenos de adsorgédo e de
absorcdo. Contudo, a propor¢gdo dos aromas injetados diferira dos aromas da
amostra devido a adsor¢cdo seletiva e a saturagdo progressiva do polimero
empregado na adsor¢cdo conforme FRANCO (2003), onde uma descrigdo mais
completa sobre o enriquecimento da fragao volatil pode ser encontrada.

Em geral, observa-se que, ap0s a extragdo, a técnica para a

concentragao dos volateis normalmente emprega evaporagao em coluna de Vigreux,
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muitas vezes com adi¢cdo de sulfato de sddio anidro como sequestrante da agua
presente. Na etapa de concentragdo, pode-se também evaporar o solvente sob fluxo
suave de gas nitrogénio, que embora seja conveniente promove a perda de volateis
por arraste (CLARKE e VITZHUM, 2001).

2.8.3.1 Fundamentos da técnica de SPME

A técnica de SPME é uma opc¢ao relativamente recente, simples e
eficaz empregada no campo da analise instrumental, especialmente na
cromatografia gasosa para analise de compostos volateis. O uso intensivo desta
técnica de isolamento e concentragdo se justifica, uma vez que nao se utilizam
solventes, apresenta alto poder de concentracdo compativel com as sensibilidades
dos detectores de GC, € aplicavel a muitos tipos de analitos, demanda quantidades
pequenas de amostras, além da facilidade de transporte do material extraido para o
cromatégrafo (VALENTE e AUGUSTO, 2000). Dependendo do substrato em questao
e do tipo de fibra empregada na absorgcao dos volateis (Quadro 10), a SPME é uma
metodologia adequada para a extragdo de compostos volateis polares e apolares
(PINHO, PERES e FERREIRA, 2003).

Técnica extrativa Tipos de analitos e matriz Faixa | Concentracdo | Facilidade de
necessaria uso
Headspace Gases, volateis e semi-volateis, Ampla Alta Meédio
liquidos e solidos
Headspace dinamico Alguns gases, volateis somente Estreita Alta Facil
(Purge and trap) liquidos
SDE Semivolateis, somente liquidos Ampla Baixa Dificil
SPME Alguns gases, volateis e Ampla Baixa Facil
semivolateis, liquidos e solidos

Fonte: SUPELCO (2001).

Quadro 10 - Comparacgao da técnica extrativa de SPME com outras técnicas
extrativas

Numa extracdo por SPME, as moléculas do analito tém de se
deslocar da matriz e penetrar no recobrimento. Para isto, resisténcias a transferéncia

de massa devem ser vencidas até o estabelecimento do equilibrio de particdo ou de
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adsorcao do analito, entre a fibra e 0 meio que a envolve. O dispositivo basico de
SPME consiste de um bastao, de cerca de 10 mm com uma extremidade recoberta
com um filme fino de um polimero ou de um sdlido adsorvente. Entre outros,
empregam-se o0s polimeros polidimetilsiloxano (PDMS), divinilbenzeno (DVB) e
poliacrilato (PA) como fases sdlidas, os polimeros polidimetilsiloxano ou Carbowax®
(CWB) ou um sélido adsorvente Carboxen® (CAR), essencialmente um carvao ativo
microparticulado. A técnica de SPME pode ser usada para detectar aromas em
alimentos soélidos ou liquidos, analisando compostos volateis e semi-volateis, pode
facilmente detectar uma ampla faixa de analitos com uma so6 fibra desde tracos até
altas concentragdbes em uma amostra, sendo que especificidade pode ser obtida
com tipos diferentes de fibras. A quantificacido € possivel por adicdo ou curvas de
calibracao de analitos (SUPELCO, 2001).

A extracao ocorre mergulhando-se a sec¢éo recoberta na amostra, ou
no seu headspace. Realizada a extracao, a fibra é retirada da amostra e inserida no
injetor do cromatografo gasoso, onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob
o fluxo de gas de arraste e carregados para a coluna cromatografica. A Figura 4
apresenta, esquematicamente, a sequéncia de aplicacdo de uma fibra utilizando a
técnica de SPME. Detalhes da fibra e do equipamento utilizado em sua aplicagcéao

seguem na Figura 5.

Perfurar o Retrair a fibra e
septo do vial remover a agulha Retrair a fibra e
contendo a Perfurar o remover a agulha
amostra Expor a fibra septo do
Adsorgao injetor do Expor a fibra

cromatégrafo Dessorgao

T3 ]—

Figura 4 - Representagao esquematica da utilizacao da fibra na analise extrativa
com SPME

Fonte: SUPELCO (2001).
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: Agulha da Banda ajustavel .
Fibra seringa de profundidade Embolo

Fonte: SUPELCO (2001).
Figura 5 - Representagao do holder e da fibra utilizada na técnica de SPME

Evidentemente, é de muita importancia a escolha adequada da fibra
a empregar em cada caso, tanto em sua composicdo quanto a sua espessura,

estando as mais comumente utilizadas presentes no Quadro 11.

FASES SOLIDAS APLICACAO RECOMENDADA
PDMS 100 pm Volateis

70 um Semi-volateis apolares

30 um Compostos apolares de alto peso molecular
PDMS/DVB Volateis, aminas, compostos nitrogenados aromaticos
CAR/PDMS Gases e compostos de baixo peso molecular
CWB/DVB Alcoois e compostos polares
Poliacrilamida Semi-volateis polares
DVB/CAR/PDMS Aromas e odores volateis e semi-volateis

Fontes: PILLONEL, BOSSET e TABACCHI (2002) e MIN (2004b).
Quadro 11 - Aplicagdes recomendadas para as diferentes fibras de SPME

O principio fundamental da SPME ¢é a particao dos analitos entre a
amostra e a cobertura (polimero) da fibra. Uma vez alcangcado o equilibrio, a
quantidade de analito extraida é diretamente proporcional a sua concentracido na
amostra e independente de acréscimos no tempo de extragao. A facilidade com que
os compostos volateis presentes na amostra migram para o headspace depende do
coeficiente de particdo K da amostra, que descreve o grau de solubilidade que o
analito tem na matriz, conforme a Equacdo (1). Altos valores de K implicam na
dificuldade do analito sair da matriz e ir para a fase gasosa. O coeficiente de particdo
€ muito dependente da temperatura, como demonstrado pela Equagao (2).

K = C./Cyq (1)
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Onde C. é a concentracdo do analito na matriz e C4 a concentragéo

do analito na fase gasosa (headspace).

dK 1

dT T 2)

Logo, processos que reduzam os valores de K aumentarao a
sensibilidade de analises realizadas no headspace da amostra, como por exemplo, o
aumento da temperatura de extragéo (T) (SILVA et al., 2001).

Conforme PAGE e LACROIX (1993), a amostragem de alimentos
pela imersao de fibras de SPME no liquido pode também adsorver componentes
nao-volateis, que os autores consideraram como indesejavel e, logo, tal
procedimento foi desconsiderado neste trabalho.

Ao avaliar varias fibras quanto a sua habilidade de adsorver
componentes volateis de aroma de café e de solugbes aquosas modelo, as de
PDMS/DVB tiveram a mais elevada sensibilidade em geral, enquanto que as de
CAR/PDMS foram as mais sensiveis a pequenas moléculas e acidos (ROBERTS,
POLLIEN e MILO, 2000).

A técnica de SPME foi aplicada na determinagcdo quantitativa e
qualitativa de compostos volateis de Oleos vegetais de soja e milho, sendo
considerada simples, reprodutivel e sensivel para a analise (STEENSON, LEE e
MIN, 2002).

No caso de vinhos envelhecidos em barris de carvalho, a fibra
DVB/CAR/PDMS apresentou a melhor recuperagdo geral dos compostos de
interesse. Os valores de repetibilidade variaram entre 6,4 e 7,8% enquanto a
reprodutibilidade apresentou-se entre 5,4 e 8,7% (DIAZ-MAROTO et al., 2004).

Recentemente com a melhora na qualidade das fibras e sua maior
competitividade em termos econémicos, a técnica de SPME vem sendo bastante
empregada no modo de extragdo direta ou na configuragdo de headspace. HALL
(2005) apresenta 416 referéncias do uso de SPME até 1999, sendo 84 analises
incluindo alimentos e experimentos botanicos, numeros confirmados pelos dados de
SUPELCO (2001) que cita mais de 750 artigos publicados empregando a técnica de
SPME, 11 somente em volateis de café, além de JENSEN (2004), com 135 artigos
até 2002, nenhum em café, e, PAWLISZYN (2005), cujo banco de dados aponta
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para 479 aplicagdes em analises de alimentos e aplicagbes em botanica, com 10
citagbes para café. Essas revisdes contrastam com o trabalho de revisdo de LOPEZ
(2004) que constatou somente cinco trabalhos, de cunho geral.

Empregando a técnica de SPME para café torrado e moido,
SUPELCO (2001) identificou 57 componentes, entre os quais 2-butanona, 3-metil-
butanal, 2-etil-hexanol, dissulfeto de dimetila, fenol, hexanal, piridina, pirazina, 4-
metil-tiazol, 2,5-dimetil-pirazina, 2,6-dimetil-pirazina, 2,3-dimetil-pirazina e 2,3,5-
trimetilpirazina.

Para a bebida de cafés oriundos da Costa Rica e Guatemala,
comparativamente as fiboras DVB ou PA, a fibra de CAR apresentou as mais
elevadas recuperagdes para alguns analitos, como furancarboxaldeido, 2-
acetilfurano e metilfurfural. Os autores, ainda, concluiram que as altas recuperacoes
obtidas empregando SBSE comparada a técnica de SPME, ambas com fibras de
PDMS, sao devidas unicamente ao maior volume de recobrimento polimérico
(BICCHI et al., 2002).

Empregando a técnica de SPME com fibora PDMS de espessura
100um na diferenciagdo de cafés espresso e de plunger preparados a partir das
espécies arabica e robusta, ROCHA et al. (2003) encontraram que o perfil de
volateis foi marcadamente determinado pela variedade botanica em detrimento ao
método de preparacdo do café, sendo a variabilidade determinada pelos picos da
cromatografia a gas e tempos de retengdo, provedora da informacéo necessaria
para a discriminagdo. MONDELLO et al. (2004) empregaram fibra de composi¢ao
tripla - DVB/CAR/PDMS — de 30 um na caracterizagao de graos de cafés torrados,
apresentando bons resultados discriminatérios.

A técnica de SPME tem-se destacado, pois, além dos resultados
obtidos, é rapida, de custo ndo muito elevado e facil uso, inclusive para automacao,
podendo no futuro tornar-se o método de eleigcdo para investigagbes. A rapida
deterioragdo da fase sdlida requer, contudo, bastante cuidado em estudos de longo

prazo e recomenda-se o uso de padrdes de calibragao (PILLONEL et al., 2002).
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2.8.4 Identificagdao dos Componentes Volateis

A identificacdo espectrométrica de compostos pode ser realizada
empregando-se varias técnicas, como espectrometria no infravermelho,
espectrometria no ultravioleta, espectrometria de ressonancia nuclear magnética e
de massas (MIN, 2004c). Recentemente, tem sido popularizado o uso de detectores
de massas, que empregam 0sS mesmos principios basicos de um espectrémetro de
massas e tém sido amplamente utilizados alternativamente a estes, levadas em
conta as restricdes inerentes (MIN, 2004d). Na identificagcdo de compostos volateis
através de GC-MS existem bibliotecas disponiveis integradas a prépria estacao de
trabalho do cromatégrafo, como a NIST (NIST, 2002). Complementarmente,
bibliotecas publicadas também podem ser uteis, apresentando condi¢des e colunas
variadas. As compilagdes também frequentemente séo obtidas da literatura (JECFA,
2005; NIST, 2003; SDBS, 2005). Onde aplicavel, essa identificacdo pode ser
suplementada pela interpretacdo dos espectros de massas fornecidos pelo detector
para cada componente (DOOL e KRATZ, 1963).

Além disso, na cromatografia a gas recomenda-se a incorporacgao de
indices de retengdo, o que pode ser extremamente valioso (RUTH e CONNOR,
2001). As polaridades do analito e da fase estacionaria sdo os fatores determinantes
da extensdao da retencdo desse analito numa coluna. Os indices de retencao,
portanto, sdo usados na expressao sistematica da retencdo de um analito numa
dada fase estacionaria. Por definicdo, o indice de retencdo de um alcano normal é
estabelecido como sendo 100 vezes o numero de atomos de carbono desse alcano.
Ha varias fontes disponiveis desses indices como, por exemplo, MOTTRAM (2004) e
ACREE e ARN (2004), sendo a melhor a propria biblioteca aplicada no laboratério
para o substrato especifico. Para empregar os indices de retengéo lineares, devem-
se reproduzir as condi¢gdes operacionais do cromatografo e usar a mesma coluna,
observando que podem ocorrer desvios no comportamento cromatografico em
funcdo da temperatura. Em geral, o indice de retencdo de um componente € um
numero, obtido por interpolagdo, relacionando o volume ajustado de retengao
(tempo) ou o fator de retengdo do componente com os volumes de retengao
ajustados (tempos) de dois padrdes eluidos antes e depois do pico do referido

componente. Muitas vezes, esse valor é chamado de Indice de Retencdo Linear
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(IRL) que podera diferir um pouco do valor medido para o0 mesmo componente sob
condigdes isotérmicas, usando fases idénticas (DOOL e KRATZ, 1963; IUPAC,
1997). Neste item, um cuidado adicional ao consultar a literatura € a observagao de
um erro de troca de sinal na férmula de determinagdo do IRL que conduz a
resultados incorretos, detectado em varias publicacbes, como, por exemplo,
MADRUGA e MOTTRAM (1998) e inclusive na propria IUPAC (1997) em seu
capitulo nove, item 9.2.3.7. E importante verificar a correcdo da férmula aplicada
para o calculo do IRL antes de qualquer comparag¢ao, conforme reproduzido abaixo

na Equacao (3).

T T
tR'i - tR;
IRL =100 * . " tz
tR +1) - tR: 3)

Onde tr' refere-se aos tempos totais de retengdo medidos sob as
mesmas condicdes de programagdo de temperatura, i representa o tempo de
retencdo do composto em questdo e z indica o numero de atomos de carbono do
alcano empregado como referéncia.

Na determinagdo quantitativa de compostos volateis pode-se
empregar padrdes internos como o n-butanol, por exemplo — mais adequados para
meétodos extrativos diretos de extragdo com solvente tipo SDE, como o de Likens-
Nickerson (LIKENS e NICKERSON, 1964) ou curvas de calibragcdo externas,
bastante precisas para o uso de extragao por fibras de adsor¢cdo como € o caso da
SPME, onde a quantificagcdo do padrao interno pode ser impeditiva devida a propria
taxa de adsorcéo e dessorgao da substancia padrdo, apesar de que alguns autores
empregaram padrdes internos para o estudo dos compostos volateis de mosto e
vinhos (SALA et al., 2000; MARENGO, ACETO e MAURINO, 2001).
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2.9 COMPONENTES VOLATEIS DE ALTO IMPACTO

Nem todos os compostos volateis impressionam o sentido do olfato
pois a sensagdo ou a qualidade do odor depende dos grupamentos quimicos
presentes na molécula e da concentragcdo em que o composto se apresenta em
dada situagao, podendo representar diversas respostas sensoriais. A complexidade
aumenta em misturas, pois a intensidade estimada de dois odorantes é
frequentemente percebida como nao-aditiva, fenbmeno denominado como
counteracting (neutralizagdo) (KELLER e VOSSHAL, 2004). Além disso, embora
apresentando baixos limites de percepcédo sensorial, muitos componentes acabam
tendo pouca participagdo no aroma do produto final. Alguns exemplos desses limites

de percepgao para componentes volateis do café torrado constam do Quadro 12.

Composto volatil Limite de percepgao
(ng/kg)

2-furilmetanotiol’ 0,005
Trisulfeto de dimetila” 0,010
Dissulfeto de dimetila’ 10

5-metil-2-furil-metanotiol 0,050
2,5-dimetil-3-metil-ditiofurano' 0,010
Furfuril-mercaptana’ 5

Furfuril-metil-dissulfeto’ 0,040

Fontes: 'CLARKE e MACRAE (1985a), 2MOREIRA, TRUGO e DE MARIA (2000) e *ROWE (2002).

Quadro 12 - Limites de percepg¢éo de alguns componentes volateis encontrados em
cafés torrados

De fato, a resposta da percepc¢ao sensorial pode ficar restrita a um
numero menor de compostos que apresentam caracteristicas necessarias e
importantes para a mesma, e que tipificam o alimento; esses podem ser
denominados de key components (componentes-chave ou componentes volateis de
alto impacto). Devem apresentar baixo limite de detecgcdo ou percepg¢ao sensorial
(odour threshold — quantidade minima detectada via percepg¢ao nasal) e carater
impactante, que pode ser desejavel ou ndo, dentro do contexto considerado (ROWE,
2002).
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Em seu trabalho de proposicdo de modelos de aromas para

alimentos a partir de compostos-chave, GROSCH (2001), mostrou que volateis de
aromas complexos podem ser identificados baseados no conceito de atividade de
odor. BASTOS et al. (2002) no estudo de méis demonstraram que perfis de volateis
presentes em méis de eucalipto e laranja diferiram entre si, indicando que existe um
perfil caracteristico em fungcdo da origem botanica do mel recém-colhido,
identificando os compostos nonanal e nonanol e aroma de eucalipto, associados ao
mel de eucalipto, e fenilacetaldeido e benzaldeido conjugados a aroma floral e cera,
no caso do mel de laranja.

Aplicando a técnica de SPME acoplada a GC/O para cha de yuzu
(Citrus junos) e com diluicbes consecutivas, foram identificados o linalol (aromas
floral e limao) e o decanal (aromas laranja e de cera) como os compostos de aroma
ativos mais intensos (KIM et al., 2003). Em extratos de vinho, apds a quantificagéo
de cinquenta e trés compostos, usados para preparacao de modelos, identificou-se
que tanto a 4-metil-4-mercaptopentan-2-ona quanto o 2-metil-3-furantiol tiveram
efeito significativo na mistura, mesmo em concentragbes de 5 ng/kg daquele
primeiro, o qual apresentou limite de detecg¢ao olfativa de 0,8 ng/kg (ESCUDERO et
al., 2004).

Como um indicador da forga aromatica de um componente quimico,
definiu-se o valor de atividade odorifera (OAV, sigla para Odour Activity Values),
relagdo entre a concentracdo encontrada para cada composto pelo seu respectivo
limite de percepgao sensorial (odour threshold), que € a minima concentragao
detectada pelo julgador através da olfatometria, obtida por diluigdes sucessivas da
amostra. Usualmente, os fatores de diluicdo sdo multiplos de dois ou de dez, e
evidentemente valores de OAV superiores a unidade representam compostos de
impacto aromatico, importantes para o aroma, sendo diretamente proporcionais a
intensidade aromatica percebida daquele componente nas condigdes de teste. No
entanto, ndo existe uma definicdo da ordem de grandeza para um componente de
alto impacto. Essa metodologia, muito efetiva na analise de aromas, foi aplicada
para a avaliagao de péaes de trigo (SCHIEBERLE e GROSCH, 1991, 1994; RYCHLIK
e GROSCH, 1996).

Um grupo de pesquisa da Universidade de Munique (Alemanha),
coordenado pelo Professor Grosch e posteriormente pelo Professor Schieberle,
definiu para o café torrado e moido alguns componentes volateis de maior impacto

aromatico (Quadro 13), que poderiam servir de plataforma inicial para o café soluvel.
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Volatil Descricéo sensorial Concentragdo | Referéncia
(mg/kg)"
(E)-B-Damascenona Mel, frutal 1,95x10! L2
2-furfuriltiol Torrado (café), torrado fresco 1,08 1,2,3,6,7,8,9
Formiato de 3-mercapto-3-metilbutila Catty, animal, torrado 1,30x10™" 1,2,9
3-metil-2-buten-1-tiol Amina 8,20x107 L9
2-isobutil-3-metoxipirazina Terra 8,30x1 02 1
5-etil-4-hidroxi-2-metil-3(2H)-furanona 1,73x10' 1,2
Guaiacol Fenélico, condimento 4,20 1,2,3,8
2,3-butanodiona (diacetil) Amanteigado, "’assado 5108);101 13,8
4-vinil-guaiacol Condimento 6,48x10" 1,2,3,8
2,3-pentanodiona Amanteigado 3,96x10" I
Metional Batata, doce 2,40x10™" L7
2-isopropil-3-metoxipirazina Terra, torrado 3,30x1 073 1
Vanilina Baunilha 4,80 I
4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (furaneol) Caramelo, fruta, 1,09x1 0’ L2
"“morango-abacaxi
2-etil-3,5-dimetilpirazina Terra, torrado 3,30x10"! L,3,8
2,3-dietil-5-metilpirazina Terra, torrado 9,50x10 12,9
2-etil-3-dimetilpirazina - — 2
3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona (Sotolon) Tempero 1,47 I
4-etil-guaiacol Condimento 1,30 1,2,8,9
5-etil-3-hidroxi-4-metil-2(5H)-furanona (Abhexon) Tempero 1,60x10" 1
2,4-dimetil-tiazol Torrado !
4,5-dimeti-1tiazol Torrado - 7
Metanotiol Putrido, sulfuroso _— 5
2-hidroxi-metilfurano Queimado -— 4
2-metil-butanal — — 3,8
3-metil-butanal — — 3,8
2,4-pentanodiona — — 3,8
2,4-dimetil-3-pentanona — — 3,8
Piridina — - 3,8
Pirazina — — 3,8
2-etil-6-metil-pirazina — — 3,8
Acido acético — — 3,8
Furfural — - 3,8
2-etenil-6-metil-pirazina — — 3,8
Pirrol — - 3,8
3-metil-3-buten-1-ol — — 3,8
Metil-pirazina — — 3,8
4-metil-tiazol — — 3,8
2,5-dimetil-pirazina — — 3,8
2,6-dimetil-pirazina — — 3,8
Etil-pirazina — — 3,8
2,3-dimetil-pirazina — — 3,8
Acetato de 2-furanmetanoila — — 3,8
5-metil-2-furancarboxaldeido — — 3,8
Acido 3-metil-2-butendico 3,8

Fontes: 'BLANK, SEN e GROSCH (1991), “SEMMELROCH et al.
GROSCH (19962, ‘DE MARIA, MOREIRA e TRUGO (1999),
ROWE (2000), "JAMESON (2001a, 2001b), °SCHENKER et al. (2002a),

MARIA (2000), "
*ROWE (2002) e "°FRANCO (2003).

(1995), *SEMMELROCH e
MOREIRA, TRUGO e DE

Quadro 13 - Componentes volateis de alto impacto aromatico encontrados em cafés
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Para o aroma de café arabica da Colédmbia com torra média,
empregaram-se modelos que emulassem o perfil de odor do mesmo, ficando o
melhor modelo constituido de vinte e sete odorantes (CZERNY, GROSCH e
MAYER, 1999). Em experimentos de omissdo de alguns desses compostos,
confirmou-se que o 2-furfuriltiol era o mais destacado no grupo de compostos
sulfurados, portanto um componente volatil de alto impacto. Além dele, outras
omissbes definiram diferengas significativas, como furanonas e alquil pirazinas
(GROSCH, 2001).

2.10 INTEGRAGAO DO OLFATO E TECNICAS ANALITICAS

O olfato é o principal sentido para a maioria dos mamiferos,
identificando aspectos essenciais como comida, inimigos ou parceiros sexuais. O
mecanismo de percepcado do odor € ainda desconhecido, portanto os termos sao
muito subjetivos, mas o que se observa é que, com treinamento, o reconhecimento
aumenta, mesmo em concentragées muito baixas. Perfumistas e julgadores de cha,
café e vinho, parecem ter mais memoaria olfativa do que hipersensibilidade para odor
(MODESTA, 2002).

O sistema olfativo humano é muito complexo, e ndo € ainda
totalmente entendido, constituido por um grande numero de células olfativas
receptoras (superior a 10 milhdes), compreendendo 1000 tipos diferentes de
receptores moleculares, mas com uma quantidade limitada de classes seletivas
(variando entre 10 e 100). Revisdes sobre o sistema olfativo podem ser encontradas
em MAMLOUK (2002), DAVIDE, HOLMBERG e LUNDSTROM (2003) e DEISINGH,
STONE e THOMPSON (2004).

Uma abordagem integrada no estudo das intera¢cdes de aromas
combina o sentido humano com instrumentos e métodos. Basicamente ndo ha como
isolar o espectro completo dos componentes do aroma e o mais comum é empregar
técnicas adequadas para separar e enriquecer fracdes especificas de compostos do
aroma.

A cromatografia a gas acoplada a olfatometria (GC/O) é método

analitico unico, que associa o poder de resolugdo da cromatografia a gas capilar
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com a seletividade e sensibilidade do nariz humano (SHARP e DIFEB, 2002). Essa
estratégia para a anadlise sensorial e instrumental permite orientacdo em
experimentos de identificacdo dos volateis com probabilidade de contribuir ao aroma
de um alimento (ACREE, 1993; GROSCH, 1993, 1994; SCHIEBERLE, 1995).

Aplicando GC/O na quantificacdo de um complexo aromatico do
café, a 1-octen-3-ona, os resultados mostraram desempenho comparavel a obtida
por GC-MS para esse odor, ou até melhor, considerando que a quantificacido por
GC-MS demanda entre 75 e 500 vezes mais amostra. Utilizando calibragdo externa,
foram obtidos resultados excelentes, ao nivel de ng / kg. Contudo, nessa baixissima
concentracdo, ndo se pode excluir superestimagao devida a co-eluicao de odores,
por exemplo. Os resultados comprovam que a técnica de GC/O pode competir com
as mais sensiveis e seletivas técnicas, mesmo em casos extremamente intensos
como, por exemplo, a espectrometria de massas, devido a pequena preparagao
necessaria da amostra (POLLIEN et al., 1999).

Varias técnicas foram desenvolvidas para coletar e processar dados
de GC/O e para estimar a contribuicao sensorial de compostos odoriferos ativos, que
podem ser classificadas em quatro categorias:

a) métodos de analise por diluicdo para produzir fatores baseados

em diluicbes sucessivas até o limite de percepgao, por exemplo
Combined Hedonic Response Measurement (CHARM® analysis)
(ACREE, BARNARD e CUNNINGHAM, 1984) e Aroma Extraction
Dilution Analysis (AEDA) (ULLRICH e GROSCH, 1987). Na
primeira a duragdo da percepgdo é considerada junto com a
diluicdo final ou valor de diluicdo em que o composto é detectado
e, na AEDA, o fator de diluigdo (FD) é a diluicdo na qual um
composto odorifero ativo é detectado;

b) métodos de deteccao de frequéncia, gravando odores detectados

por um grupo de julgadores. Na determinagdo da frequéncia, o
numero de julgadores detectando o odor é usado como estimador
da intensidade dos odores;

c) métodos de intensidade posterior, produzindo estimativas da

intensidade percebida, gravada depois da eluigdo do pico;

d) métodos de tempo-intensidade, estimando a magnitude da

intensidade percebida, gravada simultaneamente com a eluicéo



59

do pico cromatografico, por exemplo OSME (cheiro, em grego),
(MCDANIEL et al., 1989).

Dentro desse conceito, a anadlise de um aroma de alimento comeca
selecionando os odores mais potentes por CHARM® analysis, ou por AEDA ou por
OSME. Apesar de promissor, nao tem havido muitas publicagdes empregando esta
ultima técnica (VAN RUTH, 2001).

Tanto AEDA quanto CHARM® analysis, tém sido usadas para
determinar o impacto aromatico de muitos alimentos (GROSCH, 1994; BLANK,
1996; FENG e ACREE, 1999), e especificamente para os componentes-chave do
aroma de café torrado, utilizando técnicas de headspace e GC/O (GROSCH, 1998,
2000). Ambas foram desenvolvidas para adquirir mais informagao sobre a atividade
odorifera e permitem a determinacao da atividade relativa de um unico volatil dentro
de uma mistura mais complexa, mesmo desconhecendo as estruturas quimicas e
envolvem diluicdo serial de fracbes de aromas e subsequente avaliagdo, usando
GC/O. Nesse aspecto, estdo sujeitas as mesmas criticas (DA SILVA, LUNDAHL e
MACDANIEL, 1994).

A técnica de OSME é uma aproximacao de tempo-intensidade para
avaliar a significancia de compostos odoriferos nos gases efluentes de GC e permite
seja plotado um grafico conhecido na avaliagdo sensorial como aromagrama,
facilmente interpretavel, particularmente denominado osmegrama. DA SILVA,
LUNDAHL e MCDANIEL (1994) comprovaram que a técnica de OSME é comparavel
a parametros equivalentes da literatura, onde as intensidades dos compostos foram
acessadas por diferentes métodos psicofisicos. Apesar do tempo disponivel para a
caracterizagdo do aroma e possiveis efeitos de fadiga, os julgadores sensoriais
foram quantitativamente comparaveis a outros empregando técnicas olfatométricas
tradicionais. Demonstraram, ainda, ser possivel obter uma medida da qualidade e
poténcia odoriferas e subsequentemente estimar a significancia relativa dos odores
presentes em varios extratos aromaticos, acessando diretamente suas intensidades
de efluentes de GC. O julgador sensorial, ao mesmo tempo em que descreve a
qualidade do aroma, registra a intensidade do aroma percebido sensorialmente de
forma direta em uma escala de tempo-intensidade, movendo através de um cursor
um resistor variavel em fungao da intensidade da percepcéao. A técnica de OSME foi

empregada para identificagcdo dos compostos volateis do caju, que foi caracterizado
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por uma elevada quantidade de metil e etil ésteres, tendo sido detectados 63
compostos e identificados 51, empregando técnicas de GC-MS (GARRUTI et al.,
2001).

Através da superposicdo do aromagrama com o cromatograma
obtido, podem ser identificados quais componentes volateis apresentam impactos
sensoriais relevantes, bem como fazer sua descri¢ao, que, associada a identificacao
de cada componente, auxilia na elucidagao da origem, comportamento e tratamento
adequado em cada caso, conforme encontramos no trabalho de GARRUTI et al.
(2003), que identificaram, por exemplo, o acido 2-metil-butandico como odor
desagradavel de maior intensidade em frutos de cajueiro.

A correlagdo entre analise instrumental e percepg¢do sensorial em
vinhos foi estudada pelo emprego da técnica de aromagrama. Entre os 600 a 800
componentes de aroma encontrados, foram estabelecidos os componentes-chave,
em fungao da variedade da uva empregada (RAPP, 1998).

A analise por GC-MS e GC/O em café tratado com vapor e que
apresentava aroma indesejavel descrito como ‘suor desagradavel’, apontou o acido
3-metilbutandico como principal contribuinte (BUCKING e STEINHART, 2002).

Em estudo recente realizado, demonstrou-se a relevancia do formato
do recipiente utilizado na percep¢ao de aromas de vinhos, muito provavelmente pela
influéncia nos efeitos de retengao e liberagdo dos aromas em cada caso (HUMMEL
et al.,, 2003). Isso demonstra claramente a importancia da correta definicdo da
metodologia de coleta dos aromas, e, particularmente, destaca o local de consumo

na determinacado dos aromas de impacto.

2.11 DESCRITORES SENSORIAIS

Na analise sensorial de alimentos, a definicdo dos descritores
sensoriais que serao empregados pelos julgadores sensoriais € de extrema
importancia, permitindo ainda a analise estatistica dos resultados conjuntos obtidos
pelos integrantes da equipe. Varios estudos tém sido realizados para a
caracterizagcao sistematica de odores por um numero limitado de descritores

semanticos, que constituem um espaco sensorial, como os de DRAVNIEKS (1985),
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JAUBERT (1987), JAUBERT, TAPIERO e DORE (1995), LAFFORT et al. (2000) e
na revisdo de MODESTA (2002), sendo alguns desses espagos sensoriais

apresentados no Quadro 14, do qual ainda constam alguns descritores empregados

especificamente para café. Complementarmente, o Quadro 15 apresenta uma

revisdo dos grupos de descritores empregados recentemente para cafés, verdes e

torrados. Existem varios bancos de dados de descritores sensoriais disponiveis on-

line na Internet, como ACREE e ARN (2004) e CHEMCONNECTIONS (2004).

ESPACOS  SENSORIAIS Descritores empregados para cafés
DRAVNIEKS, 1985 | MODESTA, 2002 | ST. CROIX 1CO, 2004b CAFE IGUACU, 2002
SENSORY, (café verde) (café soluvel)
INC., 2004
etérico, anestésico, fragrante, ardido floral, rancido, tabaco, condimentado,
floral, quimico, peixe, sulfuroso, etéreo, medicinal, condimentado, floral, floral, frutal, citrico,
limao, sujo, frutal doce, rangoso, quimico, frutal, medicinal, animal,
(outros além de oleoso, metalico, peixe, quimico, verde, terra, cinzas,
citrico), queimado, condimentos ofensivo, animal, queimado, achocolatado,
mofado, améndoas vegetal, chocolate, caramelo, caramelo,
enfumagado, alho, frutal, cereal, malte, cereal, malteado, tostado, grama,
putrido, deteriorado, terra tostado, citrico, verde, herbiceo, amendoado,
madeira, resinoso, grama, cinza, putrido,
terra, cebola, limao madeira, herbaceo, borracha,
aniz, menta, hortela nozes, putrido, amadeirado,
canfora, perfume borracha, vinho defumado,
embolorado, outros especiarias
Total Total Total Total Total
17 descritores 9 descritores 8 descritores 25 descritores 15 descritores

Quadro 14 - Descritores sensoriais empregados para café e alguns espagos

sensoriais propostos

Verde' Frutal®” Doce, caramelo™>**
Doce'? Nozes’ Terra'*’
Sulfuroso’ Defumado'~ Torrado, sulfuroso™”
Floral’ Vegetal4 Terra, torrado, defumado®
Torrado' Batata” Suor®
Tempero, cozido” Amanteigado® Herbaceo"
Defumado, fenolico® Condimentado’

Fontes: '"GRETSCH, SARRAZIN e LIARDON §2000), ’GROSCH (2000), *CLARKE e VITZTHUM

(2001), “SCHENKER et al. (2002b) e

NARAIN, PATERSON e REID (2003).

Quadro 15 - Grupos de descritores sensoriais empregados para cafés

ST. CROIX SENSORY, INC. (2004) propbs alguns descritores-

ancora, como floral, medicinal, quimico, peixe, ofensivo, vegetal, frutal e terra,

estando o café incluso neste ultimo. Por outro lado, pode-se encontrar o descritor
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café como caracteristico de alguns aromas de alimentos. O Quadro 16 apresenta

alguns descritores sensoriais associados aos seus respectivos componentes volateis

para alguns alimentos.

REFERENCIA ALIMENTO COMPONENTE DESCRICAO OLFATIVA
ZIMMERMANN | Pimenta em p6 * B-ionona Violeta
e SCHIEBERLE, hungara e * Furaneol Caramelo
2000 marroquina * Sotolon Tempero
GARRUTI et al., Caju - Acetato de etila * Caju-ameixa, solvente, ruim, roupa
2001 molhada
* Butanoato de metila * Doce, fruta, fruta passada, caramelo
* Hexanal * Verde, mato, grama
* 3-hidr6xi-2-butanona  Adocicado, bom, leve
- Benzaldeido - Plastico, verde, mato, fruta
PLOTTO e Maga * Acetato de hexila * Péra, fruta madura
MCDANIEL, * Acetato de 2-metil-butila | - Solvente
2001 * B-damascenona * Suco de uvas
* Butirato de butila *Queijo, mag¢a podre
* Acetato de pentila *Magca gala
* 1-octen-3-ol * Cogumelo
CHOI, Citrus flaviculpus | * a-pineno * Verde
SAWAMURA e | Hort. Ex Tanaka | * Mirceno * Verde, resinoso
KONDO, 2002 * Terpinoleno * Frutal, citrico
» Citronelal » Citrico, verde
* Octanal * Verde
* Octanol * Doce, citrico
* Linalol * Verde, citrico
* Neral - Herbaceo
* l-carvona * Floral, herbaceo
* Carvacrol - Doce, frutal
HEINIO et al., Centeio + 2-metil-butanal - Solvente
2003 + Hexanal * Verde, flor
* Metional - Batata assada
* 1-octen-3-ol * Cogumelo
- Benzenoacetaldeido * Flor, mel, améndoa amarga
- Benzenoetanol - Mofado
FERRARI et al., Conhaque * Diacetil * Manteiga
2004 * Nerolidol * Feno
» Z-3-hexen-1-o0l * Grama
- Acetato de 2-metilbutila | - Péra
- Acetato de 3-metilbutila | - Banana
* Acetato de 2-feniletila * Rosa
* Linalol * Lima
IRAQI et al., Azeitonas verdes | *(Z)-3-hexenal * Verde
2005 * (E,E)-2,4-decadienal * Verde, coentro
* (E,Z)-2,4-decadienal * Parafina
* Guaiacol * Fenolico

Quadro 16 - Descri¢des olfativas associadas aos componentes volateis presentes

em alimentos e bebidas
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A Organizacao Internacional do Café (ICO), sugere alguns atributos
com base em extensivo trabalho realizado abrangendo cafés verdes de todo o
mundo, sendo 25 descritores do aroma (ICO, 2004b).

Os Quadros 17 e 18 (Anexo 3) apresentam uma revisdo dos
descritores sensoriais dos principais componentes do aroma do café que tém sido
empregados, enquanto o Quadro 19 (Anexo 3), apresenta as concentragdes
encontradas para alguns dos compostos de impacto aromatico do café torrado e
moido.

Esses trés Quadros (17, 18 e 19 do Anexo 3), poderiam funcionar
como matrizes de conhecimento entre os compostos volateis e os descritores
sensoriais.

Percebe-se que na pratica, cada autor busca os melhores
descritores, cuja variedade é funcado direta de cada material analisado e das
condigbes analiticas gerais, sendo importante ressaltar ainda a influéncia do efeito
da concentracdo do componente aromatico no estimulo propiciado, fato que pode
induzir a percepgdes sensoriais diversas para um mesmo componente volatil, além

da auséncia, tanto quanto se sabe, de trabalhos especificos para o café soluvel.

2.12 ANALISE SENSORIAL

2.12.1 Recrutamento, Selegao e Treinamento de Julgadores Sensoriais

Na analise de alimentos, além das instalagbes adequadas e dos
testes analiticos objetivos (fisicos, quimicos e instrumentais), sdo necessarias
pessoas para avaliar sensorialmente os produtos (STONE, 1992). Esse aspecto
parece evidente partindo do principio de que o destino final € o da alimentagao
humana.

Varios aspectos devem ser observados para o trabalho com
julgadores em analise sensorial, conforme STONE e SIDEL (1993). No

recrutamento, muitas informacdes basicas sobre os candidatos devem ser levadas
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em consideragdo para maximizar a eficiéncia do treinamento, conforme ASTM
(1981), PUPO et al. (2000) e MCEWAN et al. (2002).

2.12.2 A Metodologia do Perfil Livre

A analise descritiva é usada habitualmente na industria de alimentos
e bebidas, sendo metodologias convencionais o Perfil de Sabor, o Perfil de Textura e
a Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) (MUNOZ e CIVILLE, 1992; STONE, 1992),
que sdo de grande utilidade na solugdo de diversos problemas associados ao
controle de qualidade, estudo de vida util de produtos, desenvolvimento de novos
produtos e interpretacdo de preferéncias de consumidor. Tais metodologias
apresentam certas desvantagens como a necessidade de grande numero de
sessodes de treinamento. Além disso, apesar do esforgo realizado para padronizar a
terminologia empregada, os julgadores sensoriais apresentam muitas diferencas de
percepcao e freqientemente aparecem discordancias de descricbes entre os
membros da equipe (STONE e SIDEL, 1993; DAMASIO, 1999).

Todas estas desvantagens podem ser superadas pelo uso de uma
técnica alternativa, o Perfil Livre, que permite reduzir e até eliminar as secbes de
treinamento. Segundo esta técnica, cada individuo pode usar seu proéprio
vocabulario para descrever sensorialmente um produto, sendo as exigéncias para os
julgadores sensoriais: objetividade e capacidade de usar escalas de intensidade e
de desenvolver uma lista de atributos e vocabulario consistente (WILLIAMS e
LANGRON, 1984).

JAIME, MELA e BRATCHEL (1993) ressaltam que, apesar de nao
ser essencial, uma experiéncia prévia com outras técnicas sensoriais poderia ajudar
os julgadores a utilizar os atributos de forma mais consistente. HEYMANN (1995),
trabalhando com discriminagdo de odor para amostras de baunilha, observou que,
na média, julgadores com experiéncia em outras técnicas sensoriais descritivas
levantaram um numero similar de atributos ao da equipe que n&o tinha experiéncia
em analise sensorial. Todavia, os termos utilizados pela equipe com experiéncia
permitiram uma melhor discriminagao entre amostras e a obtengdo de um mapa de

consenso com maior variancia explicada.
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A analise de dados de perfil sensorial demanda métodos estatisticos
especializados que considerem as diferentes variacbes, geralmente
desconsideradas em outras aplicagdes estatisticas. Entre outras, existem o diferente
uso de descritores pelos julgadores e o diferente uso de escalas. Nesse sentido, as
duas aproximagdes mais importantes sdao dadas pela Analise de Procusto
Generalizada (Generalised Procrustes Analysis - GPA) e pelo programa STATIS.
Comparando os desempenhos, os dois métodos foram considerados bastante
semelhantes, e a escolha é portanto de conveniéncia (MEYNERS, 2003).

A GPA é uma metodologia simétrica que extrai uma estrutura
comum de multiplos conjuntos de dados compostos de variaveis nao idénticas,
gerando uma projecdo de consenso que atenda a configuragdo entre os multiplos
conjuntos considerados. Nao requer necessariamente um numero igual de respostas
entre os conjuntos (CHUNG, HEYMANN e GRUN, 2003).

Em geral, as principais causas de divergéncia entre as respostas
dos julgadores podem ser minimizadas pelo treinamento, mas no caso do Perfil
Livre, ha maior probabilidade de ocorréncia. A GPA executa trés transformacdes
principais para corrigir as diferengas entre os julgadores na avaliagéo, rotagao,
translacdo e autoescalonamento (OLIVEIRA e BENASSI, 2003; SIEFFERMANN,
2004).

As recomendacgdes basicas para a aplicacdo do Perfil Livre sdo as
mencionadas abaixo no Quadro 20 (BENASSI, 2002).

PRINCIPIO As pessoas percebem as mesmas caracteristicas de produto, mesmo que se
BASICO expressem de maneira diferenciada.
RESTRlC@ES - minimo de 5 julgadores sensoriais (numero ideal esta entre 10 e 12).
(da técnica ou do programa - maximo de 30 amostras (sempre com 3 repeticdes cada).
de computador disponiveis) - nimero de atributos pode ser desigual para cada julgador sensorial.

- nimero de atributos pode ser diferente entre amostras.

- o numero de amostras, incluindo as repeti¢des, deve ser maior ou igual
ao numero de atributos.

- nimero de atributos pode ser diferente entre julgadores sensoriais.

DELINEAMENTO - Trés provas por sessdo

- Amostras servidas seqiiencialmente
- Blocos incompletos balanceados para sete amostras

Fonte: BENASSI (2002).
Quadro 20 - Recomendacgdes basicas para aplicagao da técnica de Perfil Livre
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Recentemente, a GPA foi aplicada para correlacionar conjuntos de

dados sensoriais com dados analiticos, no caso, o efeito do teor de gordura na
textura e no sabor de sorvetes. Estabelecendo a equivaléncia de todos os
componentes quimicos similares, os resultados foram muito Uuteis para a
compreensdo das relagdes quimico-sensoriais (CHUNG, HEYMANN e GRUN,
2003). Os autores destacam que empregaram a opgao permutacdo no aplicativo
SENSTOOLS, que, entretanto, apresenta duas desvantagens: o calculo de poucas
permutacdes permite apenas uma estimativa superficial do nivel de significancia e,
em segundo lugar, ndo leva em conta o delineamento experimental utilizado e
simplesmente permuta as observacdes de cada julgador. Consequentemente, a
significAncia do consenso para as observagbdes simples ndo € necessariamente
devida as diferengas de produto.

Existem limitadas opcbes de programas computacionais para a
aplicagao do GPA. O mais citado e empregado tem sido o Procrustes PC conforme o
Quadro 21, contudo ndo é mais comercializado separadamente mas sim como parte
do pacote estatistico SENSTOOLS.

PRODUTO Provadores e Atributo | Numero de Variancia Aplicativo Referéncia
detalhes sobre s amostras explicada estatistico
treinamento (% /
dimensdées)
Café 10 7al5 6 81 - WILLIAMS e
experiéncia variavel ARNOLD, 1985
Rum 22 9a20 10 65/ 4 Procrustes | PIGGOT e
consumidores PC21 PATERSON, 1993
Malte 17 6als 6 81/3 Genstat BEAL e MOTTRAM,
experiéncia selecio 1993
odores
Baunilha 20 4a18 13 - Procrustes | HEYMANN, 1995
experiéncia variavel PC22
em ADQ
Azeite de 16 8al9 17 73 /4 Procrustes SERVILI et al., 1995
oliva experiéncia em ADQ PC12
Améndoas 9 4al10 5 77 SAS GUERRERO, GOU ¢
treinados ARNAU, 1997
Vinho especialistas 5 6 40/2 - WATSON et al., 1999
Bebidas 39 2a8 24 60/4 Procrustes | ELMORE e
carbonatadas ndo treinados PC22 HEYMANN, 1999
Vinho do 19 27 a5l 12 43 SENS- CRISTOVAN,
porto ndo treinados TOOLS 2.0 | PATERSON e
PIGGOTT, 2000
Produtos 13 24 23 50/2 - MONROSIER,
lacteos treinados SIEFFERMANN e
DANZART, 2001
Bebidas 24 4322 8 60/4 SENS- LACHNIT et al., 2003
carbonatadas treinados TOOLS 2.3
Café de 13 36 a39 12 25/3 SENS- NARAIN, PATERSON
coador experiéncia variavel TOOLS 2.0 | ¢ REID, 2003

Quadro 21 - Utilizacido da técnica do Perfil Livre para a avaliagao de aromas de
alimentos e bebidas
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213 O EMPREGO DO NARIzZ ELETRONICO cOMO FERRAMENTA AUXILIAR NA

DETERMINAGAO DOS COMPONENTES VOLATEIS

Alguns aspectos da olfagao tém sido investigados e um esquema

simplificado, bem como suas similaridades com um sistema eletrénico, podem ser

vistos na pagina seguinte na Figura 6 e na Figura 7 e no Quadro 22.

ODOR

Camara nasal

Epitélio

Células olfativas

receptoras

Cérebro

Bulbo olfativo :—'p Cortex

—:—I’ olfativo

* neurdnios
|

Células mitrai

PERCEPGAO

—

Fonte: DAVIDE, HOLMBERG e LUNDSTROM (2003).

Figura 6 - Esquema do funcionamento do sistema olfativo humano

ODOR

Camara(s) de
sensores

Sensores quimicos

Extracao

Computador

Apresentacao Padrao

Reconhecimento

INFORMAGAO

—

Fonte: DAVIDE, HOLMBERG e LUNDSTROM (2003).
Figura 7 - Esquema do funcionamento de um nariz eletrénico
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HUMANO ELETRONICO
Cerca de 10 milhdes de receptores, 5 a 100 sensores quimicos manualmente
auto-regenerados substituidos

10 a 100 classes de seletividade

5 a 100 padrdes de seletividade

Redugao inicial do nimero de sinais de cerca de

Conjuntos inteligentes de sensores

1000 para 1 podem imitar isso ?
Adaptativo Capacidade adaptativa talvez seja possivel
Saturavel Persistente

Tratamento de sinal em tempo real

Equipamento de reconhecimento de padrdes
pode simular a mesma performance

Identifica um grande ntimero de odores

Tem que ser treinado para cada aplicagdo

Nao pode detectar algumas moléculas simples

Pode detectar também moléculas simples
(Hy, H,0, CO,, ...)

Associativo com som, visdo, experiéncia, etc.

Com aplicag@o de conjuntos de sistemas
multisensores pode ser possivel

Pode ficar infectado

Pode ficar envenenado

Fonte: DAVIDE, HOLMBERG e LUNDSTROM (2003)

Quadro 22 - Comparagao esquematica entre caracteristicas do nariz humano e do
nariz eletrénico

O aparecimento de narizes eletrdnicos originou-se no controle
instrumental de processos produtivos, que foram sendo desenvolvidos ou
aperfeicoados a partir do inicio do século passado. Para caracterizar essas
grandezas, mais sensores fisicos (como, por exemplo, termdmetro, barébmetro, etc.)
ou analises de quimica instrumental (exemplificando, MS, NIR, NMR, etc.) foram
desenvolvidos, bem como equipamentos tendo por meta a medida do aroma de
alimentos como café, temperos e outros segundo SCHWEIZER-BERBERICH,
HARSCH e GOPEL (1995) ou uisque conforme ULMER et al. (1996).

Esses narizes eletronicos sao equipados com uma multiplicidade de
elementos sensores quimicos, aos quais o fluxo gasoso contendo o aroma do
alimento é conduzido. Mudangas de sinal resultantes do contato com os volateis s&o
usadas para geragdo de um sinal eletrbnico. Para sistemas mais sofisticados, tais
instrumentos requerem o uso de conjuntos de sensores mais especificos,
devidamente testados para a aplicacdo em foco. A solugdo mais desejavel seria a
deteccdo dos compostos mais importantes, correlacionados de alguma maneira
aqueles com impacto aromatico (STEPHAN, BUCKING e STEINHART, 2000). A
eficiéncia dos sensores eletrdbnicos comerciais depende, portanto, dos limites dos

materiais dos sensores. Logo, para que sistemas congruentes sejam desenvolvidos,



69

os sensores devem reconhecer aromas importantes com seletividade e sensibilidade
suficientes, definidas caso a caso (HOFMANN, 1998).

Atualmente, entretanto, os seres humanos tém a sensibilidade e
resposta a um repertorio que excede grandemente esses equipamentos. Por outro
lado, o nariz eletrénico tem o potencial de responder a certos compostos quimicos
que nao podemos cheirar ou nao devemos por razdes de segurancga. Portanto, o
nariz eletrébnico complementa a resposta humana e a tecnologia existente em varias
aplicagdes (KLAHORST, 2004).

O nariz humano é muito sensivel a odores, atingindo concentragbes

tdo baixas quanto 10-11 Mg/l, enquanto em termos de instrumentagdo analitica os

limites atuais estdo em torno de 10-7 pg/l. Por exemplo, a vanilina € percebida pelo
nariz humano cerca de 33 mil vezes mais sensivelmente do que com um sensor
quimico. Em contraste, o pentano sé é reconhecido pelo nariz humano em elevadas
concentragdes, sendo esse componente cerca de cento e setenta e cinco vezes
mais sensivel a um nariz eletrénico (ESKILSON, 1998).

Particularizando para cafés torrados, uma das aplicacbes pioneiras
do nariz eletrénico empregou doze sensores de 6xido de ferro para classificar o
headspace das embalagens. Com o auxilio de técnicas estatisticas, os autores
concluiram ser possivel a discriminacdo nao so6 entre a mistura da composi¢cao dos
cafés mas também do grau de torragdo, confirmando o uso potencial num
instrumento eletrénico para controle de processo quantitativo na industria de
alimentos (GARDNER, SHURMER e TAN, 1992).

Apesar do fato de que, com a tecnologia atual, os chamados narizes
eletrénicos ainda nao sao tdo sofisticados quanto o nariz humano, parece ser uma
questao de tempo para que a equivaléncia seja atingida, podendo talvez ser seguida
pelo sobrepujamento. No entanto, a tecnologia pode ndo ser capaz de substituir
parte da subjetividade da avaliagdo de cafés (ALVES, 2003).

Fazendo a medida seletiva de odorante por dispositivo de multiplos
sensores, ou seja, um nariz eletrénico, determinou-se um nivel de detecgao inferior a
4,0 ng/ml para 2,4-nonadienal, relevante em pepinos frescos (KOHL et al., 2000).

Avaliando a influéncia do teor de gordura nas diferengas sensoriais
entre sorvetes de morango, comparando um modelo de nariz eletrbnico com um

equipe de avaliagdo sensorial e analise cromatografica por headspace estatico dos
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volateis, a capacidade do dispositivo eletrénico foi considerada satisfatéria quando
comparada as duas outras metodologias (MIETTINEN et al, 2002).

Para o caso de magas Fuji, o desempenho de um conjunto
constituido por sete sensores de cristal de quartzo cobertos com varios filmes em
estado sélido (s1-Mn, s3-Cu-NO,, s4-Ru, s5-Sn, s6-Rh, s7-Cr, s8-Co), revelou pela
aplicagdo de ACP uma explicagcdo da variancia geral igual a 87%. Foram
estabelecidas correlagcbes mais fortes com alguns dos sensores especificos
empregados, com intervalo de explicagdo da variancia individual encontrada entre
23,5% (sensor s6) e 72,7% (sensor s7) (ECHEVERRIA et al., 2004).

O aperfeicoamento desses equipamentos € uso de mais sensores
tem ampliado sua aplicagdo, abrangendo a deteccdo do frescor de peixes,
identificacdo da origem de cafés e detecgdo da composi¢cdo de residuos toxicos
(GRIFFIN, 2004a, 2004b).

FREITAS, PARREIRA e VILAS-BOAS (2001) aplicaram, para um
conjunto de quatro amostras de café robusta e cinco amostras de café arabica
torrados a 206°C, a técnica do arranjo de sensores comparado-a com os resultados
obtidos por SPME-GC empregando a fibora PDMS-100um, sendo os dados desta
ultima técnica tratados por ACP. Trinta picos mais importantes foram escolhidos e os
compostos responsaveis pela diferenciacdo de cafés arabica e robusta foram
tentativamente identificados no headspace por GC-MS. As separagdes obtidas pelos
dois métodos foram similares, claramente separando a variedade arabica,
caracterizada por acetil-pirrol, 1-acetil-(6xi)-2-propanona e furano-metanol, da
variedade robusta, com similaridades principalmente explicadas pela piridina, metil-
etil-pirazina e metil-2-pirrol-carboxaldeido. O método SPME-GC n&o mostrou
separagao, segundo a origem geografica, enquanto esse aspecto foi discriminado
com o nariz eletrénico. O tempo total por analise com o nariz eletrébnico foi de
apenas sete minutos enquanto a GC-MS levou uma hora. Os dois primeiros
componentes da ACP responderam por 86% da variancia total.

Ao analisar cafés torrados de varias origens entre elas Brasil (10),
Java (9), Quénia (10), Vietna (10) e Africa, o equipamento nariz eletrénico logrou
perfeita discriminagdo em menores tempos analiticos que a técnica classica
empregando SDE e GC-MS (DIRINCK et al., 2002b).

Para o café torrado, ndo se obteve grande sucesso devido a sua

complexidade e para café soluvel nao foi possivel distinguir entre o produto normal e
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um aromatizado (SCHALLER, BOSSET e ESCHER, 1998). Mais tarde, processando
quatro gramas de café extraido e apenas um grama de café moido no equipamento
SMart Nose™, resultados com boa discriminacdo e 6tima reprodutibilidade foram
encontrados, em conformidade com os dois tipos de processamento (SMARTNOSE,
2004).

2.14 AVALIAGAO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA

A habilidade pontual para prover dados precisos e seguros é
fundamental em trabalhos analiticos. Estes, em geral, devem incluir estudos de
especificidade, linearidade, precisdo, precisdo intermediaria, limite de deteccao,
limite de quantificagcdo e robustez (GREEN, 1996; SOARES, 2001; DE BARROS e
HIRATA, 2003; INMETRO, 2003). Para tal, o primeiro passo para o desenvolvimento
de uma analise reside em sua validagdo. Dentro de um laboratério isso pode ser
obtido através de testes de recuperagdo e comparagao a um método independente
ou pelo emprego de material de referéncia certificado (GARFIELD, 1991).

A rastreabilidade de um método, definida como a propriedade do
resultado de uma medida ou o valor de um padrao dever ser relacionada a
referéncias estabelecidas, usualmente padrbes nacionais ou internacionais, através
de uma cadeia continua de comparagdes, todas com incertezas estabelecidas, deve
ser observada. O estabelecimento da rastreabilidade em um laboratério obedece a
um conjunto de atividades (EURACHEM/CITAC, 2000; HUND, MASSART e
SMEYERS-VERBEKE, 2001):

a) especificar o analito e a incerteza aceitavel;

b) escolher metodologia adequada para estimar o valor e as

condi¢cdes de medicao;

c) demonstrar, através da validagéo, que os calculos e as condigdes
de medicdo incluem todas as quantidades influentes que
significativamente afetam o resultado;

d) identificar a importancia relativa de cada quantidade influente;

e) escolher e aplicar os padrdes de referéncia apropriados;

f) estimar a incerteza.
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A norma NBR ISO/IEC 17025-2001, no item 5.4.5., destaca a
importancia da validacdo de métodos analiticos e a documentagédo do trabalho de
validagao, para a obtengao de resultados confiaveis e adequados ao uso pretendido
(ABNT, 2001). Antes de realizar experimentos de validacdo, deve-se avaliar se o
sistema utilizado para a analise é capaz de fornecer dados de qualidade aceitavel, o
que alcangcado com experimentos de conformidade do sistema, que pode ser
definida como um conjunto de testes para garantir que o equipamento utilizado esta
apto a gerar resultados de exatidao e precisao aceitaveis (RIBANI et al, 2004).

Orientagbes gerais sobre interferentes na certificagdo metodoldgica
podem ser encontradas em EURACHEM GUIDE (2002). Um resumo das
recomendagdes mais encontradas na literatura especializada para validacdo de

metodologias apresenta-se no Quadro 23 (Anexo 4).

2.15 ANALISE ESTATIiSTICA

Em geral, para dados sensoriais, os resultados sdao submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e comparagdo das medias pelo teste de Tukey.
Alternativamente, pode-se empregar ACP com os resultados dos compostos mais
importantes, quando se fizer necessario, para realizar analise multivariadas
(GARRUTI et al., 2001). Em casos especificos de respostas sensoriais, emprega-se
a GPA, que permite analisar os dados obtidos com a metodologia do Perfil Livre
(GOWER, 1975).

De fato, na avaliacdo de dados sensoriais, 0 uso de GPA ou de ACP
pode ser considerado, fungdo de sua disponibilidade ou opgao estatistica. Para
testes de proficiéncia de equipe, a GPA oferece opgdes marginalmente melhores em
termos do estabelecimento da concordancia do equipe. Entretanto, dado que a
discriminagcdo entre as amostras € considerada como medida crucial do
desempenho, o uso de ACP tem sido considerado igualmente valido (MCEWAN et
al., 2002).
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2.16 TENDENCIAS E DESAFIOS NA INVESTIGAGAO DE AROMAS NO CAFE SOLUVEL

Durante o processamento para a obteng¢ao do café soluvel, ocorrem
varias transformacdes e perdas aromaticas que distanciam sua qualidade daquela
do café de coador, e a redugcdo dessa diferenga tem sido alvo principal dos
processos de aumento da intensidade dos aromas presentes no café soluvel.

Recentemente, tem-se atingido significativo progresso no
entendimento quimico dos aromas, com a aplicacdo de técnicas instrumentais e
analiticas cada vez mais sofisticadas. O aroma dos alimentos e bebidas € complexo
e normalmente apresenta entre 50 e 250 compostos volateis com uma ampla faixa
de pontos de ebuligdo. No caso do café, ja foram detectados mais de 800
componentes volateis. Cada tipo de componente de aroma deve ser analisado por
um método apropriado a sua composigao quimica e a matriz em que se encontra.

As técnicas de isolamento de volateis sdo seletivas, de maneira que
alguns compostos sdo mais favorecidos que outros, condigdo que torna impossivel
isolar todos os compostos quantitativamente por uma sé técnica. Varias técnicas
extrativas tém sido aplicadas na determinagao de volateis do café, como headspace,
SDE e SPME, sendo que alguns autores utilizaram técnicas de concentragdo dos
volateis antes da analise.

Na caracterizacdo quimica dos componentes volateis muitas
técnicas tém sido empregadas, especialmente GC e GC-MS, e, na identificacdo de
compostos volateis, indices de retencado tém sido aplicados de forma complementar
e concomitante a GC-MS, existindo bibliotecas disponiveis integradas a proépria
estacao de trabalho do cromatégrafo, como a biblioteca NIST. Onde for aplicavel, a
identificacdo deve ser complementada pela interpretacao dos espectros de massas
fornecidos pelo detector para cada componente.

Dentre os componentes volateis presentes em alimentos e bebidas,
muitos sa&o sensorialmente irrelevantes e o0s métodos empregados mais
recentemente tém possibilitado aos pesquisadores a identificacdo e quantificacdo de
um numero comparativamente pequeno de compostos de aroma relevantes.

A percepgédo do odor é multimodal, envolvendo outras sensagdes,
incluindo o paladar. Uma abordagem integrada no estudo das interagdes de aromas

combina o sentido humano com instrumentos e métodos.
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A GC/O é uma técnica analitica unica, que associa o poder de
resolugcao da cromatografia a gas capilar com a seletividade e sensibilidade do nariz
humano. Pode ser associada a OSME na deteccao e identificacdo de odores que
apresentem impacto aromatico relevante, produzindo como resposta grafica um
aromagrama.

Na analise sensorial descritiva de alimentos, a definicido dos
descritores sensoriais que serdo empregados pelos julgadores sensoriais é de
extrema importancia. O uso da metodologia do Perfil Livre permite diminuir e até
eliminar as seg¢des de treinamento dos julgadores sensoriais, que desenvolvem uma
lista de atributos e vocabulario consistente e a GPA permite analisar os dados
obtidos.

Nos ultimos anos foi desenvolvida uma ferramenta analitica que
imita o sentido humano do olfato, conhecida como “nariz eletrénico”, constituido de
arranjos de sensores eletrénicos conectados a um sistema de analise de dados.

Para a validagdo das metodologias analiticas a empregar em
laboratério, apds a conducado de exame dos dados redundantes ou despercebidos e
de pontos anémalos, € importante buscar e definir seletividade, linearidade, faixa de
trabalho, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, repetibilidade, precisdo
intermediaria, exatidao e robustez dos métodos.

Ao contrario do café torrado, a composi¢cdo da fragao volatil e
sensorialmente relevante do café soluvel tem sido pouco estudada.

Por hipotese, uma alternativa para aplicagdao das técnicas de
aromatizagédo de café soluvel parece abranger o conhecimento da composigao dos
volateis presentes em café soluvel e de seus respectivos impactos aromaticos, bem

como da sua caracterizagdo quimica e sensorial.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Este trabalho tem por proposta identificar os principais componentes
do aroma do café soluvel e sua importancia segundo a ordem de relevancia olfativa,
possibilitando alternativas tecnoldgicas para melhoria do aroma do produto e
propondo o equipamento nariz eletrbnico como técnica eficaz, rapida e pratica,

complementar na classificacao de cafés soluveis.

3.2 ESPECIFICOS

Combinar os resultados obtidos para cafés soluveis pela aplicagao
das técnicas GC/O e de Perfil Livre para o sentido humano da olfagdo com
metodologia instrumental de identificacdo, empregando técnica extrativa de SPME
acoplada a técnica analitica de GC-MS.

Comparar os dados sensoriais com aqueles obtidos pelo uso do
equipamento nariz eletronico, na classificacao de amostras de cafés soluveis.

Propor descritores olfatométricos potencialmente integrantes de um
espaco sensorial para cafés soluveis.

Determinar os limites de percepg¢éo dos principais componentes de
relevancia para cafés soluveis.

Sugerir um modelo para interpretacdo da qualidade do aroma do

café soluvel.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia inclui as concepgbes tedricas de abordagem, o
conjunto de técnicas que possibilitam a constru¢ao da realidade e o sopro divino do
potencial criativo do pesquisador (MINAYO et al., 1999). Transcendendo os limites
impostos pela pesquisa em um contexto paradigmatico, a opg&o neste trabalho € por
métodos quali-quantitativos que abordem a questdo estudada em toda a sua
complexidade. Adotou-se uma abordagem integrada no estudo das interagdes de
aromas ao combinar o sentido humano com metodologia instrumental, baseada na
identificacdo da composicdo da fracdo volatil e sensorialmente relevante do café
soluvel e de seus respectivos impactos aromaticos, empregando uma técnica
extrativa de SPME com base no estudo de VIEGAS et al. (2004) e técnicas de
identificacdo por cromatografia a gas acoplada a detector de massas (GC-MS) e a
olfatometria (GC/O) para descrigdo sensorial qualitativa com a metodologia do Perfil
Livre e comparagcdo dos resultados aos obtidos equivalentemente com o nariz
eletrbnico. A Figura 8, abaixo, apresenta um visdo geral da metodologia analitica

empregada neste trabalho.

) CAFE SOLUVEL
3 M r
L C tragao 1,5%
A BEBIDA [ ™ 2.8 gramas em 180 ml
E
N ~
1y ,  EXTRACAO SPME* |
Y I \
. ANALITICA GENERICA SENSORIAL GENERICA
D * *
E
N PROVAVEL
i GC-MS g 0o ELENFAR%INZ ICO
; POSITIVA
(©
4 / ¥ OAV
A COMPOSTOS

- DE IMPACTO FD

QUANTIFICAGAO AROMATICO
Iméx

* Incluiu etapas de desenvolvimento e validagdo de método

Figura 8 — Visdo geral da metodologia empregada para analise dos componentes
aromaticos
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4.1 MATERIA — PRIMA

Os reagentes empregados nas analises foram de grau analitico
adequado, cromatografico quando aplicavel.

No preparo das amostras de café soluvel em laboratério, as
matérias-primas utilizadas para o café arabica, classificadas como de bebida dura,
provieram da regido sul do estado de Minas Gerais e da regido norte do estado do
Parana. A matéria-prima para o café conilon foi originaria do estado de Rondénia.
Todas as matérias-primas foram da safra 2002/2003 e com até 80 defeitos,
conforme  classificacdo usualmente empregada, atendendo distribuicdo
granulométrica genérica comercial entre peneiras 14 e 18, especiais para café verde
(CLARKE e MACRAE, 1985D).

Para cada matéria-prima utilizada, quatro sacas de juta com 60 kg
cada, foram isoladas e identificadas, quantidade suficiente para a realizacdo de
todos os testes, constituindo os lotes experimentais, que permaneceram
armazenados adequadamente em laboratério. Esses testes abrangeram os cafés
listados no Quadro 24, com codigos de 1 a 3. As demais amostras sao cafés
soluveis comerciais, codificadas também numericamente de 4 a 7, que foram
adquiridas diretamente no varejo dos respectivos paises. Todas as amostras de
cafés soluveis foram devidamente identificadas, mantidas hermeticamente fechadas

ao abrigo da luz, em freezer com temperatura inferior a -18°C.

AMOSTRA | ORIGEM CLASSIFICACAO COMPOSICAO INTENSIDADE DE

TORRACAO

1 Brasil experimental ardbica Média

2 Brasil experimental arabica Média

3 Brasil experimental conilon Média

4 Brasil comercial conilon/arabica Escura

5 Brasil comercial - Escura*

6 Inglaterra comercial/aromatizada o Meédia*

7 Inglaterra comercial/aromatizada - Média/clara*

* Intensidade de torrag¢do estimada por avaliagdo sensorial.

Quadro 24 — Descricdo das amostras de cafés soluveis analisadas

Considerando os objetivos do trabalho, foi estabelecido um corte

metodoldgico abrangendo uma variada gama de qualidades, e, portanto, seguindo
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classificagao por julgadores sensoriais profissionais em cafés soluveis, as amostras
de cafés soluveis selecionadas diferiram todas entre si, destacando-se as amostras
internacionais, consideradas como de qualidade superior as outras e supostamente

processadas incluindo processos de aromatizagao.

4.2 METODOS

4.2.1 Analises Fisico-Quimicas

4.2.1.1 Condicoes gerais empregadas

Todos os ensaios e determinacdes foram realizados nos laboratérios
de Pesquisa e Desenvolvimento da Companhia Iguagu de Café Soluvel (Cornélio
Procopio - Parana), com temperatura e umidade relativa do ambiente controladas,
respectivamente, entre 20 e 22°C e 60 e 70%. As analises foram realizadas sempre
em triplicatas, exceto onde indicado.

Para as pesagens com precisao de 0,1 mg, utilizou-se balanga
analitica AX200 da SHIMADZU. Os demais recursos atendem as demandas de um
laboratério analitico, sendo os calculos de processamento dos cafés soluveis
experimentais realizados em base seca.

Para as etapas com demandas de aquecimento e resfriamento
utilizaram-se banhos termostaticos computadorizados, fornecidos pela Haake.

Nas analises cromatograficas, incluindo as etapas preparativas e
extrativas, empregaram-se vials e septos fornecidos pela Agilent e agua
desmineralizada com grau de pureza Milli-Q® (Millipore), de resistividade menor que
18MQ.cm a 25°C, adequada para a aplicagao, e evitando interferentes.

As colunas cromatograficas empregadas, fornecidas pela Agilent

Technologies, estao descritas a seguir:
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a) coluna cromatografica capilar INNOWax — 60m x 0,32mm X
0,25um — Polar — fase estacionaria de 5% de polietileno glicol de
peso molecular igual a 20.000;

b) coluna cromatografica capilar HP-5—- MS — 30m x 0,25mm x
0,25um — Apolar — Fase estacionaria 5% de fenil-
metilpolisiloxano.

De fase estacionaria polar e caracteristicas equivalentes as colunas

Carbowax, foi utilizada a coluna capilar INNOWax (Agilent Technologies), altamente
inerte, de grande compatibilidade quimica e sensibilidade a amplo espectro de
analitos. Esta foi empregada tanto com o detector FID para as analises de
olfatometria quanto para uso nas analises empregando a técnica extrativa de SPME
(funcdo da sensibilidade) e nas analises finais de GC-MS, uma vez que
recomendada pelo fabricante, devido ao baixo sangramento quando submetida a
altas temperaturas. Apresenta ainda bom desempenho na determinagéo de alcoois,
aldeidos, acidos organicos, ésteres, compostos aromaticos e acidos graxos livres,
entre outros (AGILENT, 2003).

Com fase estacionaria apolar, utilizou-se a coluna capilar HP-5-MS,

complementar na determinacdo e confirmagao dos indices de retengéo lineares na

identificacdo de componentes.

4.2.1.1.1 Condigoes cromatograficas empregadas

Para as anadlises de GC-MS, as seguintes condigcdes foram
empregadas:

a) temperatura do injetor: 250°C,;

b) gas de arraste: He — 1 ml/min;

c) detector seletivo de massas (MS) Agilent 5973:

- temperatura da interface: 280°C;

- temperatura do quadrupolo: 150°C;

- temperatura da fonte de ions: 230°C;

- modo de operagao SCAN, com varredura de 35-400 unidades de

massa atbmica.
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d) cromatégrafo Agilent 6890 N — programacéo do perfil de

temperaturas do forno:

temperatura inicial 40°C, mantida por 5 min;

aquecimento com taxa de 4°C/min até 60°C, mantida por 5min;

aquecimento com taxa de 8°C/min até 250°C, mantida por 5 min.
A resposta dos detectores (FID e MS) é adimensional, tendo
aplicagdo comparativa. Para os efeitos deste trabalho e visando a simplificacdo do
texto, os valores citados para as respostas dos detectores serdo referenciados e
tratados como de area dos picos cromatograficos ou unidades de area

cromatografica.

4.2.1.2 Extragao dos volateis empregando a técnica de HS-SPME

Adotou-se como referéncia da quantidade de amostra o momento do
consumo da bebida preparada do café como parédmetro para todas as demais
metodologias. Portanto, elegeu-se uma massa amostral igual a 2,8 gramas de café
soluvel, correspondendo aproximadamente a concentragdo em xicaras de prova de
café com capacidade para 180ml, como referéncia geral ao redor de 1,5%
massa/volume de teor em sélidos soluveis. Em todos os testes, empregou-se o café
soluvel da Amostra 5, padrdo comercial brasileiro.

Nesta técnica, a fibra permanece somente no headspace da
amostra, sendo os seguintes materiais utilizados:

a) SPME holder (Standard 24 gauge needle) — Supelco;

b) fibras utilizadas: Trés fibras com polaridades distintas foram

selecionadas segundo VALENTE e AUGUSTO (2000) e
AKIYAMA et al. (2003) (Quadro 25).
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Part. N°. Tipo Composicao Quimica Espessurado | Faixa de temperatura
filme (um) (Dessorcéo)
57348-U | Polar DVB/CAR/PDMS 50/30 230-270°C
57300-U | Apolar PDMS 100 200-280°C
57310-U | Bipolar PDMS DVB 65 200-270°C

Fonte: SUPELCO (2001).

Quadro 25 - Fibras utilizadas na etapa de desenvolvimento do método de extragéo
por SPME

Para o preparo das amostras, feito imediatamente antes de cada
analise, pesou-se quantitativamente o café soluvel em vials para analise de
headspace com capacidade total igual a 20 ml (fornecidos pela Agilent). Apds a
pesagem, os frascos foram selados imediatamente com septos de silicone e
mantidos em banho de 6leo termostatico, com temperatura constante igual a 70°C.

Apods 10 minutos da imersdo atingiu-se o equilibrio de temperatura
nos frascos, determinado por medicdo termométrica, e, com a fibra retraida na
agulha, o septo foi perfurado e a fibra exposta ao headspace da amostra. Apos 30
minutos de extracao, a fibra foi novamente retraida, a agulha retirada do septo e
levada para insergdo no GC. Com a fibra retraida, o septo do injetor foi perfurado. A
seguir, os compostos volateis adsorvidos na fibra foram dessorvidos termicamente
com o auxilio do gas de arraste e transferidos diretamente para a coluna
cromatografica. Apds cada dessor¢cao no cromatografo, a fibra foi acondicionada e
processou-se uma amostra controle, conforme descrito no item 3.2.3..

Para analise em GC-MS, utilizando-se a metodologia HS-SPME, os
equipamentos foram operados utilizando-se o0s seguintes parametros,
complementarmente ao descrito em 3.2.1.1.1:

a) gas de arraste: He (5,0 analitico, de pureza 99,999%) — 1,3

ml/min;

b) injetor operando em modo Splitless (liner com diametro interno de

0,75mm — da marca Supelco);

c) economizador de gas — ligado (saver flow 20 ml/min e saver time

5 min);

d) split vent com vazao de 65ml/min (45 s) ;
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e) coluna cromatografica capilar INNOWax (60m x 0,32mm X

0,25um) - (fornecida pela Agilent).

O estudo da otimizagdo da particdo e dessorcdo dos volateis
baseou-se inicialmente no procedimento adotado por MATA et al. (2004). Utilizou-se
primeiramente uma fibra com caracteristicas polares (57348-U — Quadro 25), sendo
0s ensaios conduzidos segundo delineamento composto central em cinco niveis,
com otimizagao realizada empregando-se a metodologia da superficie de resposta.

Foram testadas quatro variaveis independentes, conforme descrito
no Quadro 26, com cinco repeticdes no ponto central para estimativa da falta de
ajuste, sendo dezesseis ensaios fatoriais e oito ensaios nos pontos axiais,
totalizando 29 ensaios, realizados em ordem aleatdria. A escolha do ponto central
para cada variavel estudada foi baseada nos limites estabelecidos pelo fabricante
(Supelco) bem como informagbes disponiveis na literatura (BICCHI et al., 2002;
AKIYAMA et al., 2003).

FATOR SIMBOLO PONTO CENTRAL FAIXA DE VARIACAO
Temperatura de extragdo T 60°C 20°C a 100°C
Tempo de extragdo t1 30 min 10 a 50 min
Temperatura de dessor¢ao T, 250°C 230°C a 270°C
Tempo de dessorgao t) 10 min 5a 15 min

Observagdo: Coluna INNOWax
Quadro 26 - Fatores estudados na otimizagao da extragado por SPME

O delineamento empregado aparece na Tabela 6, com variagao dos
fatores de -2 a +2. Os resultados das variaveis-resposta foram expressos em
unidades da éarea total dos picos cromatograficos obtidos em cada ensaio e a
presenca de compostos de interesse (SEMMELROCH et al., 1995) dentre os picos

obtidos e suas respectivas areas.
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Tabela 6 — Delineamento central composto empregado na otimizagcdo do método
HS-SPME, com a Fibra 57348-U

Ensaio | Amostra | T; (°C) | t; (min) | T, (°C) t; (min)
6 1 -1 -1 -1 -1
8 2 -1 -1 -1 1
2 3 -1 -1 1 -1
7 4 -1 -1 1 1
3 5 -1 1 -1 -1
5 6 -1 1 -1 1
1 7 -1 1 1 -1
4 8 -1 1 1 1
19 9 1 -1 -1 -1
24 10 1 -1 -1 1
25 11 1 -1 1 -1
22 12 1 -1 1 1
18 13 1 1 -1 -1
20 14 1 1 -1 1
26 15 1 1 1 -1
21 16 1 1 1 1
27 17 -2 0 0 0
23 18 2 0 0 0
13 19 0 -2 0 0
14 20 0 2 0 0
17 21 0 0 -2 0
10 22 0 0 2 0
15 23 0 0 0 -2
16 24 0 0 0 2
28 25(C) 0 0 0 0
12 26(C) 0 0 0 0
9 27(C) 0 0 0 0
29 28(C) 0 0 0 0
11 29(C) 0 0 0 0

(C) Indica ponto central.

4.2.1.3 Metodologia de determinac&o analitica dos volateis - GC-MS / GC-FID

Empregou-se a metodologia descrita por SEMMELROCH e
GROSCH (1996). Abrangendo o espectro de polaridades dos componentes volateis
presentes, as demais condi¢gdes operacionais empregadas no injetor automatico
(ALS 7683-HP) para os ensaios estao listadas a seguir:

a) volume de injegao: 1 ul;

b) modo: splitless, (Liner 0,75mm diametro interno — Supelco);

c) temperatura do injetor: 280°C;

d) vazao de purga: 65 ml/min;

e) tempo de purga: 45 s;
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f) vazao total: 69 ml/min;

g) economizador de gas: ligado.

Para analise em GC-MS as condi¢bes descritas em 3.2.1.1.1
permaneceram constantes durante todos os ensaios. Considerou-se um coeficiente
de variagao (CV) dentro de cada triplicata de no maximo 2%, salvo na presenga de
um resultado anémalo, quando se repetiu a analise para atendimento desse critério.

Na identificagdo dos componentes volateis consultou-se o programa
da biblioteca NIST — Versdo 2.0a de espectros de massas, contendo mais de

100.000 compostos e com cerca de 21.000 espectros replicados (NIST, 2002).

4.2.1.4 Analise sensorial dos volateis - analise olfatométrica — GC-FID/O GC/O

A metodologia empregada foi a descrita por RUTH e CONNOR
(2001). Com a massa padronizada de café soluvel, a separacdo dos componentes
volateis foi cromatografica, com amostrador automatico com carrossel para oito
amostras e o injetor HP-7683, empregando detector de ionizagdo de chama. Antes
do detector, foi colocada uma derivagdo do efluente para a separagédo na coluna
cromatografica, sendo incorporado gas nitrogénio a vazao derivada, para adequagéo
e compatibilizacdo dos tempos de retengdo aos do cromatograma. Esse gas foi
antes filtrado por carvao ativado, umidificado a saturagdo por borbulhamento em
agua destilada e aquecido para ajuste até a temperatura ambiente, ficando na
condigao final imediatamente antes da avaliacdo sensorial entre 21 e 25°C e 60 a
70% de umidade relativa. Esse fluxo gasoso foi entdo direcionado para o olfatometro
ODO Il (Olfactory Detector Outlet) da SGE — Australia, mostrado na Figura 9 (Anexo
8). Os tempos de retencéo utilizados foram monitorados como referéncia na devida
equivaléncia dos compostos com a determinagao analitica.

Para andlise em GC-FID/O a temperatura do injetor permaneceu
constante e igual a 250°C e o tempo de dessor¢cdo em 10 minutos, conforme
recomendacgao do fabricante da fibra de SPME, sendo as demais condigdes listadas
abaixo :

a) gas de arraste : Hélio — 2 ml/min;
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b) injetor operando em modo Splitless (Liner 0,75mm didametro
interno);
c) economizador de gas — desligado;
d) split vent 65ml/min (10,75 min);
e) coluna capilar INNOWax (60m x 0,32mm x 0,25um).
f) programacéo do perfil de aquecimento:
- temperatura inicial 40°C, mantida por 5 min;
- aquecimento com taxa de 4°C/min até 60°C, mantida por 5 min;
- aquecimento com taxa de 8°C/min até 250°C, mantida por 3 min;
g) detector de ionizagao de chama (FID)
- temperatura: 250°C;
- lit offset: 2,0;
- gas de arraste: Nitrogénio com vazéo igual a 30 ml/min;
- vazao de hidrogénio — 35ml/min;
- vazao de ar sintético (pureza 5,0 para FID) — 350ml/min.
h) olfatometro SGE - Modelo ODO I,
- gas auxiliar (gas de arraste adicional) — Hélio, vazao igual a 15
ml/min;
- relacao de divisao (split): 1:1;
- umidificador — (borbulhador de nitrogénio em agua destilada);
- gas do umidificador — Nitrogénio;
- ar de diluicao que entra no sistema - filtrado por carvao ativado.
Na avaliagcdo sensorial, utilizou-se a técnica de OSME, com a
gravagao continua de intensidade dos odores percebida na porta do olfatometro
pelos julgadores sensoriais. Ao mesmo tempo em que verbalizavam a descrigao da
qualidade detectada a cada percepcdo aromatica, devidamente anotada pelo
operador do equipamento, os julgadores registravam a intensidade do aroma
percebido sensorialmente de forma direta em uma escala de tempo-intensidade
variando de zero a cem pela movimentagao de um dispositivo indicador adaptado a
um mouse de computador, devidamente calibrado. Tal movimento, variavel em
funcdo da intensidade da percepgao, enviou sinais a um computador tipo PC
Pentium IV com 640Mb de memdria, operando com o sistema operacional Windows
XP® que os processou em tempo real através do programa GAMO 1.1.0.1,

desenvolvido pela empresa CDS Informatica. Esse processo gerou graficos
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continuos, representando ndo s6 a presenga mas também a intensidade aromatica
indicada para cada odor sentido contra o tempo de percepgéo, sincronizado com o
tempo de retengcdo da corrida cromatografica. De forma quantitativa, as areas de
cada registro aromatico, também, foram computadas, permitindo definir a relevancia

aromatica de forma mais completa.

4.2.1.5 Analise dos volateis pelo nariz eletrénico

Utilizou-se o equipamento Portable Electronic Nose Type PEN2,
conforme a Figura 10 (Anexo 8), da Airsense Analytics - Alemanha, que monitora a
variagdo da condutancia em cada um de seus sensores, dada em Siemens,
conforme a passagem do fluxo gasoso com a amostra. Essa variagdo € entéo
comparada com aquela gerada pelo branco (somente ar ambiente sendo aspirado
pelo equipamento), gerando um sinal adimensional, registrado graficamente. O
PEN2 foi acoplado diretamente ao vapor em equilibrio acima da amostra de cada
produto, com as seguintes caracteristicas (AIRSENSE, 2002):
a) programa de controle e aquisigdo de dados: WINMUSTER
1.6.1.13 (Out/2004);
b) numero de sensores: 10 (operando sob controle interno de
temperatura);
c) sensibilidade (limite de detecg&o): 1,0 mg/kg;
d) vazao de admissdo: 10-400 ml/min (ajustado através do programa
WINMUSTER 1.6.1.13);
e)especificidade dos sensores: S1 Aromaticos, S2 Amplo espectro,
S3 Aromaticos, S4 Compostos hidrogenados, S5 Compostos
Aromaticos Alifaticos, S6 Metanos-amplo, S7 Sulfurosos
Orgéanicos, S8 Alcodis-amplo, S9 Sulfurosos Clorados e S10
Metanos Alifaticos.
Conforme descrito para as analises cromatograficas, no preparo das
amostras, pesou-se o café soluvel em balangca analitica diretamente em vials
especiais para andlise de headspace (fornecidos pela Agilent). As amostras foram

analisadas em trés repeticbes genuinas. Os parametros utilizados foram
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desenvolvidos durante o periodo de treinamento para operagéo do instrumento em
conjunto com o fabricante, seguindo as seguintes condicdes operacionais:

a) intervalo entre amostras: 1,0 s;

b) tempo de medigéo: 60 s;

c) tempo de limpeza ou purga: 120 s;

d) vazao inicial de inje¢ao: 400 ml/min;

e) diluigdo automatica: desligada;

f) maximo tempo total de corrida entre limpeza dos filtros: 24 horas.

Apods a etapa de aquisicdo de dados, as respostas obtidas para os
sensores selecionados entre os tempos 8 a 12 foram submetidas a Analise de
Procusto Generalizada do programa SENSTOOLS versédo 2.3.28 (OP & P
PRODUCT RESEARCH, 1998).

4.2.1.6 Validagcao da metodologia analitica HS-SPME acoplada a GC-MS

Um vez eleita a técnica extrativa mais representativa na
determinagdo dos componentes volateis do café soluvel, seguindo VIEGAS et al.
(2004), a técnica de HS-SPME foi validada. Os critérios de validacdo empregados
sao aqueles constantes do item 3.2.5. Utilizou-se em todos os experimentos a
Amostra 5 de café soluvel, somente para padronizacédo. Os itens de validagdo sao

descritos a seguir.

4.2.1.6.1 Robustez

Os experimentos seguiram um delineamento fatorial, definido com o
emprego do programa STATISTICA 7.1.30 (STATSOFT, 2005), com 3 repeticdes no
ponto central para estimativa do erro experimental. De modo analogo, realizou-se
um experimento para verificar a robustez da extracdo e outro para verificar a
robustez da determinagdo analitica (GC-MS), como pode ser observado pelos

Quadros 27 e 28, sendo que para este ultimo foram mantidas constantes as
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condigdes de extracdo de temperatura de 70°C e tempo de 30 minutos, definidas

apos os testes do Quadro 27.

Fator -1 +1
Massa de café 2,6g 30g
Temperatura de extragdo 65°C 75°C
Tempo de extragdo 25 min 35 min

Quadro 27 - Fatores de variagdo empregados na verificagado da robustez da fase

extrativa (SPME)

Fator -1 +1
Temperatura do injetor 240°C 260°C
Tempo de dessor¢do 8 min 12 min

Quadro 28 - Fatores de variagdo empregados na verificagado da robustez da fase

analitica (GC-MS)

Os ensaios aleatorizados estio descritos nas Tabelas 7 e 8, com os

pontos centrais servindo para se inspecionar a curvatura ou a nao linearidade.

Tabela 7 - Delineamento fatorial completo 22 com repeticdes no ponto central — fase

extrativa (SPME)

Ensaio Massa de café (g) Temperatura de Tempo de extragédo
(ordem padréo) extracdo (°C) (min)
1 2,6 65 25
2 3,0 65 25
3 2,6 75 25
4 3,0 75 25
5 2,6 65 35
6 3,0 65 35
7 2,6 75 35
8 3,0 75 35
9(C) 2,8 70 30
10(C) 2,8 70 30
11(C) 2,8 70 30

* Os ensaios foram aleatorizados. (C) indica ponto central.
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Tabela 8 - Delineamento fatorial completo 2% com repeticdes no ponto central - fase
analitica (GC-MS)

Ensaio Temperatura do injetor (°C) | Tempo de dessor¢ao (min)
1 240 8
2 240 12
3 260 8
4 260 12
5(C) 250 10
6(C) 250 10
7(C) 250 10

* Os ensaios foram aleatorizados. (C) indica ponto central.

Como critério de aceitacdo, apds analise estatistica dos resultados
obtidos, verificou-se a ndo ocorréncia de diferenca significativa ao nivel de p>=0,05

quando da mudanca do nivel —1 para +1 para cada variavel testada.

4.2.1.6.2 Linearidade

Foi determinada analogamente ao descrito em 3.2.1.6.1,
abrangendo a mesma faixa de concentragcdo esperada de cada composto, sendo
que a determinagdo para cada concentragdo foi feita em ftriplicata a partir de
amostras preparadas com padrbes (fornecidos pela Sigma-Aldrich, grau GC) de
maneira independente (Quadro 29). As curvas foram preparadas com seis
concentragbes diferentes, completando 18 ensaios. Os compostos empregados
foram selecionados da consulta a literatura sobre cafés torrados e em testes de

GC/O realizados preliminarmente.

Composto Volatil Faixa a ser estudada
2,3-butanodiona  2,3-pentanodiona Guaiacol 0-300 mg/kg
Acido acético Metional 2.3-dimetil-pirazina  2,5-dimetil-pirazina 0-200 mg/kg

Quadro 29 — Exempilo tipico das concentragdes iniciais empregadas para os
compostos volateis utilizados na verificagao da linearidade

As concentragcbes abrangeram a faixa de 50 a 150% da

concentracdo-alvo de cada composto, sendo que a determinacdo para cada
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concentracdo foi feita em ftriplicata a partir de preparagdes independentes de
padroes (Quadro 32). Cada concentragéo-alvo foi obtida através das seguintes
etapas:

a) testes exploratorios de extragdo e injegdo da massa amostral de
2,8 gramas de café soluvel e monitoramento dos ions marcadores
de cada composto;

b) injec&o direta de volume igual a 1 yl de concentragdes conhecidas
de cada composto padréo;

c) cotejamento dos valores das unidades de areas cromatograficas
obtidas em (a) e (b);

d) onde aplicavel, diluicbes por tentativa e erro da etapa (b) até
obtengdo de picos cromatograficos com area cromatografica
variando até um maximo de 30% do valor equivalente encontrado
na etapa inicial (a).

A partir dos dados experimentais gerados, avaliou-se o coeficiente
de correlagdo (r) da reta e obteve-se o intervalo de confianga (ICa), dado pela
Equacéo (4).

ICa=a+tt * sp (4)

Onde a corresponde a média obtida, t corresponde ao valor
atribuido na estatistica t de Student em nivel de confianga de 95% (p<0,05) e sa
corresponde ao desvio-padrdao encontrado para os dados. Como critério de
aceitacdo, o coeficiente de correlagcdo da reta obtida deve ser maior do que 0,97.
Como critério adicional, a origem devera estar contida no intervalo de confianca
(ICa).

4.2.1.6.3 Limite de detecgao e de quantificagao

Ambos, o limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificacao (LQ),
foram determinados efetuando-se analise do vial em branco, com 10 repeticdes
independentes, conforme as Equacoes (5) e (6), abaixo:

LD=3*sg/b (5)
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LQ=10*sg/b (6)
Onde sg € 0 desvio padrao das areas originadas pelas injecées e b

€ o coeficiente angular da reta de calibragao.

4.2.1.6.4 Repetibilidade (Precisao)

A repetibilidade foi determinada em seis replicatas independentes,
mantidos constantes os parametros de extragdo de temperatura e tempo,
respectivamente iguais a 70°C e 30 minutos.

Para critérios de aceitacao, determinou-se a média, o desvio-padrao
amostral e o CV, calculando entdo o repé(r), conforme a Equacao (7). De posse
desses dados, calcula-se o intervalo de confianca (IC) segundo a formula expressa
na Equagao (8):

repé(r)=2,8 * s (7)

IC=Média+t*s/n"? (8)

Onde repé(r) € a maxima diferenga aceitavel entre duas replicatas
em condi¢des de repetibilidade, nesse caso com p<0,05, s corresponde ao desvio-
padrao encontrado para os dados, n representa o numero de ensaios e t
corresponde ao valor atribuido na estatistica t de Student em nivel de confianga de
95% (p<0,05), para n-1 graus de liberdade. Segundo GARFIELD (2001), quando se
trabalha com concentracées da ordem de 1 mg/kg, o CVr (Coeficiente de variagao

em condi¢des de repetibilidade) devera ser inferior a 10%.

4.2.1.6.5 Exatidao e especificidade do método (ensaios de recuperagao)

Seguindo as recomendacgdes de ICH (2000) e INMETRO (2002),
determinou-se a exatidao pela analise de amostra de café soluvel fortificada com
quantidades conhecidas de padrdes, dentro da faixa de linearidade. Cada amostra

foi analisada em triplicata, totalizando 15 ensaios. Com os resultados, plotou-se uma
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curva tendo por ordenadas as concentragbes observadas e por abscissas as
concentragdes adicionadas, obtendo-se o intervalo de confianga (p<0,05) para os
coeficientes angular e linear, segundo as Equacdes (4) e (9):

ICa=att * sp (4)

ICb=b+t*s, (9)

Os critérios de aceitagao adotados foram os seguintes:

a)verificar se o zero esta contido no ICa e a unidade esta contida no
ICb, o que indica que erros sistematicos ndo sao estatisticamente
significativos, demonstrando exatiddo e especificidade do método;

b)o critério adotado para ensaios de recuperacdo com adigdes de
padrao cujas concentragdes estdo na faixa de mg / kg, é de uma
recuperacao meédia entre 60-110% (GARFIELD, 2001; ANVISA,
2003; INMETRO, 2003).

4.2.1.7 Determinacao do teor de umidade do café torrado, do café torrado e

granulado e dos cafés soluveis

A determinacdo da umidade foi indicada pela perda de peso sob
aquecimento, em equipamento de raios infravermelhos marca METTLER LP-16
acoplado a uma balanca B360 (fornecida pela MICRONAL), calibrado pela
metodologia referencial de umidade ISO 11817 (ISO, 1994).

Para o café soluvel, empregou-se o0 método de estufa a vacuo I1ISO
3726 (1SO, 1983).

4.2.1.8 Determinacdo da distribuicdo granulométrica do café torrado e

granulado

O tamanho das particulas do café torrado apds a granulagao foi

controlado através da analise de 50 gramas (com umidade) de cada amostra de
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mateéria-prima utilizada, em equipamento da marca Produtest, com vibracdo de
intensidade média durante cinco minutos, registrando o peso de material retido em
cada peneira do conjunto empregado, constituido de malhas com aberturas iguais a
4,0 mm, 2,0 mm (malha quadrada #, US Tyler) e fundo.

4.2.1.9 Determinagéao do teor de sélidos soluveis

Para o teor de sodlidos soluveis dos extratos analisados, usou-se
leitura direta em refratbmetro LEICA AR600, com corregdo de temperatura,
empregando-se tabela de conversao que corrige a leitura do indice de refragcédo para
fornecer automaticamente a estimativa do teor de sélidos soluveis reais da solugao
de extrato de café (SIVETZ e DESROSIER, 1979).

4.2.2 Preparo das Amostras de Cafés Soluveis

As amostras de cafés soluveis experimentais tiveram suas matérias-
primas processadas em torrador da marca RAIAR com capacidade para 5 kg por
carga, com determinacao da intensidade de torra feita pela afericdo da cor de café
torrado medida em refletbmetro 577, marca PHOTOVOLT (EUA) — dotado de filtro
ambar — e com base em padrdes proprios da Companhia Iguagu de Café Soluvel.

A umidade dos graos foi ajustada por adicdo de agua na peneira de
resfriamento do torrador, dotada de homogeneizador mecanico, diretamente no café
torrado ao final de cada torra, em proporcéo tal que o teor final de umidade ficasse
entre 4 a 6%, considerada ideal para a etapa seguinte, a da granulagéo.

Apds um periodo, entre torra e granulagao, variando de 16 a 24
horas, os cafés torrados de cada teste foram entao granulados em moinho de discos
da marca RAIAR, sempre imediatamente antes da etapa de extragéo.

Para a extragdo, empregou-se equipamento piloto, tipo
semicontinuo, dotado de aquecimento com dleo térmico, valvulas controladoras das

vazbes de agua, extrato e vapor para aquecimento. O extrato de cada decante foi
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resfriado em trocador de calor, atingindo temperatura inferior a 15°C, sendo
controlada a quantidade a coletar em cada ciclo pela pesagem direta em baldes de
material plastico inerte, em balanca tarada e aferida. O sistema de extragao foi
operado de acordo com procedimentos operacionais estabelecidos pela Companhia
Iguagcu de Café Soluvel, sendo as amostras finais coletadas dos extratos
homogeneizados obtidos das ultimas quatro colunas extraidas ou decantes. Cada
teste foi considerado valido quando a diferenca entre as concentracbes dos
decantes considerados fosse inferior a 15%, em valores relativos. Tais extratos
foram concentrados por remogao da agua até um teor de sélidos soluveis entre 35 e
40%, sendo entédo congelados e liofilizados em bandejas empregando equipamento
piloto desenvolvido na Companhia Iguagu de Café Soluvel.

Utilizaram-se dez amostras individuais de 100 g de cada um dos
cafés soluveis objetos do trabalho, em recipientes plasticos com tampa e
devidamente identificados, seguindo uma amostra para andlise e as demais
congeladas e mantidas em freezer com temperatura inferior a —18°C. A aquisi¢céo
das amostras comerciais (amostras de 4 a 7) foi feita simultaneamente, num mesmo
local e do mesmo lote de produgao em cada caso. A umidade de todas as amostras
foi inferior a 5%, parametro de referéncia internacional comumente adotado.

As amostras de cafés soluveis comerciais tiveram a intensidade de
torra estimada através de prova de xicara, diluidas a 1,5% de concentragdo em agua
mineral fervente em recipientes de vidro com capacidade para 180 ml, sendo

avaliadas por julgadores de café profissionais em temperatura entre 60 e 65°C.

4.2.3 Preparo das Amostras para Analise Olfativa e Empregando o Nariz

Eletronico

No preparo dessas amostras, as quatro causas gerais de formagao
de contaminantes (poluentes ambientais, crescimento microbiano, oxidacao lipidica
e decomposicdo enzimatica enddgena) foram controladas, pelas condigdes
ambientais e preservagdo das amostras congeladas, juntamente a estabilidade
intrinseca do café soluvel — solido seco e de baixa atividade de agua. O controle

ambiental eliminou fontes de interferéncias nas analises de olfatometria através de
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filtros retentores de odores na admissdao do ar condicionado admitido para o
laboratorio.

No caso da fibra de SPME, a dessor¢cdo por 10 minutos a 250°C e
posterior resfriamento por pelo menos quinze minutos mostrou-se eficaz na completa
eliminagao de interferentes a cada analise. A sensibilidade foi monitorada através de
uma mistura-padréo de volateis, definida pelo fornecedor da fibra. O manuseio e
preparo das amostras para analise através de cromatografia gasosa capilar foram
bastante simplificados pela escolha do método de extracdo de HS-SPME. A extracao
dos volateis pelo emprego da fibra permitiu sensibilidade adequada aos
componentes presentes em menores concentragdes e o uso de curvas de calibragao
para alguns dos compostos de interesse preveniu o efeito de discriminagdo de
compostos baseado na volatilidade (WILKES et al., 2000).

Para o nariz eletronico, a saturagdo dos sensores foi evitada pela
dessorcao realizada automaticamente entre cada analise e por calibragdo semanal
com acetato de etila, sendo monitoradas especificamente as respostas dos sensores
2, 5 e 6, conforme protocolo estabelecido pelo fornecedor do equipamento, que

também definiu testes para acompanhar a saturagao do filtro de ar.

4.2.4 Analises Estatisticas

Para os dados sensoriais e do nariz eletrbnico empregou-se a
Analise de Procusto Generalizada (GPA) utilizando o programa SENSTOOLS verséo
2.3.28 (OP & PRODUCT RESEARCH, 1998), com permutagcdo de dados,
comprovando efetivamente o consenso dos resultados.

Os dados foram inseridos na forma de cinco matrizes (uma por
julgador), formadas por vinte e uma linhas (sete amostras com trés repeti¢coes) e
numero de colunas variando de 9 a 18 (numero de atributos utilizados).

Na otimizagdo dos dados analiticos com a técnica da superficie de
resposta, empergou-se o programa STATISTICA® 7.1.30 (STATSOFT, 2005),

instalado em microcomputador com recursos compativeis.
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4.2.5 Protocolo Geral de Validagao

Além das recomendacdes do Quadro 23 (Anexo 4), o Quadro 30 traz
a lista das caracteristicas consideradas na etapa de validagdo da metodologia
analitica de extragao e analise de aromas (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).

Caracteristicas de Desempenho Critérios de Aceitacdo

Teste de conformidade do sistema GC- Agilent Protocolo de validacdo ® A.02.10%
MS - Detector/Injetor/ Amostrador/Cone-
x0es da rede/Programa ChemStation

Exatiddo Recuperacdo média de 60 a 110 %
Precisao
Repetibilidade Coeficiente de variagdao em condi¢des de

repetibilidade CVr <= 10%

Precisdo intermedidria Reprodutibilidade interna repe (r) > 2,8%*s
(onde s = desvio padrio)
Limite de Detec¢ao Relagao Sinal/Ruido > 3
Limite de Quantificacao Relacao Sinal/Ruido > 10
Faixa de trabalho Limites de faixa linear onde se encontra precisao e
exatidao dentro dos critérios de aceitagao
Linearidade Coeficiente de correlagao r > 0,97

Verificar se o zero esta contido no intervalo
Ica=a+ t*s, (t= Teste t de Student, p<0,05)

Robustez Verificacdo da mudanga na quantificacdo, frente a
modificag¢des nas varidveis do método analitico
(fase extrativa e instrumental) — p<0,05

* Testes de conformidade do sistema GC efetuados periodicamente por técnico credenciado pelo fornecedor do
equipamento, “Protocol Revision Number” — VER. A. 02.10, Agilent (Julho 2001).

Quadro 30 — Caracteristicas de desempenho da metodologia analitica e respectivos
critérios de aceitacdo adotados

Além dos testes de conformidade do sistema GC (Protocol Revision
Number — VER. A. 02.10), efetuados periodicamente por técnico credenciado pelo
fornecedor do equipamento (Agilent), rastreabilidade do método analitico de
determinacao do teor de volateis a padrdes comuns de referéncia foi observada,
minimizando variagdes devidas a eventuais mudancas nas condi¢cdes fixas da
medigdo, conforme protocolo de rastreabilidade estabelecido pela Companhia

Iguacu de Café Soluvel.
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4.2.6 Analise Sensorial

Seguiram-se as recomendagdes para analise sensorial conforme
GARRUTI (1985) e MODESTA (2002), que sao descritas a seguir.

4.2.6.1 Selegao e familiarizagao dos julgadores com a técnica do Perfil Livre

Recrutados internamente a Companhia Iguagu de Café Soluvel,
quatorze candidatos potenciais foram submetidos a processo seletivo para
julgadores, composto de trés etapas: (1?) reconhecimento e descricdo, (2?)
discriminacao de intensidade e (32) aplicagao da técnica do Perfil Livre, sendo as
duas primeiras classificatorias.

Em reunido especifica, todos os julgadores foram informados a
respeito dos detalhes das provas e da metodologia que seria empregada, incluindo
apresentacao das fichas a utilizar e seu respectivo preenchimento, e da
contribuigdo técnica esperada, além do engajamento e comprometimento
necessarios. As fichas empregadas continham espago para o nome do candidato e
data de realizacdo de cada teste, além da numeragdao das amostras. Em cada
sessdo, o0 candidato recebeu a ficha previamente preparada para o teste de
reconhecimento do odor ao adentrar o laboratério. Os participantes foram ainda
instruidos a né&o utilizar perfumes, evitando alimentagdo muito condimentada nos
dias das provas e a nao participar das sessdes em caso de constipagao nasal. As
sessbes foram situadas entre os periodos de 9 e 11 horas e 14 e 17 horas,
preferencialmente evitando o periodo da manha das segundas-feiras e o periodo
da tarde das sextas-feiras. Todos os testes foram realizados em laborat6rio com ar
condicionado purificado por filtros de carvao ativado, mantendo a temperatura e a
umidade relativa, respectivamente, em 20 e 22°C e 60 e 70%.

Nas fases 1 e 2, os candidatos ndo excederam um periodo total de
15 minutos para finalizar o teste, evitando assim fadiga olfativa. Os frascos de vidro
contendo as substancias aromaticas estavam completamente recobertos com papel

aluminio, etiquetados e enumerados com trés digitos aleatorios. Nove pequenos
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orificios foram abertos no papel aluminio para a percepcdo dos aromas. As
substancias solidas foram colocadas diretamente dentro do frasco e as liquidas
colocadas nos frascos embebidas em algodao. Dispuseram-se os frascos sobre uma
mesa, mantendo-se entre eles uma distancia de pelo menos 20 cm, sendo que apos
a preparagao de cada frasco, colocou-se uma tampa ou vidro de relégio, com intuito
de reduzir a perda de aroma até o momento da realizagdo de cada teste, iniciados
sempre imediatamente apds a totalizagdo do preparo de cada secao.

A fase inicial, de reconhecimento e descricdo, constou de trés
sessdes, onde foram apresentados vinte aromas, por exemplo guarana, ervas,
batata crua, tangerina, queijo, café soluvel, café torrado, canela, baunilha, chocolate,
orégano, cravo e banana, podendo haver repetigdes dentro de e entre cada sesséao,
além da possibilidade de apresentacdo de amostras em branco. Nesta fase,
procurou-se filtrar anormalidades olfativas, além de facilitar o desenvolvimento da
expressividade das respostas sensoriais. O desempenho definido foi de atingimento
de pelo menos 70% do critério de pontuacdo estabelecido para avaliagcdo do
desempenho dos julgadores, nas trés sessdes independentes. A pontuagéo para
cada amostra foi considerada positiva somente quando houve a correta descrigao do
aroma. Os aprovados foram considerados com maior habilidade para discriminar
odores, e, portanto, mais adequados a formacdo da equipe especifica para esse
objetivo.

Sucessivamente, a segunda fase, de definigdo da capacidade
discriminatoria de intensidade de um mesmo aroma, abrangeu quatro niveis de
intensidade obtidos por diluigdes para cinco aromas diferentes (horteld, laranja,
alecrim, lavanda e 6leo de café torrado), apresentadas em sessdes independentes,
com critério de aprovacdo acima de 60% de acerto, aplicavel a cada sessao
individual. Foram conferidos 3 pontos para o ordenamento exato — representando a
maxima pontuagdo possivel, 2 pontos para uma resposta proxima (inversdo de
posicao por uma diluigdo consecutiva), 1 ponto para uma resposta distante (inversao
de posicao por duas diluicdes consecutivas) e nenhum ponto para resposta errada
ou ausente (inversao de posig¢ao superior a duas diluicoes), fazendo-se a totalizagcao
por somatorio dos pontos para cada sessao e julgador.

A fase final, de familiarizagdo com a metodologia do Perfil Livre
descrita por WILLIAMS e ARNOLD (1985), adotada para a condugao dos testes

sensoriais das amostras. Em sessao especifica, os participantes aprovados nas
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etapas classificatorias receberam mais detalhes da metodologia, sendo aplicado
treinamento especial para este grupo, pelo desenvolvimento das seguintes etapas:

a) ambientacdo pratica com a metodologia, empregando amostra
genérica de café soluvel, simulando condigdes esperadas dentro
do procedimento da analise sensorial empregando a técnica de
OSME;

b) ajuste das condi¢cdes da vazao do olfatometro para que os tempos
de resposta do detector FID e do nariz humano fossem
coincidentes, e também para ajuste das condi¢gbes da vazao de ar
agregado a saida da coluna cromatografica, para que sua
umidade relativa e temperatura imediatamente antes da avaliagéo
sensorial permanecessem respectivamente entre 60 a 70% e 21 a
25°C;

c) familiarizacdo dos julgadores sensoriais participantes do teste,
realizando pelo menos duas corridas independentes cada um,
propiciando uma projecéo inicial dos descritores sensoriais que

cada um devera adotar.

4.2.6.2 Avaliagao sensorial das amostras

Empregou-se a técnica de OSME (MCDANIEL et al., 1989). Apés
devidamente treinado, cada julgador sensorial, a0 mesmo tempo em que descrevia a
qualidade do aroma, a qual foi devidamente anotada pelo operador do conjunto
GC/O, registrava a intensidade do aroma percebido sensorialmente de forma direta
em uma escala de tempo-intensidade crescente de 0 a 100, acionando um periférico
de computador tipo mouse devidamente calibrado, cujos sinais eram diretamente
alimentados em programa especialmente desenvolvido para tal. Este aplicativo
compilou tempos de resposta e calculou as areas sob a curva dos graficos
Osmegramas para cada componente sensorialmente percebido.

Para cada corrida e volatil empregando a técnica de OSME, foram

gravados os seguintes resultados:
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a)o pico do odor, alocando o tempo de retencéo versus o valor de

intensidade odorifera;

b)o tempo de duragdo do estimulo;

c)a intensidade odorifera maxima (Imax) (GARRUTI et al., 2005);

d)a area sob cada pico.

Seguindo recomendacdo de GARRUTI et al. (2003), a analise de
dados foi modificada e, para sumarizar os resultados obtidos em um osmegrama
consensual, todos os picos detectados pelo menos uma vez por um julgador foram
computados. Quando um julgador ndo pbéde detectar certo composto em outras
sessdes, a intensidade e a area do pico foram consideradas iguais a 10 e 100,
respectivamente.

Consequentemente, todos os picos detectados sensorialmente

durante as sessdes estdo presentes nos aromagramas ou osmegramas produzidos.

4.2.6.3 Avaliagcao das amostras de cafés soluveis

O grupo de julgadores selecionados e treinados avaliou as sete
amostras de cafés soluveis, segundo um delineamento de blocos incompletos
balanceados com trés amostras por bloco, sendo sete blocos e trés repetigbes por
amostra, resultando em uma eficiéncia igual a 78% (COCHRAN e COX, 1957), cuja

sequéncia esta apresentada no Quadro 31.

Sessao Amostras
1 1 2 3
2 2 3 4
3 3 4 5
4 4 5 6
5 5 6 7
6 6 7 1
7 7 1 2

Fonte: COCHRAN e COX (1957).

Quadro 31 — Delineamento empregado nas avaliagées das amostras, para cada
julgador sensorial
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Cada sessdo compreendeu uma duragdao de 50 a 60 minutos,
havendo no maximo duas sessdes por julgador por dia, avaliando-se uma amostra

por sessao, totalizando portanto 21 sessdes por julgador sensorial.

4.2.6.4 Classificagao da qualidade das amostras de cafés

A classificagdo e o ordenamento das amostras foram feitos por
equipe de trés especialistas em café soluvel, com experiéncia e treinamento
adequados, através da degustacdo da bebida a 1,5% de concentragdo massa /
volume de sdlidos soluveis, em xicaras com capacidade para 180 ml, avaliando as

amostras em temperatura ao redor de 60°C.

4.3 DETERMINAGAO DOS LIMITES DE PERCEPGAO SENSORIAL

Através de diluicbes sucessivas e multiplas de dois, realizadas até a
auséncia de resposta sensorial, determinaram-se os fatores de diluigdo (FD) dos
componentes aromaticos, definindo-se, também, os limites de percepg¢ao sensorial,
determinados pela concentragdo equivalente a diluicdo imediatamente anterior a
auséncia de estimulo sensorial detectavel pelo julgador. Para os fatores de diluigcao,
fez-se a relagdo da concentragdo do odorante no extrato inicial pela sua
concentragdo no extrato mais diluido e no qual o odor ainda era detectado por
GC/O, conforme ABNT (1994).

4.4 CARACTERIZAGAO DOS COMPONENTES QUIiMICOS

A determinagao primaria dos componentes presentes nas amostras

foi feita inicialmente empregando-se o programa da biblioteca NIST (NIST, 2002).
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Como analises confirmatorias, além da comparagéo com padrdes de
grau cromatografico adquiridos, foram realizadas a interpretagcao dos espectros de
massas obtidos nas analises cromatograficas, sendo os ions extraidos (NIST, 2002)
apresentados no Quadro 33 e pela comparacado dos indices de retencao lineares —
IRL (IUPAC, 1997; MOTTRAM, 2004; ACREE e ARN, 2004) das referéncias tedricas
com aqueles determinados nas condigbes cromatograficas utilizadas (Quadro 32).

Na determinacdo dos IRL, empregaram-se as misturas de
hidrocarbonetos-padrdo 04070 (Alkane Standard Solution Cg-Cy) e 04071 (Alkane
Standard Solution C,1-C40) da marca Fluka, preparadas respectivamente com 40
mg/l em hexano e 40 mg/l em tolueno de cada hidrocarboneto (Quadro 34).

Encontrou-se somente um relato de aplicagdo com a coluna
INNOWax (ULRICH et al., 1997) com IRL comum e compativel apenas para o linalol.
Assim, as comparagdes de indices de retencgao lineares foram feitas com colunas de
polaridade similar aquela, sempre utilizando a referéncia mais préxima do valor
encontrado.

Tendo em vista a diversidade de colunas empregadas identificadas
na literatura e mesmo algumas diferengas importantes observadas em referéncias
unicas, foram considerados como confirmatérios todos os casos com diferencga
menor ou igual a 10%.

Também, foi realizada determinacdo dos indices de retencao

lineares empregando-se a coluna HP-5-MS.
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Composto de Interesse Tempo de retengdo (min) CAS Marca Pureza
2,3-butanodiona 8,39 431-03-8 Fluka 99 %
2,3-pentanodiona 11,10 600-14-6 Aldrich 99%

Piridina 17,00 110-86-1 Fluka 99,9%
Pirazina 18,41 290-37-9 Fluka 98%
4-metil-tiazol 20,89 693-95-8 Aldrich 99%
2,5-dimetil-pirazina 22,09 123-32-0 Fluka 95%
2,6-dimetil-pirazina 22,27 108-50-9 Aldrich 98%
2,3-dimetil-pirazina 22,74 5910-89-4 Aldrich 99%
4,5-dimetil-tiazol 23,41 3581-91-7 Aldrich 97%
2,3,5-trimetil-pirazina 24,13 14667-55-1 Sigma 99%
2-etil-3-metil-pirazina 24,16 15707-23-0 Aldrich 99%
2-furfuriltiol 24,85 98-02-2 Sigma 97,5%
Acido acético 25,05 64-19-7 Supelco 99,9%
Metional 25,36 3268-49-3 Aldrich 99%
Furfural 25,54 98-01-1 Fluka 98%
2,3-dietil-5-metil-pirazina 26,01 18138-04-0 Aldrich 99%
2-isobutil-3-metdxi-pirazina 26,59 24683-00-9 Aldrich 99%
Linalol 26,91 78-70-6 Chem Service 98%
Acido isovalérico 29,02 503-74-2 Fluka 98%
Guaiacol 31,94 90-05-1 Chem Service 98%
Furaneol 34,08 3658-77-3 Fluka 99%
4-etil-guaiacol 34,22 2785-89-9 Sigma 99,4%
Cis-isoeugenol 37,93 97-54-1 Chem Service 99%
Hidroxi-metil-furfural 39,65 67-47-0 Fluka 97%
Vanilina 40,41 121-33-5 Chem Service 99%

* CAS — Numero de registro do Chemical Abstract Service.

Quadro 32 - Padrdes de grau cromatografico dos compostos volateis de interesse
disponiveis

Intervalo Intervalo

Compostos de fon de tempo fon de tempo

Interesse Extraido | (minutos) Compostos de Interesse Extraido | (minutos)
Metanotiol 48 0-12 2-etil-5-metil-pirazina 122 22-25
Acetaldeido 44 0-12 2,3,5-trimetil-pirazina 122 22-25
Propanal 58 0-12 2-etil-3-metil-pirazina 122 22-25
Butanal 72 0-12 2n-propil-pirazina 122 22-25
2-metil-butanal 86 0-12 2-furfuriltiol 114 24-26
3-metil-butanal 86 0-12 2,5-dimetil-3-etil-pirazina 136 24-26
2,3-butanodiona 86 0-12 Acido acético 60 24-26
2,3-pentanodiona 100 0-12 Metional 104/48 25-27
Hexanal 57 0-12 Furfural 96 25-27
Piridina 79 15-22 | 2,3-dietil-5-metil-pirazina 150 25-27
Limoneno 68 15-22 | Benzaldeido 106 25-27
Pirazina 80 15-22 | Linalol 154/71 26-27
Metil-pirazina 94 15-22 | Acido isovalérico 102/60 28-32
4-metil-tiazol 99 15-22 | Guaiacol 124 28-32
2,5-dimetil-pirazina 108 20-23 2-hidréxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona 112 28-32
2,6-dimetil-pirazina 108 20-23 | Furaneol 128 33-35
Etil-pirazina 108 20-23 4-etil-guaiacol 152 33-35
2,3-dimetil-pirazina 108 20-23 | 4-vinil-guaiacol 150 36-41
4,5-dimetil-tiazol 113 22-25 Cis isoeugenol 164 36-41
3-etil-piridina 107 22-25 | Vanilina 152 36-41

2-etil-6-metil-pirazina 122 22-25

Fonte: NIST (2002).

Quadro 33 - Protocolo de extragdo de ions para compostos analisados para

interpretacédo dos espectros de massas obtidos por cromatografia (GC-

MS)
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Hidrocarboneto Tempo de retengéo - Hidrocarboneto Tempo de retencao
Coluna INNOWax 60m Coluna INNOWax
(min) 60m (min)
Cs — Pentano 3,64 Cis— Octadecano 30,82
C; — Heptano 4,08 Ci9—Nonadecano 32,19
Cs - Octano 5,10 C,o — Eicosano 33,50
Coy — Nonano 6,40 C,1 — Heneicosano 34,75
Cio— Decano 8,99 Cy, — Docosano 35,97
Ci1— Undecano 12,77 Cy;3 - Tricosano 37,12
C;,— Dodecano 17,91 Cy4 — Tetracosano 38,19
Ci3 — Tridecano 21,38 C,5— Pentacosano 39,26
Ci4 — Tetradecano 23,94 C,6— Hexacosano 40,40
C;5 — Pentadecano 25,99 C,7— Heptacosano 41,69
Ci6 — Hexadecano 27,78 C,g — Octacosano 43,17
C,7 — Heptadecano 29,34 C,9 — Nonacosano 44 87

Quadro 34 - Mistura de hidrocarbonetos-padréao empregados na determinagao dos
indices de retencéo lineares, sob vaz&o de 1,3 ml/min (He 5,0 analitico,
de pureza 99,999%)

4.4 .1 Critérios de Identificagdo Analitica Adotados

Empregaram-se o0s seguintes critérios na identificacdo dos
componentes:
a) identificagcao genérica:
- NIST 50% - picos cromatograficos arrolados com nivel superior
a 50% de probabilidade da certeza de identificagdo pela
biblioteca NIST (NIST, 2002);
b) identificacdo provavel:
- NIST 60% - picos cromatograficos arrolados com nivel superior
a 60% de probabilidade da certeza de identificagdo pela
biblioteca NIST (NIST, 2002), e,
- andlise dos espectros de massas desses picos;
c) identificagao positiva:
-IRL — que apresentaram indices comparados com valores
tabelados encontrados na literatura com diferenga menor ou

igual a 10% e,
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-comparagao com O padrdo externo - espectros de massas
coincidentes com compostos quimicos auténticos adquiridos de

fontes comerciais.

4.4.2 Critério de Quantificagao Adotado

Na tentativa de minimizar os erros de quantificagdo, tentou-se
inicialmente empregar 2-butanol como um padrdo interno — conforme usado
recentemente por SCHENKER (2000), a partir da etapa de extrac&o, para a corregao
na quantificacdo dos compostos de interesse. No entanto, a recuperagao desse
padrao interno foi inferior a 20%, n&o aceitavel pelo critério minimo de 60%,
conforme AOAC (2000).

Optou-se entédo pela aquisicao de padrdes externos, compostos de
grau cromatografico em numero de 25, listados no Quadro 32, aquisicdo esta
determinada por consulta prévia a literatura sobre compostos de impacto aromatico
relevantes ao aroma de café (Quadros 17, 18 e 19 do Anexo 3).

Foram, ainda, realizados testes prévios de saturagcdo da fibra
escolhida para os testes com café soluvel, determinando-se uma massa amostral
necessaria para atingir o nivel de saturagdo como sendo pelo menos cinco vezes
superior a massa amostral de 2,8 gramas de café soluvel. A aplicacdo dessa massa
amostral, além disso, permitiu detecgao através da analise olfatométrica daqueles
compostos com FD igual ou maior a 8, grandeza similar a empregada na literatura
(CHOI, SAWAMURA e KONDO, 2002), sendo que ESCUDERO et al. (2004)

utilizaram, inclusive, valores inferiores a esse.
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5 RESULTADOS

5.1 DENVOLVIMENTO DO METODO HS - SPME

Partindo da Tabela 6 e processando os dados contidos na Tabela 9
com a metodologia de superficie de resposta com o programa STATISTICA 7.1.30
(STATSOFT, 2005), obteve-se a Tabela 10, que mostra os valores dos efeitos
significativos entre cada variavel independente estudada sobre a variavel-resposta
(unidade de area cromatografica total obtida em cada ensaio), ndo havendo

diferenca significativa ao nivel de p>=0,05.

Tabela 9 - Desenvolvimento do método SPME / GC-MS através do delineamento
central composto com inclusado de pontos centrais

Ensaio Temperatura Tempo de Temperatura Tempo de Unidades de area
Amostra de extragdo extracao de dessorgdo dessorg¢do cromatografica
T (°C) t1 (min) T, (°C) ty (min) total
6 1 40 20 240 7,5 1,20*E+09
8 2 40 20 240 12,5 1,41*E+09
2 3 40 20 260 7,5 9,50*E+08
7 4 40 20 260 12,5 1,28*E+09
3 5 40 40 240 7,5 1,44*E+09
5 6 40 40 240 12,5 1,59*E+09
1 7 40 40 260 7,5 1,25*E+09
4 8 40 40 260 12,5 1,96*E+09
19 9 30 20 240 75 2,63*E+09
24 10 80 20 240 12,5 2,39*E+09
25 11 80 20 260 7,5 2,38*E+09
22 12 80 20 260 12,5 3,07*E+09
18 13 80 40 240 7,5 3,90*E+09
20 14 80 40 240 12,5 3,32*E+09
26 15 80 40 260 7,5 3,09*E+09
21 16 80 40 260 12,5 3,40*E+09
27 17 20 30 250 10 8,10*E+08
23 18 100 30 250 10 3,63*E+09
13 19 60 10 250 10 1,46*E+09
14 20 60 50 250 10 2,58*E+09
17 21 60 30 230 10 2,44*E+09
10 22 60 30 270 10 1,98*E+09
15 23 60 30 250 5 2,15*E+09
16 24 60 30 250 15 2,57T*E+09
28 25(C) 60 30 250 10 2,11*E+09
12 26(C) 60 30 250 10 2,27*E+09
9 27(C) 60 30 250 10 2,10*E+09
29 28(C) 60 30 250 10 2,20*E+09
11 29(C) 60 30 250 10 2,13*E+09

Coluna INNOWax - Fibra 57348-U (DVB/CAR/PDMS) - Analise do headspace — p6 - Amostra 5 (2.8
gramas).
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Tabela 10 - Estimativa dos efeitos principais significativos sobre a area
cromatografica total (HS-SPME, fibra 57348-U) empregando-se os
fatores codificados (unidades de area cromatografica)

Fator Efeito Erro Padrdo p
M¢dia 2,19*E+09 1,41*E+07 0,000000
T, (L) 1,56*E+09 3,11*E+07 0,000001
t, (L) 5,70*E+08 3,11*E+07 0,000051
t, (L) 2,01*E+08 3,11*E+07 0,002909
T,[L)x t,(L) 2,28*E+08 3,81*E+07 0,003898
T,(L) xt, (L) 3,13*E+08 3 81¥E+07 0,001199

Onde: L é o coeficiente do termo linear. Coeficiente de determinagio R* = 0,9551; coeficiente de determinagio
ajustado R? ajustado = 0,9453. Nao ha diferenca significativa ao nivel de p>=0,05.

Conforme destacado no item 3.2.1.1.1, que definiu as condi¢des
cromatograficas basicas empregadas, a resposta dos detectores (FID e MS) é
adimensional, tendo aplicagdes comparativas. Para os efeitos deste trabalho e
visando a simplificagdo do texto, os valores citados para as respostas dos detectores
serao referenciados e tratados como de area dos picos cromatograficos ou unidades
de area cromatografica.

A falta de ajuste (um indicador da qualidade preditiva), bem como os
termos quadraticos, ndo foram significativos. Confirmando a Equacgédo (2), a
temperatura de extracao (T1) é o fator que apresenta maior importancia, tendo valor
positivo, 0 que era esperado uma vez que, durante a fase analitica e para as faixas
empregadas, percebeu-se que a elevagao da temperatura favorece maior migragcao
dos compostos volateis presos na matriz para o headspace. Nao se utilizaram,
entretanto, temperaturas de extragao superiores aos 100°C, uma vez que diversos
compostos de interesse sao sensiveis ao calor.

O modelo decodificado (variaveis originais) obtido pela regressao
que relaciona a area total com a temperatura e o tempo de extragao, € uma equagao
multilinear descrita matematicamente pela Equacao (10), onde T4 é a temperatura de
extracao, t1 € o tempo de extragcao, T, a temperatura de dessorcédo e t; o tempo de

dessorgao.

U(;qid'ades = -3,78*E+08 + 2,18*E+07*T; — 5,56 *E+06%*t; + (10)
€ arca

cromatografica 1,22*%E+08*t, + 5,70*E+05*T *t; — 3,28*E+05*T,*t,

A Tabela 11 apresenta uma avaliagdo estatistica do modelo obtido.
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Tabela 11 - Analise de variancia da Equacao (10), método HS-SPME, fibra 57348-U

Fonte de Soma dos Graus de Média F catculado Inferéncia
Variagao Quadrados | liberdade | quadratica
Regressao 1,74*E+19 5 3,48*E+18 97,60 p<0,05
Residuos 8,19*E+17 23 3,56*E+16
Falta de ajuste 7,95*E+17 19 4,19*E+16 7,22 p>=0,05
Erro experimental 2,31*E+16 4 5,80*E+15
Total 1,82*E+19 28 3,48*E+18

No modelo escolhido obteve-se um coeficiente de determinacdo R?
ajustado igual a 0,9453. Empregando o teste F, conforme BRUNS, SCARMINIO e
NETO (1995), pode-se afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo é
significativamente maior do que a variagao nao explicada, nao havendo diferenca
significativa ao nivel de p>=0,05.

A qualidade preditiva do modelo pode melhor ser visualizada pela
Figura 11, onde sao apresentados os valores observados experimentalmente versus
os previstos pelo modelo obtido. Assim, sendo valido o modelo, € possivel gerar as
superficies de resposta e as curvas de nivel que serdo analisadas para definir os
melhores intervalos de operagcao para otimizacdo do método proposto na utilizacao
de SPME.

Observedvs. Predicted Values
4 f actors, 1 Blocks, 29 Runs; MS Pure Error=57985E11

DV: Area GCMS
4,5E9

4E9

3,5E9

3E9

2,5E9

2E9

Predicted Values

1,5E9

1E9

5E8

5E8 1E9 1,5E9 2E9 2,5E9 3E9 3,5E9 4E9 4,5E9

Observ ed Values

Figura 11 — Representacdo da Equacéo (10) — Influéncia da temperatura e do tempo
de extragao na resposta cromatografica - Valores previstos (sobre a
reta) versus observados (0)
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A Figura 12 apresenta as curvas de nivel para area total em fungao
da temperatura e do tempo de extragdo, sendo esses fatores estatisticamente

significativos ao nivel de 95%.

Fitted Surface; Variable: Area GCMS
4 factors, 1 Blocks, 29 Runs; MS Pure Error=57985E11
DV: Area GCMS

t ext (min)

Bl 4.5E9
P
B 3.5E9

3E9

2,5E9
2E9

B 1.5E9
00 I 1o

T Ext (°C)

Figura 12 — Representagao das curvas de nivel da Equagéao (10), método HS-SPME

Objetivando atingir a condicdo menos interferente na analise,
considerando-se os valores médios para as variaveis estudadas nao interferentes, e
pelos dados contidos nas Figuras 8 e 11, escolheram-se o0s seguintes valores como
condicdo mais adequada de operacgao:

a)temperatura de extragao (T) - 70°C;

b)tempo de extracao (t1) - 30 min;

c)temperatura média de dessorgéo (T2) — 250°C;

d)tempo médio de dessorgao (t2) — 10 min.

Vale lembrar que, para andlise em GC-MS, utilizando-se a
metodologia HS-SPME, o método empregado seguiu as condi¢gdes operacionais
descritas em 3.2.1.1.1.

A avaliacdo dos resultados mostrou que o aumento da temperatura
de extracdo aumenta substancialmente a area total dos picos obtidos, conforme
SHIMODA e SHIBAMOTO (1990) e ainda confirmando os resultados encontrados
por MATA et al. (2004). No entanto, decidiu-se limitar a temperatura de extragéo a
70°C, procurando evitar reagées de degradacao térmica dos componentes volateis

do aroma.
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Para comparar o comportamento das fibras utilizadas na extracéo —
fibora 57348-U (Polar), foram conduzidas analises utilizando-se as melhores
condicdes de operacao escolhidas para esta, comparativamente as fibras 57300-U e
57310-U, de caracteristica apolar e bipolar, respectivamente.

Desse comparativo, péde-se inferir que, apesar da grande diferenca
de sensibilidade na extragdo apresentada entre as mesmas, quase todos os
compostos foram extraidos em todos os casos, conforme a Tabela 12, na qual os
principais picos cromatograficos obtidos aparecem identificados, com as respectivas
unidades de areas cromatograficas corrigidas pelo préprio equipamento (NIST,
2002).

Tabela 12 - Comparativo das unidades de area cromatografica corrigida para alguns
compostos volateis encontrados — Método HS-SPME - Parametro de
Integragao: limite inicial de detecgao igual a 14

Composto Tempo de Fibra Fibra Fibra
retengdo (min) 57348U 57310U 573000
POLAR BIPOLAR APOLAR
Pirazina 12,93 8*E+07 2*E+07 4*E+06
Metil-pirazina 17,52 4*E+07 1*E+07 5*E+06
3,5-dietil-2-metil-pirazina 24,29 8*E+06 5*E+06 1*E+06
2,6-dimetil-pirazina 20,07 2*E+07 1*E+07 3*E+06
Etil-pirazina 20,24 2*E+07 1*E+07 3*E+06
3-etil-piridina 21,64 7*E+06 2*E+06 nd
2-etil-6-metil-pirazina 21,77 3*E+07 1*E+07 4*E+06
Acido acético 23,41 2*E+08 1*E+07 3*E+05
2-furilmetanol 27,18 1*E+08 5*E+07 6*E+06
Furfural 23,55 7T*E+07 2*E+07 2*E+06
Guaiacol 30,11 3*E+07 1*E+07 9*E+05
Vanilina 38,37 nd 8*E+05 nd
4-vinil-guaiacol 34,30 2*E+07 9*E+06 2*E+06
4-etil-guaiacol 32,33 nd 6*E+06 2*E+06

Nd. Nao detectado.

A Tabela 13 mostra os resultados das areas totais dos picos
cromatograficos obtidos pelas trés fibras testadas. Nesta Tabela sdo apresentados
os valores das médias referentes a cinco repeticdes genuinas, realizadas para cada

fibra, calculando-se para cada uma o respectivo CV.
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Tabela 13 - Unidades de areas cromatograficas totais obtidas para cada fibra
testada - Desenvolvimento do Método HS-SPME (Parametro de
Integragao: limite inicial de detecgao igual a 14)

Fibra Tipo Composi¢éo Unidades de area Coeficiente de variacao
Quimica cromatografica total (%)
57348-U Polar DVB/CAR/PDMS 2,17*E+09 1,51
57300-U Apolar PDMS 2,54*E+08 3,21
57310-U Bi-Polar PDMS/DVB 1,43*E+09 1,82

Pelos resultados apresentados nas Tabelas 12 e 13 pode-se
concluir que a fibra 57348-U (DVB/CAR/PDMS - Polar) apresentou melhor
rendimento de extracdo, confirmando os dados reportados por BICCHI et al. (2002),
sendo esta fibra, caracterizada no Quadro 35, a eleita para o presente trabalho como
mais recomendada para se empregar com a extragdo de compostos volateis

presentes no café soluvel, utilizando-se a metodologia proposta (SUPELCO, 2001).

Part. N°. | Tipo | Composi¢do Quimica | Espessura do Filme | Faixa de temperatura de
(pm) dessorcéo
57348-U | Polar DVB/CAR/PDMS 50/30 230-270°C

Fonte: SUPELCO (2001).
Quadro 35 - Caracteristicas da fibra escolhida para as analises de SPME

Confirmando CAI, LIU e SU (2001), sugere-se utilizar a metodologia
HS-SPME aqui desenvolvida, para se qualificar e quantificar compostos aromaticos
presentes no café soluvel (headspace), quando se trabalha com temperaturas na
faixa de 70°C. Devido ao fato de que muitos compostos de interesse e com impacto
aromatico no café, encontram-se em faixa de concentragdo baixa (aos niveis de
Mag/kg e ng/kg), esta metodologia é preconizada e indicada para analises mais
completas e confiaveis, uma vez que esses compostos podem ser detectados em

concentracgdes suficientes para quantificagao.
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5.2 DETERMINAGAO E TERMINAGAO DOS VOLATEIS NA BEBIDA

No caso particular da determinacdo dos volateis na bebida pela
técnica de HS-SPME, aqui denominada de HS-SPME (bebida), a fase de preparo da
amostra foi modificada, pesando-se 2,8 gramas de café soluvel diretamente em
xicara para café, diluidas entdo com agua mineral fervente, coletando-se aliquota de
10ml quando a temperatura atingisse 70°C, simulando a condigdo normal de
consumo, sendo a seguir passada para vial e processada, tal como preconiza o
restante da técnica. A aliquota de 10 ml corresponde ao volume aproximado
ocupado pela massa de 2,8 gramas dos cafés soluveis, considerando o valor para a
densidade média aparente igual a 240 g/l para o produto em vidros. Essa
equivaléncia contribuiu também para a validagdo da metodologia também

empregando a técnica de HS-SPME (bebida).

5.3 VALIDGAO DA METODOLOGIA HS- SPME

Uma vez determinada a metodologia de HS-SPME como a mais
indicada para a analise dos componentes volateis do café soluvel, procedeu-se aos

ensaios de validacéo.

5.3.1 Teste de Conformidade do Sistema GC-MS

Foram validados durante os testes de conformidade os seguintes
equipamentos:

a) detector seletivo de massas (Agilent 5973);

b) sistema de rede GC (Agilent 6890N);

c) injetor ALS (Agilent 7683);

d) bandeja 7683 (G2614 A);

e) programa MS ChemStation.
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A Tabela 14 apresenta os parametros obtidos nos testes de
conformidade do sistema GC-MS. Observa-se que o sistema GC-MS estava apto
para fornecer resultados confiaveis nos ensaios de validacdo e ensaios de rotina,

evitando erros sistematicos.

Tabela 14 - Resultados do teste de conformidade para o sistema GC-MS empregado

Procedimentos Valor medido Critério de aceitagdo*
Teste de 0,14 kPa Pp< 1,38 kPa

Queda de Pressdo do injetor (Pp)

Teste Pressdo Injetor 17,71 kPa 17,23 £ 0,83 kPa
Temperatura do F 231,4°C 230+ 5°C
orno
Relagdo sinal/ruido para o filamento 1 22 >10
Relagdo sinal/ruido para o filamento 2 25 >10
Precisdo (Teste do tempo de Retengdo) 0,40 CV <1,00

Conforme Protocol Revision Number — VER. A. 02.10 — Agilent.

5.3.2 Linearidade

Foi determinada através da construgcéo de grafico de concentragao
em funcgao da area de cada pico (ver 3.2.1.6.2). As faixas abrangidas nos testes para

os compostos volateis (padrdes utilizados) estdo descritas na Tabela 15.

Tabela 15 — Exemplo tipico dos compostos volateis utilizados na verificagao da

linearidade
Composto Volatil Faixa abrangida (mg/kg)

2,3-butanodiona 10a 30
2,3-pentanodiona 10a 30

Pirazina 15a45

Acido acético 25a75

Guaiacol 37a95

4-etil-guaiacol Sals

2,3-dimetil-pirazina 5als
2,5-dimetil-pirazina 34a102

A Tabela 16 apresenta os dados tipicos referentes a alguns

compostos de impacto aromatico analisados.
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Tabela 16 - Exemplo tipico dos resultados da linearidade de compostos

Composto aromatico Coeficiente de Intervalo de confianca (ICa)
correlacdo (r)* (unidades de area cromatografica — em milhdes)
2,3-butanodiona 0,97 -0,14 +/- 0,23
2,3-pentanodiona 0,97 -0,78 +/- 0,19
Pirazina 0,96 -0,85 +/- 2,14
2-furfuriltiol 0,99 0,14 +/- 0,17
Guaiacol 0,97 -1,47 +/- 3,27
2,3-dietil-5-metil-pirazina 0,99 1,49 +/- 1,24
2,3-dimetil-pirazina 0,98 -0,51 +/- 0,58
2,5-dimetil-pirazina 1,00 0,08 +/- 1,08

Observagao: * Critério de aceitagao r > 0,97.

Conforme a Tabela 16, a excegdo ao critério de aceitacéo
estabelecido (ver item 3.2.5), foi a pirazina (r=0,964). No teste do intervalo de
confianga (95%) dos compostos, observou-se na maioria das situagdes que o zero
esta contido nos intervalos (ICa) obtidos, e as exce¢des, como 2,3-pentanodiona e
2,3-duetil-5-metil-pirazina, poderiam ser explicadas pelas concentragdes utilizadas,
bastante baixas. No entanto, como ndo houve extrapolagdo das faixas
estabelecidas, considerou-se a linearidade do modelo como atendendo aos critérios

de aceitagao estabelecidos em 3.2.1.6.2.

5.3.3 Repetibilidade (Precisao)

Foi determinada pela analise de café soluvel em seis repeticoes
genuinas, mantidos constantes temperatura e tempo de extragao, iguais a 70°C e 30
minutos, respectivamente.

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para a precisdo da
metodologia, realizadas em condigdes de repetibilidade. Foram analisados
compostos de impacto aromatico, obtidos em testes de GC/O, onde para cada
composto foram calculados o0s seguintes parametros: média, desvio padréo,
coeficiente de variacdo (CV) e repé r (maxima diferenca aceitavel entre duas

replicatas em condi¢des de repetibilidade).
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Tabela 17 — Exempilo tipico dos resultados dos testes de repetibilidade (precisao) —
unidades de area cromatografica

Composto Média Coeficiente de repé r (p<0,05)
variacao(%)
2,3-butanodiona 755967 6,4 136054
2,3-pentanodiona 408777 3,8 43661
4-vinil-guaiacol 12129987 4,2 1420056
Guaiacol 17059321 4,3 2073287
4-etil-guaiacol 3749449 2,9 302667
Pirazina 9248151 6,7 1737334
2,5-dimetil-pirazina 23807334 9,3 6219232
2,3-dimetil-pirazina 6335035 8,8 1555131
2-etil-6-metil-pirazina 15722726 7,1 3144286
2n-propil-pirazina 2820302 6,1 479807
Acido acético 130316244 3,7 13490515
Acido 3-metil-butandico 19692033 7.9 4333166

Nos testes de precisao, realizados em condi¢cdes de repetibilidade,
pode-se observar na Tabela 17 que todos os compostos testados atingiram o critério
de aceitagdo pré-estabelecido (CV < 10%), atestando assim que a precisdo do
meétodo avaliado atende aos critérios internacionais de aceitagdo para os compostos
de impacto aromatico (GARFIELD, 2001), comparavel ao valor de 6,4% a 7,8%
reportado por DIAZ-MAROTO et al. (2004) e de 4,5% encontrado para o &cido
acético por VERZERA et al. (2004) para méis, também empregando SPME.

5.3.4 Exatidao - Ensaios de Recuperagao

A exatiddao foi determinada através de teste de recuperacgao,
empregando-se a metodologia HS-SPME com padrées de concentragdes
conhecidas dentro da faixa linear, sendo cada amostra analisada em duplicata. A

Tabela 18 apresenta os resultados do teste de recuperagao.
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Tabela 18 — Exemplo tipico dos resultados dos testes de exatidao — Teste de

Recuperacao
Composto aromatico Recuperacdo média (R) (%)

Pirazina 64,61

Acido acético 53,45%

Guaiacol 95,63

4-etil-guaiacol 90,13
2,3-dimetil-pirazina 60,09
2,5-dimetil-pirazina 65,50

* Encontra-se fora da faixa de recuperacgio estabelecida.

Pelos resultados da Tabela 18 pode-se perceber que os critérios
pré-estabelecidos foram atingidos com éxito, atestando assim a suficiente exatidao
do método, a excegdo, embora proximo, do acido acético (R=53,45%), que néo
atingiu o critério minimo de aceitagcdo de recuperagdo media de 60% (GARFIELD,
2001).

Entretanto, considerando as outras caracteristicas da validacado e o
fato de que o emprego de padrao externo de cada componente na determinagéo
quantitativa também concorre para maior exatiddo do método, a mesma foi
considerada como aceitavel. Adicionalmente, RIBANI et al. (2004) destacam que,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, o valor da exatiddo esteja

entre 50 a 120%, o que parece aplicavel neste caso.

5.3.5 Robustez

Os experimentos foram definidos pelo delineamento fatorial
completo com inclusdo de pontos centrais (Quadros 26 e 27), utilizando-se o
programa STATISTICA 7.1.30 (STATSOFT, 2005), havendo trés repeti¢des no ponto
central para estimativa do erro experimental. Foi realizado um experimento para
verificar a robustez da extracdo e outro para verificar a robustez da determinagao

analitica (GC-MS), como se observa nas Tabelas 19 e 20.



117

5.3.5.1 Extracao

A Tabela 19 apresenta os niveis que foram estudados para cada

variavel testada na fase extrativa.

Tabela 19 - Fatores de variacido para verificagao da robustez na fase extrativa

Fator Nivel -1 Nivel +1
Massa de café 2,6g 30g
Temperatura de extragdo 65°C 75°C
Tempo de extracdo 25 min 35 min

5.3.5.2 Determinagao analitica GC-MS

A Tabela 20 apresenta os niveis estudados para as variaveis
testadas, onde as condicbes extrativas para os parametros temperatura e tempo de

extragao foram mantidas constantes e iguais a 70°C e 30 min, respectivamente.

Tabela 20 - Fatores de variagao para verificagado da robustez na fase analitica (GC-

MS)
Fator Nivel -1 Nivel +1
Temperatura do injetor 240°C 260°C
Tempo de dessor¢ao 8 min 12 min

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos nos testes de robustez
da fase extrativa, demonstrando que, quando as variaveis independentes
temperatura e tempo de extragcdo foram submetidas a variacdes dentro da faixa pré-
estabelecida, as mesmas acarretaram mudangas nas variaveis-resposta (area
cromatografica dos compostos de interesse), ndo havendo, portanto, robustez dentro
da faixa estudada, exceto no caso da 2,3-dimetil-pirazina. O mesmo foi observado
para a variavel independente massa de café, para a qual ndo ha diferenca

significativa ao nivel de p>=0,05. Por conseguinte essas variaveis sdo de grande
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influéncia na determinacdo, e devem ser mantidas nas faixas estabelecidas, sob

pena de conduzir a resultados incorretos.

Tabela 21 - Resultados da robustez — variaveis independentes — (Fase Extrativa)

Compostos Volateis Temperatura de extragio (°C) Tempo de extracdo (min)
2,3-butanodiona p<0,05 p<0,05
2,3-pentanodiona p<0,05
4-vinil-guaiacol p<0,05 p<0,05

Guaiacol p<0,05 p<0,05
4-etil-guaiacol p<0,05 p<0,05
Pirazina p<0,05
2,5-dimetil-pirazina p<0,05
2,3-dimetil-pirazina

2-etil-6-metil-pirazina p<0,05

2n-propil-pirazina p<0,05 p<0,05
Acido acético p<0,05
Acido 3-metil-butanoico p<0,05 p<0,05

A Tabela 22 apresenta os resultados estatisticamente significativos

obtidos nos testes de robustez da fase analitica.

Tabela 22 - Resultados da robustez — variaveis independentes (Sistema GC-MS)

Compostos Volateis Temperatura injetor (°C) Tempo de dessor¢do (min)
2,3-butanodiona
2,3-pentanodiona

4-vinil-guaiacol p<0,05 p<0,05
Guaiacol
4-etil-guaiacol p<0,05
Pirazina

2,5-dimetil-pirazina
2,3-dimetil-pirazina
2-etil-6-metil-pirazina
2n-propil-pirazina
Acido acético
Acido 3-metil-butanéico

Nesse caso, o sistema GC-MS mostrou-se robusto frente as
mudangas das variaveis independentes (temperatura do injetor e tempo de
dessorcdo) para a maioria dos compostos analisados, selecionados por
amostragem, ndo sendo robusto contudo para os compostos 4-vinil-guaiacol e 4-etil-
guaiacol. Logo, essas variaveis serao mantidas nas faixas estabelecidas, para

garantia da correcao dos resultados analiticos.
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5.3.5.3 Limite de detecc¢ao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Foram determinados pelo critério de IUPAC (2001), efetuando-se
analise da relagao sinal/ruido (S/N) do equipamento na regido do cromatograma
referente a cada composto analisado. Os termos limite de deteccgéo (LD) e limite de
quantificagcéo (LQ) séo definidos pelas Equagdes (05) e (06) (ver item 3.2.1.6.3). A

Tabela 23 apresenta os valores obtidos para os respectivos limites.

Tabela 23 — Exemplo tipico dos resultados para os limites de detecgéo e de

quantificacao
Composto Aromatico Relagdo | Limite de detec¢do | Limite de quantificacao
sinal/ruido (mg/kg) (mg/kg)
2,3-butanodiona 4755 0,1495 0,4984
2,3-pentanodiona 3561 0,1483 0,4945
Pirazina 3265 0,0175 0,0586
Acido acético 748 0,0355 0,1185
Guaiacol 1027 0,0083 0,0276
4-etil-guaiacol 375 0,0034 0,0160
2,3-dimetil-pirazina 532 0,0027 0,0092
2,5-dimetil-pirazina 22636 0,0712 0,2375
4-metil-tiazol 594 0,0047 0,0157
2,6-dimetil-pirazina 761 0,0081 0,0271
2,3,5-trimetil-pirazina 2156 0,0013 0,0457
2-etil-3-metil-pirazina 3469 0,0264 0,0882
2-furfuriltiol 323 0,0122 0,0407
Metional 108 0,0048 0,0161
Furfural 846 0,0182 0,0608
2,3-dietil-5-metil-pirazina 487 0,0035 0,0119
2-isobutil-3-metdxi-pirazina 1949 0,0660 0,2202
Linalol 1050 0,0737 0,2459
Hidréxi-metil-furfural 114 0,0036 0,0121

A fase preparativa e o desenvolvimento do método fazem com que

sendo descartados caso contrario (ver 3.2.1.6.3).

todos os resultados analiticos situem-se em faixa superior a esses dois critérios,
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5.4 COMENTARIOS E RECOMOMENDAGOES GERAIS SOBRE AVALIAGAO

De maneira geral, os critérios pré-estabelecidos de aceitagado foram
atingidos, havendo exceg¢des consideradas de menor importancia, que nao trariam
maiores consequéncias, e, portanto, o método foi considerado valido.

Nos ensaios de robustez ocorreram alteragdes das variaveis-
respostas dentro da faixa estudada, provavelmente pelo fato de as faixas pré-
estabelecidas terem sido amplas demais para detectar a influéncia de pequenas
variagdes no decorrer da analise, que € o objetivo principal de testes de robustez.

Este fato alerta para que os parametros de analises sejam
rigorosamente respeitados, uma vez que pelos testes de robustez da fase extrativa,

observou-se que 0 método é sensivel as variagdes dos parametros de analise.

5.4.1 Condig¢oes Analiticas Empregadas

Tendo em vista os resultados obtidos na validacdo, as condi¢cdes
finais de extracao estabelecidas foram:

a) fibora SPME - 57348-U (Polar), (DVB/CAR/PDMS), 50/30;

b) massa de café — 2,8 gramas;

c) temperatura de extragao — 70°C;

d) tempo de extragdo — 30 min.

Igualmente, as condigbes cromatograficas finais estabelecidas

foram:
a)gas de arraste: He (5,0 analitico) — 1,3 ml/min;
b)injetor operando em modo splitless (Liner 0,75mm id. (Supelco);
c)temperatura do injetor 250°C;
d)tempo de dessorc¢ao igual a 10 min;
e)economizador de gas — ligado (Saver flow 20 ml/min e Saver time
5 min);

f) split vent 65ml/min (0,75 min);
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g) coluna cromatografica capilar INNOWax (60m x 320um x 0.25um)
- (Agilent);

h)detector seletivo de massas (MS) - Agilent 5973:
- temperatura da interface: 280°C,;

- temperatura do quadrupolo: 150°C;

temperatura da fonte de ions: 230°C;

modo de operacdo SCAN, com varredura de 35-400 unidades de
massa atémica.
i) cromatografo Agilent 6890 N — programagao do perfil de
temperaturas do forno (perfil de aquecimento):
- temperatura inicial 40°C, mantido patamar por 5 min;
- fase de aquecimento com taxa de 4°C/min até 60°C, mantido
patamar por 5 min;
- fase de aquecimento com taxa de 8°C/min até 250°C, mantido

patamar por 3 min.

5.5 QUANTIFICAGAO DOS PADROES DOS COMPOSTOS VOLATEIS

A quantificacdo dos compostos volateis com confirmagao positiva foi
feita empregando curvas de calibracdo definidas, obtidas pela injegcdo de padrdes
externos (Quadro 32). Todas foram significativas ao nivel de 95% de confiancga, e
estdo apresentadas na Tabela 24, onde x representa a concentracdo aplicada do
componente, em mg/kg, e y a resposta cromatografica do detector, ou seja, a area

cromatografica de cada pico cromatografico.
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COMPOSTO Equacéo da curva de calibragéo R’ ajustado
2,3-butanodiona y = 669692x — 44786 0,976
2,3-pentanodiona y = 665654x — 779148 0,951
Pirazina y = 984800x — 1000000 0,961
2,5-dimetil-pirazina y = 1000000x + 9000000 0,972
2,3-dimetil-pirazina y =2000000x — 1000000 0,980
Acido acético y = 534483x — 6000000 0,974
Guaiacol y =2000000x — 8000000 0,966
4-etil-guaiacol y =2000000x — 3000000 0,974
4-metil-tiazol y = 1000000x + 3000000 0,994
2,6-dimetil-pirazina y = 607018x + 30000000 0,990
2,3,5-trimetil-pirazina y =908433x + 10000000 0,993
2-etil, 3-metil-pirazina y = 1000000x + 10000000 0,984
2-furfuriltiol y =575961x + 10000000 0,985
Metional y =310688x + 10000000 0,991
Furfural y =363521x + 80000000 0,980
2,3-dietil-5-metil-pirazina y =2000000x + 10000000 0,981
2-isobutil-3-metdxi-pirazina y = 1000000x + 20000000 0,993
Linalol y = 1000000x + 3000000 0,992
Hidroxi-metil-furfural y =463044x + 30000000 0,958
Vanilina y =163727x - 28815 0,991
Isoeugenol y =517022x - 4000000 0,988

Observagdo: 3 repetigdes genuinas para cada composto, em cinco concentragdes diferentes, iguais a 25%, 50%,
100%, 125% e 150% da concentragdo de trabalho estimada (IUPAC, 2001).

A separagcdo dos compostos atingida empregando a técnica

proposta pode ser observada na Figura 13 observando-se a boa resolugéo dos picos

cromatograficos.

Figura 13 — Exemplo tipico de cromatograma obtido empregando a técnica HS-

BRI M OSTRA S _
Ahnnraney _ E
: i
000000 — |
] g @
4000000 - m EE I | |
] Z = o 3 . ; E
: - : B EEEE( S Ez
2000000 : : . JLh I 3
] 5 g =R T daim Bl i
] ! : : i I
i 2] i) i L 3 ' Im
] s hia I‘:‘ o I H;. : ‘[_‘.J\ i I | I
%

SPME - GC-MS, com as melhores condi¢cdes operacionais empregadas

- Amostra 5



123

Os resultados obtidos confirmam a escolha adequada da massa
amostral adotada como suficiente para as analises. A umidade de todas as amostras
de café soluvel analisadas apresentou resultados entre 4% e 5%, dentro portanto do

limite em geral preconizado internacionalmente.

5.6 AVALIAGAO SENSORIAL

A classificacdo das amostras caracterizou todas como de qualidades
distintas entre si, ordenando-as no ambito do cenario mundial de qualidade para
cafés soluveis na seguinte ordem decrescente: Amostra 7 > Amostra 6 > Amostra 5
= Amostra 4 > Amostra 1 = Amostra 2 > Amostra 3. As amostras internacionais
consideradas como de qualidade superior as outras, supostamente processadas
incluindo processos de aromatizacgao.

Nove julgadores tiveram sucesso na fase inicial de selegédo proposta
e entre eles sete foram classificados pelo critério estabelecido na segunda fase,
sendo trés mulheres e quatro homens, todos ndao fumantes, com experiéncias
variaveis na degustagao de café.

Apods a fase final de treinamento (ver 3.2.6.1) e, considerando a
disponibilidade de tempo para uma participacao integral nos testes, cinco julgadores
constituiram o grupo final, sendo duas mulheres e trés homens, passando a ser
identificados para os fins deste trabalho por letras de A a E. O periodo de avaliagao
das sete amostras por esse grupo de julgadores foi de quarenta e cinco dias. Os
dados das areas dos picos dos componentes nos osmegramas das amostras foram
processados pela aplicagdo do programa SENSTOOLS versdao 2.3.28 (OP &
PRODUCT RESEARCH, 1998).

Grande parte dos estudos multivariados em analise sensorial é
bidimensional. Neste trabalho, optou-se por estudar as trés primeiras dimensoes,
responsaveis pelas maiores variancias. A variancia total explicada foi de 44,09%,
respectivamente 20,62%, 12,30% e 11,17% para cada dimensdo, e as amostras
ficaram bem separadas (Figura 20). Quando se usa o Perfil Livre, a variabilidade

explicada €&, usualmente, menor do que a observada numa analise descritiva



124

quantitativa convencional, o que poderia ser atribuido ao fato dos julgadores
diferirem mais em seus julgamentos, por nao terem sido treinados.

A porcentagem de explicacdo obtida neste estudo com as trés
primeiras dimensdes € comparavel a obtida em outros trabalhos. Avaliando—se
bebidas, observou-se, para os dois primeiros componentes uma explicagdo de 34%
(BENASSI, DAMASIO e CECCHI, 1998), 43% (CRISTOVAM, PATERSON e
PIGGOTT, 2000) para vinhos e igual a 50% para rum (PIGGOTT e PATERSON,
1993). Recentemente, e particularizando para o caso de café de coador, também
considerando as trés primeiras dimensdes, NARAIN, PATERSON e REID (2003)
observaram uma variabilidade explicada igual a 25%.

Para avaliar a eficiéncia da equipe foram consideradas as variancias
residuais (Figura 14) e as configuragbes das amostras por julgador (Figuras 15 a
19). Nas Figuras 15 a 20, por convencgdo, os eixos foram denominados de
dimensoes, pois ao empregar a Analise de Procusto Generalizada, o processamento
dos dados é uma variagdo da ACP convencional, especialmente no caso do
consenso.

Utilizando as duas primeiras dimensdes definidas, os graficos
individuais de configuracbes das amostras obtidos seguem apresentados nas
Figuras 15 a 19, nos quais as amostras sao representadas por tridngulos coloridos e
0S numeros nos veértices representam as repeticbes para cada amostra. De fato, tais
tridngulos indicam a repetibilidade de cada julgador relativamente as amostras
(quanto maior a distancia entre os vértices dos tridngulos, menor a repetibilidade) e,
quando comparados com a configuragdo consensual (Figura 20), observa-se que os
julgadores conseguiram uma discriminagao adequada.

A repetibilidade de cada um dos cinco julgadores foi ainda verificada
através da variancia residual individual, em conformidade com o valor preconizado
como aceitavel, proximo a 1,0% (OP & P PRODUCT RESEARCH, 1998). A
variancia residual dos julgadores esta associada a diferengas entre a configuragéo
individual e o consenso de amostras (DAMASIO, 1999). Conforme a Figura 14, a

maior porcentagem de variancia residual observada foi de 1,17% para o julgador C.
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Figura 20 - Configuragao consensual para a equipe de cinco julgadores

Os resultados permitiram verificar que, apesar dos julgadores nao
serem treinados, conseguiu-se caracterizar e discriminar todas as amostras
conforme esperado (Figura 20). Deve-se considerar que a equipe tinha familiaridade
com técnicas sensoriais, 0 que pode ter facilitado tanto o emprego adequado de
atributos quanto o uso consistente da escala.

Para os julgadores, as correlagbes com as trés dimensdes definidas
pela analise de GPA foram bastante distribuidas e heterogéneas e relativamente
pequenas, apresentando-se em alguns casos com valores superiores a 0,50, ndo

determinando a priori nenhuma tendéncia relevante.

5.7 RESULTADOS DO NARIZ ELETRONICO

Utilizando o programa de interface  WINMUSTER 1.6.1.13
(AIRSENSE, 2002) aplicado ao nariz eletrbnico para as amostras analisadas,
geraram-se graficos representativos das respostas analiticas dos sensores do
equipamento para cada amostra, conforme apresentado respectivamente na Tabela

25 e na Figura 21.
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Tabela 25 - Exemplo tipico da resposta dos sensores (S) do equipamento nariz

eletronico PEN2 - (Faixa de analise entre 8 e 12 segundos) — Amostra 1
N°. | Tempo S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Ponto (s)
1 8 0,571 9,349 0,466 0,990 0,521 2,846 1,344 1,625 3,944 0,977
2 9 0,536 10,834 0,439 0,993 0,508 2,856 1,511 1,739 5,140 0,981
3 10 0,522 | 11,219 | 0432 | 0,996 | 0,508 | 2,783 | 1,655 | 1,787 | 5,943 | 0,985
4 11 0,516 11,247 0,433 0,999 0,514 2,678 1,775 1,798 6,462 0,991
5 12 0,515 10,940 0,435 0,999 0,522 2,572 1,879 1,788 6,745 0,996
6 8 0,555 9,989 0,456 0,993 0,510 2,901 1,367 1,659 4,174 0,977
7 9 0,524 11,381 0,430 0,994 0,494 2,915 1,543 1,767 5,446 0,975
14 11 0,545 8,951 0,462 1,000 0,533 2,479 1,504 1,713 5,045 0,991
15 12 0,538 9,094 0,458 1,001 0,533 2,432 1,593 1,718 5,469 0,994
Observagdo: As analises foram realizadas em trés repetigdes genuinas.
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Figura 21 - Exemplo tipico do grafico de respostas do nariz eletrdbnico — Amostra 7

A melhor discriminagdo entre as amostras, definida pelo
processamento interno do préprio equipamento, foi obtida pela exclusdo dos
sensores 2, 3 e 10. As respostas obtidas para o café soluvel em pd para os dez
sensores selecionados entre os tempos 8 a 12 segundos, intervalo definido em
testes preliminares por apresentar maior sensibilidade do equipamento para analise
de cafés soluveis (AIRSENSE, 2002), foram processadas através da Analise de
Procusto Generalizada do programa SENSTOOLS verséo 2.3.28 (OP & PRODUCT

RESEARCH, 1998).
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Obteve-se um total da varidncia explicada igual a 98,99%,
respectivamente 98,51% e 0,48% nas duas dimensdes consideradas. A
repetibilidade de cada um dos cinco tempos selecionados foi verificada através da
variancia residual individual, em conformidade com o valor preconizado como
aceitavel, proximo a 1,0% (OP & P PRODUCT RESEARCH, 1998), e, conforme a
Figura 22, a maior porcentagem de variancia residual observada foi de 0,19% para o
tempo de 8 segundos. Como houve consenso, pode-se por hipotese empregar

apenas o tempo de 8 segundos para efeitos de analise.

Nariz eletronico - consenso
0,5 -
X
%_; 0,4 - O Dimensé&o 1
3 O Dimensao 2
2 0,3
o
= 0.2 0,19
m -
g ) 0,14
:g 17 0,03 0.04 005 ) o1 0,01
EE 0 0 O l_| ) )
> 0
1 0 2 A 5
8 9 10 11 12
Se||W| <o clllpregauuo na dhliansc
Tempos empregados na analise (em segundos)

Figura 22 - Variancia residual dos tempos empregados nas analises empregando o
nariz eletrénico para as duas principais dimensoes

Os resultados permitiram verificar a caracterizacdo e discriminacao

de todas as amostras conforme se esperava (Figura 23).
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Figura 23 - Configuragdo consensual para o nariz eletrénico

De forma consistente e para todas as amostras, a analise das
correlacbes para a dimensao 1 definidas para o nariz eletrbnico, demonstraram
correlagdes entre os sensores 2 (largo espectro — definicdo do fornecedor), 3
(compostos aromaticos), 7 (organicos sulfurosos) e 9 (sulfurosos e clorados)
superiores a 0,90. Ja para a dimensao 2, as correlagdes foram menores, superiores
a 0,50 para os sensores 6 (largo espectro — metanos) e 8 (largo espectro — alcoois).

Pode-se observar o bom poder de discriminagéo encontrado para as
amostras através do nariz eletrbnico, que comprovou ser um método bastante rapido
e simples, podendo constituir-se em poderosa ferramenta para classificacdo de

cafés soluveis, complementtando mas nao substituindo a avaliacdo sensorial.

5.8 COMPARATIVO ENTRE 0OS DADOS SENSORIAIS E 0S RESULTADOS DO NARIZ
ELETRONICO

Ao comparar a configuragdo consensual dos julgadores (Figura 20)
com a configuragdo consensual encontrada para o nariz eletrénico (Figura 23),
percebe-se a melhor repetibilidade do nariz eletrénico. Observa-se ainda que, em

ambos 0s casos, houve discriminagcdo das amostras.
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Para o café soluvel em pé, tanto pela analise sensorial quanto pelo
nariz eletrénico, os cafés nacionais foram posicionados como distintos das amostras
internacionais, e a distingdo indicou claramente as amostras experimentais
preparadas a partir de café arabica (amostras 1 e 2) ou café conilon (amostra 3), e
até mesmo entre regides produtoras (amostras 1 e 2).

As evidéncias levam a sugerir 0 potencial emprego da analise do po

como ferramenta complementar na classificagao de cafés soluveis.

5.9 RESULTADOS DE IDENTIFICAGAO

Iniciando pelo emprego do programa da biblioteca NIST (NIST,
2002) e considerando como critério de corte aqueles picos cromatograficos arrolados
com nivel superior a 50% de probabilidade da certeza de identificacdo, varias
classes de compostos foram definidas nas anélises conduzidas em amostras de
cafés soluveis conforme o Quadro 36, o que equivale a cerca de dois tergos do total
de classes listadas na Tabela 3.

Ja o numero de compostos representou cerca da metade do total
indicado pela literatura para cafés torrados, conforme a Tabela 4. O limoneno
encontrado foi classificado como terpeno, representando uma classe que
destacamos no presente trabalho, adicionalmente aquela Tabela ja mencionada.
Nas sete amostras analisadas foram identificados de 378 a 429 picos nos
cromatogramas, totalizando 414 compostos distintos com identificagdo genérica nas

amostras analisadas.
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Classe de composto NIST Classe de composto NIST
probabilidade >50% probabilidade >50%
Hidrocarbonetos alifaticos X Pirazinas X
Hidrocarbonetos aromaticos X Quinoxalinas

Alcoois alifaticos X Furanos X

Alcoois aromaticos X Pironas
Aldeidos alifaticos X Oxazois X
Aldeidos aromaticos X Tiois X

Cetonas alifaticas X Sulfetos
Cetonas aromaticas X Disulfetos X

Acidos X Trisulfetos
Esteres X Tioésteres

Lactonas Tiofenos
Anidridos Ditiolanos X
Aminas alifaticas X Tiazobis X

Aminas aromaticas Acetais
Imidas Nitrilos X

Pirrois X Oximas
Piridinas X Fenois X
Quinolinas Indois X
Terpenos X Outros X

Quadro 36 - Classes de compostos genericamente identificados

Refinando o critério de aceitagdo anterior de identificacdo genérica,

conforme as Tabelas 26 e 27 (Anexo 5), um total de 160 compostos teve

identificacdo provavel, agrupando as sete amostras, com o numero de picos

cromatograficos para cada amostra variando entre 69 e 126 compostos, compativel

com a faixa de 84 a 116 encontrada para cafés verdes por MONROY (2005). Um

resumo dos resultados por amostra aparece na Tabela 28. O coeficiente de variacao

das determinagdes foi sempre inferior a 10%, e, computando-se a porcentagem da

area desses compostos em relagdo a area total de cada amostra, calculada pela

adicado das areas cromatograficas individuais, pode-se inferir que entre 53 e 70% da

area total esta representado pelos compostos que atenderam a esse critério.
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Tabela 28 - Resumo sindptico para as sete amostras analisadas, analiticamente
consideradas de identificagdo provavel

Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 4 5 6 7
Numero de picos
cromatograficos 78 76 69 91 98 100 126
Porcentagem de area
cromatografica acumulada 53,2% 58,6% 55,8% 61,3% 59,5% 57,1% 70,4%
que representam
Numero total de picos 383 391 429 378 384 396 387
Unidades de area 7,56¥E+09 | 2,99*E+09 | 4,69*E+09 | 6,39*E+09 | 5,00*E+09 | 6,98*E+09 | 8,34*E+09
cromatografica total

Numa primeira aproximacao para apontar compostos volateis

importantes no aroma do café, arbitrou-se um critério de area cromatografica

superior a 2%, sendo listados os compostos identificados nas sete amostras no

Quadro 37. Comparando com a Tabela 4, ndo houve congruéncias entre os

compostos assim selecionados com aqueles apresentados pela literatura
consultada.
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
COMPOSTO 1 2 3 4 5 6 7

2-furilmetanol X X X X X X X
Acido acético X X X X X X
4-etil-guaiacol X X X X X

Maltol X X X

Butirolactona X

2-hidréxi-3-metil, 2-ciclopenten-1-ona X X X X X
Guaiacol X X

4-vinil-guaiacol X X X X
Furfural X X X X
1-(1H-pirrol-2-il)-etanona X

5-metil-2-furanocarboxialdeido X X X
5-hidroximetil-2-furanocarboxialdeido X X
Acetato de 2-furanmetanoila X
1H-pirrol-2-carboxaldeido X
Metil-pirazina X

Quadro 37 - Compostos de identificagao provavel identificados, para os quais se
arbitraram somente valores das areas cromatograficas superiores a 2%

A determinagdo qualitativa dos compostos volateis empregou a

biblioteca NIST (NIST, 2002), os indices de retencao lineares apresentados na
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Tabela 29, a injecdo dos respectivos padrées cromatograficos mencionados no

Quadro 32 e a analise dos espectros de massas.

Tabela 29 - Comparativo dos indices de retencéo lineares (IRL) encontrados para
colunas de idéntica polaridade a coluna INNOWax, com os tempos de
retencao respectivos

Tempo de retencéo
Composto (min) Referéncia

2-metil-pentano 3,71 ndo confirmatério
Metanotiol 4,05 nao confirmatorio

Etanal 4,10 5

Propanal 4,72 1
2-metil-propanal 4,97 ndo confirmatério

Acetona 4,98 7

Acetato de metila 5,15 1

2-metil-furano 5,79 1

Butanal 5,87 5

Acetato de etila 6,12 5

Nonano ** 6,23 5

2-butanona 6,32 1
2,3-dihidro-4-metil-furano 6,43 nao confirmatdrio

2-metil-butanal 6,59 5

3-metil-butanal 6,70 5

Etanol ** 7,14 5

2,5-dimetil-furano ** 7,62 5
1-metil-piperidina 7,92 ndo confirmatdrio

2,3-butanodiona* 8,39 5

Decano 8,84 5
5-etil-2,2,3-trimetil-heptano 9,98 ndo confirmatorio
5-metil-octadecano 10,04 nao confirmatério
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina 10,14 nao confirmatério
Octano 10,36 nao confirmatério

3-hexanona ** 10,67 5
4-metil-decano 10,73 ndo confirmatorio

2,3-pentanodiona* 11,10 5

Dissulfeto de dimetila 11,50 1

Hexanal 11,90 5

2,4-dimetil-oxazol ** 12,37 8

2-metil-butenal ** 12,42 9

3-penten-2-ona 14,03 5

Etil-benzeno 14,08 1
2,4-dimetil-3-pentanona 14,46 ndo confirmatério
p-xileno 14,51 nao confirmatorio
2,3-dimetil-isoxazol 14,58 néo confirmatdrio

1-metil-1H-pirrol ** 15,08 5

4,5-dimetil-oxazol 15,41 5

Piridina* 17,00 5
2-metil-ciclopentanona 17,38 ndo confirmatorio

Trimetil-oxazol ** 17,52 5

Dodecano ** 17,78 5

Limoneno 17,63 1

Pirazina* 18,41 5

4-metil-piridina ** 18,48 5
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Tabela 29 - continuagao

Tempo de retencéo

Composto (min) Referéncia
3-hexen-2-ona 18,54 nao confirmatorio
1-etil-3-metil-benzeno 18,59 1
2-metoxi-metil-furano 19,48 ndo confirmatorio
2,6,10-trimetil-dodecano 19,88 ndo confirmatdrio
1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona 20,00 ndo confirmatério
Metil-pirazina 20,25 5
4-metil-tiazol* 20,89 5
3-hidroxi-2-butanona 20,93 5
3-metil-piridina ** 21,08 5
2,6,11-trimetil-dodecano 21,33 nao confirmatorio
1-hidroxi-2-propanona 21,43 5
2,5-dimetil-pirazina* 22,09 5
2,6-dimetil-pirazina* 22,27 5
Etil-pirazina 22,33 5
2,3-dimetil-pirazina* 22,74 5
2-ciclopentan-1-ona 23,00 ndo confirmatorio
2,4,6-trimetil-piridina 23,20 ndo confirmatorio
2-metil-2-ciclopenten-1-ona 23,25 5
4,5-dimetil-tiazol* 23,41 5
3-etil-piridina 23,52 5
2-etil-6-metil-pirazina 23,67 5
2-etil-5-metil-pirazina 23,81 5
Tetradecano ** 23,92 5
2,3,5-trimetil-pirazina* 24,13 5
2-etil-3-metil-pirazina* 24,16 5
2n-propil pirazina 24,45 ndo confirmatorio
3-metil-2-buten-1-ol 24,55 nao confirmatdrio
2,6-dietil-pirazina 24,77 5
2-furfuriltiol* 24,85 2
2,5-dimetil-3-etil-pirazina 25,02 5
Acido acético* 25,05 5
Metional* 25,36 1
2-metil-6-propil-pirazina 25,45 ndo confirmatério
1-(acetil-oxi)-2-propanona 25,51 ndo confirmatorio
Furfural* 25,54 1
2-etil-1-hexanol 25,87 5
2,3-dietil-5-metil-pirazina* 26,01 5
1-(furanil)-etanona 26,28 5
2-butil-furano 26,62 nao confirmatorio
Benzaldeido 26,66 5
Acetato de 2-furanometanoila 26,89 ndo confirmatorio
Linalol* 26,91 2
Acido propandico 26,97 1
2,3-butenodiol ** 27,50 3
5-metil-2-furanocarboxialdeido 27,56 5
Propanoato de 2-furanometanoila 27,87 ndo confirmatdrio
(1-metil-etenil)-pirazina 27,92 5
1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo 27,96 nao confirmatorio
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Tabela 29 - continuagao

Tempo de retencéo

Composto (min) Referéncia
1-(2-piridinil)-etanona 28,06 5
(2,2’-metileno-bis)-furano ** 28,13 5
1-etil-1H-pirrol-2-carboxialdeido 28,19 ndo confirmatorio
SH-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina 28,34 5
1-metil-1H-pirrol-2-carboxialdeido ** 28,41 5
Acetil-pirazina 28,46 5
1-(1-metil-1H-pirrol-2-il) etanona ** 28,48 5
Butirolactona 28,59 ndo confirmatorio
Isobenzofurano 28,76 ndo confirmatorio
4-metil-benzaldeido 28,82 ndo confirmatoério
2-furilmetanol 28,86 5
Acido isovalérico* 29,02 2
2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano 29,23 5
2-[(2-etil-hexil)-oxi]-etanol 29,55 ndo confirmatorio
4-(5-metil-2-furanil)-2-butanona 29,76 ndo confirmatorio
5-metil-2-furanmetanol 29,86 ndo confirmatorio
n-acetil-4H-piridina 29,96 ndo confirmatorio
3-metil-2(5H)-furanona 30,05 ndo confirmatério
3,4-dimetil-2,5-furanodiona 30,16 ndo confirmatorio
Acido 2-butendico 30,61 ndo confirmatorio
1-(3-tienil)-etanona 30,70 ndo confirmatdrio
1-(2-tienil)-etanona 30,80 ndo confirmatorio
Salicilato de metila ** 30,84 5
Acido 3-metil-2-butandico 30,92 ndo confirmatorio
1-(4-piridinil)-etanona 31,04 ndo confirmatdrio
Acido 4-metil-pentanéico 31,12 ndo confirmatorio
4-amino-3-metil-fenol 31,16 ndo confirmatorio
2-hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona 31,42 5
1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol 31,50 ndo confirmatorio
Guaiacol* 31,94 2
3-(2-furanil)-2-propenal 31,96 ndo confirmatorio
Alcool benzilico 32,18 3
2-hidroxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona 32,32 2
Alcool fenil-etenilico 32,60 5
2-fenil-2-butenal 32,95 ndo confirmatorio
2-tiofenometanol 33,01 ndo confirmatorio
Maltol 33,34 4
1-(1H-pirrol-2-il)-etanona ** 33,39 5
Eter difurfurilico ** 33,54 5
Fenol ** 33,78 5
2-furoil-hidrazida 33,99 ndo confirmatorio
Furaneol* 34,03 5
1H-pirrol-2-carboxaldeido 34,13 5
4-etil-guaiacol * 34,22 5
4-isopropil-2-ciclohexenona 34,37 ndo confirmatorio
2-pirrolidona 34,41 ndo confirmatorio
4-piridina-metanol 35,18 nao confirmatorio
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Tabela 29 - continuagao

Tempo de retencéo
Composto (min) Referéncia
Acido nonandico 35,64 5
2-(ciclohex-1-enil)-furano 35,70 ndo confirmatério
4-vinilguaiacol 36,17 5
m-tert-butil-fenol 37,25 ndo confirmatorio.
2,4-ditert-butil-fenol 37,28 5
Acido 4-oxo-pentanédico 37,61 ndo confirmatorio
Cis-isoeugenol* 37,83 5
2,3-diidro-benzofurano 38,31 ndo confirmatdrio
6-metil-3-piridinol 38,47 ndo confirmatorio
3-piridinol 38,62 nao confirmatdrio
Carvomentol 38,84 nao confirmatorio
4-met6xi-2-metil-1-(metiltio)-benzeno 38,93 ndo confirmatério
Acido benzdico ** 38,98 6
Indol ** 39,06 5
5-hidroximetil-diidrofuran-2-ona 39,43 ndo confirmatdrio
5-hidréximetil-2-furanocarboxialdeido* 39,53 5
1-butil-2-(8-metilnonil)-ftalato 39,99 nao confirmatdrio
Vanilina* ** 40,41 5
1-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-etanona 41,32 ndo confirmatdrio
Cafeina ** 42,00 ndo confirmatério

Fontes: 1OTT, FAY e CHAINTREAU (1997) com coluna DB-WAX, 2SCHENKER et al. (20002b) com
coluna SUPELCOWAX 10, 3NURGEL et al. (2002) com coluna DB-WAX, “AVSAR et al.
(2004) com coluna VA-WAX, *MOTTRAM (2004) com coluna DB-WAX, ®VERZERA et al.

(2004) com coluna Carbowax 20M, "ROUSSEF (2005) com coluna WAX, °BALTES e
BOCHMANN (1987) com coluna CW-20M e ®SHIRATSUCHI et al. (1993) com coluna DB-
WAX.

* Confirmados com padrao externo.

** Compostos néo detectados na olfatometria, conforme Quadro 39, item 4.11.

Complementarmente a identificacdo dos compostos pela biblioteca
NIST e a interpretacdo dos espectros de massas, na tentativa de confirmar os
compostos identificados, foram considerados os indices de retencdo lineares dos
compostos conforme a Tabela 29, obtidos com CV inferior a 2%, além da injegao de
padrées externos confirmatérios mencionados no Quadro 32. Conforme os critérios
de identificacdo estabelecidos no item 3.4.1, 66 compostos tiveram identificacdo
provavel, 94 compostos tiveram identificacdo positiva (70 compostos foram
identificados pela aplicagédo de IRL e 24 compostos pelo uso de padrdo externo),
totalizando 160 compostos. A aplicagao dos indices lineares de retencido constituiu-

se em ferramenta auxiliar importante na confirmacédo de identidade dos compostos,
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apresentando ainda consisténcia de resultados para os 24 compostos para os quais
se dispunha de padrao externo.

Ao comparar com o trabalho de SUPELCO (2001) também
empregando a técnica de SPME para café torrado e moido, verifica-se que o autor
identificou 57 componentes, dentre os quais 2-butanona, 3-metil-butanal, 2-etil-
hexanol, dissulfeto de dimetila, fenol, piridina, pirazina, 4-metil-tiazol, 2,5-dimetil-
pirazina, 2,6-dimetil-pirazina, 2,3-dimetil-pirazina e 2,3,5-trimetilpirazina, também
identificados neste trabalho (Tabela 29).

Embora citada por BLANK, SEN e GROSCH (1991) como composto
de impacto aromatico para café torrado, a 2-isobutil-3-metéxi-pirazina, composto
para o qual se dispunha inclusive de padrdo externo, nao foi detectada pelo método
de SPME em nenhuma das amostras avaliadas, provavelmente devido aos ions
marcadores utilizados. Através de contato com o fornecedor do conjunto GC-MS,
constatou-se que, recentemente, os ions marcadores anteriormente empregados
para a deteccdo da 2-isobutil-3-metdxi-pirazina estdo sendo atualizados. Apods
atualizacao desses ions, por hipétese, pode ser possivel a identificacdo adequada
desse componente em cafés soluveis, caso esteja presente.

Analises conduzidas empregando a coluna HP-5-MS (nao
mostradas) confirmaram os resultados obtidos na confirmac&o de compostos pelos
respectivos indices lineares de retencao, conferindo maior robustez aos indices
empregados na confirmagdo dos componentes, atendendo recomendagdo de
MAARSE et al. (1994), sem que no entanto houvessem confirmagdes adicionais
para outros compostos.

Dentro das condi¢des analiticas empregadas neste trabalho, dos 94
compostos com identificagcdo positiva, 24 nao foram percebidos nas analises
olfatométricas, indicando terem pouca relevancia sensorial, nas concentragdes
encontradas para as sete amostras de café soluvel.

Conforme a Tabela 29, varios alcanos, piridinas e outros grupos

funcionais formam esse grupo, destacando-se o composto vanilina.
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5.10 QUANTIFICAGAO DOS VOLATEIS SELECIONADOS

Como a técnica de estimativa da area cromatografica de compostos
por comparagado entre picos cromatograficos mais préximos ou com aplicagdo de
padrao externo ndo presente na amostra foi descartada pela constatagao de desvios
significativos na quantificagdo, um critério mais confiavel foi estabelecido para a
determinacdo quantitativa empregando padrbes externos, no caso de 25 padrdes
externos de grau cromatografico disponiveis para este trabalho. A aquisicao desses
25 compostos foi determinada por consulta prévia a literatura sobre compostos de
impacto aromatico relevantes ao aroma de café (Quadros 17, 18 e 19, do Anexo 3).
Desses, foi possivel a quantificacdo de 24 compostos volateis selecionados
empregando a resposta do detector de massas em unidades de area cromatografica,
que foi traduzida para uma concentragdo expressa em mg/kg, através da
comparacgao direta com as areas obtidas por injecées de quantidades conhecidas de
cada um dos padrées cromatograficos disponiveis. Essa quantificagdo ¢é
representada nas Tabelas 30 e 31, respectivamente, para a andlise do p6 e da
bebida, esta ultima como uma tentativa de determinar a percepg¢ao sensorial mais
proxima ao momento do consumo. Destacam-se nessas Tabelas 30 e 31,
respectivamente, os componentes quantificados em concentragdes superiores a 100
mg/kg e a 5 mg/kg, demonstrando a perda significativa de volateis na fase de

preparo da bebida para consumo.

Tabela 30 - Concentragbes dos compostos volateis com identificagdo positiva
presentes nos cafés soluveis analisados pela técnica de HS-SPME —
determinacdo no po6 (em mg/kg)

Composto Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4 | Amostra 5 | Amostra 6 | Amostra 7
2,3-butanodiona 9,6 10,0 8,5 8,8 10,3 12,7 19,6
2,3-pentanodiona 20,0 22,7 15,2 15,7 20,4 30,1 37,3
Piridina 16,3 19,3 14,3 15,7 22,2 30,8 46,9
Pirazina 21 2,2 1,9 2,0 3,4 5,6 6,6
4-metil-tiazol 5,0 5,4 4,2 4.2 5,2 6,2 7,3
2,5-dimetil-pirazina 22,8 24,5 18,8 21,3 25,2 33,2 36,8
2,6-dimetil-pirazina 63,9 73,4 50,4 52,2 70,5 79,0 126,1*
2,3-dimetil-pirazina 5,9 6,5 4.9 5,3 7,4 8,5 11,6
4,5-dimetil-tiazol 1,8 2,1 1,7 1,7 2,2 2,5 3,2
2,3,5-trimetil-pirazina 15,6 17,9 13,5 12,6 19,2 27,9 38,5
2-etil-3-metil-pirazina 22,5 27,9 16,9 18,0 19,3 32,3 41,2
2-furfuriltiol 4,5 5,0 3,2 3,3 7,8 20,3 29,9
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Tabela 30 - continuagao

Com posto Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4 | Amostra 5 | Amostra 6 | Amostra 7
Acido acético 332,3* 363,9* 287,5* 442,3* 418,9* 371,2¢ 431,3*
Metional 3,2 3,7 27 2,8 3,7 7,3 12,1
Furfural 93,6 103,6* 75,5 85,3 70,3 437,9* 290,3*
2,3-dietil-5-metil-pirazina 5,3 6,2 4.4 4.2 6,4 8,0 10,6
Linalol 6,2 71 53 53 7,1 8,4 11,0
Acido isovalérico 21,6 25,6 21,4 23,4 28,4 35,7 52,3
Guaiacol 21,6 29,8 19,3 22,2 31,8 41,3 65,7
Furaneol 33,9 41,4 29,3 26,7 41,1 43,3 71,4
4-etil-guaiacol 8,9 10,4 6,1 6,0 26,8 11,2 15,5
Cis-isoeugenol 3,1 3,8 2,9 3,3 4.7 8,4 16,1
Hidréxi-metil-furfural 40,6 14,6 14,4 123,0* 64,8 101,8* 183,0*
Vanilina 0,2 0,2 0,1 0,2 0,6 0,9 2,1

* Compostos encontrados em concentragdes superiores a 100 mg/kg

Tabela 31 - Concentracdes dos compostos volateis com identificacdo positiva
presentes nos cafés soluveis analisados pela técnica de HS-SPME

(bebida) — determinagao na bebida (em pg/kg)

Composto Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Amostra4 | Amostrab | Amostra® | Amostra 7
2,3-butanodiona 37,6 38,6 32,2 170,8 772,7 528,1 931,4
2,3-pentanodiona 74,8 87,5 47,3 187,5 584,8 1112,6 1395,3
Piridina 88,1 108,1 80,8 164,2 539,5 1009,0 1112,7
Pirazina 148,8 149,3 147,8 232,3 204,5 290,2 318,9
4-metil-tiazol 17,1 22,5 16,2 153,2 230,4 253,2 421,5
2,5-dimetil-pirazina 93,9 92,4 68,5 61,9 317,8 823,3 1081,2
2,6-dimetil-pirazina 226,5 275,2 180,3 2036,9 1298,7 29911 2073,8
2,3-dimetil-pirazina 23,3 19,2 15,6 262,7 220,9 257,6 176,5
4,5-dimetil-tiazol 12,0 9,6 9,3 31,3 27,0 43,1 32,2
2,3,5-trimetil-pirazina 64,1 70,9 54,5 307,3 319,7 915,6 616,7
2-etil-3-metil-pirazina 82,2 95,1 68,2 738,5 358,5 1217,5 642,9
2-furfuriltiol 12,4 12,7 11,1 68,0 105,9 1341 188,4
Acido acético 1184,8 1545,2 1058,4 467 1 430,5 71,9 699,9
Metional 10,3 11,8 8,8 40,1 22,9 50,4 144,3
Furfural 349,4 421,8 307,8| 237154 3706,7 | 40813,1* | 21906,1*
2,3-dietil-5-metil-pirazina 13,4 24,0 13,2 184,7 498,3 7944 1195,0
Linalol 38,4 34,3 33,8 31,6 73,0 220,4 337,9
Acido isovalérico 110,0 128,7 106,3 182,8 148,0 74,7 216,6
Guaiacol 79,1 114,8 71,7 185,2 804,0 1541,6 1381,7
Furaneol 573,6 618,0 556,4 495,3 489,8 482,8 518,0
4-etil-guaiacol 36,0 42,3 20,6 | 52154* 2410,9 1363,8 1596,3
Cis-isoeugenol 10,4 14,8 8,7 245,6 213,2 156,8 246,3
Hidréxi-metil-furfural 469,4 168,4 600,5 903,6 412,1 347,2 498,5
Vanilina 20,6 20,6 20,4 20,9 48,9 48,2 61,5

* Compostos encontrados em concentragdes superiores a 5 mg/kg
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Percebe-se, em todos os casos que, na bebida, as concentragdes se
apresentam em geral mais baixas que no po, fato que pode ser atribuido ao
desprendimento natural dos componentes volateis da solugdo no momento do
preparo da bebida pela adi¢do de agua quente, o que representaria essa perda.

Na comparagdao com a Tabela 4, observa-se concordancia entre os
componentes metanotiol, etanal e propanal, que, neste trabalho, tiveram
identificacdo provavel. Somente a 2,3-butanodiona, com identificacdo positiva,
apresentou concentragcao ao redor de cinqliienta vezes maior que aquela da literatura
(CLARKE e MACRAE, 1985a).

O Quadro 38 apresenta um cotejamento entre as concentragdes
encontradas para os compostos com identificacdo positiva e aquelas disponiveis na
literatura consultada para café. Tanto quanto se saiba, ndo ha material disponivel

especificamente para cafés soluveis.

COMPOSTO Concentragao Concentragdes encontradas FONTES
encontrada neste na literatura (mg/kg)
trabalho (mg/kg)
2,3-butanodiona 8,5a19,6 50 — robusta Indonésia GROSCH, 1996
50 —torrado Colémbia GROSCH et al., 1996
58,7 - arabica Quénia
1,78 - torrado Coldmbia HO et al., 1994
2,3-pentanodiona 15,2a37,3 40 — arabica 50 — robusta GROSCH et al., 1996
Piridina 14,3 a 46,9 49 — torrado STOFBERG e
STOFFELSMA, 1981
Pirazina 1,9a6,6 2,82 - torrado e moido HO et al., 1994
4-metil-tiazol 42a73 0,5a 1 — arabica TRESSL, 1989
0,8 a 1,5 — robusta
2,5-dimetil-pirazina 18,82 36,8 25 a35 —torrado SILWAR et al., 1987
17 — torrado STOFBERG e
STOFFELSMA, 1981
2,6-dimetil-pirazina 50,4 a 126,1 30 a 35 — torrado SILWAR et al., 1987
19 — torrado STOFBERG ¢
STOFFELSMA, 1981
2,3-dimetil-pirazina 49all,6 2,48 — torrado HO et al., 1994
5,3 — torrado SILWAR et al., 1987
4,5-dimetil-tiazol 1,7a3,2 Nd. —
2,3,5-trimetil-pirazina 12,6 a 38,5 5,0 - torrado HASHIM e CHAVERON,
1996
2-etil-3-metil- 169a41,2 1,14 — torrado e moido HO et al., 1994
pirazina
2-furfuriltiol 3,2a299 1,1 —arabica 1,7 —robusta | SEMMELROCH et al., 1995
Acido acético 287,5a442,3 Tragos — arabica verde VAN DER STEGEN e VAN
DUIIN, 1988

soluvel em pd, comparadas com a literatura

Quadro 38 - Faixa de concentra¢des encontradas para as amostras 1 a 7 de café
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COMPOSTO Concentracao encontrada | Concentragdes encontradas FONTES
neste trabalho (mg/kg) na literatura (mg/kg)
Metional 2,7a12,1 0,24 — ardbica Colombia SEMMELROCH et al., 1995
0,095 — robusta Indonésia
0,213 - torrado CZERNY ¢ GROSCH, 2000
Furfural 70,3 a437,9 22,5 —torrado HO et al., 1994
2,3-dietil-5-metil- 42a10,6 0,061 a 0,095 — arabica torrado GROSCH, 1998
pirazina 0,31 — robusta torrado
Linalol 5,3al1l,0 0,73 — torrado Colombia HO et al., 1994
0,0175 — verde HOLSCHER e STEINHART,
1995
Acido isovalérico 21,4a523 13 —verde e 21 —torrado WOHRMANN, HOJABR-
16 a 41 — arabica torrado KALALI e MAIER, 1997
SCHRODER et al., 1997
Guaiacol 19,3 a 65,7 4,2 —arabica 28,2 — robusta SEMMELROCH et al., 1995
4,04 - torrado CZERNY e GROSCH, 2000
Furaneol 26,7a71,4 109 — arabica SEMMELROCH et al., 1995
57 — robusta
4-etil-guaiacol 6,0 a 26,8 21 — arabica verde CZERNY e GROSCH, 2000
4,06 — arabica torrado
Cis-isoeugenol 2,.9a16,1 0,12 — Col6mbia torrado HO et al., 1994
Hidréxi-metil-furfural 14,4 a 183,0 Nd. —
Vanilina 0,1a2,1 4,8 — arabica Colombia SEMMELROCH et al., 1995
16,1 — robusta Indonésia

Nd. Néo disponivel
Quadro 38 - continuagéo

Embora coincidentes em alguns casos com cafés verdes e torrados,
os compostos encontrados para os cafés soluveis ndo podem ter suas faixas de
concentragbes comparadas de maneira objetiva com as referéncias encontradas e
mencionadas no Quadro 38. Em geral, todos os componentes quantificados estao
presentes também em cafés verdes e torrados. Destaca-se o 4,5-dimetil-tiazol,
identificado com a técnica empregada e desconhecido no ambito da literatura

consultada.

5.11 COMPOSTOS IDENTIFICADOS - OLFATOMETRIA

Nas analises de olfatometria, acima dos 38 minutos da separacéo na
coluna cromatografica, e consequentemente de percepgdo no olfatometro,
encontrou-se uma regiao bastante rica em compostos, havendo percepc¢ao de forma
generalizada de aromas intensos descritos como de banana, caramelo, parafina e

tempero, supostamente sobreposicdo ou degradagcdo de compostos, sem que, no
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entanto, fosse possivel descricdo sensorial objetiva dos mesmos. Tais resultados,
que, conforme a Tabela 29 representam 13 compostos com identificagao provavel e
tempos de retengcdo acima dos 38 minutos nas condigdes cromatograficas
estabelecidas, foram desconsiderados nas analises olfatométricas.

A técnica do Perfil Livre permite que cada julgador empregue seus
proprios descritores sensoriais com liberdade, desde que ao mesmo estimulo
prevaleca a descricdo estabelecida. Um total de 150 descritores distintos foi
empregado pelo grupo de julgadores para descrever as sete amostras de cafés
soluveis deste trabalho, reduzido numa primeira aproximagao aquela descrita na
Tabela 32.

Tabela 32 - Numero total de descritores sensoriais empregados por julgador e para
o consenso entre todos os descritores empregados.

AMOSTRA | Provador Provador Provador Provador Provador Consenso dos
A B C D E provadores
1 20 20 12 20 12 55
2 16 18 17 23 17 62
3 11 16 17 16 21 54
4 12 23 16 35 17 72
5 22 27 12 23 25 74
6 20 24 18 28 28 88
7 20 27 25 35 23 87

A Tabela 33 apresenta o total de componentes aromaticos

percebidos pelos julgadores em cada amostra, durante os testes olfatométricos.

Tabela 33 - Numero de componentes volateis detectados pelos julgadores

AMOSTRA Julgador A Julgador B Julgador C Julgador D Julgador E
1 27 24 20 43 37
2 25 22 19 50 32
3 23 25 14 31 29
4 20 37 18 52 33
5 30 33 18 31 43
6 31 30 20 35 46
7 24 33 23 55 39

Foram detectados, pelos julgadores, 132 compostos com impacto

aromatico, dos quais 44 tiveram identificagcdo genérica. A combinagdo das
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informacdes analiticas provindas da cromatografia com os resultados da

olfatometria, esta ilustrada na Figura 24.
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Figura 24 - Exemplo tipico da combinac&o das técnicas de GC-MS com GC/O,
através da comparagao entre o cromatograma (parte superior) € o
osmegrama (parte inferior) obtidos (Amostra 1 — Julgador D)

Do total de 88 compostos volateis de odor relevante nas amostras
analisadas, cuja distribuicdo vem apresentada no Quadro 39, 19 foram
analiticamente considerados como de identificagdo provavel e os restantes 69
tiveram identificacdo positiva (47 compostos foram identificados pela aplicacdo de
IRL e 22 compostos pelo uso de padrdo externo). Desses, em geral, houve
concordancia na comparagdo entre os descritores sensoriais empregados neste

trabalho e aqueles apresentados no Quadro 18 do Anexo 3.
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Amostras
COMPONENTE Descritores 1 3|4|5|6]|7
Metanotiol ** putrido, repolho X X[ X|X|X
Etanal desagradavel, peixe X X[ X|IX[IX|Xx
Propanal borracha queimada X
Acetona remédio X | X
Acetato de metila queimado, floral X | X
2-metil-furano desagradavel, cloro X
Butanal desagradavel X
Acetato de etila fruta X
2-butanona alcool, azedo, remédio X X | X
2,3-diidro-4-metil-furano ** borracha queimada X|X|X
2-metil-butanal desagradavel X
3-metil-butanal frutal, doce, banana X X | X
1-metil-piperidina ** améndoas X
2,3-butanodiona * baunilha, azedo, batata doce, polvilho, caramelo| X X | X|X|X|X
Decano desagradavel X
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina ** feijdo cozido, caldo de carne, bouillon X X
2,3-pentanodiona * avela, polvilho, doce, améndoas, baunilha X X | X | X|X|X
Dissulfeto de dimetila desagradavel X X
Hexanal floral, mato, perfume, folhas verdes X|X|X|X
3-penten-2-ona canfora, ervas, folhas verdes, queimado, brocolis] X X | XX
Etil-benzeno latex, borracha, remédio X
2,4-dimetil-3-pentanona ** frutal X
2,3-dimetil-isoxazol ** plastico queimado X | X
4,5-dimetil-oxazol terra X
Piridina * ervilha seca, doce, queimado X X[ X|X[|X|X
Limoneno canfora X
Pirazina * solvente, borracha, aveia, terra molhada, éter, | X X | X|X|X|X
mofo
3-hexen-2-ona ** floral X
1-etil-3-metil-benzeno café torrado X
2-metoxi-metil-furano ** frutal, solvente, éter, folhas verdes, terra X|IX|IX|IX
1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona ** Batata X | X
Metil-pirazina terra, café torrado, amendoim, cogumelo, mofo,| X X | X
mato
4-metil-tiazol * queimado, folha, acetona, mofo, solvente, X[ X|X|X|X
amendoim, carne cozida
3-hidroxi-2-butanona frutal, doce X
2,6,11-trimetil-dodecano ** solvente X
1-hidréxi-2-propanona cogumelo,mamao, citrico, defumado X X | X
2,5-dimetil-pirazina * aveld, milho, café torrado, améndoas, pipoca, | X X | X|X|X|X
salgadinho de milho, doce, frutal, citrico, bolor,
mofo
2,6-dimetil-pirazina * cozido, aveld, pipoca, salgadinho de milho, | X X |X|X X
doce, alcoolico, batata, éter, terra
Etil-pirazina defumado, mofo, cogumelo, cebola, doce, frutal, X
maracuja
2,3-dimetil-pirazina * pipoca, salgadinho de milho, mofo, alcool, X X|X|X X
mamao, nozes, frutal, borracha
2-metil-2-ciclopenten-1-ona doce, defumado X
4,5-dimetil-tiazol * pipoca, salgadinho de milho, borracha, X|IX|X|X
caramelo, pléstico
3-etil-piridina pipoca, ervilha, borracha X X
2-etil-6-metil-pirazina pipoca, salgadinho de milho, defumado, café | X X | X|X|X|X
torrado, carne cozida, aveld
Amostras

Quadro 39 - Componentes com identificagao provavel e positiva, com os respectivos
descritores sensoriais empregados para as sete amostras analisadas
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COMPONENTE Descritores 112134 |5]|6]7
2-etil-5-metil-pirazina doce, améndoas, salgadinho de milho, pipoca, | X | X | X | X | X | X | X
avela
2,3,5-trimetil-pirazina * batata, feijdo, pipoca X X | X
2-etil-3-metil-pirazina * salgadinho de milho, doce, alcool, maracuja, X X | X
maméo, vinagre
2n-propil-pirazina ** mamao, folhas verdes, acetona, mato, grama X|IX|IX|IX
3-metil-2-buten-1-o0l ** pipoca, terra, doce, folhas verdes, carne assada | X | X
2,6-dietil-pirazina alcool, alho, borracha, cola, doce, pipoca X X | XIX|X
2-furfuriltiol * alcool, solvente, cola, vinagre, doce X[ XX XIX|XIX
2,5-dimetil-3-etil-pirazina * pipoca, amendoim, café torrado, aveld,doce, | X | X | X | X [ X | X | X
folhas verdes, baunilha
Acido acético * vinagre, silicone, azedo X|X|X[|X|X|X]|X
Metional * batata, batata cozida X[ XIX[IXIXIXI|X
Furfural * mato X|X|X|X|X|X|X
2-etil-1-hexanol bolor, mofo X
2,3-dietil-5-metil-pirazina * batata, batata cozida, batata frita, mofo XX X|X|IXIXI|X
1-(furanil)-etanona cebola frita, pipoca X
Benzaldeido borracha, cebola, maracujé, flor X | X
Acetato de 2-furanometanoila ** jasmim X
Linalol * imaracuja, folhas verdes, grama, mato, figoverdel X | X | X | X | X | X | X
Acido propandico café verde, grama X | X
5-metil-2-furanocarboxialdeido queimado, defumado, cozido XX | X|X|X|X|X
Propanoato de 2-furanometanoila ** frutal, mato X
(1-metil-etenil)-pirazina avela X X
1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo salgadinho de milho, defumado X
sksk
1-(2-piridinil)-etanona tempero X[ XIX|IX|IX|X|X
SH-5-metil-6,7- pipoca, salgadinho de milho, queimado X|X|X|X
diidrociclopentapirazina
Acetil-pirazina salgadinho de milho X
Butirolactona ** salgadinho de milho, defumado X X
2-furilmetanol aveld, améndoas X
Acido isovalérico * farelo de milho XIXIXIXIXIXI|X
2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano defumado X
3,4-dimetil-2,5-furanodiona ** polvilho azedo, vinhoto, queijo parmesao, X
defumado
2-hidréxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona enjoativo, deteriorado X X
1-(2-furanil-metil)- 1 H-pirrol ** fumaga X | X
Guaiacol * salgadinho de milho, defumado, medicinal, X | X[ X[ X|XIXI|IX
canfora, tempero apimentado
Alcool benzilico banana, doce X
2-hidréxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona fumaga, defumado, enjoativo, tempero X[ XXX
Alcool fenil-etenilico salgadinho de milho, defumado, pipoca X X | X
Maltol baunilha X
Furaneol* alcool, doce, caramelo, panetone X X[ XX XXX
4-etil-guaiacol * defumado, salgadinho de milho, queijo, fumaga,| X | X | X | X [ X | X | X
tempero apimentado
2-pirrolidona ** caramelo, fruta X
Acido nonandico salgadinho de milho, pimenta, fumaga X | X|X X
4-vinil-guaiacol defumado, fumaga, queimado, cravo X[ X[ XIX|XI|X
2,4-ditert-butil-fenol alcool X
Cis-isoeugenol * fumaga, salgadinho de milho XXX | X|[X]|X[X
Total de compostos por amostra—> | 45|36 |36 |44 |47 |54 | 54

** Compostos com identificagéo provavel. (Referéncia coluna INNOWax 60m, vazéao 1,3 ml/min).
Fontes: BLANK, SEN e GROSCH (1991), BUCKING (1999), SCHENKER et al. (2002a), AKYIAMA
(2003), ACREE e ARN (2004), BUFFO e CARDELLI-FREIRE (2004) e MOTTRAM (2004).

Quadro 39 - continuagao
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Consolidando todos os julgadores, foram percebidos de 36 a 54
compostos com impacto aromatico, respectivamente para a amostra 2 e amostras 6
e 7, totalizando 88 compostos diferentes para todas as amostras analisadas, dos
quais, analiticamente, 69 tiveram identificagcao positiva.

O consenso para os termos utilizados na descricao sensorial entre
os julgadores para todas as sete amostras resultou em 71 descritores, n&o
apresentados.

Apds discussdo com os julgadores sobre as similaridades
existentes, chegou-se ao Quadro 40, que apresenta os descritores empregados na
resposta sensorial de cada composto para cada uma das amostras de café soluvel,
agrupados em doze classes, intituladas de grupos olfatométricos.

Esses doze grupos foram sugeridos através do cotejamento com
referéncias encontradas na literatura consultada, que totaliza até 20 classes (Quadro
15) das quais 5 coincidiram com grupos aqui sugeridos, e, ainda, na experiéncia
profissional com café soluvel.

Os grupos olfatométricos sugeridos abrangem diversos grupos
funcionais, ja que, subjetivamente, o critério adotado foi o da semelhanca da
resposta sensorial. Ainda, uma indicagdo da qualidade para a bebida (positiva ou
negativa) foi adicionada, conforme apontada pela experiéncia em café.

Importante observar que as quatro dimensdes da qualidade do café

(Quadro 41) devem ser consideradas e observadas.

Grupo Qualidade Descritores Componentes NuUmero de
olfatométrico para a sensoriais utilizados componentes
bebida
| Doce, Positiva Caramelo, doce, 2,3-butanodiona, 2,3-pentanodiona, 3- 10
caramelo baunilha, bolacha, hidréxi-2-butanona, 2-furfuriltiol, 3-
mel, agradavel, metil-2-buten-1-ol, 2,5-dimetil-3-etil-
manteiga, pirazina, alcool benzilico, maltol,
amanteigado furaneol, 2-pirrolidona
1] Floral Positiva Floral, jasmim Acetato de metila, 3-hexen-2-ona, 4
benzaldeido, acetato de 2-
furanometanoila
1 Frutal Positiva Frutal, frutas Acetato de etila, 3-metil-butanal, 2,4- 10
cristalizadas, dimetil-3-pentanona, limoneno, 1-
mamao, maracuja, hidréxi-2-propanona, 2,5-dimetil-
banana, carogo de pirazina, etil-pirazina, 2,3-dimetil-
péssego, péssego em pirazina, 2-etil-3-metil-pirazina,
calda, péssego, casca propanoato de 2-furanometanoila
de figo verde, figo,
citrico
v Nozes Positiva Ameéndoas, avela, 1-metil-piperidina, 2,5-dimetil-pirazina, 6
nozes, castanha 2,3-dimetil-pirazina, 2,5-dimetil-3-etil-
pirazina, SH-5-metil-6,7-
diidrociclopentapirazina, butirolactona

Quadro 40 - Grupos olfatométricos propostos
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Grupo Qualidade Descritores Componentes Namero de
olfatométrico paraa sensoriais utilizados componentes
bebida
\Y Queimado, Positiva Assado, carne Propanal, 2,3-diidro-4-metil-furano, 31
torrado, cereal assada, amendoim etil-benzeno, 2,3-dimetil-isoxazol,
cru e torrado, piridina, 1-etil-3-metil-benzeno, metil-
borracha, borracha pirazina, 4-metil-tiazol, 2,5-dimetil-
queimada, pipoca pirazina, 2,6-dimetil-pirazina, 2,3-
queimada, farelo de dimetil-pirazina, 4,5-dimetil-tiazol, 3-
milho, salgadinho de | etil-piridina, 2-etil-6-metil-pirazina, 2-
milho, milho, milho etil-5-metil-pirazina, 2-etil-3-metil-
cozido, milho pirazina, 2,6-dietil-pirazina, 2-
queimado, pao furfuriltiol, 2,5-dimetil-3-etil-pirazina,
amanhecido, pipoca, 1-(furanil)-etanona, benzaldeido, 5-
madeira queimada, metil-2-furanocarboxialdeido, 1-(2-
café torrado, café piridinil)-etanona, acetil-pirazina, 2-
torrado e moido, furilmetanol, 3,4-dimetil-2,5-
torrado, queimado, furanodiona, guaiacol, alcool fenil-
oleo de soja, etenilico, 4-etil-guaiacol, acido
torresmo, sebo, nonandico, 4-vinil-guaiacol
batata frita, tomate
desidratado
Vi Defumado, Negativa Bacon, defumado, 1-hidroxi-2-propanona, 2-metil-2- 14
fenolico fenolico, fumaga, ciclopenten-1-ona, 2-etil-6-metil-
fumo, madeira pirazina, (1-metil-etenil)-pirazina, 2-
furilmetanol, 2-hidroxi-3-metil-2-
ciclopenten-1-ona, 2-hidroxi-3-etil-2-
ciclopenten-1-ona, 1-(2-furanil-metil)-
1H-pirrol, guaiacol, alcool fenil-
etenilico, 4-etil-guaiacol, acido
nonandico, 4-vinil-guaiacol, cis-
isoeugenol
VIl | Fermentado, Negativa Leite azedo, 2-butanona, acido isovalérico, 2-(2- 3
azedo fermentado, vinhoto, furanil-metil)-5-metil-furano
azedo, polvilho,
polvilho azedo,
queijo, queijo
parmesao, suor,
animal, jaula, pelo
molhado
VIl | Mofado, terra Negativa Bolor, embolorado, 4,5-dimetil-oxazol, pirazina, metil- 10
mofado, enjoativo, pirazina, 4-metil-tiazol, 2,5-dimetil-
juta, sacaria de café, pirazina, etil-pirazina, 2,3-dimetil-
esteira de praia, café pirazina, 2,6-dietil-pirazina, 2-etil-1-
verde, palha, hexanol, 2-hidréxi-3-etil-2-ciclopenten-
cogumelo, madeira 1-ona
molhada, poeira,
terra
IX | Pungente, Negativa Acre, pungente, Metanotiol, etanal, butanal, 2-metil- 6
putrido apodrecido, peixe, butanal, decano, dissulfeto de dimetila
desagradavel,
deteriorado, feijdo
estragado
X Quimico, Negativa Canfora, vinagre, Acetona, 2-metil-furano, 2-butanona, 14
etérico, cola, cloro, plastico | pirazina, 2-metoxi-metil-furano, 2,6,11-
solvente aquecido, perfume, trimetil-dodecano, 2,6-dimetil-pirazina,

menta, éter, cloro

solvente, acetona,

alcool, medicinal,
remédio, dgua

sanitaria, medicinal

2-etil-5-metil-pirazina, 2-etil-3-metil-
pirazina, 2-furfuriltiol, 3-metil-2-buten-
1-ol, acido acético, guaiacol, 2,4-tert-
butil-fenol

Quadro 40 - continuagéo




149

Grupo Qualidade Descritores Componentes Namero de
olfatométrico paraa sensoriais utilizados componentes
bebida
Xl Tempero, Negativa Alho, cebola, cebola 1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina, 1-(2- 8
cozido, refogada, caldo de metil-1-propenil)-pirrolidona, 4-metil-
sulfuroso carne, carne cozida, tiazol, 2,6-dimetil-pirazina, 2,3,5-
cozido, batata, trimetil-pirazina, metional, 2,3-dietil-5-
batata cozida, batata | metil-pirazina, 1,5-dimetil-1H-pirrol-2-
doce, brocolis, carbonitrilo
repolho, peixe, peixe
salgado,
condimento,
pimenta
XIl | Vegetal, Negativa folhas, mato, grama, Hexanal, 3-penten-2-ona, 2-metoxi- 9
herbaceo capim, ervas, cha metil-furano, 2n-propil-pirazina, 2,6-
dietil-pirazina, 2,5-dimetil-3-etil-
pirazina, furfural, linalol, acido
propandico

Quadro 40 - continuagéo

Comparando os grupos olfatométricos propostos com os diversos
espacgos sensoriais consultados, que utilizam entre 8 e 17 descritores ou classes,
conforme apresentado no Quadro 14, a concordancia variou entre 22% e 62%.
Especificamente para café, no mesmo Quadro 14, a concordancia € aumentada,
ficando entre 50% e 66%, respectivamente para café verde e café soluvel.

Baseado nas respostas sensoriais, 0 grupo mais similar ao café
torrado foi o V (Queimado, torrado, cereal) e, particularmente, os compostos 1-etil-3-
metil-benzeno, metil-pirazina (SEMMELROCH e GROSCH, 1996; SCHENKER et al.,
2002a; ACREE e ARN, 2004) e 2,5-dimetil-3-etil-pirazina. Ainda, o grupo com
caracteristica mais desagradavel foi o IX (Pungente, putrido), destacando-se
metanotiol (BUCKING, 1999; MOREIRA, TRUGO e DE MARIA, 2000; ACREE e
ARN, 2004) e etanal (BUCKING, 1999; HAESSELBARTH e ULLRICH, 2002;
MOTTRAM, 2004).

Por hipotese, cafés soluveis que contenham maiores teores de
componentes pertencentes aos grupos olfatométricos indicados como desejaveis ou
positivos para a bebida (I — Doce e caramelo, Il - Floral, Ill - Frutal, IV - Nozes, V —
Queimado, torrado e cereal) e menores teores de componentes dos grupos
olfatométricos indicados como negativos ou prejudiciais a bebida (VI — Defumado e
fendlico, VII — Fermentado e azedo, VIIl — Mofado e terra, IX — Pungente e putrido, X
— Quimico, etérico e solvente, XI — Tempero, cozido e sulfuroso, Xll — Vegetal e

herbaceo) apresentariam qualidade superior.
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O Quadro 41 do Anexo 6, apresenta, para cada amostra de café
soluvel testada, a distribuicdo de componentes identificados olfatometricante dentro
dos diversos grupos. Uma analise inicial, parece indicar que, para os as amostras
classificadas como de melhor qualidade, existe maior presenca de compostos dos
grupos Il - Frutal — caracteristica positiva, mas também dos grupos VI - Defumado e
fendlico e X — Quimico, etérico e solvente.

Considerando que, o processamento para obtencédo do café soluvel
promove drasticas transformagdes fisico-quimicas na matriz natural do gréo verde e
que durante esse processo, formam-se inumeros compostos volateis que
contribuirdo na tipificagcdo da bebida café, pode-se supor que € o somatério de
diferentes atributos especificos de determinados compostos volateis, que compdem
o aroma tipico do café. Conforme BUFFO e CARDELLI-FREIRE (2004) e MONROY
(2005), furanos, pirréis, pirazinas, piridinas e fendis, entre outros, sdo grupos
relevantes para a composi¢cao do aroma do café verde e torrado, que, ao serem
avaliados separadamente, nem sempre corresponderdo ao aroma agradavel
observado no produto.

Pelo menos quatro fatores parecem influenciar a percepcéo final do

aroma, conforme o Quadro 42.

Dimensao Descritivo
1 a presenga do componente no produto;
2 a concentragdo com que cada componente estd presente;
3 o efeito da resposta sensorial para cada componente, variavel em fungdo da propria
concentracao;
4 a interacdo dos varios componentes na constitui¢do do “bouquet” do café.

Quadro 42 - Dimensdes da qualidade do aroma em cafés soluveis

Destaque-se que essas dimensdes da qualidade acima descritas
devem ser consideradas e observadas conjuntamente. Como uma orquestra ao
executar uma sinfonia, a percepcédo dos aromas depende de inumeros fatores, como
as diferentes espécies quimicas presentes e a concentragcdo em que tais
componentes se apresentam em cada caso (equivalente a disposigao qualitativa e
quantitativa dos instrumentos na orquestra), o efeito da concentragdo de cada

componente na resposta sensorial (a partitura especifica para cada grupo de
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instrumentos) e a interagdo entre os componentes e seu efeito na percepgao
sensorial (a execugdo de cada grupo de instrumentos conforme guiada pelo
maestro).

O Quadro 43 apresenta algumas das similaridades na composi¢cao
dos compostos de alto impacto aromatico, observadas para as amostras de café
soluvel. Com excecao da amostra 2, todas as amostras apresentaram compostos
exclusivamente detectados sensorialmente, os quais podem constituir fonte

importante para identificacdo das mesmas.

Amostra COMPONENTE

onde foi

detectado

1,2,3,4,5,6,7 2,3-butanodiona  2,3-pentanodiona  piridina pirazina 4-metil-tiazol

2,5-dimetil-pirazina  2,6-dimetil-pirazina  2,3-dimetil-pirazina
2-etil-6-metil-pirazina  2-etil-5-metil-pirazina  2,3,5-trimetil-pirazina
2-furfuriltiol ~ 2,5-dimetil-3-etil-pirazina ~ Acido acético Metional
2,3-dietil-pirazina  Linalol  5-metil-2-furanocarboxialdeido
1-(2-piridinil)-etanona  Acido isovalérico ~Guaiacol
Furaneol  4-etil-guaiacol  cis-isoeugenol

1 I-metil-piperidina  Metional  2-etil-1-hexanol
3,4-dimetil-2,5-furanodiona  Alcool benzilico Maltol

2-pirrolidona  2,4-ditert-butil-fenol

Acetato de etila  1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo

Butanal Decano 4,5-dimetil-oxazol 3-hexen-2-ona

AN |Ww|o

Propanal  2-metil-furano  2-metil-butanal  2,4-dimetil-3-pentanona
Limoneno Furfural Acetato de 2-furanometanoila

7 2,6,11-trimetil-dodecano  2-metil-2-ciclopenten-1-ona
I-(furanil)-etanona  Propanoato de 2-furanometanoila  Acetil-pirazina
2-furilmetanol  2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano

6,7 Acetona  2,3-dimetil-isoxazol  1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona
Etil-pirazina  1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol
1,2 Etil-benzeno  3-metil-2-buten-1-ol
4,5,6,7 4,5-dimetil-tiazol  2-metoxi-metil-furano  2n-propil-pirazina
4,6,7 3-metil-butanal  1-hidréxi-2-propanona
5,6,7 Pirazina  2-furfuriltiol

Quadro 43 - Similaridades de composi¢ao dos compostos de alto impacto
aromatico, observadas para as amostras de café soluvel

Abordando, inicialmente, a composicdo da matéria-prima utilizada, e
tratando das amostras experimentais, percebe-se que a amostra 1, produzida a
partir de café arabica, apresentou os componentes 1-metil-piperidina, metional, 2-
etil-1-hexanol, 3,4-dimetil-2,5-furanodiona, alcool benzilico e maltol. Ainda, nessa
mesma amostra € na amostra 2, ambas produzidas a partir de café arabica,

encontraram-se etil-benzeno e 3-metil-2-buten-1-ol. Ja a amostra 3, produzida a
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partir de café conilon, apresentou os componentes 2-pirrolidona e 2,4-ditert-butil-
fenol.

Quanto as amostras comerciais brasileiras, a amostra 4, cuja
matéria-prima foi composta por cafés arabica e conilon, apresentou associacdo aos
componentes acetato de etila e 1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo, enquanto butanal,
decano, 4,5-dimetil-oxazol e 3-hexen-2-ona foram caracteristicos da amostra 5,
padrao comercial brasileiro.

No caso das amostras internacionais (amostras 6 e 7), além dos
diversos compostos individualmente detectados, as mesmas se caracterizaram por
apresentar acetona, 2,3-dimetil-isoxazol, 1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona, etil-
pirazina e 1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol.

O conjunto 4,5-dimetil-tiazol, 2-metoxi-metil-furano e 2n-propil-
pirazina caracterizou as amostras comerciais, amostras de 4 a 7. Por hipdtese,
esses compostos poderiam ser indicativos de condi¢gdes diferenciais de
processamento da escala piloto para a industrial, no entanto, por suposigdo, comuns
a fabricas e paises diferentes.

Comparando as amostras industriais internacionais (amostras 6 e 7)
com as comercializadas nacionalmente, encontramos compostos comuns como 3-
metil-butanal e 1-hidroxi-2-propanona, além de pirazina e 2-furfuriltiol,
respectivamente comparando com a amostra 4 e 5. Tal fato pode ser explicado por
condigdes caracteristicas de processamento em comum ou mesmo o emprego de
cafés brasileiros nas misturas empregadas para a fabricagcdo de cafés soluveis no
exterior.

Outros 44 compostos também apresentaram impacto aromatico nas
diversas amostras, contudo analiticamente tiveram identificacdo genérica, listados

apenas pelos respectivos tempos de retengdo no Quadro 44.
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AMOSTRAS
Faixa de tempos de Descritores sensoriais consolidados entre os 112|3(4|5|6|7
retencéo (minutos) provadores
5,83 26,24 borracha queimada, frutal X | X
6,04a7,15 peixe cru X | X
6,50 a 6,78 azedo X
6,98 a 8,81 azedo, fenol, queimado X | X
8,25 banana verde X
8,00 29,20 farelo de milho, doce, sardinha, azedo X X
9,53 29,84 floral X
10,28 améndoas X
11,6 a 11,65 azedo X | X
12,33 torrado X
13,12 a 13,55 folhas verdes, doce, fumaga X|X|X
14,29 a 15,16 ruim, pao torrado, coco X | X
15,15a 16,50 folhas verdes, latex, borracha, torrado X[ X[|X|X]|X
16,58 a 16,87 alcool X
17,70 amendoim X
18,48 a 19,76 mato verde, legumes cozidos, mofo, acetona, café torrado, X XX
maracuja
19,25 a 20,25 doce, borracha, azedo, farelo de milho X X | X
20,00 a 20,56 alcool, alho, acetona, amendoim, torrado, defumado X X | X | X
21,04 221,70 mofo, solvente, mamao, éter, fermentado X | X | X X | X
21,76 a 22,49 sabonete, floral, grama, frutal, vinagre X X | X
22,00 a 23,04 mofo, café torrado, acetona, alcool, éter, alho, pipoca, | X | X | X | X XX
amendoim enjoativo
22,66 a 23,57 plastico, acetona, alcool, éter, frutal, menta, salgadinho de| X | X X
milho, terra, mofo
23,72 a 23,88 grama, solvente X
24,14 a 25,18 acetona, solvente, agradavel, batata, folhas verdes, X X[ XX ]| XXX
vinagre, mamao, maracujd, goiaba, pimentdo, doce
25,18 a 25,40 mofo, cola PVA, milho, batata, borracha, mofo, folhas | X | X X | XXX
verdes, alcool, alho
25,69 a 26,96 pipoca, sardinha, azedo, mofo, animal, enjoativo, X X | X[ X[ X[X]|X
borracha, grama, doce, alcool
27,00 a 27,81 arroz, animal, amendoim, batata frita, pipoca, alho, suor XX |X|X
27,20 a 28,97 cozido, assado, mofo, batata, suor, torrado XX | X|X|X|X
28,30 a 28,74 fruta, batata X X
28,26 a 29,10 mofo, pipoca, doce, plastico X | X X
29,08 a 29,28 cozido, floral, mofo, enjoativo, deteriorado, 6leo de soja, | X XX |X|X]|X
grama, borracha
29,48 229,98 plastico, salgadinho de milho, améndoas, batata frita, XX XX
latex, avela
30,07 a 30,80 salgadinho de milho, azedo X | X X | X X
30,43 a 30,85 salgadinho de milho, péssego em calda X | X
30,99 a 31,83 péssego em calda, fenodlico, enjoativo, carogo de péssego, X
doce
31,00 232,13 oleo de soja, salgadinho de milho, fumaga, defumado, | X | X | X | X | X | X | X
doce, enjoativo
31,98 232,88 azedo, carne cozida, fumaga, defumado, batata, floral, | X | X | X | X | X
mofo
33,23 233,95 café, sopa desidratada, plastico, cha, borracha, fumaga, | X | X X X
peixe, milho
34,10 a 35,14 borracha, frutal, defumado, fumaca, cha, mofo, batata, | X | X | X | X X
queimado
35,07 a 35,65 salgadinho de milho, fumaga, defumado, tempero, cha X|X|X|X X

Quadro 44 - Compostos com impacto aromatico identificados genericamente nas

amostras de cafés sollveis estudadas
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AMOSTRAS

Faixa de tempos de Descritores sensoriais consolidados entre 0s 11213(4|5|6|7
retengéo (minutos) provadores

36,00 a 37,00 fumaca, defumado, mofo X X | X

36,75 a 37,79 mofo, fumaga, defumado, cha, canfora X | X X

37,71 a 37,89 terra molhada X

38,10 a 38,54 fumaga, defumado X X

Total de compostos por amostra=>|32|281141(20(17117115

Quadro 44 — continuagao

Todos esses compostos apresentaram impacto aromatico, com
respostas sensoriais relevantes e podem ser objeto de estudos na elucidagao da sua
identificacdo quimica, contribuindo na elucidacdo do aroma do café soluvel. Os
resultados obtidos sdo inéditos para café soluvel, tanto quanto se sabe. Portanto,
pelo somatério do numero de compostos com impacto aromatico apresentados no
Quadro 39 (com identificagcdo positiva) e Quadro 44 (com identificagdo genérica),
chega-se a Tabela 34, que resume o numero total de compostos de impacto
aromatico para as sete amostras de café soluvel, que variou de 50 compostos para a

amostra 3 até 77 compostos na amostra 1.

Tabela 34 - Total de compostos com impacto aromatico para as sete amostras
estudadas de cafés soluveis

Amostra onde houve deteccio2>| 1 | 2 | 3 | 4 | 5| 6 | 7
Compostos com identificagdo positiva 2| 45 | 36 | 36 | 44 | 47 | 54 | 54
Compostos com identificagdo genérica 2| 32 | 28 | 14 | 20 | 17 | 17 | 15

TOTAL 77 | 64 | 50 | 64 | 64 | 71 | 69

Na revisdo das referéncias bibliograficas para alimentos e bebidas
mostradas no Quadro 45, a quantidade de compostos de impacto aromatico variou
entre 24 a 91, e especificamente para café, entre 15 e 40, equivalentemente aos 69
compostos de impacto aromatico que tiveram identificagdo positiva, considerando
todas as amostras analisadas neste trabalho. Pode-se afirmar que os resultados
deste trabalho estdo congruentes com aqueles apresentados pela literatura

consultada nesse particular.
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Referéncia bibliogréafica Alimento Componentes de alto impacto aromético | Fatores de
diluicdo
SCHNERMANN ¢ | Chocolate 51 no total, com 44 identificados
SCHIEBERLE, 1997
3-metilbutanal 1024
2-etil-3,5-dimetil-pirazina nd
Acido 2-metil-butandico
HINTERHOLZER e | Suco de laranja 42
SCHIEBERLE, 1998
Butanoato de etila 1024
4,5-epoxi-(E)-dec-2-enal 128
BUCKING, 1999 Café torrado 33
Etanal 125
2,3-butanodiona 125
2,3-pentanodiona 125
Metional 25
2,3,5-trimetil-pirazina 2
MAYER; CZERNY; Café bebida 24
GROSCH, 2000
2-furfuriltiol nd
Metional
Formiato de 3-mercapto-3-metilbutila
SCHENKER et al., Café colombiano 42
2002b
Metional 1024
Linalol 256
4-vinil-guaiacol 256
2,3,5-trimetil-pirazina 16
ZIMMERMANN e Po6 de pimenta doce | 33
SCHIEBERLE, 2000
B-ionona 32768
Sotolon 8192
GROSCH, 2001 Café arabica 15
torra média
2-furfuriltiol nd
2-metil-3-furanotiol
Trisulfeto de dimetila
Metional
Metanotiol
CHOI, SAWAMURA ¢ | Citricos 91
KONDO, 2002
Limoneno 7
B-felandreno 6
Spatulenol 6
Campheno 5
Tetradecano 4
SANZ et al., 2002 Café filtrado e café | 40
soluvel
B-damascenona nd

Metional
Formiato de 3-metil-butil-3-mercaptana
5-etil-3-hidroxi-4-metil-2(5H)-furanona
Furaneol

Quadro 45 - Componentes volateis de alto impacto encontrados em alimentos e
fatores de diluicao
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Referéncia bibliografica Alimento Componentes de alto impacto aromatico | Fatores de
diluicéo
ESCUDERO et al., Vinho 53
2004
Octanoato de etila 139
B-damascenona 110
Acetato de isoamila 83
Hexanoato de etila 58
4-vinil-guaiacol 31
Acido isovalérico 15
IRAQI et al., 2005 Azeitonas verdes 41
(Z)-3-hexenal 256
(E,E)-2,4-decadienal 128
Guaiacol 128
Metional 128
(E,Z)-2,4-decadienal 64
WIJAYA et al., 2005 Snake fruit 24
3-metilpentanoato de metila nd
Acido 2-metil-butandico
Acido-3-metil-butanoico

nd. Indica que nao havia indicac¢do na fonte consultada
Quadro 45 — continuacao

Na comparagao com os quarenta e cinco compostos de alto impacto
aromatico em café (Quadro 13), vinte e sete daqueles compostos tiveram
identificacdo positiva e apresentaram impacto aromatico nas amostras testadas
neste trabalho.

Para os compostos quantificados, a excecdo do 4,5-dimetil-tiazol,
presente em concentracdes inferiores ao limite de detec¢cdo nas amostras 1 a 3, os
demais compostos de impacto aromatico se apresentaram em concentragbes acima
desses limites em todas as amostras.

O Quadro 46 do Anexo 7 apresenta algumas caracteristicas para os
88 compostos que apresentaram impacto aromatico, como estrutura planar, massa
molar, ponto de ebulicdo e atesta a confirmagdo da detecgcdo com coluna
cromatografica equivalente a empregada. Entre estes, estdo todos os 22 compostos
identificados e quantificados pelo uso de padrdo externo conforme o Quadro 32,
exceto a vanilina e o hidréxi-metil-furfural, que ndo foram percebidos sensorialmente,
provavelmente devido ao tempos de retengdo intrinsecos aos mesmos, que 0s
colocaram em uma regido abundante em picos cromatograficos dentro da técnica
empregada, permitindo sobreposigcbes de componentes e, por conseguinte,

dificultando a identificagdo sensorial.
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5.12 LIMITES DE PERCEPGAO DOS COMPONENTES VOLATEIS

No Quadro 47, estdo apresentados os limites de percepgao
encontrados pela técnica HS-SPME para o pd comparativamente aqueles
mencionados na literatura em condigdes especificas. Foi escolhida a amostra 7, de

origem internacional, por ter apresentado maior abundancia em compostos com

impacto aromatico.

COMPOSTO Limites detectados neste Limite de Referéncia
trabalho (ug/m’ de gases | percepgio no ar
do efluente olfatométrico (ng/m’) da
a 25°C) literatura
2,3-butanodiona 7,5 10 a 20 BLANK et al., 1992
2,3-pentanodiona 14,3 10a20 BLANK et al., 1992
Piridina 71,8 nao encontrado nd
Pirazina 10,1 ndo encontrado nd
4-metil tiazol 5,6 nao encontrado nd
2,5-dimetil-pirazina 56,4 1820 GROSCH et al., 1996
1210 a 2430 WAGNER et al., 1999
2,6-dimetil-pirazina 96,5 1720 GROSCH et al., 1996
1140 a 2300 WAGNER et al., 1999
2,3-dimetil-pirazina 2,2 880 GROSCH et al., 1996
590a1170 WAGNER et al., 1999
4,5-dimetil tiazol 0,6 ndo encontrado nd
2,3,5-trimetil-pirazina 3,7 33a66 WAGNER et al., 1999
2-etil-3-metil-pirazina 2522 23 a46 WAGNER et al., 1999
2-furfuriltiol 365,7 45a20 GASSER e GROSCH, 1990
0,01 a 0,02 BLANK et al., 1992
Acido acético 41,3 nao encontrado nd
Metional 1,2 0,0820,16 BLANK et al., 1992
Furfural 7113,0 ndo encontrado nd
2,3-dietil-5-metil- 32,5 0,007 a 0,014 BLANK et al., 1992
pirazina 0,009 2 0,018 CZERNY, WAGNER e GROSCH, 1996
Linalol 2,1 ndo encontrado nd
Acido isovalérico 5,0 nao encontrado nd
Guaiacol 25,1 ndo encontrado nd
Furaneol 27,3 0,5al,5 BLANK et al., 1992
4-etil-guaiacol 11,9 0,01 a0,03 BLANK etal., 1992
Cis-isoeugenol 6,1 ndo encontrado nd

nd indica que nao foi enconbtrado registro sobre esse componente nas referéncias consultadas

Quadro 47 - Limites de percepg¢ao dos componentes de impacto aromatico,
percebidos na saida do olfatometro, expressos em ug/kg — Amostra 7,
coluna INNOWax, HS-SPME (p6), 2,89

De acordo com o Quadro 47, alguns compostos apresentaram

proximidade com os dados da literatura consultada, como 2,3-butanodiona e 2,3-
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pentanodiona, por exemplo. No entanto, outros compostos exibiram limites de
percepcao de diferentes ordens de grandeza quando comparados a literatura
consultada, como 2,5-dimetil-pirazina, 2,6-dimetil-pirazina e 2,3-dimetil-pirazina
(limites detectados cerca de 35 a 500 vezes inferiores a literatura consultada) e
metional, 2,3-dietil-5-metil-pirazina, furaneol e 4-etil-guaiacol (limites detectados
cerca de 12 a 2500 vezes superiores a literatura consultada, respectivamente). Essa
grande variagdo pode ser devida a falta de uma descricdo mais detalhada nos
trabalhos aqui referenciados a respeito da realizacdo das determinacgdes.

Tanto quanto se saiba, foram estabelecidos limites de percepg¢ao de
alguns componentes de impacto aromatico para cafés soluveis, como piridina,
pirazina, 4-metil-tiazol, 4,5-dimetil-tiazol, acido acético, furfural, linalol, acido

isovalérico, guaiacol e cis-isoeugenol.

5.13 COMPORATIVO DOS VALORES DE OAV E CONCENTRAGOES MAXIMAS ENCONTRADAS

As concentragdes maximas encontradas (Imax) aparecem no Quadro
48, para os compostos que apresentaram identificacdo analitica positiva e onde o
resultado individual das trés repeticbes realizadas para cada amostra foi igual ou

maior a 50%.

Composto Am(istra Amgstra Am(;stra Amcj'stra Amgstra Amcéstra Am(;stra
2,3-butanodiona E E E
Pirazina E

3-hexen-2-ona E

1-hidroxi-2-propanona E AE
2,5-dimetil-pirazina AE
2,6-dimetil-pirazina A A E A
Etil-pirazina E E
2,3-dimetil-pirazina E E E E
2-metil-2-ciclopentan-1-ona E
4,5-dimetil-tiazol E
3-etil-piridina E E
2-etil-6-metil-pirazina BE BE AE
2-etil-5-metil-pirazina DE E B AB
2,3,5-trimetil-pirazina E E AE A

Quadro 48 - Componentes aromaticos encontrados pelos julgadores A, B, C, D e E,
com concentragdes odoriferas maximas (Imax) superiores ou iguais a
50%
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2-etil-3-metil-pirazina BDE
2,6-dietil-pirazina E
2-furfuriltiol D E
2,5-dimetil-3-etil-pirazina A E E A BE BDE AE
Acido acético ABE D D AE BDE AE
Metional BE

2-etil-1-hexanol A A
2,3-dietil-5-metil-pirazina BE BDE AE ADE BDE ABE
Benzaldeido DE

Linalol ABE BE E AE DE E ABE
5-metil-2-furanocarboxialdeido E E B
(1-metil-etenil)-pirazina D
1-(2-piridinil)-etanona E E E E D
5H-5-metil-6,7- A E

diidrociclopentapirazina

Acetil pirazina E
2-furanometanol E
Acido isovalérico ABDE BE BE BE ABE BE ADE
2 (2-furanil-metil)-5-metil- D
furano

2-hidroxi-3-metil-2- D

ciclopenten-1-ona

Guaiacol BD

Alcool fenil-etenilico B E

Furaneol E

4-etil-guaiacol E E E E
4-vinil-guaiacol E E

Quadro 48 — continuagao

O julgador C n&o atendeu aos requisitos estabelecidos para o
Quadro 48 (acima) em nenhuma oportunidade. Além da dispersdo dos dados,
percebe-se que compostos como 2,5-dimetil-3-etil-pirazina, linalol e acido isovalérico
foram detectados em todas as amostras, embora n&o unanimemente pelos
julgadores. Por suposigdo, esses compostos poderiam ser empregados como
indicadores gerais para cafés soluveis, por exemplo em misturas lacteas.

Seguindo a Tabela 35, que compara alguns valores de OAV para os
compostos de impacto, determinados nos cafés soluveis, com os dados da literatura
extraidos do Quadro 12, percebe-se que para os cafés soluveis testados, alguns
compostos como a vanilina e a p-damascenona n&do foram detectados
sensorialmente.

Provavelmente, o emprego de outras condi¢des na determinagao
dos volateis possam identifica-los, conforme sugerido no Capitulo 7.

O exempilo tipico € do julgador B, uma vez que todos os julgadores

equipararam-se pela avaliagao realizada empregando GPA (Figura 20).
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Tabela 35 - Exemplo tipico do comparativo dos valores de OAV dos volateis de
impacto encontrados (HS-SPME) — Julgador B - Amostra 7

Composto OAV encontrado OAV* OAV? OAV’ OAV*
neste trabalho (em café
verde)

2,3-butanodiona * 1024 3400 - -— —
2,3-pentanodiona * 1024 1300 - - —
Piridina * 256 — — — -
Pirazina * 256 — — — —
4-metil-tiazol * 512 - - — -
2,5-dimetil-pirazina * 256 —— — — -
2,6-dimetil-pirazina * 512 — — - -
2,3-dimetil-pirazina * 2048 — — — .
4,5-dimetil-tiazol * 2048 — — - -
2,3,5-trimetil-pirazina * 4096 —— — — -
2-etil-3-metil-pirazina 64 - — — -

2-furfuriltiol 32 110000 170000 -—- 170000
Acido acético * 4096 - — — -

Metional * 4096 1200 1200 2,4 1200
Furfural 16 — — — -
2,3-dietil-5-metil-pirazina 128 100 95 - —
Linalol * 2048 — — — —
Acido isovalérico * 4096 — — — -
Guaiacol * 1024 11000 1700 --- 1700

Furaneol * 1024 1700 11000 - -
4-etil-guaiacol * 512 30 - <1 32
Cis-isoeugenol * 1024 - — — —

Fontes: 'GROSCH (1995), 2SEMMELROCH et al. (1995), *CZERNY e GROSCH (2000) e “BUFFO e
CARDELLI-FREIRE (2004).

* Compostos de alto impacto aromatico.

De maneira inversa, outros componentes de impacto foram
detectados no café sollvel e com relevantes valores de OAV, como furfural, acido
acético, 2,6-dimetil-pirazina e 2,5-dimetil-3-etil-pirazina. Pelo menos dezenove
compostos da Tabela 35 correspondem aqueles mencionados pelo citado grupo de
pesquisa da Universidade de Munique (Quadro 13), ficando confirmada a plataforma
inicial adotada, aqui expandida e aplicavel para cafés soluveis.

Destacam-se, assim, aqueles compostos com OAV’s superiores a
256, considerados como de alto impacto conforme SCHENKER (2000), apontados
na Tabela 35, exemplificando 2,3-dimetil-pirazina, 4,5-dimetil-tiazol, 2,3,5-trimetil-
pirazina, acido acético, metional, linalol, acido isovalérico e 4-etil-guaiacol, e que

parecem constituir uma plataforma comum para o café soluvel em geral, uma vez
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que apareceram tanto nas amostras nacionais quanto nas importadas (Tabela néo
mostrada).

Ainda conforme o Quadro 48, tanto o linalol quanto o acido
isovalérico foram encontrados com concentragdes odoriferas (Imax), 0 que confirma

sua relevancia para cafés soluveis.
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6 CONCLUSOES

Conforme o Quadro 45, varios dos componentes identificados para o
café soluvel também o foram em outros alimentos, bebidas e condimentos. Como
exemplos, podem-se citar curcuma, manjericao, cupuacgu, tangerina, framboesa,
batatas assadas, isolado protéico de soja, tomate, cerveja, couve-flor, pistache,
cachaga, cerveja e vinho. Tal constatagao reforga os conceitos aqui propostos sobre
os fatores influentes em aromas de alimentos (Quadro 42).

Através da técnica de extracdo de SPME no headspace do café
soluvel em pé acoplada a GC-MS, foram inicialmente encontrados entre 378 e 429
picos nos cromatogramas das sete amostras analisadas, com um total de 414
compostos diferentes identificados presuntivamente.

Considerando os critérios de identificacdo provavel, diminuiu-se o
numero de componentes para 160. Esse numero foi ainda reduzido para 94
compostos pela aplicagao do critério de identificacado positiva. Desses, vinte e quatro
componentes, para os quais se dispunha de padrdes externos, foram quantificados
pela analise de HS-SPME, tanto no café soluvel em pé quanto na bebida pronta para
consumo aqui denominada HS-SPME (bebida), mantendo-se como referencial
invariante a concentragcdo de solidos soluveis do café. Nesse comparativo, ao
simular a condicdo de consumo, podesse perceber a redugado significativa dos
volateis presentes no produto café soluvel ao se comparar o produto em pdé com a
bebida ja preparada e pronta para o consumo.

Empregando a técnica de GC/O, logrou-se identificar 132 compostos
de impacto aromatico presentes nas amostras de café soluvel testadas, dos quais 88
puderam ser apropriadamente tipificados, sendo 69 com identificacdo positiva, e
entdo agrupados segundo a resposta sensorial apresentada em 12 grupos
olfatométricos propostos, cinco positivos e sete considerados negativos para a
qualidade da bebida do café.

Aplicando a analise de Procusto, as amostras analisadas
sensorialmente pela técnica do Perfil Livre puderam ser separadas, havendo boa
concordancia entre todos os membros da equipe. Similarmente, submetendo as
amostras a analise pelo nariz eletrbnico, as amostras foram distintamente

separadas, havendo concordancia entre os graficos de consenso tanto dos
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julgadores quanto do nariz eletrénico. Nesses dois casos, todas as amostras foram
adequadamente separadas.

As evidéncias levam a sugerir o emprego da analise do p6 como
ferramenta na classificacao de cafés soluveis.

A identificacdo dos principais componentes do aroma do café soluvel
e sua importadncia segundo a ordem de relevancia olfativa, propicia um
direcionamento de estudos aplicados, quer seja na maximizagdo dos compostos
considerados desejaveis para a bebida, quer seja na minimizacdo daqueles
indicados como prejudiciais a qualidade, abrindo ainda as bases para o
aprofundamento dos efeitos das concentragdes e das interagdes entre compostos na
sensagao sensorial percebida. Com isso, permite-se o desenvolvimento de
alternativas tecnoldgicas para melhoria do aroma do produto final ao consumidor,

direcionadas para esses componentes de alto impacto aromatico.



164

7 CONTRIBUIGOES SIGNIFICATIVAS

7.1 EM RELAGAO A0 OBJETIVO GERAL DO TRABALHO

a) aplicagdo de metodologia para extracdo, identificagdo e
quantificacdo de compostos volateis de café soluvel pela técnica
de HS-SPME acoplada a GC-MS, detectando até 429 compostos;

b) quantificagdo de 4,5-dimetil-tiazol, desconhecido no ambito da
literatura consultada;

c) determinagdo dos indices de retencdo lineares para a coluna
INNOWax de 94 compostos;

d) quantificagao de 24 componentes no café soluvel;

e) quantificacdo de 22 componentes de impacto aromatico no café
soluvel em pé e na bebida, estabelecendo correlagdo para
estudos comparativos de transformagdes e perdas durante o
preparo para 0 Consumo;

f) identificagdo dos compostos volateis de maior impacto para cafés
soluveis, inclusive nacionais, num total igual a 132 componentes,
dos quais 19 com identificagcdo provavel e 69 com identificagdo
positiva, variando entre 50 e 77 compostos nas sete amostras.
Destacam-se aqueles compostos com OAV's superiores a 256,
quer sejam 2,3-dimetil-pirazina, 4,5-dimetil-tiazol, 2,3,5-trimetil-
pirazina, acido acético, metional, linalol, acido isovalérico e 4-etil-
guaiacol, comuns as amostras analisadas;

g) identificagdo de limoneno, terpeno que representa uma classe de
compostos inédito na literatura consultada;

h) proposigdo do uso de 2,5-dimetil-3-etil-pirazina, linalol e acido
isovalérico, identificados pelo critério de Inhax (GARRUTI et al.,
2005), como indicadores gerais para cafés soluveis, por exemplo

em misturas lacteas.
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7.2 EM RELAGAO A0S OBJETIVOS ESPECICOS DO TRABALHO

a)aplicacéo da técnica de Perfil Livre na analise sensorial de cafés
soluveis, definindo-a como técnica aplicavel para classificagao
através da analise do café soluvel em po¢;

b)aplicacdo de nariz eletrbnico na classificagdo de cafés soluveis,
sugerindo-o como ferramenta funcional para tal;

c)proposta de 12 grupos olfatométricos como espago sensorial
aplicavel para cafés soluveis;

d)determinagédo dos limites de percepgédo de 20 compostos, sendo
dez inéditos para café soluvel na literatura consultada;

e)determinacéo de OAV’s de 20 compostos, sendo 13 inéditos para
café soluvel na literatura consultada;

f) determinacdo de limites de percepg¢do para os compostos piridina,
pirazina, 4-metil-tiazol, 4,5-dimetil-tiazol, acido acético, furfural,
linalol, acido isovalérico, guaiacol e cis-isoeugenol, nao
disponiveis nas referéncias consultadas neste trabalho;

g)com base na matriz da bebida de café, sugere-se um modelo de
quatro dimensdes para interpretacdo da percepg¢ao da qualidade
do aroma do café: (i) as diferentes espécies quimicas presentes,
(i) a concentragdo em que tais componentes se apresentam em
cada caso, (iii) o efeito da concentragdo de cada componente na
resposta sensorial, (iv) a interagdo entre os componentes e seu

efeito na percepgao sensorial.

7.3 OUTRAS CONTRIBUIGOES

Quando da pesquisa na literatura para dados sobre indices de
retencido lineares, destacamos a importancia da verificacdo sobre a correcdo da
férmula aplicada para o calculo do IRL nos bancos de dados empregados em cada

referéncia, anterior a qualquer comparacao (ver item 1.8.4).
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8 SUGESTAO PARA ESTUDOS FUTUROS

a) determinar as relagbes dos componentes de impacto aromatico
presentes no café torrado, no café torrado e moido, na bebida do
café e no café soluvel — sugere-se empregar como critério de
comparagao uma concentragcdo constante comum a todos e igual
a 1,5% massa/volume para o teor de sélidos de café;

b) empregar diversas colunas cromatograficas para identificar
qualitativamente e quantitativamente outros compostos do café
soluvel;

c) determinar o efeito da matriz além do efeito da concentragao de
consumo, como, por exemplo, agucar ou leite adicionados, no
impacto aromatico da bebida;

d) explorar a particdo dos componentes nas fragbes hidrofilicas e
lipofilicas, (BROSSARD, ROUSSEAU e DUMONT, 2002);

e) determinar a importancia dos efeitos de componentes volateis
presentes em concentragdes limitrofes ou inferiores ao limite de
percepc¢ao sensorial na complexa mistura de odorantes, porque a
relevancia da matriz do aroma, incluindo entornos como, por
exemplo, o modo de preparo e de consumo, afeta a avaliacédo
sensorial (BULT et al., 2001);

f) determinar propriedades fisicas como peso molecular, ponto de
ebulicdo, solubilidade em agua, volatilidades relativas e
coeficientes de particdo dos compostos de impacto aromatico
(CLARKE e VITZTHUM, 2001), bem como estudar em detalhes o
comportamento da volatilidade dos componentes aromaticos em
solugdo empregando a Lei de Steven (FRIEDRICH e ACREE,
1998);

g) aplicar cromatografia multidimensional para melhorar a separagao
e a determinagdo de maior numero de compostos (MONDELLO et
al., 2004; RYAN et al., 2004);

h) aprofundar a analise na bebida, momento mais proximo a

condi¢cdo de consumo, testando a extragcao dos volateis no liquido
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pelo emprego de barras de adsorgao revestidas (SBSE - Stir Bar
Sorptive Extraction);

i) estudar o efeito da isomeria dos componentes de impacto na
resposta sensorial;

j) aprofundar o efeito de counteracting na sensagao dos aromas
(KELLER e VOSSHAL, 2004);

k) determinar as interagdes entre os compostos volateis e os néo
volateis (CHARLES-BERNARD et al., 2005 e CHARLES-
BERNARD, ROBERTS e KRAEHENBUEHL, 2005);

I) uma vez atualizados pelo fornecedor (Agilent) os ions especificos
empregados pelo detector seletivo de massas a extrair para a 2-
isobutil-3-metdxi-pirazina, confirmar sua presenca e identificacéo

adequada, empregando a mesma técnica do presente trabalho.
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GLOSSARIO

ANOVA - Andlise de variancia

CV - Coeficiente de variagao, obtido pela divisdo do valor do desvio-padrao pelo
valor da média amostral

CVr - Coeficiente de variagao em condigcdes de repetibilidade

Headspace ou headspace estatico - Técnica empregada para o isolamento de
volateis. Vapor ao redor de um alimento onde os volateis estdo em equilibrio

Headspace dinamico - Técnica de headspace com enriquecimento, por exemplo,
através de purge and trap

Key components - Componentes-chave, componentes volateis de alto impacto na
percepc¢ao sensorial

Modo SCAN Componentes-chave, componentes volateis de alto impacto na
percepgao sensorial - Modo de operagao do detector seletivo de massas,
com varredura de unidades de massa atdmica

Electronic nose - Nariz eletrénico — Arranjos de sensores eletrdnicos especiais
que procuram reproduzir, pelo menos parcialmente, a resposta do olfato
humano a compostos volateis, conectados a um sistema de analise de
dados

Odour threshold - Limite de percepcao odorifera, quantidade minima detectada via
olfativa

OSME - Do grego, cheiro. Método de avaliagao sensorial de tempo-intensidade, que
faz uma estimativa da magnitude da intensidade percebida, gravando-a
simultaneamente com a eluigdo do pico cromatografico

Osmegrama - Grafico obtido ao plotar os dados da aplicagéo da técnica de OSME

Purge and trap - Dispositivo para captura de volateis, por retengdo em polimeros
adsorventes ou por criogenia

repé(r) - Maxima diferenca aceitavel entre duas replicatas em condi¢cdes de
repetibilidade

Sniffing - Avaliagao olfativa do efluente gasoso em cromatografia

Spli - Aplicacao de divisao do fluxo de amostra no injetor do cromatografo a gas,
sendo que somente parte € transferida para a separagdo e o restante

descartado
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Splitless - O fluxo integral de amostra é injetado e segue para a separagao no
cromatografo a gas, ndo havendo divisao de fluxo

Tenax ®, Carboxen® e Porapak ® - Polimeros organicos utilizados na adsorgéo de

volateis

Vials - Frascos especiais utilizados em GC, principalmente em injetores automaticos

e coletores de fragao
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REFERENCIA

SUBSTRATO

TECNICA EXTRATIVA/
TECNICA ANALITICA

COMPONENTES DETECTADOS
DO AROMA*

EMURA et al., 1997

Flor do café

Extracdo com hexano, GC-

alcool benzilico, salicilato de metila,
indol, benzoato de etila, benzaldeido,

MS fenilacetaldeido, acetato de benzila
FRANCO e Umbu-caja Headspace com armadilha | acetato de etila, tolueno, butirato de etila, p-
SHIBAMOTO, 2000 de Porapak® Q mirceno
Camu-camu GC-MS

Araga-boi

Cupuagu

acetato de etila, eucaliptol, B-mirceno,
B-felandreno

B-mirceno, 1-hexanol, terpinoleno
butanoato de hexila

acetato de butila, 1-butanol, butirato de butila,
acido acético

NARAIN, 2000

Maracuja e Caja

Arraste com Hélio e
armadilha de Tenax®

46 componentes

butanoato de hexila, hexanoato de hexila, 3-

GC-MS pentanona, butanoato de etila
MIGUEL et al., 2000 Manjerona Thymus Likens-Nickerson 1,8-cineol, canfora, pineno, cadineno,
mastichina (L.) L. GC-MS elemol

Subsp. Mastichina

SINESIO et al., 2000

Tomate

Nariz eletronico

acido acético

DUCKHAM et al., Batatas assadas Headspace com adsorgdo | 2-isobutil-3-metoxipirazina,  2-isopropil-3-
2001 em Tenax ® metoxipirazina, f-damascenona,
trisulfeto de dimetila, decanal,
GC-MS 3-metilbutanal
JORDAN, GOODNER | Melao (Muskmelon) GC-MS 53 componentes na esséncia
e SHAW, 2001 GC/O 38 componentes na fruta fresca
2-metil-3-buten-2-ol, 2,3-butanediol,
3-fenilpropionato de metila,
fenilpropionato de etila, fenil-propanol,
3-(metiltiol) propanoato de etila
YANEZ et al., 2002 Goiaba Hidro-destilagdo terpinen-4-ol, a-terpineno
Psidium caudatum GC-MS
McVaugh
ANG e BOATRIGHT, Isolado protéico de Headspace Hexgnal,_ metanotiol, 2-pentilfurano, trisulfeto
2003 soja GC-MS de dimetila
BADER et al., 2003 Uva Hidro-destilago 1,8-cineol, canfora, 4-terpineol,
Achillea GC-MS trans-carveol, p-cymeno, cis-ascaridol
BONINO et al., 2003 Vinho italiano SPME 59 componentes
GC-MS
citronelol, nerol, B-damascenona, geraniol,
linalol, o-terpineol, 4-etilfenol
CHISHOLM, JELL e Tangerina GC-MS 50 componentes
CASS JR., 2003 Citrus reticulata GC/O
Blanco cv. a-sinensal, B-sinensal, 4,5-epoxi-2-decenal,
Clementine 2,6-dodecadienal, linalol
DA PORTO et al., Laranja SPME Metanol, isobutanol, n-butanol,
2003 GC-MS alcool isoamilico
FERREIRA et al., 2003 Vinho SPME Sotolon, maltol, furaneol
GC-MS

Quadro 4 — Técnicas extrativas e analiticas empregadas na identificagdo de
componentes volateis identificados em varios alimentos e variedades
botanicas
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REFERENCIA SUBSTRATO TE’CNICA EXTRATIVA/ EXEMPLOS DE COMPONENTES
TECNICA ANALITICA DETECTADOS NO AROMA*
FLAMINI, CIONI e Flores SPME Sabineno, mirceno, linalol, icimeno, indol,
MORELLI, 2003 GC-MS metil antranilato
FOKIALAKIS et al., Flor Hidro-destila¢do nonanal, germacreno, eneicosano,
2003 Euphorbia spp. GC-MS heptacosano
HAMM et al., 2003 Resina Vegetal SPME Limoneno, cembreno, acetato de isoincensol
Olibanum GC-MS
JANZANTTI, Magi Fuji Headspace com ?@nnadilha 30 componentes
SVR(J)ASI\IIISE);I 2003 de P(g)éall)\il; Q u-famgseno, acetato de _2-meti1 butila, acetato
’ - de butila, acetato de hexila
LORENZO, LOAYZA Hedyosmum spp Hidro-destilagdo a-pineno, B-pineno, 1,8-cineol, linalol,
e DELLACASSA, GC-MS limoneno
2003
MASTELIC e Satureja montana L. Hidro-destilagdo timol, p-cimeno, carvacrol, timolato de metila,

borneol, mirceno

JEROVIC, 2003 GC-MS
MEJIAS et al., 2003 Vinho (fen(')is) SPME 4-etilguaiacol, 4-vinilguaiacol, 4-etilfenol, 4-
GC-MS vinilfenol
MILDNER- Oleos de plantas SPME 1-octen-3-ol, hexanal, 1-pentan-3-ol, 2-
SZKUDLARZ et al., GC-FID heptenal
2003 GC-MS
MIYAZAWA et al., Flor Likens-Nickerson a-himachaleno, anetol, p-cimeno-8-ol,
2003 Cirsium japonicum GC-MS eugenol, kongol
DC
NETTO, MOREIRA ¢ Caninha GC-FID 49 componentes
DE MARIA, 2003 GC-MS . . .
e 3-metilbutanol, octanoato de etila, 2-fenil
G(Xsmfgng etanol, 2-metil propanol
ED
RAINA, Acorus calamus L. Hidro-destilago 30 componentes
SRIVASTAVA e GC-MS .
SYAMASUNDER B-asarona, B-aranona, linalol
2003
SILVA et al., 2003 Manjericdo Destilagdo a vapor 1,8-cineol, estragol, terpinen-4-ol,
GC-MS linalol
TZAKOU et al., 2003 Salvia brachyodon Hidro-destilagéo B-pineno, campheno, a-humuleno,
Vandas GC-MS 1,8-cineol, canfora
USAI et al., 2003 Thymus herba- Hidro-destilagao 35 componentes
barona Loisel GC . ) )
GC-MS timol, carvacrol, linalol, geraniol,

acetate de o-terpenila, terpinen-4-ol,
carvona

VALETTE et al., 2003 Couve-flor Likens-Nickerson 35 componentes
GC-MS . o o
dissulfeto de dimetila, trisulfeto de dimetila,
hexenol
VESELY etal., 2003 Cerveja SPME 2-metilpropanal, 2-metilbutanal, 3-
GC-MS metilbutanal, pentanal, hexanal, furfural,
metional
JOULAIN et al., 2004 Ameixa Headspace a vacuo 88 componentes
GC-MS

2-aminobenzaldeido, fenilacetaldoxima,
2-nitrobutilbenzeno

KLESK, QIAN e

Framboesa vermelha

Extragdo com pentano-

79 componentes

MARTIN, 2004 dietiléter , N .
GC-MS acetato de etila, hexanal, a<_:1do butandico, 2-
nonanona, octanoato de etila, 2-nonanol, 1-
GC/O octen-3-ona, butanoato de etila
AEDA
LE PAPE et al., 2004 Alga vermelha Headspace dindmico 23 componentes
GC-MS

iodoetano, iodopentano

Quadro 4 — continuagao
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REFERENCIA SUBSTRATO TE'CNICA EXTRATIVA/ EXEMPLOS DE COMPONENTES

TECNICA ANALITICA DETECTADOS NO AROMA*

MATA et al., 2004 Carcuma SPME Linalol, limoneno, borneol
GC-MS
RODRIGUEZ- Pepino GC-MS 53 componentes
BURRUEZO et al., GC/O o )
2004 3-metilbutil-3-metilbutanoato,  acetato  de
butila, acetato de pentila, acetato de hexila

MAMEDE, Mostos de uvas Purge and Trap Acetaldeido, 1-propanol, acetato de etila, 2-
CARDELLO e Pinot Noir e GC-MS metil butanol, acetato de isoamila, etanol
PASTORE, 2005 Chardonnay
WIJAYA et al, 2005 Snake fruit Extragdo com Freon-11 | 2-metil butanoato de metila, 3-metil butanoato

SBSE
GC-MS
GC/O

de metila, 2-metil-2-butenal, metional, acido
2-metil-butandico, 2,5-dimetil-4-hidroxi-
3(2H)-furanona, isoeugenol

* Onde disponivel, aparece indicado o nimero de componentes detectados pelo autor

Quadro 4 - continuagao

REFERENCIA TECNICA TIPO DE CAFE NUMERO DE PRINCIPAIS
COMPOSTOS COMPONENTES

DE MARIA et al., GC-MS Café torrado nd 2-furfural

1996b plrrf)l o
metilpirazina
1,4-dimetilbenzeno

BICCHI et al., 1997 SPME Café torrado arabica 36 Propan-2-ona

GC e robusta Z-oxopropanal

2-metilbutanal
2-etilfurano
3-furanona
fenol
2-propanamina
2-metoxifenol
hidroxipiridina

MAYER, CZERNY e
GROSCH, 1999

Analise de
dilui¢do de
isotopos estaveis

Café arabica torrado
(Colombia, Brasil,
El Salvador, Quénia)

28 3-mercapto-3-
metilbutilformiato,
2-furfuriltiol
guaiacol
etilguaiacol
2,3-butanodiona

CANTERGIANI et GC-FID/sniffing Café verde nd Geosmina
al.. 2000 GC-MS 2-metilisoborneol
» 2,4,6-tricloroanisol
2-metoxi-3-isopropil pirazina
FULL, LONZARICH SDE Café verde nd etil isovalerato
e SUGGIL- GC-sniﬁing e etil-2-metilbutanoato
etilhexanoato
LIVERANI, 2000 GC-MS etil-2-metilbutenoato
GRETSCH, GC-MS Café torrado da 50 cis-3-hexenol
SARRAZIN e GC-( CHARM®) Coldmbia metional
LIARDON, 2000 furaneol
2,3-pentanodiona
MAYER e GROSCH, Headspace Café torrado 22 Acetaldeido
2001 AEDA metilpropanal
CHARM® 1- e 3-metilbutanal

2,3-butanodiona
2,3-pentanodiona
2-furfuriltiol
2-etil-3,5-dimetilpirazina
2,3-dietil-5-metilpirazina

Quadro 6 - Principais técnicas analiticas empregadas na identificacéo de

componentes volateis encontrados em cafés
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REFERENCIA

TECNICA

TIPO DE CAFE

NUMERO DE
COMPOSTOS

PRINCIPAIS
COMPONENTES

BICCHI et al., 2002

SPME
GC-MS

Café arabica torrado
e de coador

16

2,3-pentanodiona
pirazina
2-metilpirazina

2-acetil furano
S-metilfurfural
2-acetilpirrol
2-furilmetanol

acetato de 2-oxopropila

BUCKING e
STEINHART, 2002

Retengdo em

Tenax ®
GC-MS - GC/O

Café tratado com
vapor

30

Benzaldeido,
acido 3-metil-butandico

HAESSELBARTH e
ULLRICH, 2002

Retengdo em
Tenax®,
dessorcao
térmica
GC-MS

Café de coador
fresco

nd

Metilmercaptana
etanal
2-metilbutanal
3-metilbutanal
maltol

acido acético

LEE e SHIBAMOTO,
2002

GC-MS

Café Arabica verde
havaiano

23

Acido 3-metil-butanoico
Alcool fenil-etilico

Hexanol
4-hidroxi-3-metilacetofenona
3-metil-butanol

SANZ et al., 2002

AEDA
GC-MS
FD

Café de coador e
café soluvel

40

(E)-B-damascenona
metional
3-mercapto-3-metilbutil-
formato

vanilina

2-metoxifenol
4-etil-2-metoxifenol
4-vinil-2-metoxifenol
4-hidroxi-2,5-dimetil-
3(2H)furanona,
5-etil-3-hidroxi-4-metil-
2(5H)-furanona

NASCIMENTO,
MORALIS e ROCHA,
2003

GC-MS

Café do cerrado
brasileiro

27a33

2-metil-butanal
2,3-pentanodiona
pirazina

piridina
2-metil-pirazina
furfural
2,6-dimetil-pirazina
etil-pirazina
2-etil-3-metil-pirazina
guaiacol

nd indica que, naquela referéncia, ndo houve indicagdo do niimero de compostos identificados

Quadro 6 - continuacéo
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Referéncia

Amostra

Técnica

Equipamento

Coluna
(comprimento x didmetro interno x
espessura da fase estaciondria)

CZERNY, WAGNER ¢ | Graos de café | Extragdo com éter GC-MS SE-54 (30mm x 0,32 mm x 0,25 pm)
GROSCH, 1996 dietilico, separacdo do
concentrado por
Cromatografia de
camada delgada
DE MARIA, etal., 1996a | Café verde Headspace GC (Carlo Erba 4300 ) Supelcowax (30mm x 0,25 mm)
FID
SEMMELROCH e et Gréos de café |Extragdo com pentano- GC-MS DB-WAX (50 mx 0,32 mm x 1 pm)
IGROSCH, 1996 éter dietilico, DB-1701 (50 m x 0,32 mm x 1 um)
diclorometano ou éter DB-FFAP (50 m x 0,32 mm x 1 pm)
dietilico,
diclorometano/metanol
BICCHI et al., 1997 Café torrado SPME GC-MS OV-1(25 mx 0,32 mm x 5 pm)
FID

CP-Wax 52CB (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)=
Chrompack

EMURA et al., 1997 Flores do Destilagdo a vapor | GC-HP5890 MS-Hitachi BC-WAX (50mm x 0,25 mm x 0,15 pum)
cafeeiro M-2000 DEX-CB (25mm x 0,25 mm x 0,15 pum)
RAMOS et al., 1998 Café torrado Extragdo liquido- | GC HP-5890 MS-5971A BP-20 (50 m x 0,22 mm)
liquido P&T -7695
SPME
Purge and Trap
Extragdo com fluido
supercritico
MAYER, CZERNY e Gréos de café | Cromatografia em GC-MS CP-Wax 52 CB (25 mx 0,32 mm x 1,2 pm)
GROSCH, 1999 camada delgada para CP-Sil 8 (25 mx 0,32 mm x 0,40 um)
pré-concentragao e DB-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm)
microdestilagdo DB-1701 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm)
DB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum)
CZERNY e GROSCH, Café Extragdo com GC-MS DB-5 (30m X 0,32 mm x 0,25 pm)
2000 diclorometano Olfactometria DB-FFAP column (30 m x 0,32 mm x 0,25
Destilagdo a vacuo FID um)
PFANNKOCH e Café, chae SPME GC- 6890 FID HP5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
IWHITECAVAGE, 2004 ervas Headspace
Dessorgao térmica
IAMSTALDEN, LEITE e | Café torrado e Headspace GC-MS HP Wax Bonded [Jolyethylene glycol (60m x
MENEZES, 2001 moido 0,25 mm x 0,50 um espessura)
BULT et al., 2001. Suco de maga Headspace GC (Carlo Erba) Supelcowax ( 60 m x 0,25 mm x 0,5um)
FID
Sniffing
MS (VG-Fisons)
ICANTERGIANTI et al., Graéos de café Hidrodestilagido GC-MS DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum)
2001 verde FID DB-1(30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
SANZ et al., 2001 Café torrado Headspace (7694) GC HP 6890 MS-5973 HP-WAX (60 m x 0,25 mm x 0,5 um)
BICCHI et al., 2002 Café torrado Headspace GC-FID (Carlo Erba) FSOT(30 m x 0,25 mm x 0,5 um)
SPME
ICAPPUCCIO et al., 2002 | Café torrado Headspace Headspace HP 7694 DB-5 (60m x 0,53 mm x 5 pum)
em po GC HP-6890
DIRINCK, VAN Café verde SDE GC-MS (HP 5890 / MS- |HP PONA cross-linked methyl silicone (50mm
LEUVEN e DIRINCK, Café de torra 5971A) x 0,21 mmx 0,5 ['m)
2002 média

Quadro 9 - Técnicas extrativas e analiticas empregadas para analise de volateis em
alimentos e tipos de colunas cromatograficas empregadas, identificadas
em referéncias recentes
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Referéncia | Amostra Técnica Equipamento Coluna
(comprimento x didmetro interno x
espessura da fase estacionaria)
SCHENKER et. al., 2002b)| Café SDE GC-FID Supelcowax 10, (60 m x 0,32 mm x 0,25 pm)
Likens-Nickerson MS

Olfatometria

IDELLACASSA, 2004

'YANEZ et al., 2002 Oleo essencial Hidrodestilagdo GC-MS (HP5890 INNOWax (50m X 0,25 mm x 0,25 pum)

de folhas Extra¢do com solvente HP5972) HP-5 (50m X 0,25 mm x 0,25 um)
BOUDHRIOUA, Banana SPME GC-MS 5890 MS-5971* DB-5 (25m X 0,32 mm x 0,52 pum)
GIAMPAOLI e GC/O -FID
IBONAZZI, 2003
DIEGUEZ et al, 2003 Uva Extra¢do com GC-MS (HP5890 MS- | CP-Wax 57 CB Chrompack (50m x 0,25mm x

diclorometano:pentano 5971%) 0,20pm)
Olfatometria

GASSENMEIER, 2003 Sorvete de | Extracdo com solvente SPME DB-1(30 mx 0,32 mm x 0,25 pm)

baunilha GC-MS (HP5890 MS-

5971A)
Sniffing

INASCIMENTO, Café gourmet e SDE GC-MS (Shimadzu DB5 (30m x 0,25mm x 0,25um)
IMORAIS ¢ ROCHA, mole QP5000)
2003
RODRIGUEZ- Vinhos doces SPME GC-FID (Varian 3400) | CP-Wax 57 CB Chrompack (50m x 0,25mm x
BENCOMO et al., 2003 0,20um)
SANDI et al., 2003 Maracuja SPME GC-FID (Varian 3400) CP-SIL88 Chrompack (50 m x 0,25mm)

amarelo
IFRIZZO, LORENZO e Mandarina Destilagdo a vapor |GC-MS (Shimadzu 14B / SE-52 (25m x 0,32mm x 0,40um)

Shimadzu QP 5050)

Carbowax 20M (25m x 0,32mm x 0,25 pum)
BP-20 (25m x 0,25mm x 0,25um)

ICHOI, 2005

Kumgquat (fruto|
citrico)

Extragdo do 6leo
essencial por pressao

GC-MS (HP5890 MS-
5973)

Supelcowax 10, (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm)

CHUNG, FUNG e KIM,

Sufu (extrato

Extra¢do com fluido

GC (HP6890 — FID)

2005 de soja supercritico e GC-MS (Varian Saturn
fermentado) diclorometano 2000R 3800GC e Varian
Saturn 2000R MS)

DB-5 (60m X 0,25 mm x 0,25 pum)

Quadro 9 — continuagao
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BLANK, BUCKING, | SCHENKER | AKYIAMA | ACREEe BUFFO e MOTTRAM,
SENe 1999 etal., 2001 , 2003 ARN, 2004 | CARDELLI- 2004
Composto GROSCH, FREIRE,
1991 2004
Alho,
Metanotiol Putrido sulfuroso,
gasolina
Doce, frutal,
Etanal folhas verdes,
queimado
Solvente,
Propanal
pungente
Butanal Pungente,
verde
Acetato de etila Abacaxi Frutal,
solvente, doce
2-butanona Eter
2-metil-butanal Cacau, amé
oas
3-metil-butanal Malte
2,3-butanodiona Manteiga Mant_elga, Manteiga Ma,ntelga, Manteiga Manteiga,
adocicado oleo creme
Decano Alcano
Repolho,
Dissulfeto de dimetila cebola,
putrido
Hexanal Grama, verde
Nozes, malte,
queimado,
. . manteiga, 6leo,
2,3-pentanodiona Manteiga Mant_elga, Manteiga Ma,ntelga, Creme, maga, frutal,
adocicado oleo manteiga
pungente,
enjoativo,
amanteigado
Queimado,
Piridina Rangoso pungente,
solvente
. Citrico, éter,
Limoneno
frutal
Pirazina
Metil-pirazina Pipoca

4-metil-tiazol

Carne torrada

Verde, nozes

cacau, rosbife

Etil-pirazina Torrado
L Torrado Carne cozida.
4,5-dimetil-tiazol ’ “1da,
fumaga carne
Cacau, nozes N .
torre’t dasz Pao, milho,
2,5-dimetil-pirazina Torrado, nozes P torrado, grama,
rosbife,
- doce
medicinal
Eter, frito,
Nozes batata, malte,
2,6-dimetil-pirazina Nozes, torradas nozes, rancido
’ sulfurado > ’ >

papel, torrado,
doce

Quadro 17 - Descritores sensoriais empregados para componentes volateis em

alimentos
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BLANK, BUCKING, | SCHENKER | AKYIAMA | ACREEe BUFFO e MOTTRAM,
SENe 1999 etal., 2001 , 2003 ARN, 2004 | CARDELLI- 2004
Composto GROSCH, FREIRE,
1991 2004
Malte, pao,
aglicar
queimado,
Nozes, chocolate, po,
s e manteiga de doce, couro,
2,3-dimetil-pirazina amendoim, oleo de linhaga,
cacau, carne couro novo,
verde, torrado,
pungente,
nozes, rancido
2-etil-6-metil-pirazina Que_l]o, Suor Grama, nozes
cominho
2-etil-5-metil-pirazina Cominho Fruta, doce
Torrado,
2,3,5-trimetil-pirazina Torrado, Ervas, caldo de batata, mofo, Torrado
amendoado ervas T
medicinal
2-etil-3-metil-pirazina Torrado, nozes Torrado
2n-propil-pirazina*
Tabaco,
3-etil-piridina** queimado,
caramelo
Fresco,
. lavanda
= o 20 _1-0]** ’
3-metil-2-buten-1-ol herbéceo-frutal-
verde
o , , | Caldo de ervas, Fumaga, .
2-furfuriltiol Torrado, café | Torrado, café Café, torrado Torrado
batatas torrado
2,5-dimetil-3-etil Batata,
pirazina torrado
Acido acético Azedo A.cetlco,
vinagre
Metional Doce, batata | Batata cozida | Batatas cozidas Batata cozida Batata
Pao,
Furfural améndoas,
doce
Amendoas,
2,3-dietil-5-metil- torrado, Nozes, Batata, carne,
. Terra, .
pirazina Chips de torrado torrado
torrado
batata
Améndoas,
Benzaldeido améndoas
amargas
Linalol Bergamota, Capim, Flores, Anis, citrico,
floral vegetais lavanda floral
ko . Pungente,
Acido propandico rancido, soja
5H-5-metil-6,7-diidro- Torrado,
ciclopentapirazina nozes
Acetil-pirazina Torrado
Caramelo,
Butirolactona doce
2-furilmetanol Fumaca,
torrado
Acido isovalérico Fe@entado, Suor, pungente Acido Suor, acido,
queijo Gouda rangoso
2-hidréxi-3-metil-2-
. Tempero
ciclopenten-1-ona
. Fendlico, Fendlico, Medicinal, 1 Fumaga, L
Guaiacol . . . Fendlico doce, Plastico
condimento queimado adesivo L
medicinal
Maltol Caramelo
Furaneol Caramelo Caramelo Torrado, doce Doce, Caramelo Caramelo
caramelo

Quadro 17 — continuagao
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BLANK, BUCKING, | SCHENKER | AKYIAMA | ACREEe BUFFO e MOTTRAM,
SENe 1999 etal., 2001 , 2003 ARN, 2004 | CARDELLI- 2004
Composto GROSCH, FREIRE,
1991 2004
Condimen Fendlico, Cr
4-etil-guaiacol 0 en- condimento, Flores avo, Condimento
tado Condimento
cravo (flor)
.. . Cravo,
4-vinil-guaiacol
tempero
Cis-isoeugenol Flor Floral,
$-1s0eUgeno ° condimento

Observagdo: os campos em branco, denotam que ndo houve mengdo para esse composto nas referéncias

pesquisadas

Fontes adicionais: * NIST (2003) — aroma torrado, verde, vegetal; *

*

pungente, doce, milho com nota amarga

FLAMENT (2002) — aroma

Quadro 17 — continuagéo

REFERENCIA

ALIMENTO

COMPONENTE

DESCRICAO
OLFATIVA

CLARKE e MACRAE, 1985a

Café torrado

Dissulfeto de dimetila
Trisulfeto de dimetila
2-furilmetanotiol
5-metil-2-furil-metanotiol
Furfuril-metil-dissulfeto

. Vegetal cozido

. Vegetal cozido

. Café torrado, sulfuroso
. Carneo, sulfuroso

. Pdo

. Kahweofurano . Sulfuroso, café torrado
CANTERGIANI et al., 2000 Café verde | [J 2-metoxi-3-isopropil-pirazina |[] Terra
0  2.,4,6-tricloroanisol
[J  2-metilisoborneol (] Cortiga, quimico
[J  Geosmina [J Terra seca
[} Mofado
FULL, LONZARICH ¢ Café verde | [J Cis-4-heptenal [J Peixe podre
SUGGI-LIVERANI, 2000
GRETSCH, SARRAZIN e Café torrado | [ Metional [ Verde
LIARDON, 2000 colombiano | [1 Cariofileno (] Terra
[1 2,3-dietil-5-metilpirazina [J Terra
[J  Cumarina (1 Doce
[J  Furfurilmercaptana [J Sulfuroso
[1  Fenol ] Fumaga
[1  Trimetilpirazina [] Torrado
[1  Guaicaol [] Fumaca
GROSCH, 2000 Café torrado | [  3-isobutil-2-metoxipirazina |[J Adocicado, caramelo
e moido [J  2-metoxi-3,5-dimetilpirazina |[] Terra
[J  3-metilbutirato de etila
[1  3-isopropil-2-metdxipirazina |[| Torrado, sulfuroso
[1 Fumaga
TRUGO, 2000 Café torrado | [1  2,3,5-trimetil-pirazina [] mato
71 Acido acético [J vinagre
[J  Furilmetanol [ chulé
[1  Guaiacol [l ruim, pomada

Quadro 18 - Descrigao olfativa associada aos componentes volateis presentes em

café




212

REFERENCIA ALIMENTO COMPONENTE DESCRICAO
OLFATIVA
MAYER e GROSCH, 2001 Café torrado | 3-metilbutanal [ Malte
brasileiroe |  2,3-butanodiona [J Manteiga
colombiano | 2-furfuriltiol ] Café, tostado

O 2-etil-3,5-dimetilpirazina [J Terra, mofo

[J  2-acetil-1-pirrolina [J Pipoca

[l p-anisaldeido (] Anis

[1  Benzaldeido [J Amendoa

0 [-damascenona [ Mel, fruta
BUCKING e STEINHART, Café '] Acido 3-metil-butandico [J Suor desagradavel
2002
SCHENKER et. al., 2002b Café torrado |[ 2,3-butanodiona [J Manteiga

[l B-damascenona [ Frutas, flores

O 2-etil-3,5-dimetil-pirazina (] Terra, batatas, torrado

O 2-furfuriltiol (] Batatas

O Guaiacol [J Cola, fumaca, medicinal

] Torrado, doce
[J  Furaneol [l Tempero, salsao
[J  2-hidroxi-3-metil-2-
ciclopenten-1-ona [] Batatas cozidas, doce

O Metional [J Suor, acrido

0 Acido 3-metil-butirico "] Batatas, vegetais

[l Propilpirazina

Quadro 18 — continuagéo

BUCKING, 1999 SCHENKER et al., BUFFO ¢
Composto quimico 2401 CARDEIEOL&FREIRE
p-anisaldeido nd Capim, feno nd
(4-met6xi benzaldeido)
2,3-butanodiona (diacetil) Manteiga, adocicado Manteiga nd
B-damascenona Mel, frutal Frutas, flores Fruta
(2,6,6-trimetil-1,3-ciclohexadienil-
(e)-2-buten-1-ona)
2,5-dimetil-pirazina nd Torrado, nozes nd
2,6-dimetil-pirazina nd Nozes, sulfurado nd
2-etenil-5-metil-pirazina nd Queimado, mofado nd
4-etil-guaiacol Fendlico, Flores Condimento
condimentado, cravo
(flor)
2-etil-3-metil-pirazina nd Torrado, nozes nd
2-etil-5-metil-pirazina nd Cominho nd
2-etil-6-metil-pirazina nd Queijo, cominho nd
2-furfuriltiol Torrado, café Caldo de ervas, batatas Torrado
(furfuril-mercaptana ou 2-
furanmetanotiol)
Guaiacol Fendlico, queimado Medicinal, adesivo Plastico
Hexanal nd Capim nd
Furaneol Caramelo Torrado, doce Caramelo

Quadro 19 - Descritores sensoriais empregados para os componentes volateis
identificados como de impacto relevante no aroma em café torrado
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BUCKING, 1999 SCHENKER et al., BUFFO e
Composto quimico 2001 CARDELLI-FREIRE,
2004
2-isobutil-3-metoxi-pirazina Amendoado, torrado, Ervas, fumaga Plantas
paprica
Kahweofurano nd Café, fumaca nd
Linalol Bergamota, floral Capim, vegetais nd
Metional Batata cozida Batatas cozidas Batata
2-metil-butanal Malte, Pungente, Caramelo, nozes nd
fermentado
3-metil-2-buten-1-ol Animal Vegetais, verde nd
Acido 3-metil-butirico Fermentado, queijo Suor, pungente nd
Gouda
2-metil-3-furantiol Carne Sulfuroso Nozes
(3-mercapto-2-metilfurano)
3-metil-mercapto-3- Torrado, catty, Ervas nd
metilbutilformiato johannisbeer
1-octen-3-ona Cogumelo Fungos, feno nd
2,3-pentanodiona Manteiga, adocicado Manteiga nd
Propil-pirazina Batatas, vegetais nd
2,3,5-trimetil-pirazina Torrado, amendoado | Ervas, caldo de ervas Torrado
4-vinil-guaiacol Fendlico, cravo (flor), Doce, flores Cravo
condimentado,
Vanilina Baunilha nd Baunilha
Etanal Frutal, pungente nd nd
Propanal Frutal nd nd
3-metil-butanal Malte, pungente, nd nd
fermentado
Metil-propanal Frutal, malte nd nd
2-etil-4-hidroxi-5-metil-3[2H]- Caramelo nd nd
furanona (homofuraneol)
3-hidroxi-4,5-dimetil-2[SH]- Caramelo queimado nd Torrado
furanona (Sotolon)
5-etil-3-hidroxi-4-metil-2[SH]- Condimentado nd Algodao doce
furanona (Abhexon)
Metilmercaptana Putrido nd nd
Sulfeto de dimetila Carvao nd nd
Trisulfeto de dimetila Sulfuroso nd nd
2-etil-3,5-dimetil-pirazina Amendoado, assado nd Queimado
2,3-dietil-5-metil-pirazina Amendoado, torrado, nd nd
Chips de Batata
(E)cis-2-nonenal Gorduroso, couro, nd Torrado
pepino
Acido 2-metilbutirico Fermentado, queijo nd nd
Gouda
2-isopropil-3-metoxi-pirazina Amendoado, torrado nd Verde
5-metil-6,7- nd nd Mel
dihidrociclopentapirazina
2,4,5-trimetiltiazol nd nd Plastico

nd indica que, naquela referéncia, ndo houve descrigdo sensorial para aquele composto de impacto aromatico

Quadro 19 — continuagao
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ANEXO 4
ITEM RECOMENDACAO

Seletividade Como de fato ha muito poucos métodos que respondem a apenas um analito, o termo
seletividade tem sido preferido a especificidade. A seletividade de um método refere-se a
extensdo a qual o mesmo pode determinar analitos particulares sob certas condigoes em
misturas ou matrizes, simples ou complexas, sem interferentes de outros componentes.

Linearidade A linearidade deve ser avaliada em toda a faixa de trabalho do método analitico, através de
inspecdo visual do grafico de sinais, fungdo da concentragdo do analito. Define a habilidade
em obter resultados proporcionais a concentracdo do analito.

Faixa de E o intervalo entre os limites maximo e minimo, incluindo-os, cuja determinagdo tenha sido

trabalho demonstrada com precisdo, exatiddo e linearidade. Normalmente ¢ expresso nas mesmas
unidades dos resultados de teste (p.ex. porcentagem, partes por milhdo) obtidas pelo método
analitico.

Limite de E o ponto no qual o valor medido ¢ maior do que a incerteza a ele associada. Em

deteccéo cromatografia, o limite de detecgdo é a quantidade de inje¢do que resulta em um pico com
altura ao menos duas ou trés vezes maior que a linha base de ruido. Definido como LD =3 x
(desvio-padrao da resposta / inclinagdo da curva de calibracdo (ICH, 1996).

Limite de | E a menor quantidade injetada que permite medidas precisas ou o contetdo igual ou maior

quantificacdo

que o menor ponto de concentrag@o na curva de calibracdo. Analise cromatografica
tipicamente requer um pico com altura 10 a 20 vezes maior que a linha base de ruido.
Definido como LQ = 10 x (desvio-padrdo da resposta/inclinagdo da curva de calibragao)(
ICH, 1996).

Precisédo

A precisdo de um método ¢ a extensdo a qual resultados de testes individuais de inje¢des
multiplas de uma série de padrdes apresentam concordancia (ISO, 1993). O desvio padrdo
medido pode ser subdividido em trés categorias: repetibilidade (intralaboratorial), precisdo
intermediaria e reprodutibilidade (interlaboratorial).

Repetibilidade

Definida como a proximidade do acordo entre resultados de medi¢Ges sucessivas no mesmo
material conduzida nas mesmas condi¢des de medicdo.

Precisédo
intermediaria

Definida como a variabilidade ao longo prazo do processo de medi¢do (ICH, 1995), sendo
determinada comparando os resultados de uma corrida dentro de um unico laboratorio
durante um nimero de semanas podendo refletir discrepancias em resultados obtidos por
diferentes operadores, instrumentos, padrdes e reagentes, colunas ou combinagdes desses. O
objetivo da validagdo da precisdo intermediaria é verificar que num mesmo laboratério o
método provera os mesmos resultados apds seu desenvolvimento.

Exatidao

E a extensio na qual os resultados de teste gerados pelo método e o valor verdadeiro
concordam (ISO, 1993). A variacdo deveria abranger a faixa de interesse, particularmente
incluindo um ponto préximo ao limite de quantificacdo. A recuperagao esperada depende da
matriz da amostra, do procedimento utilizado para processar a amostra e da concentragdo do
analito. Recomenda-se enfaticamente somente determinar a exatiddo apds definidos
precisdo, linearidade e especificidade (ISO, 1990 e 1993).

Robustez

A robustez examina o efeito que parametros operacionais tem no resultado da analise. Para a
determinacdo da robustez de um método, diversos parametros operacionais sdo variados
dentro de uma faixa realista e a influéncia quantitativa das variaveis é determinada.

Fontes: EURACHEM GUIDE (1998), EURACHEM/CITAC (2000), [IUPAC (2001) e LABCOMPLIANCE

(2001).

Quadro 23- Resumo das recomendagdes consultadas para validagéao de
metodologia
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Tabela 26 - Resultados da area cromatografica, expressos como porcentagem em
relacdo as unidades de area cromatografica total por amostra,
encontrada nos cromatogramas das amostras 1 e 2, indicando
compostos com identificacdo provavel, e respectiva faixa dos tempos de

retencao por composto

Amostra 1 Amostra 2
Tempode | Area | NIST | Area | NIST
Composto CAS* retencdo (min) | (%) | (%) | (%) | (%)

2-metil-pentano 107-83-5 3,71
Metanotiol 74-93-1 3,96 24,05
Etanal 75-07-0 4,10a4,12 0,04 74 0,07 60
Propanal 123-38-6 4,72a4,74
2-metil-propanal 78-84-2 4,97 0,02 80
Acetona 67-64-1 4,98 25,02 0,07 80
Acetato de metila 79-20-9 5,15a5,18 0,03 72
2-metil-furano 534-22-5 5,79 25,82
Butanal 123-72-8 5,87a5,91
Acetato de Etila 141-78-6 6,12
Nonano 111-84-2 6,23
2-butanona 78-93-3 6,3226,37 0,01 59
2,3-dihidro-4-metil-furano 34314-83-5 6,43 2647 0,04 64 0,12 87
2-metil-butanal 96-17-3 6,59 26,63 0,03 94 0,04 86
3-metil-butanal 590-86-3 6,70 2 6,74 0,03 94 0,06 74
Etanol 64-17-5 7,14 0,06 56
2,5-dimetil-furano 625-86-5 7,62 27,68
1-metil-piperidina 626-67-5 7,92a8,51 0,07 87
2,3-butanodiona 431-03-8 8,39 a 8,45 0,08 80 0,07 64
Decano 124-18-5 8,84 0,03 90
5-etil-2,2,3-trimetil-heptano 62199-06-8 9,98
5-metil-octadecano 25117-35-5 10,04
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina 694-55-3 10,14 a 10,59 0,08 64
Octano 111-65-9 10,36
3-hexanona 589-38-8 10,67 a 10,73
4-metil-decano 2847-72-5 10,73 0,05 83
2,3-pentanodiona 600-14-6 11,102 11,19 0,09 94 0,05 75
Dissulfeto de dimetila 624-92-0 11,50 a 11,60
Hexanal 66-25-1 11,882 11,98 0,01 62 0,04 80
2.4-dimetil-oxazol 7208-051 12,37
2-metil-2-butenal 497-03-0 12,42 212,49
3-penten-2-ona 3102-33-8 14,03 a 14,14 0,02 80
Etil-benzeno 100-41-4 14,08 0,07 52
2,4-dimetil-3-pentanona 565-80-0 14,46 a 14,57
p-xileno 106-42-3 14,51 a 14,58 0,03 53
2,3-dimetil-isoxazol 300-87-8 14,58 a 14,70
1-metil-1H-pirrol 96-54-8 15,08
4,5-dimetil-oxazol 20662-83-3 15,41
Piridina 110-86-1 16,98 a 17,03 1,43 91 0,95 91
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Tabela 26 — continuagao

Amostra 1 Amostra 2

Area | NIST | Area | NIST

Tempo de

Composto CAS* retencdo (min) | (%) | (%) | (%) (%)
2-metil-ciclopentanona 1120-72-5 17,38 a 17,47
Trimetil-oxazol 20662-84-4 17,52 217,59 0,03 91
Dodecano 112-40-3 17,78 a 17,80 0,17 96
Limoneno 5989-27-5 17,58 a 17,99 0,01 91 0,01 68
Pirazina 290-37-9 18,40 a 18,41 0,08 90 0,18 90
4-metil-piridina 108-89-4 18,48 a 18,51 0,03 93
3-hexen-2-ona 763-93-9 18,54
1-etil-3-metil-benzeno 620-14-4 18,59
2-metoxi-metil-furano 13679-46-4 19,48 a 19,57
2,6,10-trimetil-dodecano 3891-98-3 19,88
1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona 2403-57-8 20,00 a 20,04 0,01 81
Metil-pirazina 109-08-0 20,25 220,33 1,21 91 1,45 91
4-metil-tiazol 693-95-8 20,83 220,89 0,03 55 0,15 72
3-hidroxi-2-butanona 513-86-0 20,93 a 21,55 0,05 80
3-metil-piridina 108-99-6 21,08 221,15 0,08 87
2,6,11-trimetil-dodecano 31295-56-4 21,33
1-hidréxi-2-propanona 116-09-6 21,43 221,57 0,35 59 0,49 70
2,5-dimetil-pirazina 123-32-0 22,00 a 22,09 0,96 91 0,76 91
2,6-dimetil-pirazina 108-50-9 22,18 2227 1,04 91 1,03 91
Etil-pirazina 13925-00-3 223322239 0,56 91 0,67 91
2,3-dimetil-pirazina 5910-89-4 22,67 222,74 0,31 87 0,53 87
2-ciclopenten-1-ona 930-30-3 23,00
2,4,6-trimetil-piridina 108-75-8 23,20
2-metil-2-ciclopenten-1-ona 1120-73-6 232522332 0,03 91 0,13 87
4,5-dimetil-tiazol 3581-91-7 23,41 0,01 61 0,09 75
3-etil-piridina 536-78-7 23,52223,58 0,09 95 0,23 62
2-etil-6-metil-pirazina 13925-03-6 23,66 a 23,68 0,75 91 0,54 91
2-etil-5-metil-pirazina 13360-64-0 23,80 a 23,82 0,51 91 0,46 91
Tetradecano 629-59-4 23,92
2,3,5-trimetil-pirazina 14667-55-1 24,07 a 24,13 0,60 88 0,58 70
2-etil-3-metil-pirazina 15707-23-0 24,12 224,16 0,20 82 0,30 91
2n-propil-pirazina 18138-03-9 24,45 a 24 47 0,04 87 0,10 93
3-metil-2-buten-1-ol 556-82-1 24,55 0,02 87 0,16 86
2,6-dietil-pirazina 13067-27-1 24,77 a 24,80 0,08 94 0,10 93
2-furfuriltiol 98-02-2 24,85 a 24,87
2,5-dimetil-3-etil-pirazina 13360-65-1 25,00 a 25,03 0,50 95 0,38 94
Acido acético 64-19-7 250522525 | 3,97 91 5,53 90
Metional 3268-49-3 2536a2537 0,87 57
2-metil-6-propil-pirazina 29444-46-0 25,45 a 25,67
1-(acetil-6xi)-2-propanona 592-20-1 25,51 1,33 72
Furfural 98-01-1 25,53 225,61 0,85 81 1,13 87
2-etil-1-hexanol 104-76-7 2587 a 25,88 0,09 64 0,99 83
2,3-dietil-5-metil-pirazina 18138-04-0 2598 a26,01 0,15 68 0,36 85
1-(furanil)-etanona 1192-62-7 26,28 226,37 0,52 87 0,64 87
2-butil-furano 4466-24-4 26,62 a 26,65
Benzaldeido 100-52-7 26,66 a 26,73 0,30 63 0,33 75
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Tabela 26 — continuagao

Amostra 1 Amostra 2
Tempode | Area | NIST | Area | NIST

Composto CAS* retencdo (min) | (%) | (%) | (%) | (%)
Acetato de 2-furanmetanoila 623-17-6 26,89 0,72 97 0,75 97
Linalol 78-70-6 26,91 a 27,04 0,33 72 0,26 68
Acido propanédico 79-09-4 26,97 a 26,98 0,62 81 0,74 70
2,3-butenodiol 513-85-9 27,50
5-metil-2-furanocarboxialdeido 620-02-0 27,56 a 27,63 1,79 94 1,75 94
Propanoato de 2-furanmetanoila 623-19-8 27,87 227,92
(1-metil-etenil)-pirazina 38713-41-6 27,92 a 27,96 0,21 87
1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo 56341-36-7 27,96
1-(2-piridinil)-etanona 1122-62-9 28,06 a 28,13 0,15 95 0,12 94
(2,2’-metileno-bis)-furano 1197-40-6 28,13 a 28,19 0,04 64
1-etil-1H-pirrol-2-carboxialdeido 2167-14-8 28,19 a 28,25
SH-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina 23747-48-0 28,34 a 28,40 0,19 94 0,15 93
1-metil-1H-pirrol-2-carboxialdeido 1192-58-1 28,41 a 28,48 1,21 91 1,00 91
Acetil-pirazina 22047-25-2 28,46 2 28,51
1-(1-metil-1H-pirrol-2-il)-etanona 932-16-1 28,48
Butirolactona 96-48-0 28,59 2 28,71 1,36 90 2,82 91
Isobenzofurano 496-14-0 28,76
4-metil-benzaldeido 104-87-0 28,82
2-furilmetanol 98-00-0 28,86 a 28,98 7,03 94 15,34 94
Acido isovalérico 503-74-2 2902a29,16 | 1,21 64 0,71 72
2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano 13678-51-8 29,23
2-[(2-etil-hexil)-oxi]-etanol 1559-35-9 29,55 a 29,60 1,79 68
4-(5-metil-2-furanil)-2-butanona 13679-56-6 29,76 2 29,80
5-metil-2-furanmetanol 3857-25-8 29,86 0,21 89
n-acetil-4H-piridina 67402-83-9 29,96
3-metil-2(5H) furanona 22122-36-7 30,05
3,4-dimetil-2,5-furanodiona 766-39-2 30,16 230,24 0,42 91 0,34 90
Acido 2-butendico 107-93-7 30,61
1-(3-tienil)-etanona 1468-83-3 30,70 a 30,88
1-(2-tienil)-etanona 88-15-3 30,80
Salicilato de metila 119-36-8 30,84
Acido 3-metil-2-butanoico 541-47-9 30,92
1-(4-piridinil)-etanona 1122-54-9 31,04
Acido 4-metil-pentandico 646-07-1 31,12
4-amino-3-metil-fenol 2835-99-6 31,16
2-hidréxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona 80-71-7 31,42a31,52 1,68 60 2,05 54
1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol 1438-94-4 31,50 231,56
Guaiacol 90-05-1 31,94 a 32,00 0,78 94 2,01 95
3-(2-furanil)-2-propenal 623-30-3 31,96
Alcool benzilico 100-51-6 32,1823224 | 0,24 95 0,26 96
2-hidroéxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona 21835-01-8 32,32232,41 0,75 94 0,25 94
Alcool fenil-etenilico 60-12-8 32,60232,67 | 0,36 91
2-fenil-2-butenal 4411-89-6 32,95 a 33,01
2-tiofenometanol 5402-55-1 33,01233,12 0,70 93 0,49 95
Maltol 118-71-8 33,34 233,44 2,52 91 0,78 91
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Tabela 26 — continuagao

Amostra 1 Amostra 2
Tempode | Area | NIST | Area | NIST

Composto CAS* retencdo (min) | (%) | (%) | (%) | (%)
1-(1H-pirrol-2-il)-etanona 1072-83-9 33,39 233,50 1,64 94 1,62 95
Eter difurfurilico 4437-22-3 33,54 233,60 0,23 76 0,11 90
Fenol 108-95-2 33,78 233,91 1,24 92 1,19 95
2-furoil-hidrazida 3326-71-4 33,99
Furaneol 3658-77-3 34,03 a 34,19 0,48 80 0,18 57
1-metil-1H-pirrol-2-carboxaldeido 1003-29-8 34,13
4-etil-guaiacol 2785-89-9 34,22 234,25 3,14 91 2,53 80
4-isopropil-2-ciclohexenona 500-02-7 34,37
2-pirrolidona 616-45-5 34,41 234,42 0,69 74
4-piridina-metanol 586-95-8 35,18
Acido nonanéico 112-05-0 35,64 235,75 0,08 91
2-(ciclohex-1-enil)-furano 14174-50-6 35,70 a 35,91
4-vinil-guaiacol 7786-61-0 36,17 236,25 1,30 90 0,61 53
m-tert-butil-fenol 585-34-2 37,25
2,4-ditert-butil-fenol 96-76-4 37,28 a 37,34 0,41 96
Acido 4-oxo-pentandico 123-76-2 37,61 237,84
Cis-isoeugenol 97-54-1 37,83 a 38,00 0,34 61
2,3-diidro-benzofurano 496-16-2 38,31
6-metil-3-piridinol 1121-78-4 38,47 a 38,75
3-piridinol 109-00-2 38,62 a 38,75 0,74 87 0,26 90
Carvomentol 499-69-4 38,84
4-metdxi-2-metil-1-(metiltio)-benzeno 22583-04-6 38,93 a 38,99
Acido benzoico 65-85-0 389823929 | 0,17 64 0,27 89
Indol 120-72-9 39,06 239,18
5-hidroximetil-diidrofuran-2-ona 194-17-0 39,43 239,63 0,30 &9
5-hidroximetil-2-furanocarboxialdeido 67-47-0 39,53 39,65 1,24 94
1-butil-2-(8-metilnonil)-ftalato 89-18-9 39,99
Vanilina 121-33-5 40,41 2 40,55 0,32 65 0,37 68
1-(4-hidréxi-3-metdxi-fenil)-etanona 498-02-2 41,32 241,43
Cafeina 58-08-2 42,00

Observagdo: os campos em branco, denotam ndo ter havido detecgdo para esse composto

NIST - Biblioteca do programa NIST — (NIST, 2002). Representa probabilidade de exatiddo na identificacdo do
composto, estimada pela propria biblioteca

* CAS — Numero de registro do Chemical Abstract Service.
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Tabela 27 - Resultados da area cromatografica, expressos como porcentagem em
relagéo as unidades de area cromatografica total por amostra,
encontrada nos cromatogramas das amostras 3 a 7, indicando
compostos com identificacdo provavel, e respectiva faixa dos tempos de
retengao por composto

Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7
Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST
Composto (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

2-metil-pentano 0,11 64
Metanotiol 0,03 70 0,08 65 0,02 95 0,02 78
Etanal 0,03 74 0,14 64 0,09 64 0,18 64 0,10 84
Propanal 0,01 61 0,01 64 0,02 89
2-metil-propanal
Acetona 0,23 72 0,34 80 0,54 72 0,53 80
Acetato de metila 0,04 72 0,16 72 0,12 78 0,13 72
2-metil-furano 0,03 81 0,03 83 0,03 90 0,05 91
Butanal 0,01 83 0,02 90
Acetato de Etila 0,07 80 0,03 85
Nonano 0,01 70
2-butanona 0,10 64 0,14 78 0,28 64 0,21 86
2,3-dihidro-4-metil-furano 0,12 68 0,04 72 0,08 74 0,04 58
2-metil-butanal 0,14 90 0,10 90 0,31 90 0,27 91
3-metil-butanal 0,14 91 0,10 91 0,25 94 0,22 93
Etanol
2,5-dimetil-furano 0,01 59 0,01 81
1-metil-piperidina 0,11 90
2,3-butanodiona 0,04 68 0,08 72 0,07 72 0,12 72 0,15 64
Decano 0,02 91 0,02 81 0,01 93
5-etil-2,2,3-trimetil-heptano 0,01 59
5-metil-octadecano 0,01 64
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-
piridina 0,04 83 0,10 74
Octano 0,01 59
3-hexanona 0,01 55 0,02 72 0,03 72 0,04 78
4-metil-decano
2,3-pentanodiona 0,02 70 0,06 72 0,06 94 0,14 98 0,19 96
Dissulfeto de dimetila 0,01 91 0,02 93 0,02 96 0,02 95
Hexanal 0,01 59 0,03 65 0,01 64 0,03 83
2,4-dimetil-oxazol 0,02 84
2-metil-2-butenal 0,07 91 0,06 83
3-penten-2-ona 0,03 86 0,05 80 0,04 61 0,05 91
Etil-benzeno
2,4-dimetil-3-pentanona 0,02 59 0,02 64 0,05 72
p-xileno 0,03 93
2,3-dimetil-isoxazol 0,01 64 0,02 62 0,02 64
1-metil-1H-pirrol 0,04 87 0,14 87
4,5-dimetil-oxazol 0,02 87
Piridina 0,32 91 0,60 91 0,83 91 0,21 91 0,28 91
2-metil-ciclopentanona 0,01 76 0,10 76 0,01 76
Trimetil-oxazol 0,03 93 0,09 95 0,11 94 0,09 91
Dodecano 0,08 97
Limoneno 0,02 91 0,02 91 0,02 83 0,01 90
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Tabela 27 — continuagao

Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7
Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST
Composto (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

Pirazina 0,04 86 0,29 91 0,20 90 0,21 91 0,23 90
4-metil-piridina 0,02 62
3-hexen-2-ona 0,02 62
1-etenil-3-metil-benzeno 0,01 87
2-metoxi-metil-furano 0,06 90 0,19 91 0,16 81 0,17 91
2,6,10-trimetil-dodecano 0,03 80
1-(2-metil-1-propenil)-
pirrolidona 0,06 81 0,05 81
Metil-pirazina 0,70 91 1,63 91 1,31 91 1,65 91 2,03 91
4-metil-tiazol 0,04 68 0,09 87 0,17 81 0,15 83 0,11 93
3-hidroxi-2-butanona 0,11 78 0,41 59 0,09 64
3-metil-piridina 0,02 93
2,6,11-trimetil-dodecano 0,19 87
1-hidréxi-2-propanona 0,48 59 0,63 78 0,35 75 0,61 59
2,5-dimetil-pirazina 0,48 91 0,78 91 0,69 91 1,04 91 1,33 91
2,6-dimetil-pirazina 0,61 91 0,84 91 0,82 91 1,07 91 1,22 91
Etil-pirazina 0,31 91 0,76 91 0,87 91 1,19 91 1,33 91
2,3-dimetil-pirazina 0,24 87 0,33 87 0,21 91 0,25 91 0,33 90
2-ciclopenten-1-ona 0,08 91
2,4,6-trimetil-piridina 0,02 87
2-metil-2-ciclopenten-1-ona 0,15 91 0,09 91 0,08 91 0,08 91
4,5-dimetil-tiazol 0,02 87 0,03 91 0,02 93 0,02 90
3-etil-piridina 0,12 61 0,14 56 0,16 95 0,05 62 0,02 93
2-etil-6-metil-pirazina 0,44 91 0,84 91 1,09 91 1,65 91 1,75 91
2-etil-5-metil-pirazina 0,28 91 0,55 91 0,68 91 1,13 91 1,22 91
Tetradecano 0,24 98 0,15 98
2,3,5-trimetil-pirazina 0,58 64 0,40 89 0,31 83 0,37 85 0,13 91
2-etil-3-metil-pirazina 0,20 79 0,31 94 0,40 94 0,58 94 1,07 94
2n-propil-pirazina 0,03 93 0,12 93 0,14 94 0,16 91 0,17 94
3-metil-2-buten-1-o0l
2,6-dietil-pirazina 0,09 91 0,17 94 0,31 93 0,42 94 0,51 94
2-furfuriltiol 0,41 80 0,37 90 0,40 94
2,5-dimetil-3-etil-pirazina 0,41 95 0,59 95 0,80 95 1,16 95 0,31 95
Acido acético 5,55 90 2,61 91 3,42 91 1,93 91 4,57 90
Metional 1,10 71 1,14 72 1,11 62 0,68 81
2-metil-6-propil-pirazina 0,10 64 0,20 89
1-(acetil-0xi)-2-propanona
Furfural 2,05 66 5,38 91 3,10 91 6,39 91 4,52 91
2-etil-1-hexanol 0,22 78
2,3-dietil-5-metil-pirazina 0,12 73 0,22 89 0,66 76 0,59 74 0,83 95
1-(furanil)-etanona 0,27 64 1,05 90 0,74 81 1,10 86 1,01 86
2-butil-furano 0,20 56 0,32 53 0,38 65 0,57 64
Benzaldeido 0,21 64 0,31 90 0,32 96 0,36 96 0,52 94
Acetato de 2-furanmetanoila 0,33 90 0,97 97 2,73 97 1,96 97 1,79 95
Linalol 0,34 73 0,29 75 0,19 84 0,24 64 0,39 87
Acido propanéico 0,62 81 0,50 60 0,65 74 0,33 64 0,02 74
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Tabela 27 — continuagao

Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7
Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST
Composto (%) | (0) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

2,3-butenodiol 0,48 80

5-metil-2-furanocarboxialdeido | 1,09 94 2,39 94 1,75 91 3,49 93 3,02 90
Propanoato de 2-

furanmetanoila 0,36 62 0,15 87 0,51 93
(1-metil-etenil)-pirazina 0,16 |76 0,16 87 0,39 87 0,48 70
1,5-dimetil-1H-pirrol-2-

carbonitrilo 0,33 72

1-(2-piridinil)-etanona 0,06 93 0,14 96 0,19 94 0,12 96 0,16 95
(2,2’-metileno-bis)-furano 0,24 96 0,13 96 0,32 95
1-etil-1H-pirrol-2-

carboxialdeido 0,43 53 0,38 87 0,32 80
5H-5-metil-6,7-

diidrociclopentapirazina 0,19 97 0,29 94 0,20 76 0,32 92
1-metil-1H-pirrol-2-

carboxialdeido 0,36 91 0,98 94 1,02 97 0,72 90
Acetil-pirazina 0,43 96 0,29 67
1-(1-metil-1H-pirrol-2-il)-

etanona 1,37 |90

Butirolactona 1,76 91 |1,24 |90 1,94 |90 0,73 |65 0,90 90
Isobenzofurano 0,30 80
4-metil-benzaldeido 0,38 80

2-furilmetanol 10,03 | 94 4,97 94 4,26 94 2,50 95 3,16 94
Acido isovalérico 0,72 58 0,72 69 0,88 74 0,65 72 0,57 64
2-(2-furanil-metil)-5-metil-
furano 0,46 74
2-[(2-etil-hexil)-oxi]-etanol 1,56 68 1,03 83 0,96 87 1,17 72
4-(5-metil-2-furanil)-2-
butanona 0,19 74 0,28 60
S-metil-2-furanmetanol
n-acetil-4H-piridina 0,38 75 0,48 78
3-metil-2(5H) furanona 0,10 81
3,4-dimetil-2,5-furanodiona 0,26 91 0,15 91 0,25 91 0,15 90 0,25 91
Acido 2-butendico 0,27 70
1-(3-tienil)-etanona 0,27 58 0,05 81
1-(2-tienil)-etanona 0,40 55
Salicilato de metila 0,16 81
Acido 3-metil-2-butandico 0,52 86
1-(4-piridinil)-etanona 0,12 93
Acido 4-metil-pentanoico 0,36 53
4-amino-3-metil-fenol 0,26 64
2-hidréxi-3-metil-2-
ciclopenten-1-ona 2,10 91 3,04 91 2,02 91 0,92 87 2,26 91
1-(2-furanil-metil)- 1H-pirrol 0,59 87 0,61 87 0,96 90
Guaiacol 1,36 94 2,18 95 1,52 95 0,83 94 1,13 94
3-(2-furanil)-2-propenal 0,58 96
Alcool benzilico 0,60 96 0,43 78 0,23 60
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Tabela 27 — continuagao

Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7
Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST | Area | NIST
Composto ©6) | 06) | 06) | (%) | @) | (%) | %) | (%) | (%) | (%)

3-etil-2-hidroxi-2-ciclopenten-
1-ona 0,52 97 0,78 95 1,03 94 0,30 93 0,54 94
Alcool fenil-etenilico 0,29 91 0,20 91 0,23 86 0,18 53 0,18 93
2-fenil-2-butenal 0,18 66 0,22 95 0,18 93
2-tiofenometanol 0,65 93 0,11 55 0,40 70
Maltol 2,32 91 1,63 91 2,37 91 1,08 91 1,94 91
1-(1H-pirrol-2-il)-etanona 2,00 95 1,18 94 1,70 94 0,72 94 1,43 91
Eter difurfurilico 0,21 53 0,47 91 0,41 90 0,33 87 0,59 87
Fenol 1,24 94 1,64 89 1,37 93 0,36 81
2-furoil-hidrazida 0,33 80
Furaneol 0,12 58 0,11 79 0,48 52 0,31 56 0,41 97
1-metil-1H-pirrol-2-
carboxaldeido 2,58 64
4-etil-guaiacol 4,36 55 3,25 68 3,00 93 1,98 76 0,15 93
4-isopropil-2-ciclohexenona 0,35 83
2-pirrolidona 0,64 87
4-piridina-metanol 1,39 72
Acido nonandico 0,38 94 0,32 94 0,34 72 0,22 76
2-(ciclohex-1-enil)-furano 0,55 96 0,29 70
4-vinil-guaiacol 2,70 94 2,77 94 1,20 90 1,71 96 2,41 91
m-tert-butil-fenol 0,50 94
2,4-ditert-butil-fenol 0,74 97 0,39 93 0,21 95
Acido 4-oxo-pentandico 0,33 53 0,21 64
Cis-isoeugenol 0,32 64 0,37 65 0,17 58 0,11 67 0,16 98
2,3-diidro-benzofurano 0,09 76
6-metil-3-piridinol 0,59 91 0,35 93 0,25 81 0,14 76 0,25 81
3-piridinol 1,03 90 1,03 87 0,95 87 1,19 91
Carvomentol 0,08 60
4-metoxi-2-metil-1-(metiltio)-
benzeno 0,25 60 0,12 60
Acido benzoico 0,19 95 0,29 93 0,19 95 0,09 93
Indol 0,20 70 0,14 76
5-hidroximetil-diidrofuran-2-
ona 0,15 64 1,44 94 0,11 59 0,17 72
5-hidroximetil-2-
furanocarboxialdeido 0,64 94 3,33 94 1,91 94 3,08 95
1-butil-2-(8-metilnonil)-ftalato 0,66 78
Vanilina 0,37 86 0,46 89 0,34 85 0,51 81 0,24 81
1-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-
etanona 0,24 93 0,10 60
Cafeina 0,70 93 0,96 94

Observagoes: - Os tempos de retengdo dos compostos bem como os numeros do CAS (Numero de registro do
Chemical Abstract Service) sao idénticos aos apresentados na Tabela 27 para cada composto.
- Os campos em branco, denotam néo ter havido detecg@o para esse composto

NIST - Biblioteca do programa NIST — (NIST, 2002). Representa probabilidade de exatiddo na identificacdo do
composto, estimada pela propria biblioteca




ANEXO 6

AMOSTRA 1

COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

3-metil-2-buten-1-ol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

3-hidroxi-2-butanona

Alcool benzilico

Maltol

Furaneol

2,5-dimetil-pirazina

2,3-dimetil-pirazina

1-metil-piperidina

5H-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

Alcool fenil-etenilico

4-etil-guaiacol

4-metil-tiazol

2,6-dietil-pirazina

Metil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

Etil-benzeno

Piridina

3-etil-piridina

5-metil-2-furanocarboxialdeido

1-(2-piridinil)-etanona

3,4-dimetil-2,5-furanodiona

2-hidroxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona
2-hidréxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona
Cis-isoeugenol
2-butanona VII X
Acido isovalérico VII
Pirazina VIII X
2-etil-1-hexanol VIII
Metanotiol IX
Etanal IX
Acido acético X
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina XI
2,3,5-trimetil-pirazina XI
Metional XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
3-penten-2-ona XII
Furfural XII
Linalol XII
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Quadro 41 - Distribuicdo de componentes identificados por olfatometria dentro dos

diversos grupos sensoriais propostos
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COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

3-metil-2-buten-1-ol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

Furaneol

Acetato de metila

2,5-dimetil-pirazina

2,3-dimetil-pirazina

SH-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina

Butirolactona

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

4-etil-guaiacol

Acido nonandico

4-vinil-guaiacol

4-metil-tiazol

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

2,3-diidro-4-metil-furano

Etil-benzeno

Piridina

5-metil-2-furanocarboxialdeido

1-(2-piridinil)-etanona

2-hidroxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona VI VIII
Cis-isoeugenol VI
Acido isovalérico VIL
Pirazina VIII X
Acido acético X
2,3,5-trimetil-pirazina XI
Metional XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Hexanal XII
Furfural XII
Linalol XII
Acido propandico XII

Quadro 41 — continuagao
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COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

2-pirrolidona

Furaneol

2,3-dimetil-pirazina

2,5-dimetil-pirazina

2-etil-3-metil-pirazina

SH-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

4-etil-guaiacol

4-vinil-guaiacol

Acido nonanoico

4-metil-tiazol

Metil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

1-(2-piridinil)-etanona

2,3-diidro-4-metil-furano

5-metil-2-furanocarboxialdeido

Piridina

2-hidroxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona
Cis-isoeugenol
Acido isovalérico VII
Pirazina VIII X

Etanal IX

2,4-ditert-butil-fenol X
Acido acético X
2,3,5-trimetil-pirazina XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Metional XI
Acido propandico XII
Furfural XII
Linalol XII

Quadro 41 — continuagao
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COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

3-hidroxi-2-butanona

Furaneol

2,3-dimetil-pirazina

2,5-dimetil-pirazina

1-hidréxi-2-propanona

3-metil-butanal

Acetato de etila

S5H-5-metil-6,7-diidrociclopentapirazina

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

4-etil-guaiacol

4-vinil-guaiacol

Acido nonandico

4-metil-tiazol

2,6-dietil-pirazina

Metil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

1-(2-piridinil)-etanona

2,3-diidro-4-metil-furano

4,5-dimetil-tiazol

5-metil-2-furanocarboxialdeido

Piridina

2-hidréxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona VI VIII
Cis-isoeugenol VI
Acido isovalérico VII
Pirazina VIII X
Etanal IX
Metanotiol IX
2-metoxi-metil-furano X XII
Acido acético X
1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo XI
2,3,5-trimetil-pirazina XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Metional XI
2n-propil-pirazina XII
3-penten-2-ona XII
Furfural XII
Hexanal XII
Linalol XII

Quadro 41 — continuagéo
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COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

Furaneol

Benzaldeido

Acetato de metila

3-hexen-2-ona

2,5-dimetil-pirazina

2,3-dimetil-pirazina

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

Alcool fenil-etenilico

4-etil-guaiacol

4-vinil-guaiacol

4-metil-tiazol

2,6-dietil-pirazina

Metil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

2,3-diidro-4-metil-furano

Piridina

1-etil-3-metil-benzeno

4,5-dimetil-tiazol

5-metil-2-furanocarboxialdeido

1-(2-piridinil)-etanona

(1-metil-etenil)-pirazina
Cis-isoeugenol
Acido isovalérico VII
Pirazina VIII X
4,5-dimetil-oxazol VIII
Metanotiol X
Etanal X
Butanal IX
Decano IX
Dissulfeto de dimetila IX
2-metoxi-metil-furano X XII
Acido acético X
2,3,5-trimetil-pirazina XI
Metional XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Hexanal XII
3-penten-2-ona XII
2n-propil-pirazina XII
Furfural XII
Linalol XII

Quadro 41 — continuagao
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COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

Furaneol

Benzaldeido

Acetato de metila

Acetato de 2-furanometanoila

2,5-dimetil-pirazina

2,3-dimetil-pirazina

2-etil-3-metil-pirazina

1-hidréxi-2-propanona

Etil-pirazina

3-metil-butanal

2,4-dimetil-3-pentanona

Limoneno

Butirolactona

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

Alcool fenil-etenilico

4-etil-guaiacol

Acido nonandico

4-vinil-guaiacol

4-metil-tiazol

2,6-dietil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

Propanal

2,3-dimetil-isoxazol

Piridina

4,5-dimetil-tiazol

5-metil-2-furanocarboxialdeido

1-(2-piridinil)-etanona

1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol

Cis-isoeugenol

2-butanona VII X
Acido isovalérico VII
Pirazina VIII X
Metanotiol IX
Etanal IX
2-metil-butanal IX
2-metoxi-metil-furano X XII
Acetona X
2-metil-furano X
Acido acético X
1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona XI
2,3,5-trimetil-pirazina XI
Metional XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Hexanal XII
3-penten-2-ona XII
2n-propil-pirazina XII
Furfural XII
Linalol XII

Quadro 41 — continuagéo
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AMOSTRA 7

COMPONENTE

2,5-dimetil-3-etil-pirazina

2-furfuriltiol

2,3-butanodiona

2,3-pentanodiona

Furaneol

2,5-dimetil-pirazina

2,3-dimetil-pirazina

2-etil-3-metil-pirazina

1-hidréxi-2-propanona

Etil-pirazina

3-metil-butanal

Propanoato de 2-furanometanoila

Guaiacol

2-etil-6-metil-pirazina

2-furilmetanol

4-etil-guaiacol

4-vinil-guaiacol

4-metil-tiazol

2,6-dietil-pirazina

2,6-dimetil-pirazina

2-etil-5-metil-pirazina

2,3-dimetil-isoxazol

Piridina

4,5-dimetil-tiazol

3-etil-piridina

1-(furanil)-etanona

5-metil-2-furanocarboxialdeido

1-(2-piridinil)-etanona

Acetil-pirazina

2-metil-2-ciclopenten-1-ona
(1-metil-etenil)-pirazina

2-hidréxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona

1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol
Cis-isoeugenol

2-butanona VII X
Acido isovalérico VII
2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano VIL
Pirazina VIII X
Metanotiol IX
Etanal IX
Dissulfeto de dimetila IX
2-metoxi-metil-furano X XII
Acetona X
2,6,11-trimetil-dodecano X
Acido acético X
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina XI
1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona XI
2,3,5-trimetil-pirazina XI
Metional XI
2,3-dietil-5-metil-pirazina XI
Hexanal XII
2n-propil-pirazina XII
Furfural XII
Linalol XII

Legenda: Grifados em verde, os grupos sensoriais indicados como positivos e em amarelo aqueles negativos

Quadro 41 — continuagéo
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ANEXO 7
Composto Estrutura Massa molar | Ponto de ebuli¢do | Celuna
(uma) (°C) C20M *
Metanotiol ** g 48,10 6,0 Nd
metil mercaptana
Etanal -0 44,00 21,0 X
Acetaldeido
Propanal s 58,09 49,0 X
Propionaldeido
Acetona 58,10 56,0 Nd
Dimetil-cetona
2-propanona [
Acetato de metila - a & 74,08 57,5 Nd
82,10 Nd
2-metil-furano ﬂ 66,0
9]
Butanal s 72,10 74,8 X
Acetato de etila a 88,10 77,0 X
r’JJ" 0 S
2-butanona 0 72,11 80,0 X
Metil-etil-cetona /,IL\/.-
84,12 Nd Nd
2,3-diidro-4-metil-furano **
2,3-diidro-4-metil-furano
2,3-diidro-4-metilfurano 8]
Metil-butanal 0 86,10 93,0 X
2-metil-butanal
Metil-butanal /I\/\ 86,10 93,0 X
3-metil-butanal = o
1-metil-piperidina ** 99,18 107,0 Nd
N-metil-piperidina
- ]
2,3-butanodiona O 86,00 88,0 X
Diacetil \'HJ\
Q
Decano P T e 142,20 174,0 X

Quadro 46 - Estrutura planar, massa molar, ponto de ebulicdo e confirmacao da

deteccado com coluna cromatografica equivalente a empregada neste
trabalho, para os 88 compostos caracterizados como de alto impacto
aromatico, detectados por olfatometria nas amostras de café soluvel

em po estudadas
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Composto Estrutura Massa molar | Ponto de ebuli¢do | Coluna
(uma) (OC) C20M *
. . c g Nd
1,2,3,6-tetraidro-1-metil-piridina ** 97,16 Nd
N-metil-1,2,5,6-tetrahidropiridina
1-metil-3-piperidina N—
2,3-pentanodiona /\HD\ 100,10 108,0 X
0
Dissulfeto de dimetila ~g-S 94,00 110,0 X
Hexanal 100,10 131,0 X
n-hexanal ,-WO
aldeido caproico capronaldeido
hexaldeido
hexan-1-al
84,12 122,0 Nd
3-penten-2-ona o
(E)-3-penten-2-ona trans-3-penten-2-ona
Etil-benzeno /\-@ 106,17 136,0 Nd
2,4-dimetil-3-pentanona ** 114,19 124,0 Nd
Diisipropil-cetona
9]
. JOR Nd
2,3-dimetil-isoxazol ** W 97,12 144,0
N—0O
. . 97,12 Nd
4,5-dimetil-oxazol Nd
5-metil-4-metiloxazol
4,5-dimetil-1,3-oxazol
]
[+ :j(
Piridina Ny, 79,10 115,0 X
azina E
azabenzeno o
Limoneno 136,10 175.,5 X
1-metil, 4-(1-metiletenil) ciclohexeno, p-
menta-1,8-dieno (mistura)
Pirazina N 80,09 116,0 X
p-diazina =
Paradiazina |
Piazina N N
1,4-diazabenzeno
1,4-diazina

Quadro 46 — continuagéo
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Composto

Estrutura

Massa molar
(uma)

Ponto de ebulicédo
(°C)

Coluna

C20M *

3-hexen-2-ona **

1-butenil-metil-cetona

metil-1-butenil-cetona
(3E)-3-hexen-2-ona

98,14

130,0

Nd

1-etil-3-metil-benzeno
m-ethyl-tolueno
m-etilmetilbenzeno
m-etiltolueno
m-metiletilbenzeno
1-etil-3-metilbenzeno
1-metil-3-etilbenzeno
3-etiltolueno
meta-etiltolueno

120,19

159,0

Nd

2-metoxi-metil-furano **
Furfuril-metil-éter
2-(Metoximetil)-furano
2-furfuril-metil-éter

112,13

Nd

Nd

1-(2-metil-1-propenil)-pirrolidona
sk

1-(2-metilpropenil)-pirrolidina
pirrolidina-enamina-isobutiraldeido
N-(2-metil-1-propenil)-pirrolidina
1-pirrolidinoisobuteno

125,21

Nd

Nd

Metil-pirazina
2-metil-pirazina

94,10

135,0

Nd

4-metil-tiazol
4-metil-1,3-tiazol

99,16

133,0

3-hidroxi-2-butanona
Acetil-metil-carbinol
Acetoina

88,11

148,0

Nd

2,6,11-trimetil-dodecano **

212,41

Nd

Nd

1-hidréxi-2-propanona
acetol
acool-acetona acetilcarbinol
hidroxipropanona
acetil-metanol
1-hidréxi-2-propanona
1-hidroxiacetona

74,08

146,0

Nd

2,5-dimetil-pirazina
dimetil-pirazina
2,5-dimetil -1,4-diazina

108,14

154,0

Nd

2,6-dimetil-pirazina
dimetil-pirazina
2,6-dimetil -1,4-diazina

108,14

154,0

Etil-pirazina
2-etil-pirazina

108,14

152,0

Quadro 46 — continuacao
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Composto ST Massa molar | Ponto de ebuli¢do | Coluna
(uma) (°C) C20M *
2,3-dimetil-pirazina N 108,14 156,0 Nd
dimetil-pirazina [ I
2,3-dimetil-1,4-diazina N®
2-metil-2-ciclopenten-1-ona 96,13 161,0 Nd
]
4,5-dimetil-tiazol s 113,18 158,0 Nd
dimetil tiazol i 4(
M
3-etil-piridina M., 107,15 166,0 Nd
(~
2-etil-6-metil-pirazina N, 122,17 Nd X
Metiletil pirazina \[ j/\
N =
2-etil-5-metil-pirazina N, 122,10 Nd Nd
etilmetil-pirazina )[ j/\
N s
2,3,5-trimetil-pirazina Ny 122,10 172,0 X
trimetil-pirazina /[ I
=
N
2-etil-3-metil-pirazina N, 122,17 171,0 X
2-metil, 3-etilpirazina [ I\
. N"’.
2n-propil pirazina ** " 122,00 65,0 (12 mm Hg) | ™
propil pirazina
2-propil pirazina { Q
M
3-metil-2-buten-1-o] ** )\ﬁ 86,13 140,0 Nd
Alcool prenilico
Isobutenilcarbinol T OH
1-hidro6xi-3-metil-2-buteno
2,6-dietil-pirazina " 136,19 Nd
/\[ N j/\
2-furfuriltiol 0 114,00 155,0 X
furfuril mercaptana U/\ SH
2-furilmetanol
2,5-dimetil-3-etil-pirazina Ny 136,10 Nd X
3-etil-2,5-dimetilpirazina \E I\
N..-v‘
Acido acético O 60,00 118,0 X
/ILDH

Quadro 46 — continuagéo
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Composto

Estrutura

Massa molar

(uma)

Ponto de ebuligdo | Coluna

(OC) C20M *

Metional
3-(metiltio)propionaldeido
4-tiapentanal

HSMO

104,00

166,0 Nd

Furfural
2-furanal
2-furaldeido

==,
T,
o

96,00

163,0 X

2-etil-1-hexanol

/\/j/‘DH

130,20

183,0 X

2,3-dietil-5-metil-pirazina
dietil metil-pirazina

150,10

203,0 X

1-(furanil)-etanona
2-furil-metil-cetona
Acetilfurano
Metal-2-furil-cetona
2-acetilfurano
Furil-metil-cetona
2-acetil-furano
1-(2-furanil-)etanona

110,11

67,0 (10 mm Hg) | ™

Benzaldeido

106,00

178,0 Nd

Acetato de 2-furanometanoila **
Acetato do alcool furfurilico
Furfuril-éster do acido acético
Furfuril-acetato
2-acetoximetilfurano
2-furanmetil-acetato
2-furfuril-acetato

140,14

177,0 Nd

Linalol
3,7-dimetilocta-1,6-dien-3-o0l,2,6-dimetilocta-
2,7-dien-6-0l (R, S, e racemato)

154,25

198,0 Nd

Acido propanéico
Acido propidnico

74,08

142,5 Nd

5-metil-2-furanocarboxialdeido
5-metil-2-furaldeido
5-metil-furfural
2-formil-5-metilfurano
2-metil-5-formilfurano

]

110,11

89,0 (26 mm Hg) | ™

Propanoato de 2-furanometanoila **
Ester 2-furfurilico do 4cidi  ropanéico
2-furfuril-propanoato

—l

EIE

154,16

196,0 Nd

(1-metil-etenil)-pirazina
2-isopropenilpirazina

N

120,15

Nd Nd

Quadro 46 — continuagcao
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Composto

Estrutura

Massa molar

(uma)

Ponto de ebuligdo | Coluna

(OC) C20M *

1,5-dimetil-1H-pirrol-2-carbonitrilo
sk

1,5-dimetil-2-pirrolecarbonitrilo

120,15

Nd Nd

1-(2-piridinil)-etanona

metil-2-piridil-cetona
2-acetilpiridina

2-piridil-metil-cetona
2-acetopiridina
acetil-piridina

121,14

193,0 Nd

5H-5-metil-6,7-
diidrociclopentapirazina
6,7-diidro-5-metil-5(H)-ciclopentapirazina
S-metil-6,7-diidrociclopentapirazina

==

134,18

200,0 Nd

Acetil-pirazina
2-acetilpirazina
1-piraziniletanona

(I

122,00

188,0 X

Butirolactona **
lactona do acido 4-hidroxibutirico
tetrahidro-2-furanona
4-butanolida

O

O

86,00

204,0 X

2-furilmetanol
Furfuril-mercaptana
Alcool furfurilico

S

HS/\G

114,16

170,0 Nd

Acido 3-metil-butirico
Acido isovalérico
Acido 3-metilbutanéico
acido metilbutirico

|/
H

102,10

175,0 X

2-(2-furanil-metil)-5-metil-furano
2-(2-furanilmetil)-5-metil-furano
5-metil-2,2'-metilenedi-furano
2-furfuril-5-metilfurano

acl

&/o

162,19

Nd Nd

3,4-dimetil-2,5-furanodiona **
Anidrido-2,3-dimetilmaleico

o
a

jgt

126,11

223,0 Nd

2-hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-
ona
3-metil, 1,2-ciclopentenodiona
3-metil, 2-ciclopenten-2-ol-1-ona
Maple lactona
Metil ciclopentenolona

J X
8]
H

9]
0

peg

112,13

Nd Nd

1-(2-furanil-metil)-1H-pirrol **
N-furfurilpirrol
1-furfuril-pirrol
N-(2-furfuril)-pirrol

s
o

147,17

Nd Nd

Quadro 46 — continuagao
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Composto

Estrutura

Massa molar
(uma)

Ponto de ebulicédo
(°C)

Coluna

C20M *

Guaiacol
2-metoxifenol, o-hidroxianisol

D'“‘-.

R

/
o
I

124,14

205,0

X

Alcool benzilico
Benzenometanol

q

108,10

205,0

2-hidréxi-3-etil-2-ciclopenten-1-ona
3-etil-2-hidroxi-2-ciclopenten-1-ona

]
T
Oi ; :

126,15

Nd

Nd

Alcool fenil-etenilico
alcool fenetilico
B-hidroxietilbenzeno
B-feniletanol
B-PEA
benzil-carbinol

3

122,16

221,0

Nd

Maltol

Hidrometilpirona
3-hidroxil-2-metil-4H-piran-4-ona

<
o]
T

140,14

205,0

4-hidroxi, 2,5-dimetil-
3(2H) furanona

Furaneol

jf(D

]
o
I

112,10

188,0

4-etil-guaiacol
1-hidréxi-2-metoxi-4-etil-benzeno
4-etil-2-metoxifenol

] o
N, =

152,10

235,0

2-pirrolidona **
gama-butirolactama

85,11

245,0

Nd

Acido nonandico
acido pelargonico
acido nonodico

-
T
&
o

;

158,10

254,0

4-vinil-guaiacol
2-metdxi, 4-vinil fenol
Vinil guaiacol
4-hidroxi, 3-metoxi estireno
p-vinilcatecol-O-metil éter
p-vinil guaiacol

g E
o ©
\ I

150,18

224,0

2,4-ditert-butil-fenol

206,33

265,0

Nd

Cis-isoeugenol
2-metoxi-4-propenilfenol

T

Ef’ o
o o
v I

164,10

266,0

* Nd. Indica ndo disponibilidade de dados sobre a polaridade da coluna cromatografica empregada na
identificagdo desse composto. As marcagdes com X, atestam a existéncia de referéncia de detecgdo com a
coluna C20M ou similar, de polaridade equivalente a coluna INNOWax.

** Compostos com identificagdo provavel, sendo os demais de identificagdo positiva
Fontes: FLAMENT (2002), NIST (2003), CHEMEXPER (2005), OCL (2005) e SDBS (2005).

Quadro 46 — continuagcao
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ANEXO 8

Figura 9 — Equipamentos utilizados pelos julgadores nas analises de olfatometria
com a técnica de OSME

Figura 10 — Nariz eletrébnico empregado nos testes
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