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ABREU, Marcela Breves. Diferenciagdao de cafés especiais e tradicionais por
métodos quimiométricos. 2018. 78 f. Dissertagcdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2019.

RESUMO

O café é um dos produtos mais tradicionais da agricultura brasileira, o pais €&
considerado o maior produtor e exportador de grdos especiais do mundo. O café
especial é descrito principalmente por um sabor excelente e Unico, embora seu
consumo ainda seja reduzido no Brasil, devido seu alto custo. Os cafés sao
classificados como especiais por meio de uma avaliacdo sensorial conhecida como
"SCAA cupping method", que expressa a qualidade da bebida do café em uma
escala numérica, sendo necessario alcancar pelo menos 80 pontos para ser
considerado um café especial. O objetivo deste estudo foi diferenciar os cafés
comerciais, torrados e moidos, tradicionais e especiais a partir da analise de seus
constituintes quimicos, usando diferentes técnicas analiticas, cromatograficas
(CLAE-UV/DAD) e espectroscépicas (UV-Vis, V), comparando a viabilidade destes
métodos combinados a ferramentas quimiométricas para promover tal diferenciagao
das amostras. Para a escolha do método e solvente de extracdo das amostras
realizou-se um planejamento estatistico associado, combinando-se planejamento
fatorial 22, variando método (agitadora orbital e ultrassom) e tempo (30 e 120
minutos) e um planejamento de misturas (simplex centroide), trabalhando-se com
agua, etanol, diclorometano e suas misturas binarias e ternarias. A partir dos
resultados da otimizagcdo do processo de extragdo escolheu-se trabalhar com dois
solventes puros: agua e diclorometano; e como método de extragdo a agitadora
orbital por 30 minutos. Os resultados das analises de fatores mostraram que a
técnica de espectrofotometria de absorcdo no UV-Vis, aplicada as amostras
extraidas com agua, seria uma ferramenta adequada para a discriminagdo das
amostras de cafés especiais e tradicionais, podendo ser usada para o controle de
qualidade desse tipo de amostra. Em suma, este estudo apresentou pela primeira
vez a diferenciacao de cafés tradicionais e especiais comerciais, usando diferentes
técnicas analiticas, através de seus perfis metaboldmicos e de suas impressdes
digitais, juntamente com ferramentas quimiométricas. Este trabalho mostrou-se
ainda eficiente na discriminagdo dos cafés tradicionais e especiais por meio de uma
técnica simples e de baixo custo, corroborando também com a quimica verde pelo
uso de agua na extragao.

Palavras-chave: UV-Vis. Infravermelho. Cromatografia. Planejamento fatorial.
Planejamento de misturas. Analise de fatores.



ABREU, Marcela Breves. Differentiation of special and traditional coffees by
chemometric methods. 2018. 78 p. Dissertation (Master’'s degree in chemistry) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2019..

ABSTRACT

Coffee is one of the most traditional products of Brazilian agriculture, the country is
considered the largest producer and exporter of special beans the world. The special
coffee is described mainly by an excellent and unique flavor, although its
consumption is still reduced in Brazil, due to its high cost. Coffees are classified as
special by a sensory evaluation known as "SCAA cupping method", which expresses
the quality of the coffee brew on a numerical scale, being necessary to reach at least
80 points to be considered a special coffee. The main objective of this study was to
differentiate the commercial, roasted and ground coffee, traditional and special, from
the analysis of its chemical constituents, using different analytical, chromatographic
(HPLC-UV/DAD) and spectroscopic techniques (UV-Vis, IV), comparing the feasibility
of these combined methods to the chemometric tools to promote the differentiation of
the samples. For the choice of method and sample extraction solvent, an associated
statistical planning was performed, combining factorial design 22, varying method
(orbital and ultrasound) and time (30 and 120 minutes) and a mixture design (simplex
centroid), working with water, ethanol, dichloromethane and their binary and ternary
mixtures. From the results of the optimization of the extraction process it was chosen
to work with two pure solvents: water and dichloromethane; and as an extraction
method the orbital shaker for 30 minutes. The results of the factor analysis showed
that the UV-Vis absorption spectroscopy technique, applied to samples extracted with
water, would be an adequate tool for discriminating samples of special and traditional
coffees, and could be used for the quality control of these type of samples. In short,
this study presented for the first time the differentiation of traditional and commercial
coffee, using different analytical techniques, through its metabolomic profiles and
fingerprints, with chemometric tools. This work has shown to be efficient in
discriminating traditional and special coffees by a simple and low cost technique, also
corroborating with the green chemistry by the use of water in the extraction.

Key words: UV-Vis. Infrared. Chromatography. Factorial design. Mixture design.
Factor analysis.
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1 INTRODUGAO

O café (Coffea sp) € um dos produtos mais tradicionais da
agricultura no Brasil, com o desenvolvimento das primeiras lavouras cafeeiras no
pais datado ha mais de 200 anos. Com o passar do tempo e o desenvolvimento de
tecnologias, diversas mudangas alcangaram esse setor e pesquisas tém sido
acentuadas a fim de melhorar a qualidade do café e possibilitar atender as
demandas do mercado por produtos diferenciados (CARVALHO, 2002). Desde os
anos 90, a qualidade do café vem sendo intimamente relacionada aos termos "cafés
especiais" ou "café gourmet", sendo que esses cafés sao descritos principalmente
por um sabor excelente e Unico e a maioria deles pertencem a espécie arabica
(PICCINO et al., 2014).

Os brasileiros tém a sua disposicdo diversas marcas de cafés
especiais disponiveis em todo pais e apesar do consumo ser reduzido, comparando-
se aos cafés tradicionais, a estimativa de crescimento para o segmento é de 15 a
20% ao ano, desde 2010 (ABIC 2017a). Além disso, atualmente, o Brasil é
considerado o pais produtor que mais fornece graos especiais e de alta qualidade
para todo o mundo. Os principais compradores sdo Japao, Estados Unidos e Unido
Europeia (NETO, 2017).

A Associagdo Americana de Cafés Especiais (SCAA - Specialty
Coffee Association of América) surgiu em paralelo ao desenvolvimento dos cafés
especiais, e foi fundada em 1982 por um grupo de industriais norte-americanos com
o intuito de “estimular a producdo e consumo de cafés especiais” no pais. No Brasil,
instituiu-se a BSCA ou ABCE — Associacao Brasileira de Cafés Especiais no Brasil,
em razao da difusdo dos conceitos da SCAA e para reunir os produtores com foco
no cultivo de graos de alta qualidade (NETO, 2017).

Além de associar todos os segmentos da cadeia dos cafés
especiais, a SCAA contribuiu para esse mercado criando uma metodologia de
avaliagao sensorial, conhecida como “SCAA cupping method” (Metodologia SCAA
de avaliacdo de café). Esta metodologia de avaliagdo expressa a qualidade da
bebida do café por meio de uma escala numérica, de forma que denomina-se café
especial todo aquele que atingir no minimo 80 pontos SCAA. Os atributos pontuados
pela metodologia SCAA de avaliagdo sensorial compreendem: fragrancia/aroma,

uniformidade, auséncia de defeitos, dogura, sabor, acidez, corpo, finalizacao,
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equilibrio e conceito global (SAATH, 2010; NETO, 2017).

Além dos atributos sensoriais, somados a eles, as caracteristicas
fisico-quimicas do café sao imprescindiveis para definir os fatores que influenciam
na qualidade final do produto. Os diversos constituintes quimicos s&o determinantes
para obtencdo de um café de exceléncia, pois sdo eles que especificam a aparéncia
do grao torrado e o sabor e aroma caracteristico desta bebida (PIMENTA, 2003;
LIMA FILHO et al., 2013). Nos graos de café estdo em predominancia os agucares,
0s compostos nitrogenados e os acidos clorogénicos. Os agucares, apesar de serem
encontrados em pequenas quantidades no café cru, tendem a aumentar com o
processo de torracdo do café. Além disso, durante esse processo, a reacao desses
agucares com aminoacidos € responsavel pela formacdo dos compostos que
caracterizam o sabor e aroma da bebida (FLAMENT, 2002; RODARTE, 2008).

Devido ao fato de a analise sensorial do café depender do homem
como instrumento de medida, sdo necessarias pesquisas com o0 objetivo de
relacionar as caracteristicas sensoriais da bebida com os componentes quimicos, a
fim de complementar analise sensorial e comprovar a qualidade do café especial.
Independente de sua natureza, formas de cultivo, industrializacdo e preparo, a
qualidade final da bebida depende diretamente da sua composi¢cdo quimica e todos
os atributos pontuados pela metodologia SCAA de avaliagdo sensorial
(fragrancia/aroma, uniformidade, defeitos, dogura, sabor, acidez, corpo, finalizagao,
equilibrio) sdo consequéncias da presenga, da combinacdo ou transformagcao dos
componentes quimicos e suas proporg¢des no grao torrado.

Como ha uma infinidade de componentes quimicos presentes nos
graos de café cru que dao origem a milhares de outros compostos apos a torragéo
do café e preparagdo da bebida e com a crescente demanda global por cafés
especiais, pretende-se utilizar técnicas analiticas e ferramentas quimiométricas, por
meio da analise multivariada, para extrair esses elementos quimicos do café torrado
e moido e posteriormente analisa-los verificando se ha diferenca entre a composig¢ao
quimica dos cafés classificados como especiais, frente aos tradicionais, e, ainda,
aplicar um método quimiométrico para realizar essa diferenciagao e a avaliacdo da

qualidade do café.
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1.1 O CAFE

O café (Coffea sp) é um produto de grande importancia econdmica
no Brasil, através do levantamento realizado pela Organizagdo Internacional do
Café, em janeiro de 2017, em relagcdo ao consumo mundial de café entre 2015 e
2016, o Brasil aparece como maior exportador, dentre todos os paises, totalizando
20500 sacas exportadas e seguido pela Indonésia com 4500 sacas. Dados desse
mesmo periodo mostram que no mesmo ano, 2016, foi produzido um total de 55000
sacas dessa commoditie, mostrando que além de maior exportador o Brasil também
€ o maior produtor mundial de café (INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION,
2017).

Em relacdo aos cafés especais as exportagées geraram US$ 1,57
bilhdo em 2016, com alta de 152,4% quando comparado aos US$ 622 milhdes
registrados no ano anterior. Essas exportagées ocorrem para 78 paises diferentes e
o principal comprador desses gréos especiais sdo os Estados Unidos, que
investiram cerca de US$ 388,2 milhdes na aquisicdo do produto. Além disso o
mercado de cafés especiais cresce cerca de 15% ao ano no Brasil, tendo o titulo de
maior produtor e exportador desses graos no mundo, atras da Colémbia que ainda
detém a maior produ¢do, mas ndo supera a exportagdo brasileira desses graos
(BSCA, 2017).

A bebida do café é preparada de diversas formas, sendo que todas
elas envolvem grédos de café torrados e moidos que entram em contato com agua
quente, seguida ou nao por filtragdo. Independente do método de preparo, a bebida
e o café torrado compartilham de diversos compostos, com algumas alteragdes de
aroma devido a mudangas nas concentragdes das substancias quimicas durante a
infusdo (Belitz et al., 2009). Além das alteragbes que ocorrem no preparo da bebida,
mais importante sdo as diferencas no modo de cultivo e as bebidas distintas que se
obtém quando se varia as espécies de cafés existentes no mercado.

A composicao quimica do café verde e apds o processo de torra
também sdo de suma importancia para a obtencdo de uma bebida com alta
qualidade e a diferenca desses compostos é que diferem um café tradicional de um
especial, sendo que o especial além de ser constuido de 100% da espécie Coffea
arabica deve ser ausente de defeitos (como graos pretos, verdes e ardidos) para

permitir a obtencdo de uma bebida com alta pontuacao de classificagdo sensorial.
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1.1.1 Composigao Quimica do Café Cru e Torrado

O grédo de café verde € a matéria-prima do café e contém uma
mistura complexa de centenas de compostos orgéanicos diferentes que serao
transformadas no processo de torrefacdo para determinar o sabor e aroma da
bebida. O processo de torrefacdo rompe a estrutura celular dos graos de café verde,
que ao entrar em contato com o calor, libera agua e substéncias volateis, o
aquecimento dos grdos ainda promovem a pirdlise — decomposi¢cdo térmica e
mudanga quimica - e a caramelizagcdo do agucar, tornando os graos castanhos
(DEFERNEZ et al., 2017; BHUMIRATANA, ADHIKARI e CHAMBERS 1V, 2011).

Os polissacarideos, soluveis e insoluveis, sao constituintes
importantes dos graos de café verde e torrado, atuam no desenvolvimento da cor e
do aroma no processo de caramelizagcdo, contribuem para a percepcado da
viscosidade da bebida, representam cerca de 50% p/p dos graos verdes
(BRADBURY, 2001; FLAMENT et al., 1968; KOLLING-SPEER e SPEER, 2005;
ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012; BUFFO E CARDELLI-FREIRE, 2004). Em relacdo as
duas principais espécies de cafés, os polissacarideos sao 44% da matéria seca no
C. arabica, sendo 9% de sacarose, € 47% da matéria seca no C. canephora que é
constituido de aproximadamente 4,5% de sacarose, composto esse que contribuira
positivamente para o aroma e a dogura na bebida do café (FARAH 2012).

Na bebida do café a docura é correlacionada com a acidez e,
portanto, o café da espécie C. arabica apresenta menores valores de pH, entre 4,85
a 5,15, quando comparado ao C. canephora que possui pH entre 5,25 e 5,40
(VITZTHUM, 1976). No gréo de café verde o conteudo de acidos é cerca de 11%
enquanto no grao torrado ha uma reducéao para 6%, esse percentual compreende os
acidos nao volateis como o acido citrico, malico, quinico e clorogénicos, que
permanecem apos torragdo apesar de parte ser degradada, os acidos volateis como
0 acetico, propandico, butandico, isovalérico, hexandico e decandico, e ainda,
aqueles acidos que se formam ou aumentam sua concentragcao de acordo com o
grau de torragdo como os acidos formico, acético, glicélico e lactico (GINZ et al.,
2000, SUNARHARUM, WILLIAMS e SMYTH, 2014; ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012).

Os lipidios do café, ou dleo de café, é o constituinte majoritario dos
graos de café verde, tanto da espécie C. arabica quanto da C. canephora, os quais

destacam-se os triglicerideos, os diterpenos da familia caurina, esterdis totais livres
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e esterificados e uma pequena quantidade de outros tipos lipidicos, como os
tocoferdis (KAUFMANN e GUPTA, 1964; KAUFMANN e HAMSAGAR, 1962; SPEER
e KOLLING-SPEER, 2006). Apds o processo de torrefacdo os esterdis e a maioria
dos triglicerideos aumentam proporcionalmente e a fragdo lipidica total varia
consideravelmente entre as espécies C. arabica e C. canephora, sendo o teor nos
graos do arabica correspondente a 14g/100g de matéria seca, enquanto nos graos
robusta tem-se aproximadamente 7g/100g de matéria seca. (MAIER, 2005;
STEPHANUCCI, 1979)

Embora a composicao total de aminoacidos nas espécies de cafés
seja semelhante, o teor de proteina do café robusta é levemente maior ao do café
arabica, os compostos nitrogenados totais, excluindo a cafeina e trigonelina,
equivalem entre 9 a 16% da composi¢cdo quimica do café verde (WASSERMAN,
1992; FARAH, 2012). Esses compostos nitrogenados tem consideravel importancia
para o desenvolvimento do sabor, aroma e da cor caracteristica do café, pois
participam das reagdes de Maillard, quando o grupo amina presente em suas
moléculas ligam-se ao grupo carboxila de acgucares redutores, hidroxi-acidos e
fendis, dando origem as melanoidinas (LIU e KITTS, 2011; BUFFO e CARDELLI-
FREIRE, 2004).

Os minerais, apesar de constituintes minoritarios (3 a 5%) do cafe,
atuam como catalisadores de reag¢des que dao origem a componentes aromaticos no
grao de café durante seu processamento (Janzen, 2010). Dentre os varios
elementos — fésforo, manganés, ferro, cobre, sédio, magnésio, calcio e enxofre — o
potassio € o mineral de maior importéncia por constituir cerca de 1 a 2 g/100g do
café verde e 40% do conteudo mineral do café moido (CLARKE, 2003; ANTONIO et
al., 2011).

Dentre os compostos nitrogenados presentes no café, podemos citar
a cafeina e a trigonelina (Figura 1). A cafeina destaca-se por possuir propriedades
estimulantes e relativa estabilidade na torracdo, mesmo em altas temperaturas. E a
trigonelina, que constitui cerca de 1% do grao cru, apdés o processo de torragéo
tende a formar niacina, uma vitamina do complexo B, e compostos volateis
responsaveis pelo aroma da bebida (RODARTE, 2008; DE MARIA, MOREIRA e
TRUGO, 1999; VIANI e HORMAN, 1974).

A cafeina (Figura 1-a), uma metilxantina com caracteristicas

amargas, € o principal alcaloide nos graos de café verde, constituindo cerca de 0,8-
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1,4% no C. arabica e de 1,7-4,0% no C. canephora e, apds processo de torragao,
essas quantidade passam para cerca de 1,0% para o primeiro € 2,0% para o ultimo,
contribuindo de forma direta para a qualidade das bebidas provenientes de cada
uma das espécies, com menor intensidade de amargor quando utiliza-se somente
graos da espécie arabica para o preparo da bebida do café (HECIMOVIC et al. 2011;
FARAH, 2012). A trigonelina (Figura 1-b) é outro alcaloide presente no café que, ao
contrario da cafeina, apresenta os mais elevados niveis na espécie arabica, cujo
percentual nos gréos verdes correspondem a 0,6-2,0% reduzindo para 0,2-1,2%
apos processo de torra, enquanto o percentual encontrado na espécie robusta varia
de 0,6-0,7% nos graos verdes e de 0,3-0,7% nos graos torrados (WASSERMAN,
1992; FARAH, 2012).

Figura 1 — Principais alcaloides encontrados nos graos de café
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Fonte: FARAH (2012).

Os fendis sdo compostos aromaticos dentre os quais estdo os
acidos clorogénicos (Figura 2), principais compostos fendlicos nao volateis
encontrados em grande quantidade no café, representando cerca de 6-12% dos
constituintes do café em massa; o acido 5-cafeoilquinico (5-CQA — Figura 2) constitui
o representante majoritario do grupo dos acidos clorogénicos.

No café torrado encontra-se uma grande variedade de compostos
fendlicos: fenol, 2-metil-fenol, 3-metil-fenol, 3-etil-fenol, 4-vinil-fenol, guaiacol, 4-etil-
guaiacol, 4-vinil-guaiacol, catecol, 4-metil-catecol, 4-etil-catecol, 4-vinil-catecol, entre
outros. Durante o processo de torracdo uma fragdo dos fendis € degradada,
originando pigmentos e componentes volateis do aroma. Em relacdo aos acidos

clorogénicos, metade do que se perde na torra é encontrada nas formas de acido
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quinico livre, compostos fendlicos de baixo peso molecular e pigmentos (MOREIRA,
TRUGO e DE MARIA, 2000).

Figura 2 — Principais acidos clorogénicos encontrados nos graos de café
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Fonte: FARAH (2012).

O teor de acido clorogénico em C. canephora é geralmente maior
que em C. arabica, mas essa concentragao varia consideravelmente em ambas as
espécies e de acordo com o grau da torra. No café verde o percentual de acidos
clorogénicos esta entre 4,1-7,9% para o arabica e 6,1-11,3% para o robusta,
enquanto que no grao torrado ha redugéo nesse percentual para 1,9-2,5% para

primeira espécie e 3,3-3,8% para a segunda (FARAH, 2012).

1.1.2 Café Especial

A preferéncia dos consumidores por produtos de melhor qualidade
vem impulsionando o crescimento do mercado dos cafés especiais. Segundo a
BSCA (2017) para a definicdo de um café especial os atributos de qualidade
abrangem varios conceitos como as caracteristicas fisicas dos gréos, como a
origem, a espécie, a cor e 0o seu tamanho, aliado as preocupagbes de ordem
ambiental e social, como os sistemas de produg¢do e as condi¢cbes de trabalho da
mao-de-obra cafeeira. Sendo considerado café gourmet (ou especial) os graos de
café da espécie arabica, com peneira maior que 16 e de alta qualidade e quase
isento de defeitos.

O Protocolo de Cupping da Associagcdo Americana de Cafés
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Especiais (SCAA, 2017), fornece um padrao internacional para a avaliacdo de cafés
que, além de aroma e sabor, também considera o tipo de torrefagao, a preparacao
da xicara, entre outros fatores. A avaliagdo dos atributos sensoriais consiste em
pontuar o aroma, por meio da fragrancia da amostra seca moida e a infusdo de agua
(Passos 1 e 2) e o sabor e outros atributos como a acidez, o corpo e o equilibrio, &
avaliado provando a bebida apds infusao (Passo 3) (BRESSANELO et al., 2017). E

a partir dessa analise o café é classificado de acordo com Figura 3.

Figura 3 - Classificagao do café especial a partir da metodologia SCAA

Cafes especiais

Fonte: GRAO GOURMET (2017).

Entretanto, a avaliagcdo sensorial € dispendiosa, considerando-se
que leva meses de treinamento especializado para estar apto a realiza-la, e embora
siga um conjunto especifico de diretrizes detalhadas esta sujeita a multiplas fontes
de erros (como a falta de treinamento ou pratica, falsas expectativas, falta de
reprodutibilidade), podendo levar a conclusdes inconsistentes. Essa técnica ainda é
dificil de ser executada quando muitas amostras precisam ser analisadas durante o
pico da producdo cafeeira (ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ e PIZARRO, 2004;
TOLESSA et al.,, 2016). Assim para realizar a diferenciagcdo do café especial e
tradicional € importante o desenvolvimento de métodos de avaliagdo mais
apropriados e confiaveis neste segmento (SMRKE et al., 2015).

Ribeiro et al. (2012) propuseram uma previsdo para a qualidade da
bebida de cafés da espécie arabica, baseadas em perfis cromatograficos de
compostos volateis do café torrado, viabilizando a metodologia desenvolvida para
predizer a qualidade sensorial desse café, relacionando os picos cromatograficos

para prever scores de acidez, amargor, sabor, corpo e qualidade geral da bebida,
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por meio de ferramentas quimiométricas. Piccino et al. (2014), realizaram a
diferenciagdo de variedades de cafés especiais comerciais provenientes da
variedade “Bourbon Pointu”, utilizando-se a extragdo em fase solida (EFS) e
identificacdo por cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG-EM),
identificando compostos volateis caracteristicos de cada amostra estudada.

Tolessa et al. (2016) desenvolveram um modelo capaz de prever a
qualidade da xicara de cafés especiais com base nos espectros de infravermelho
proximo (NIR) de gréaos de café verde, utilizando o método de regressao de minimos
quadrados parciais (PLS) para desenvolver um modelo correlacionando dados
espectrais com dados de pontuagdo sensorial para a qualidade da bebida do café.
Bressanelo et al. (2017) també utilizaram CG-EM para desenvolver uma abordagem
de analise instrumental complementar ao perfil sensorial humano de maneira a
descrever quimicamente as propriedades sensoriais de amostras de cafés torrados,
prevendo seu sabor e aroma através de ferramentas quimiométricas.

Varios estudos tém sido realizados para tentar compreender a
quimica que determina a percepg¢ao sensorial quando se toma a bebida do café,
buscando identificar os compostos responsaveis para a determinacdo do sabor e
aroma que o caracterizam. A maioria desses estudos compreendem os compostos
volateis e, por isso, pesquisas envolvendo a composi¢cdo quimica relacionada aos
compostos soluveis da bebida do café podem contribuir como um método de

diferenciacao de cafés especiais e tradicionais.

1.2 QUIMIOMETRIA

A quimiometria pode ser definida como a aplicacdo da estatistica
para a analise de dados quimicos e o planejamento de experimentos quimicos e
simulagdes (IUPAC, 2017). O uso da quimiometria ocorreu principalmente pelas
areas da quimica organica e analitica, entre os anos de 1960 e 1970, pelo acesso
aos computadores nos laboratérios de pesquisa e pelo surgimento da
instrumentacédo e suas respostas multivariadas para as analises e os experimentos
quimicos (GELADI, 2003).

As analises cromatograficas, espectroscdpicas e espectrométricas
de amostras complexas sado frequentes na area de quimica, e obter uma boa

separagao desses analitos para posterior analise qualitativa ou quantitativa, é
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essencial para atingir bons resultados e, por isso, a busca pela otimizagao das
condi¢cdes analiticas utilizadas é crescente entre os pesquisadores dessa area. A
Quimiometria auxilia na organizagdo dos dados para seu melhor entendimento, por
meio de modelos matematicos e estatisticos, que irdo descrever a relacéo entre os
parametros analiticos e as respostas dos experimentos, o que € possivel somente
pelo seu perfil multicritério (KUMAR, et al., 2014).

Os métodos quimiométricos sao aplicaveis de maneira eficiente
devido a representacao vetorial dos dados ser bem adequada a quimica, pois 0s
dados analiticos sao geralmente obtidos como uma matriz X (n x p) de n objetos
(amostras ou compostos) e p caracteristicas medidas (analitos ou propriedades)
(SZYMANSKA et al., 2015). Esses métodos, usados para identificar as semelhangas
e diferencas em varios tipos de amostras, para agrupa-las e classifica-las, ainda
estdo divididos em dois grupos: os métodos “supervisionados”, e os métodos “nao
supervisionados”. Nos primeiros, cada amostra analisada provém de uma classe
preestabelecida, e essa informacgao € utilizada durante a analise dos dados e na
construcao dos modelos de classificacdo. Ja os métodos ndo supervisionados, ou
métodos de analise exploratéria de dados, ndo requerem nenhum conhecimento
prévio a respeito da classificacdo das amostras (FERREIRA, 2015).

Bhumiratana, Adhikari e Chambers IV (2011) utilizaram a analise de
variancia (ANOVA) e a anadlise de componentes principais (PCA) para avaliar o
impacto do grau de torracdo, moagem e preparagcao da bebida na evolugdo dos
atributos sensoriais de aroma em graos de café da Etiopia, Havai e El Salvador.
Garret et al. (2013) desenvolveram uma metodologia para identificagcdo e
discriminagao de cultivares de café de acordo com sua genética aliando dados de
Espectrometria de massas com PCA e analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA).

Moreira e Scarminio (2013) usaram delineamento estatistico
multivariado (planejamento de misturas simplex centroide, ANOVA, superficie de
resposta, PCA) para estudar a composicdo do solvente extrator e promover a
discriminagdo de cultivares de Coffea arabica, tradiconais ou geneticamente
modificados. Kitzberger, Scholz e Benassi (2014) também utilizaram PCA para
estudar o teor de compostos bioativos em cafés torrados da espécie arabica de
cultivares tradionais e geneticamente modificados.

Monakhova et al. (2015) empregaram PCA na analise de espectros
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de RMN de H' de extratos lipofilicos e aquosos de amostras auténticas de cafés das
espécies arabica e robusta, conseguindo discrimina-las. Smrke et al. (2015)
estudaram a diferenciagao dos graus de maturacéo através de marcadores quimicos
em café verde de duas espécies utilizando-se PCA aplicada a diferentes técnicas
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia de interagéo
hidrofilica, fracao de alto peso molecular, cromatografia de exclusao de tamanho de
alto desempenho e cromatografia gasosa de extracdo em fase sdlida
headspace/espectrometria de massa.

Com isso, comprova-se que a Quimiometria como ferramenta para
otimizacao de método de extragcdo, separacdo e/ou discriminagdo de amostras,
identificacdo de espécies, entre outros propdsitos, vem sendo muito utilizada com

sucesso em pesquisas recentes, justificando-se sua utilizagdo nesse estudo.
1.2.1 Planejamento Experimental

A extragdo € uma etapa muito importante nas analises quimicas e
suas condicdes nem sempre sao as mesmas para os diversos tipos de materiais. O
conteudo do extrato é afetado por diversos parametros como: a natureza quimica
das amostras, solubilidade, polaridade, razdes dos solventes utilizados, velocidade
de agitacéo, temperatura, além do tempo e método de extracdo. O planejamento
experimental € um método eficaz para a determinagcdo dos efeitos desses
parametros de extracao sobre o conteudo do extrato, e, além disso, pode ser usado
para desenvolver, aperfeicoar, otimizar processos e avaliar a interacdo entre as
variaveis (USLU et al, 2013; ALBERTI et al., 2014).

Os planejamentos fatoriais sdo adequados para estimar as
interacdes entre as variaveis, explorando a influéncia de todas as combinag¢des dos
fatores (MARINI, 2013; GEMPERLINE, 2006). Os planejamentos fatoriais 2* s&o os
mais simples possiveis, exigindo um niimero de experimentos igual a 2%, em que k é
0 numero das variaveis em estudo, sendo que cada variavel possui dois niveis,
codificados como -1 e +1 (ou nivel inferior e superior), € podem ser quantitativas
(temperatura, pressao, etc.) ou qualitativas (tipo de catalisador, tipo de
equipamento, etc.) (MARINI, 2013). Os planejamentos fatoriais de dois niveis, por
exemplo, sao utilizados em estudos preliminares, nos quais deseja-se apenas

averiguar a influéncia de determinados fatores sobre a resposta, sem que seja
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necessario explica-los (BOX, HUNTER E HUNTER, 1978; NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2001).

A metodologia de modelagem de superficie de resposta (ou RSM -
Response Surface Methodolgy) divide-se em trés areas: o planejamento de
experimentos, o ajuste de modelos e a otimizagdo de processos ou produtos. Os
planejamentos experimentais descrevem como planejar e conduzir experimentos,
em diferentes combinag¢des entre as variaveis estudadas, para obter o maximo de
informagdes possiveis realizando um minimo de experimentos. O ajuste de modelos
estatisticos as superficies de resposta é possivel quando os principios da RSM sao
utilizados a partir de experimentos adequadamente projetados. O conjunto das
condigdes operacionais otimas para o objetivo proposto pode entédo ser encontrado a
partir da obtengcdo do modelo estatisticamente adequado (GEMPERLINE, 2006).

A andlise de variancia (ANOVA) é uma técnica para comparagao de
métodos ou tratamentos, de forma que a variacdo nas respostas € utilizada para
decidir se o efeito daquele tratamento da amostra é significativo. O principio desse
método envolve basicamente a comparagao do tamanho dos erros, a variancia total
€ dividida em componentes — devido a erro aleatério (dentro de grupos) e devidos a
diferengcas entre médias (entre grupos) — e posteriormente faz-se o teste quanto a
significancia estatistica, usando o valor de F (razdo entre o modelo e seu erro) e
sendo significativo, rejeita-se a hipétese nula e conclui-se que ha diferenga entre as
populagdes — 0 modelo apresenta falta de ajuste (HANRAHAN, 2009; BRERETON,
2007).

1.2.2 Analise Multivariada

A analise multivariada consiste na avaliagdo de dados provenientes
da medida de um grande numero de variaveis e a partir de um numero especifico de
amostras, objetivando determinar todas as relagdes entre as amostras e as variaveis
nesse conjunto de dados, convertendo-os em novas variaveis latentes (KUMAR et
al.,, 2014). As variaveis, normalmente sdo medidas simultaneamente e estéo
correlacionadas entre si, e a analise multivariada procura desvendar as informacdes
sobrepostas fornecidas por essas variaveis, por meio de simplificagdes e de maneira
exploratdria, ou seja, gerando hipéteses (RENCHER, 2002).

Do ponto de vista matematico, a analise exploratéria parte de uma
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matriz com os dados originais pré-tratada, matriz X (i x j), em que i linhas
correspondem ao numero de amostras e j colunas o numero de variaveis, e o
procedimento para a PCA pode ser descrito como a decomposi¢cao da matriz X em
um produto de duas outras matrizes, uma de escores T e outra de pesos L
(loadings), como segue:

X=TL,

Sendo que os escores expressam as relagbes entre as amostras,
enquanto os pesos indicam as relagbes entre as variaveis. Apos a escolha do
numero de componentes principais significativas, que expliquem a maior parte da
variancia dos dados, as outras componentes podem ser expressas através da matriz
de residuos (E) e a partir dessa informac¢ao a matriz original pode ser reescrita como
(FERREIRA, 2015; GEMPERLINE, 2006):

X=TL'+E

Tanto a ACP quanto a AF sao técnicas multivariadas de projecao
dos dados e por isso seus resultados sao relativamente faceis de serem
interpretados. Essa projecdo, acaba evidenciando a estrutura dos dados, por meio
dos agrupamentos de amostras ou variaveis (SZYMANSKA et al., 2015). O grafico
de scores apresenta as projegdes das amostras em um espaco, que pode ser bi ou
tridimensional, e o grafico dos loadings mostra a correlagdo entre as variaveis no
espaco das componentes ou fatores, e para a caracterizagdo dos grupos formados
entre as amostras faz-se a interpretagao correlacionando as informacgdes contidas
nesses dois graficos (ABDI e WILLIAMS 2018).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a analise quimica e a diferenciagcdo de cafés especiais e
tradicionais por meio de técnicas cromatograficas e espectroscopicas, com o auxilio

de ferramentas quimiométricas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar um método de extragcdo que possibilite a obtencdo de maior

informacao quimica por meio das impressodes digitais e perfil metabolémico de

amostras de cafés comerciais;

e Utilizar ferramentas quimiométricas para avaliar os efeitos do método, tempo
e solvente extrator na obtencao das respostas;

¢ Analisar as amostras de café por meio das técnicas espectroscépicas (UV-Vis
e IV) e cromatogréficas (CLAE-UV/DAD);

e Aplicar andlise de fatores as respostas de diferentes técnicas analiticas para
averiguar a possibilidade de separagao entre os dois tipos de amostras;

e Comparar as técnicas e métodos para diferenciacdo dos tipos de cafés e

selecionar aquela que melhor diferencia os cafés especiais e tradicionais

comerciais.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 AMOSTRAS DE CAFE

Os cafés especiais cereja descascados, torrados € moidos (torra
média 55 Agrton), foram adquiridos na cidade de Jacarezinho-PR, em margo de
2016, e as 7 amostras selecionadas foram previamente classificadas como cafés
especiais pela metodologia SCAA, na FICAFE (Feira Internacional de Cafés
Especiais) de 2016, e suas pontuagdes sao apresentadas na Tabela 1. Para
comparacao foram também selecionadas 7 amostras de cafés tradicionais
comerciais torrados e moidos (torra média) de marcas variadas, adquiridos em

supermercado da cidade de Londrina-PR, em marcgo de 2016.

Tabela 1 — Especificacbes das amostras de cafés especiais estudadas.

Amostras Classificagdo Pontuagdo SCAA Origem
1 Especial 83,38 Joaquim Tavora - PR
2 Especial 83,50 Joaquim Tavora — PR
3 Especial 82,38 Santa Mariana - PR
4 Especial 82,63 Tomazina - PR
5 Especial 85,00 Japira— PR
6 Especial 83,50 Japira - PR
7 Especial 82,50 Carlépolis - PR

Fonte: O préprio autor.

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS DE CAFE

Os extratos foram preparados utilizando-se 10,0 g de cafés
tradicionais ou especiais comerciais torrados e moidos e 100,0 mL de solvente
conforme recomendacgdo da Associagdo Brascileira da Industria de Café (ABIC,
2017b) para o preparo da bebida do café. Apds extracao e filtracdo, as misturas
foram concentradas em evaporador rotativo (Fisatom 802) a 60°C e posteriormente
foram liofilizadas (Virtis SP Scientific). Um fluxograma ilustrando o preparo das

amostras € mostrado da Figura 4.
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Figura 4 — Método de preparo das amostras para obtencao dos extratos de café.

10 g de cafétorrado e moido

100 mL solvente (agua, etanol, diclorometano e suas misturas binarias e ternarias)

Extracdo (em ultrassom ou agitadora orbital)

Filtracao

Evaporacao do solvente a 60°C (£3°C)

Liofilizacdo dos extratos

Fonte: O proprio autor.

3.3 OTIMIZACAO DA EXTRACAO POR PLANEJAMENTO FATORIAL E PLANEJAMENTO DE
MISTURAS

A otimizagao do preparo dos extratos de café para insvestigagao das
variaveis de extracdo foi realizada por meio do planejamento experimental, com
variagao do efeito do tempo, método e solvente extrator.

Os parametros experimentais investigados através do planejamento
fatorial 22 aplicado ao procedimento de extracdo foram os tempos de 30 minutos e
120 minutos, e os métodos de extragao, utilizando-se uma agitadora orbital ACB
Labor (com velocidade de agitagdo de 150 rpm e temperatura de 25°C) e ultrassom
(Unique 1400). Esse planejamento fatorial foi desenvolvido nos niveis maximo
(ultrassom, 120 minutos) e minimo (agitadora orbital, 30 minutos) — Figura 5. A fim
de verificar o efeito de diferentes solventes na extracdo também foi realizado um
planejamento de misturas simplex centroide usando os seguintes solventes: agua
Milli-Q (a), etanol (e) Impex (Sdo Paulo, Brasil) e diclorometano (d) Anidrol (Sao
Paulo, Brasil) puros, suas misturas binarias e ternarias, apresentado na Tabela 2 e

representado na Figura 6.
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Figura 5 — Representacéo do planejamento fatorial 2% para otimizacéo da extrago.
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30 (-) 120 (+)
Tempo (min)

Fonte: Adaptado de NETO, SCARMINIO e BRUNS (2001)

Tabela 2 - Planejamento de misturas simplex centroide para trés componentes: agua
(a), etanol (e) e diclorometano (d).

Planejamento Numeragao Correspondente Solventes
de misturas (Figura 6) Agua Etanol Diclorometano

a 1 1 0 0

e 2 0 1 0

d 3 0 0 1

ae 4 0,50 0,50 0

ad 5 0,50 0 0,50

ed 6 0 0,50 0,50

aed 7 0,333 0,333 0,333

Fonte: O proprio autor.

Figura 6 — Representagdo do planejamento de misturas simplex centroide.

Agua

Etanol 6 Diclorometano

Fonte: O proprio autor.
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Para selecionar o método, o tempo e o solvente extrator foram
analisados e discutidos como respostas o rendimento de extracdo (analise
gravimétrica) e os espectros obtidos por espectrofotometria de UV-Vis e 1V,
utilizando-se uma unica amostra de café comercial tradicional.

Na andlise gravimétrica, calculou-se o rendimento de extragao por
meio da comparagdo da massa de extrato obtida com a massa de café torrado e
moido utilizada no inicio dos experimentos. Através da técnica instrumental de
espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) utilizou-se a banda especifica
(275 nm) obtida por impressdo digital dos extratos brutos, e por meio da
espectroscopia no 1V, aplicou-se a analise de fatores. A combinagao dos resultados
dessas analises estatisticas foi usada para a selegao dos parametros de extragao.

Apods a escolha do método e solvente extrator, pelo planejamento
fatorial, planejamento de misturas e analise de fatores, todas as quatorze amostras
foram preparadas em duplicata e analisadas utilizando métodos espectroscopicos
(UV-Vis e IV), além de serem analisadas seus perfis metabolémicos obtido por meio
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos
(CLAE-UV/DAD).

3.4 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

3.4.1 Ultravioleta-visivel (UV-Vis)

As analises para obtengao dos espectros de absor¢do no UV-Vis
foram realizadas em equipameto Thermo Scientific (Evolution 60), sendo que foi
pesada 0,02 g de cada extrato de café foram e diluidas para um volume total de
2,0 mL do mesmo solvente utilizado para extracdo e posteriormente realizou-se uma
diluicdo de 100 vezes no mesmo solvente. Para as medigdes utilizou-se uma cubeta
de quartzo com percurso optico de 10 mm e uma resolucio espectral de 1 nm, com
varredura de 190-800 nm, utilizando-se os solventes puros ou misturas binarias e
ternarias de acordo com o procedimento de extragdo como linha de base (ou

branco).

3.4.2 Infravermelho (IV)

As analises de absorgédo na regido do IV também foram utilizadas
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para selecdo dos parametros de extracdo. Os espectros (FT-IR) foram obtidos
utilizando um espectrofotdmetro da Bruker, modelo Vertex 70, com acessorio de
refletédncia total atenuada (Platinum ATR), sendo os extratos liofilizados colocados
em contato com a superficie do cristal de selenito de zinco (ZnSe) e a leitura dos
espectros foram realizadas na regido de 400 a 4000 cm™, com resolugdo espectral

de 4 cm™ e utilizando-se a média de 16 varreduras para obtengdo dos espectros.
3.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS

Para as analises cromatograficas por CLAE-UV/DAD utilizou-se um
cromatégrafo Alliance (Waters) com detector de arranjo de diodos. A separagao foi
realizada em coluna Phenomenex® Cig-Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 um), com
temperatura de 35°C e o sistema de solventes da fase mdvel consistiu de agua (A) e
acetonitrila (B), com modo gradiente de eluicdo de 20 a 80% de B em 20 minutos; as
amostras, na concentracdo de 1 mg.mL™, foram injetadas automaticamente (20 pL)
com vazdo de 0,4 mL.min" e os cromatogramas foram registrados com varredura
espectral de comprimento de onda na faixa de 190 a 400 nm, com monitoramento
dos picos individuais a partir dos espectros de Ultravioleta (UV), foi feita selecdo do

comprimento de onda fixo de 272 nm para as analises.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise para a avaliacdo dessas respostas foi feita aplicando-se o
Teste t pareado, comparando-se os pares de dados, e por meio do software
Statistica 10.0, utilizando-se as ferramentas ANOVA (Analise de Variancia),
superficie de resposta, grafico de Pareto e grafico dos valores previstos versus
observados. A analise de fatores, pelo software Statistica 10.0, também foi utilizada
para avaliacao dos solventes extratores e as respostas espectrais obtidas.

A anadlise de fatores foi utilizada para avaliar os dados
espectroscopicos e cromatograficos através do software Statistica 10.0. O software
OriginPro 8.5 foi usado para a plotagem dos graficos dos espectros UV-Vis e de IV e

para o grafico dos loadings dos fatores obtidos nas analises estatisticas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DA EXTRACAO A PARTIR DOS DADOS ESPECTRAIS

4.1.1 Planejamento Fatorial — Usando como Resposta os Rendimentos das

Extracoes

O planejamento fatorial 2 foi utilizado para estudar a influéncia dos
fatores método e tempo de extragao sobre a resposta (neste caso o rendimento dos

extratos), utilizando-se uma amostra e um modelo estatitico para prever as

interacdes.
A Figura 7 apresenta a média dos valores de rendimentos (em %),

destacados em vermelho, obtidos pela analise gravimétrica dos extratos em cada

ponto do planejamento fatorial realizado em triplicata, utilizando-se a mistura ternaria

como solvente extrator.

Figura 7 — Média dos rendimentos das extra¢des para cada ponto do planejamento
estatistico.

1811% |- — — —
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Método

Agitadora
Orbital (-)
|
I

30 (-) 120 (+)
Tempo (min)

N4

Fonte: O préprio autor.
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A significancia dos efeitos das variaveis e das possiveis interagbes
entre elas foi checada, através do Software Statistica 10.0, pela aplicagdo da analise
de variancia (ANOVA) — Tabela 3, e com base nos graficos de Pareto (Figura 8) e

por meio da construgao de superficie de resposta (Figura 9).

Tabela 3 — ANOVA do planejamento fatorial 22 aplicado aos rendimentos de

extracao
Fonte de variagao SQ g.l MQ Fea p
(1) Método 20,86935 1 20,86935 37,70742 0,000472
(2) Tempo 16,21422 1 16,21422 29,29639 0,000995
1 por 2 (Efeito) 12,89689 1 12,89689 23,30252 0,001905
Erro Puro 3,87418 7 0,55345
Total 59,15105 10

SQ (Soma quadratica), g.l. (graus de liberdade), MQ (média quadratica);
% variacéo explicada = SQregressao/SQotal,

% maxima de variagéo explicavel = (SQota — SQerropuro)/S Qotal

(NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001)

Fonte: O préprio autor.

Figura 8 — Gréafico de Pareto do planejamento fatorial 22 aplicado aos rendimentos
de extracao

(1)Tempo

(2)Método

1by2

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Figura 9 — Superficie de resposta para as respostas do planejamento fatorial 22
aplicado aos rendimentos de extracéo.
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Verifica-se pela Anadlise de Variancia (Tabela 3) que as duas
variaveis e a interagao entre elas sdo estatisticamente significativas, pois obteve-se
Fcalculado para todos os casos (37,71; 29,30; 23,30) maiores que o valor de
Fiabelado=9,99, com 95% de confianga. O que pode ser confirmado pelo grafico de
Pareto (Figura 8), que apresenta todas as variaveis como significativas a 95% de
confianca.

Para a variavel tempo o valor de t=6,14, apresentado na Figura 8
sendo positivo, temos que o rendimento € diretamente proporcional ao aumento do
tempo de extragéo, e tendo t=-5,41 para variavel método, esse valor negativo indica
que o rendimento aumentara utilizando a agitadora orbital como método de extragao.

Observando-se somente a superficie de resposta (Figura 9) conclui-
se ainda que além de se obter maiores rendimentos com a agitadora orbital, ainda
ha a possibilidade de se trabalhar com a reducdo do tempo de extracao, visto que
com a diminuicdo do tempo de 120 para 30 minutos manteve-se as maiores
porcentagens de rendimento, o que é mostrado pela coloragcdo avermelhada em

todo o eixo correspondente a variavel tempo da Figura 9.
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4.1.2 Planejamento de Misturas — Usando como Resposta os Espectros de Absorcao
no UV-Vis

Através do planejamento de misturas podemos avaliar de que
maneira cada solvente extrator, em diferentes proporgdes, afetam a quantidade e a
variedade de metabdlitos extraidos. O efeito do solvente extrator sobre a extracdo de
metabdlitos secundarios foi proposto utilizando-se solventes escolhidos de acordo
com o triangulo de seletividade de Snyder - Figura 10 (propriedades de polaridade e
seletividade), sendo os indices de polaridade variados de 3,4, 5,2 e 9,0 para o
diclorometano, etanol e a agua, respectivamente (MARKOM et al., 2007). Além
disso, como a analise sensorial para a classificagdo do café pela metodologia SCAA
utiliza o preparo da bebida com agua, seria indispensavel o uso desse solvente. O
metanol seria um solvente a ser escolhido por sua polaridade intermediaria (6,6)
entre o diclorometano e a agua, porém devido a sua toxidade optou-se por sua
substituicdo pelo etanol com indice de polaridade e caracteristicas moleculares
préximas, mesmo grupo funcional. O diclorometano, apesar de toxico, por sua
seletividade para a extragcdo da cafeina, sendo o solvente mais utilizado para a
descafeinizagdo nas industrias brasileiras (TOCI, FARAH e TRUGO, 2006) nao foi
substituido, além disso, sua importancia também esta relacionada ao emprego de
um solvente apolar frente aos outros dois solventes polares utilizados, para maior

variedade de compostos extraidos.

Figura 10 — Triangulo de seletividade de Snyder, baseado nos parametros
solvatocrémicos dos solventes.

Basico
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Fonte: Snyder (2000).
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As impressodes digitais obtidas dos trinta e seis extratos obtidos por
meio dos planejamentos, analisados por espectrofotometria de absorgédo no UV-Vis,

com janela espectral de 190 a 400 nm, estdo apresentadas na Figura 11.

Figura 11 — Impressdes digitais dos extratos obtidas por espectrofotometria UV-Vis.
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Para estudar o efeito da variaveis do planejamento na composigcéo
quimica do extrato escolheu-se a banda de absor¢ao no comprimento de onda de
275 nm que esta relacionada a absorgdo da ligagdo dupla da carbonila (C=0),
existente nas moléculas de xantinas, como a cafeina (LOPEZ-MARTiNEZ et al,,
2003). As absorbéncias obtidas sdo apresentadas na Figura 12, nela fica
exemplificado o planejamento estatistico associado realizado no trabalho, tendo-se o
planejamento fatorial realizado para os sete sistemas extratores do planejamento de
misturas. Entdo, para cada ponto do planejamento de misturas tem-se quatro
respostas do planejamento fatorial, totalizando-se trinta e seis ensaios com triplicara

no ponto central (destacada em vermelho).
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Figura 12 — Intensidade de absorg¢ao obtida em 275 nm a partir dos extratos para
cada ponto do planejamento estatistico.
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A Analise de Variancia (ANOVA) — Tabela 4, foi utilizada para avaliar
se havia diferengas significativas entre os sistemas do planejamento de mistura
simplex centroide ou se existiam evidéncias de falta de ajustes. Para um nivel de
confianca de 95%, os valores tabelados de F foram 9,01 (Fs35%) € 18,51 (F125%)
para o modelo cubico especial. Portanto, ao analisar a Tabela 4, verifica-se que a
regressao foi significativa para todos os métodos e tempos estudados (Fcac>Fiap) €
que os modelos sdo adequados para descrever os métodos ja que a falta de ajuste
n&o foi significativa (Fcaic<Fiab)-



40

Tabela 4 — ANOVA para o planejamento de misturas aplicado para as respostas de
intensidade de absorcao obtidas em 275 nm por espectrofotometria UV-Vis.

':bz‘?%r?‘?: Fonte de variagao sSQ g.l. MQ Fea p
Regressao 0,727252 5 0,145450 15,30477 0,024039
Residuos 0,028511 3 0,009504
Falta de ajuste 0,000103 1 0,000103 0,00722  0,940039
A%itrf)?tg{a Erro Puro 0,028408 2  0,014204
30 minutos  Total 0,755763 8 0,094470
% de variagao explicada 96,23
% maxima de variacao explicavel 96,24
Regresséo 1,081683 5 0,216337 91,78822 0,001767
Residuos 0,007071 3 0,002357
Falta de ajuste 0,000078 1 0,000078 0,02245 0,894646
Ultrassom  Erro Puro 0,006992 2 0,003496
30 minutos  Tota| 1,088753 8  0,136094
% de variagao explicada 99,35
% maxima de variagao explicavel 99,36
Regressao 0,683334 5 0,136667 33,23908 0,007889
Residuos 0,012335 3 0,004112
) Falta de ajuste 0,000087 1 0,000087 0,01427 0,915823
Agitadora
Orbital Erro Puro 0,012247 2 0,006124
120 Total 0,695669 8  0,086959
minutos
% de variacao explicada 98,23
% maxima de variagdo explicavel 98,24
Regressao 0,830087 5 0,166017 39,94529 0,006031
Residuos 0,012468 3 0,004156
Falta de ajuste 0,000643 1 0,000643 0,10870 0,772955
Ultrfzsgom Erro Puro 0,011826 2  0,005913
minutos Total 0,842556 8 0,105319
% de variagao explicada 98,52
% maxima de variagao explicavel 98,60

SQ (Soma quadratica), g.l. (graus de liberdade), MQ (média quadratica);
% variagéo explicada = SQregressao/ S Qeotal,
% maxima de variagdo explicavel = (SQuotal — SQerropuro)/SQiotal (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001)
Fonte: O préprio autor.
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As equacgdes da Tabela 5 mostram como o solvente ou suas
misturas influenciam na intensidade de absorg¢do das bandas das xantinas, como a
cafeina, nos extratos, ou seja, qual a contribuicdo desses solventes e se eles s&o
significativos (valores em vermelho s&o considerados significativos) para a
intensidade de absor¢cdo no comprimento de onda estudado. Os erros padrdes
estimados para os modelos estdo abaixo de cada termo da equagéao. Pelos modelos
apresentados, a agua é o extrator que é significativo para ambos os métodos nos
dois tempos estudados, sendo também o solvente que resulta em extratos que

apresentam maior abundancia relativa desse metabdlito.

Tabela 5 — Modelos matematicos para os diferentes métodos e tempos empregados
para o planejamento de misturas aplicado as respostas de intensidade de absorcao
obtidas em 275 nm por espectrofotometria UV-Vis.

Absorcgao a &
275 nm & Mk, ABs. L¥oRm

A%itziolra 0.92a + 0.2T7e + 0,16d + L40ae + 0,70ad + 0.83aed
;
0 mindos  (E0101(10,09) (£0,09) (2047) (2047) (£229)

Ultrassom  0v73a + 0,18¢ + 0,16d + 2,32ae + 1,2%ad +4,38asd
30 minutos {40,057 (+0,04}{£0,04} (023} (£0,23) (£1,14)

Agitadora  0,86a + 0,17 + 0,16d — 0,32as + 1,05ad +6,65asd
Orbital 3 .
120 minutos ~ £=2.061(£0.06) (£0.06) (£0.31) (0,51} (£1.51)

Ultrassom 0856 + 0,10¢ + 0,15d + 144ae + 0,68ad + 3 66asd
120 minutos  ¢+0,061 (+0,06) (£0,06) (£0,51) (0,51) (11,51)

a — extragdo com agua; e — extragao com etanol; d — extragdo com diclorometano; ae —
extracdo com agua e etanol; ad — extragdo com agua e diclorometano; aed — extragéo
com agua, etanol e diclorometano.

Fonte: O proprio autor.

A Figura 13 apresenta as superficies de respostas para os solventes
estudados no planejamento de misturas (agua, etanol e diclorometano). As curvas
predizem maximos de absorgdo, e portanto maior extracdo do metabdlito quando
utiliza-se a mistura binaria de agua e etanol, para todos os métodos e tempos, com
excecgao da utilizacdo da agitadora orbital por 120 minutos, que exibe maximos de
absorgao com extragao feita com agua ou mistura binaria de agua e diclorometano.
Embora a mistura binaria seja aquela que apresente os maximos de absorgdo, em

todos os casos a agua possui coeficientes significativos para as regressbes e
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utilizando-a como solvente extrator € possivel investigar as amostras da mesma
maneira que o café é extraido para a analise sensorial (da forma como as amostras
foram previamente classificadas) e ainda trabalhar de acordo com a quimica verde,

reduzindo a utilizagao de solventes nocivos.

Figura 13 — Curvas de nivel para os diferentes métodos e tempos empregados para
o planejamento de misturas aplicado as respostas de intensidade de absorgao
obtidas em 275 nm por espectrofotometria UV-Vis.
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Os graficos de Pareto para os métodos e tempos estudados sao
apresentados na Figura 14. Verifica-se que em todos os modelos a agua é
significativa e com a maior contribuicido se comparada aos outros solventes. Na
utilizacdo do método de extracio por ultrassom o maior tempo faz com que os outros
solventes, também significativos percam sua relevancia. Ja na utilizacdo do método
com a agitadora orbital, o efeito da mistura ternaria e da mistura agua e
diclorometano tornam-se significativos com o aumento do tempo. Ainda é possivel

observar que o efeito de interagdo de pelo menos uma das misturas binarias sao
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significativos para todos os métodos e tempos com excecao da agitadora orbital em

30 minutos.

Figura 14 — Gréficos de Pareto para os diferentes métodos e tempos empregados
para o planejamento de misturas aplicado as respostas de intensidade de absorcao
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Pelas analises dos graficos da Figura 15 verificou-se que os
residuos seguem uma distribuicdo normal, com auséncia de tendéncias, e que nao
ha diferenca entre os valores previstos e observados, apesar de alguns pontos
estarem um pouco mais afastados dos modelos ajustados, verificando-se a

adequacao desses modelos para o estudo realizado.
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Figura 15 — Valores previstos vs. observados para os diferentes métodos e tempos
empregados para o planejamento de misturas aplicado as respostas de intensidade
de absorg¢ao obtidas em 275 nm por espectrofotometria UV-Vis.
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Em suma, apds o planejamento fatorial, utilizando como resposta o
rendimento das extracdes, escolheu-se trabalhar com a agitadora orbital por 30
minutos. Ja observando o planejamento de misturas simplex centroide de trés
componentes para as xantinas (cafeina), 275 nm — UV-Vis, a agua ou as misturas
binarias mostraram-se os solventes que mais contribuiram para a obtengdo ou
intensificagdo dessa banda, escolhendo-se a agua para a extragcdo das amostras
para se trabalhar em conformidade com a extracido para analise sensorial do café e

de acordo com a quimica verde.
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RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE I

DISCRIMINACAO DE CAFES ESPECIAIS E TRADICIONAIS A PARTIR DA
ANALISE DE FATORES DE DADOS ESPECTROSCOPICOS E
CROMATOGRAFICOS
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4.2 DISCRIMINACAO DE CAFES ESPECIAIS E TRADICIONAIS A PARTIR DA ANALISE DE
FATORES DE DADOS ESPECTROSCOPICOS E CROMATOGRAFICOS

4.2.1 Anadlise de Fatores Aplicada aos Extratos do Planejamento Estatistico

Associado — Usando como Respostas os Espectros de Espectroscopia de |V

A anadlise de fatores foi aplicada aos dados obtidos por
espectroscopia de infravermelho (Figura 16) para explorar as diferengas nas
composi¢des quimicas, através da impressao digital dos extratos, e determinar quais
solventes foram os mais adequados para mostrar essas diferengas, a partir do
planejamento de misturas simplex centréide de trés componentes, sendo as
variaveis estudas aquelas apresentadas na Tabela 2. A matriz de dados estudada foi
composta por 36 extratos e 1867 variaveis (numeros de onda provenientes da

impressao digital).

Figura 16 - Impressdes digitais dos extratos obtidas por espectroscopia de IV.
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Os fatores 1 e 2 explicaram respectivamente 88,95% e 9,90% de

variancia, resultando em 98,85% da variancia total dos dados. O grafico apresentado
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na Figura 17, mostra a dispersao dos scores em formato que se assemelha a uma

parabola. No centro dessa parabola podemos encontrar amostras sobrepostas

indicando que seus espectros possuem perfis quimicos semelhantes, enquanto que

0s espectros que possuem maior diferenca na impressao digital estdo localizados

nos dois limites extremos dessa parabola, superior e inferior, com a maior

diversidade quimica entre si. Na extremidade superior do fator 2 (valores positivos),

encontram-se os extratos aquosos e as misturas binarias que possuem agua em sua

composi¢cdo; na extremidade inferior do mesmo fator, valores negativos, estéo

extratos diclometanicos obtidos pelo método de extracdo com ultrassom.

Figura 17 — Projec&o dos scores do Fator 1 vs. Fator 2 obtidos das analises dos
extratos para as impressoées digitais obtidas por espectroscopia de IV (A).
Ampliagdo dos scores positivos do fator 2 (B).
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O perfil das amostras extraidas com diclorometano, utilizando-se a

agitadora orbital, obtido com a técnica de espectroscopia no IV, estdo indicadas na

Figura 18. Observou-se que apesar de as amostras nao se encontrarem todas na

extreminade inferior do fator 2, estas estdo tendendo a essa regido do grafico,
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estando no mesmo lado desta “parabola” pode-se considerar que as amostras nao
possuem diferenga significativa de perfil. Essa tendéncia pode ser comprovada
quando observa-se as impressodes digitais obtidas pelos espectros de infravermelho
mostradas na Figura 18. As amostras de diclorometano apresentadas na Figura 18-a
possuem perfis semelhantes entre si, porém com diferencas de intensidade das
bandas entre os extratos preparados em agitadora orbital e ultrassom, sendo mais
acentuadas para esse ultimo método de extracdo. Ja se compararmos a impressao
digital obtida dos extratos diclorometanicos (Figura 18-a) e os aquosos (Figura 18-b)
podemos verificar que se tratam de perfis distintos, assim como previsto pela analise

dos fatores (Figura 17).

Figura 18 — Impressdes digitais das amostras extraidas com diclorometano (a) e
agua (b) para os diferentes métodos e tempos empregados no planejamento
experimental.
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Os loadings do fator 2, Figura 19, apresentam cinco bandas que sao
as principais responsaveis pela diferenciagdo das amostras. Segundo Ribeiro et al.
(2010), nimeros de onda entre 1600 e 1700 cm™ s&o altamente correlacionados aos
acidos clorogénicos dos cafés.Kemsley, Ruault e Wilson, (1995) estudou o sinal em
1744 cm™ para cafés, indicando essa banda como sendo a vibracdo da carbonila
(C=0) de ésteres alifaticos em cafés torrados. O mesmo autor relatou as duas
bandas que podem ser vistas na faixa de 3000-2800 cm™', especificamente em 2930
e 2854 cm” para as amostras estudadas, como sendo sinais especificos para

amostras de café torrado, tanto da espécie C. arabica quanto da C. canephora. E
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para identificacdo dessas bandas, os estudos de Paradkar e Irudayaraj (2002)
relatam dois picos estreitos a 2882 e 2829 cm™, correspondentes ao alongamento
assimétrico do grupo de ligagdes C-H no grupo metil (-CHs) da molécula de cafeina.
A banda em 3220 cm™, é relacionada com as ligagdes nos grupos O-H (3650-2400
cm™) de alcoois, fendis, ou acidos carboxilicos, ou ainda, aos grupos N-H (3500-

3100 cm™) de aminas e amidas primarias e secundarias (PAVIA et al., 2010).

Figura 19 — Loadings do Fator 2 obtido da analise dos dados por espectroscopia de
V.
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Todas as amostras em estudo foram extraidas em duplicata com
diclorometano e agua, e usando a agitadora orbital com agitagdo por 30 minutos. E

os extratos brutos, foram analisados por CLAE e espectroscopia de IV e UV-Vis.
4.2.2 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
4.2.2.1 Perfil metabolémico — extrato aquoso

Os cromatogramas das amostras estdo  apresentados
separadamente na Figura 20, primeiramente as quatorze amostras em duplicata dos

cafés especiais (Figura 20-a) e, posteriormente, as quatorze amostras dos cafés

tradicionais (Figura 20-b), totalizando vinte e oito perfis em cada caso. Podemos
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observar que os cromatogramas dos extratos de cafés especiais apresentam um
total de trés picos distribuidos uniformemente no cromatograma, enquanto, que nos
extratos dos cafés tradicionais ha o aparecimento de um quarto metabdlito

secundario entre os picos 1 e 2.

Figura 20 — Cromatogramas dos extratos aquosos das amostras de cafés especiais
(a) e tradicionais (b).
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Os picos correspondem as seguintes substancias: 1- trigonelina, 2- acido clorogénico, 3- cafeina.
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A identificacdo das substancias presentes no cromatograma foi
realizada por meio da injecao de padrdées e comparagdo do tempo de retencao e
espectros de absorgcdo no UV-Vis. Os espectros ultravioleta de cada pico pode ser
visto na Figura 21, sendo que o quarto pico foi o unico n&o identificado, pois pode

ser qualquer outro metabdlito do café, principalmente da espécie C. canephora.

Figura 21 — Espectros Ultravioleta-Visivel dos picos obtidos nos cromatogramas dos
extratos aquosos de café.
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Como podemos observar o perfil metaboldmico das amostras
apresentam muita sobreposi¢cao de sinais, ou seja, coeluigdo de substancias, e para
melhor discriminacéo entre elas, todos os dados foram avaliados de uma unica vez,
por meio da analise de fatores aplicada as areas dos picos.

A matriz utilizada para a analise correspondeu a 28 amostras
(extratos aquosos) e quatro variaveis (area dos picos), que no caso das amostras de
cafés especiais foi considerada zero, pela inexisténcia deles. Com a plotagem do
fator 1 (96,96%) versus o fator 3 (1,00%), que explicam 97,96% de variancia total
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Figura 22 — Projeg&o dos scores do Fator 1 vs. Fator 3 dos cromatogramas obtidos
das analises dos extratos aquosos.
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Figura 23 — Projecéo dos Loadings do Fator 1 vs. Loadings do Fator 3 obtidos da
analise dos dados por CLAE.
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A partir dos graficos de scores (Figura 22) e loadings (Figura 23),
obtidos da analise de fatores, foi possivel notar que as amostras de cafés especiais
tém a maior concentragdo de trigonelina, um precursor para a formagao de
diferentes classes de compostos volateis tipicos dos cafés torrados - como pirrdis
(3%), piridinas (46%), pirazinas e nicotinato de metila (FLAMENT et al., 1968;
TRUGO e MACRAE, 1984; DE MARIA, MOREIRA e TRUGO, 1999). Sendo que este
metabolito foi o responsavel, de maior peso, para a discriminacdo das amostras, o
que pode ser comprovado, observando a Figura 24, se compararmos as amostras 7
e 8, cafés especiais, com a 31 e 32, cafés tradicionais, podemos verificar claramente
essa diferenga. Além disso, na analise de fatores aplicada aos dados
cromatograficos, a cafeina e os acidos clorogénicos tiveram menor peso para a
discriminagdo das amostras, resultados que também estdo de acordo com a Figura
24, observando as duplicatas marcadas 7 e 8, 31 e 32, 35 e 36, podemos perceber
que quase nao ha diferenca nas abundéancias relativas do metabdlito cafeina. E
quanto aos acidos clorogénicos, os cafés especiais, em geral, possuem maior
concentracdo desses compostos, o que esta de acordo com o estudo de Zanin et al.
(2016), que afirmam que estes compostos ndo sao depreciativos, sendo possivel

obter bebidas de boa qualidade mesmo com altos teores de acidos clorogénicos.

Figura 24 — Abundéncias relativas dos metabdlitos identificados nas analises
cromatograficas dos extratos aquosos.
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Casal et al. (2000) aplicaram a analise de componentes principais
para discriminar cafés torrados, arabica e robusta, pelo conteudo de acido nicotinico,
trigonelina e cafeina. Analisando os resultados verificaram que somente os dois
ultimos metabdlitos sdo capazes de discriminar essas duas espécies, sendo que, 0s
cafés arabica possuiram maior conteudo de trigonelina, enquanto o café robusta
maiores teores de cafeina. Como os cafés especiais, sdo todos da espécie C.
arabica provenientes de graos de alta qualidade, e os cafés tradicionais sao, em sua
maioria, compostos por blends de cafés, ou seja, misturas de diferentes variedades
de café (incluindo o café robusta), percebemos que os resultados obtidos
corroboram com o estudo anteriormente citado.

Além da discriminacédo dos cafés especiais e tradicionais, a analise
de fatores nesse caso, foi util para comprovar a pré-classificacdo sensorial feita dos
cafés especiais, visto que as amostras estdo discriminadas pelo fator 3, estando
todos os cafés especiais na parte negativa e a maioria dos tradicionais na parte
positiva desse fator (Figura 22). E a partir desses resultados, realizou-se analises
por espectroscopia de absorgao no IV e UV que constituem técnicas e equipamentos
menos onerosos (se comparados as técnicas cromatograficas) e podem ser

utilizados com maior rapidez em analises de rotina para a classificacdo do café.

4 .2.2.2 Perfil metaboldmico — extrato diclorometanico

O solvente diclorometano, como ja comentado, € muito seletivo para
extragao da cafeina (TOCI FARAH e TRUGO, 2006) e ao analisarmos os extratos de
café obtidos com esse solvente por cromatografia pode-se confirmar essa
seletividade, observando-se um unico pico no cromatograma para o método
utilizado. Os cromatogramas também sao apresentados separadamente para cada
tipo de amostra, especial e tradicional, bem como a impressao digital em UV,

correspondente a cafeina — Figuras 25-a e 25-b e Figura 26.
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Figura 25 — Cromatogramas dos extratos diclorometanicos das amostras de cafés
especiais (a) e tradicionais (b).
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Figura 26 — Espectro ultravioleta do pico obtido no cromatograma dos extrato
diclorometanico.
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Com a obtengédo de uma unica variavel (um unico pico) inviabilizou-
se a aplicacdo da analise de fatores, de modo que para melhor comparacao entre
esses dados, realizou-se a projecdo das médias obtidas para a area do pico da

cafeina de cada amostra, apdés normalizagcao — Figura 27.

Figura 27 — Abundéncia relativa do metabolito cafeina extraida por diclorometano.

1,1

09t

08t

0,7 t

Area Pico Cafeina

05} ®

0,4 . A . . R . . , . L . . . . . . ® Especial
A Tradicional

E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T

No geral podemos perceber que as amostras de cafés tradicionais,
quando extraidas com diclorometano, resultam em maior abundancia relativa do
metabolito cafeina, quando comparadas aos cafés especiais, estando de acordo

com resultados apresentados na literatura Casal et al. (2000).
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4.2.3 Analises por Espectroscopia de Infravermelho
4.2.3.1 Impressoes digitais — extrato aquoso

A Figura 28 apresenta as impressdOes digitais obtidas por
espectroscopia de infravermelho, com varredura de 400 a 4000 cm™ dos vinte e oito

extratos aquosos para os dois tipos de cafés, especiais e tradicionais.

Figura 28 — Impressdes digitais dos extratos aquosos obtidas por espectroscopia de
V.
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Para melhor visualizagdo das diferengcas entre as amostras,
transformou-se esses dados em uma matriz (28 x 1867), a qual foi aplicada uma
analise de fatores, transformando-se esses dados em novas variaveis. Os dois
primeiros fatores obtidos explicaram 99,43% da variancia total dos dados, o fator 1
explicou 99,10% enquanto que o fator 2 explicou 0,33%. O grafico dos scores e

loadings desses dois fatores sao apresentados na Figura 29 e 30.
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Figura 29 — Projecao dos scores do Fator 1 vs. Fator 2 dos espectros obtidos das
analises dos extratos aquosos obtidos por espectroscopia de IV.
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Figura 30 — Loadings do Fator 2 obtido da analise dos extratos aquosos por
espectroscopia de V.
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Podemos observar uma separacao entre os dois tipos de cafés,
apesar de algumas amostras encontrarem-se sobrepostas, considerando o fator 2.
Dessa forma, buscou-se entender atraves do grafico de loadings as bandas que
mais tiveram peso para promover a separagdo das amostras, que estdo mais
anticorrelacionadas pelo fator 2. Assim, consideraos as seguintes bandas: 1740,
1660, 1600, 1330, 1260, 1160, 1060 e 1020 cm™ — Figura 30.

As bandas em 1740 e 1660 cm™ foram observadas por Wang, Fu e
Lim (2011) que analisaram cafés torrados da espécie arabica por espectroscopia de
infravermelho, sendo que no estudo citado as bandas em questao apareceram em
1739 e 1660 cm'1, especificamente, e os autores afirmam consistirem do
alongamento da ligacdo C=0 de polissacarideos e C=C de lipidios e acidos graxos,
respectivamente. Além disso, Ribeiro et al. (2010) relataram que numeros de onda
entre 1600 e 1700 cm™ sdo altamente relacionados aos acidos clorogénicos dos
cafés.

Em 1330 cm” temos o sinal que pode estar especificamente
relacionada a trigonelina, outro dois prinipais compostos do café, por ser uma
molécula formada por uma piridina, apresenta bandas entre 1300 e 1600 cm™
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005).

A partir dos estudos de Craig, Franca e Oliveira (2012) que
avaliaram o potencial da técnica de espectroscopia de infravermelho para a
separacao de cafés defeituosos e nado defeituosos pode-se correlacionar as bandas
em 1260, 1160 e 1060 cm”’ aos Acidos clorogénicos, pois relataram bandas
proximas a essas em 1153, 1161 e 1053 cm™', e de acordo com Kemsley, Ruault e
Wilson (1995), Briandet, Kemsley e Wilson (1996) e Lyman et al. (2003), os acidos
clorogénicos apresentaram forte absorgéo na regigo de 1300-1150 cm™.

De acordo com Barbin et al. (2014), em um trabalho de revisao
sobre a aplicacdo da técnica de espectroscopia de infravermelho para avaliacdo da
qualidade e composicdo de cafés, mostra a banda em 1020 cm™ que pode estar
relacionada a vibragdo das ligagbes nos grupos RNH ou ROH, como néo se
relataram aminas alifaticas em amostras de café torrado, a banda pode ser
associada a ligagcdo R-OH, mais precisamente dos carboidratos, provavelmente
tratando-se das ligagdes C-O ou C-H. Assim, como é relatado por Sablinskas,
Steiner e Hof (2003) e Wang et al. (2009), com nimeros de onda de 1400-900 cm™,

as bandas sao caracterizadas por vibragdes de varios tipos de ligagdes, incluindo C-
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H, C-O, C-N e P-O, e ainda observado por Briandet, Kemsley e Wilson, (1996) e
Kemsley, Ruault e Wilson (1995) a ocorrréncia de carboidratos com varias bandas
de absorg¢ao nessa regiao.

Observando-se a Figura 31, destaca-se as bandas 1160, 1260 e
1600 cm™ que ao analisar a Figura 30, sdo bandas que correspondem aos loadings
positivos do fator 2. Por se tratar de dados em transmitancia, que é inversamente
proporcional a concentracédo, podemos concluir que essas bandas estardo em maior
intensidade nas amostras de cafés especiais (duplicata 5 e 6), 0 que € comprovado
pela Figura 31. Assim, conclui-se que os cafés especiais possuem maior
concentracdo de acidos clorogénicos, pela maior intensidade das bandas 1160 e
1260 cm™", ou ainda devido a banda em 1660 cm™, que pode estar relacionada tanto

aos acidos clorogénicos como aos lipidios e acidos graxos.

Figura 31 - Média das impressdes digitais das duplicatas 5 e 6, 33 e 34 dos extratos
aquosos obtidas por espectroscopia de IV.
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4.2.3.2 Impressdes digitais — extrato diclorometéanico

A Figura 32 traz os espectros de infravermelho de 400 a 4000 cm’
das vinte e oito amostras extraidas com diclorometano para os dois tipos de cafés,

especiais e tradicionais.

Figura 32 — Impressdes digitais dos extratos diclometanicos obtidas por
espectroscopia de V.
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A partir dos dados espectroscopicos obteve-se uma matriz composta
por 28 amostras (extratos) e 1867 variaveis (numeros de onda provenientes da
impressao digital), a qual foi aplicada a analise de fatores para tentar discriminar ou
identificar alguma banda que promova diferenciacdo entre as amostras extraidas
com diclorometano. A proje¢do do fator 1 (90,50%) com o fator 5 (0,04%) foi a que
melhor resultou na separagao entre os dois tipos de cafés, explicando 90,54% da
variancia total dos dados. Nas Figuras 33 e 34 encontram-se os graficos de scores e

loandings.
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Figura 33 — Projecao dos scores do Fator 1 vs. Fator 2 dos espectros obtidos das

analises dos extratos diclorometanicos obtidos por espectroscopia de IV.
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Figura 34 — Loadings dos Fatores 1 e 5 obtido da analise dos extratos
diclorometanicos por espectroscopia de V.
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Nesse caso observa-se uma menor discriminagao entre os dois tipos
de amostras (cafés especiais e tradicionais), se comparada a analise de fatores dos
extratos aquosos, com maior sobreposicdo de alguns scores — Figura 33. Para
entender a separagdo que ocorre nesse caso, analisou-se os loadings do fator 5
(Figura 34) em que sao evidenciadas, principalmente, as seguintes bandas: 3444,
2920, 2845, 1740 e 1635 cm'1, pelo fator 1.

A banda em 3444 cm™, é a de maior peso para as amostras que
estdo anticorrelacionadas pelo fator 5, ou seja, as amostras que estdo em valores
negativos desse fator discriminam-se daquelas que estdo em valores positivos em
decorréncia da correlagdo dessa banda com as ligacbes nos grupos O-H (3650-
2400 cm™) de alcoois, fendis, ou acidos carboxilicos, ou ainda, nos grupos N-H
(3500-3100 cm™') de aminas e amidas primarias e secundarias (PAVIA et al., 2010).
Considerando-se os compostos geralmente encontrados no café, provavelmente
essa banda corresponde aos compostos fendlicos que possuem diversas hidroxilas
em sua composicao.

Ainda observando os loadings do mesmo fator, porém com menor
intensidade, as bandas em 2920-2845 cm™ relacionadas ao estiramento assimétrico
de ligacdes C-H do grupo metil da molécula da cafeina (2800 — 3000 cm™)
confirmado por Craig, Franca e Oliveira (2012). Em 1740 cm™, correlaciona-se com
as bandas encontradas em cafés torrados, relacionadas a vibracdo da carbonila
C=0, para ésteres alifaticos ou lipidios, sendo os ultimos associados a carbonila da
funcao éster nos triglicerideos ou a carbonila dos acidos carboxilicos nos acidos
graxos livres (WANG, FU e LIM, 2011).

E a banda em 1635 cm™, associa-se aos acidos clorogénicos, assim
como relata Ribeiro et al. (2010) que nimeros de onda entre 1600 e 1700 cm™ sdo
altamente relacionados a esses compostos nos cafés. Essa banda foi destacada na
Figura 35, em que é possivel comprovar que os cafés especiais (duplicata 23 e 24),
que estdo em valores positivos do fator 5 (Figura 34), possuem maior concentragéo
desses compostos, dados que corroboram com os loadings negativos do fator 5 para
essa banda em especifico (dados em transmitancia, inversamente proporcionais a

concentragdo desse metabdlito).
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Figura 35 - Média das impressoes digitais das duplicatas 23 e 24, 47 e 48 dos
extratos diclorometanicos obtidas por espectroscopia de IV.
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4.2.4 Analises por Espectrofotometria de Ultravioleta-visivel
4.2.4.1 Impressoes digitais - extrato aquoso

As impressdes digitais das vinte e oito amostras extraidas com agua
foram registradas também usando a espectrofotometria de absor¢do no UV-Vis, na
faixa espectral de 190 a 800 nm (Figura 36).

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados elaborou-se uma matriz
composta por 28 extratos e 800 variaveis, correspondentes aos comprimentos de
onda em nm, obtidos do espectro de ultravioleta-visivel com os quais obteve-se a
analise de fatores. A projecédo do fator 1 (99,59%) com o fator 2 (0,40%) é
apresentada na Figura 37, e esses fatores juntos explicam 99,99% da variancia total
dos dados obtidos. O espectro que representa os loadings é apresentado na Figura
38.
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Figura 36 — Impressdes digitais dos extratos aquosos na regido de absorgao do UV-
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Figura 38 — Loadings do Fator 2 obtido da analise dos extratos aquosos por
espectrofotometria UV-Vis.
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Ao analisar as projecdo do fator 1 versus fator 2 (Figura 37)
verificamos alta separagao entre as amostras de café especial e tradicional, sendo o
fator 2 aquele que resulta nessa diferenciacdo, ou seja, contém a informacéao
quimica responsavel pela discriminagéo entre os tipos de cafés.

Verifica-se, pelo espectro que representa os loadings do fator 2
(Figura 38), trés maximos que se destacam: 242,5, 299 e 325 nm. Um estudo
realizado por Belay et al. (2008) traz que o espectro de absor¢do UV-Vis de um
padrdo de cafeina, solubilizado em agua, encontra-se na regido de 243-302 nm, a
temperatura ambiente, com maximo em 272 nm, o que explicaria a banda em 242,5.

Segundo Souto et al. (2010) a regidao entre 225-353 nm esta
associadas a absorcdo de cafeina, acidos clorogénicos e trigonelina. Sendo
utiizado, para analise desses metabdlitos separadamente o0s seguintes
comprimentos de onda: 326 (maximo) e 300 nm para os acidos clorogénicos; 272
nm para a cafeina; e 265 (maximo) e 272 nm para trigonelina (MOREIRA et al.,
2014; AMUTA et al., 2011; WAKSMUNDZKA-HAJNOS e SHERMA, 2011; MACRAE
e BEAUMONT, 1987).

Como a trigonelina apresenta sobreposicdo com a cafeina, de

acordo com os autores ja citados e pelo maximo dos loadings corresponder a banda
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em 325 nm, pode-se concluir que a concentragao de acidos clorogénicos foi o
responsavel pela discriminacdo entre os cafés especiais e tradicionais, o que
corrobora com as impressodes digitais apresentadas na Figura 39, que apresentam
algumas duplicatas (identificadas na Figura 37) e com o estudo de Guizellini et al.
(2018) que relacionam os acidos clorogénicos a boa qualidade da bebida do café.
Em comparacédo com a analise utilizando-se o espectro na regido do
infravermelho, provavelmente obteve-se melhor separagdo e discriminagdo por
analises com absor¢cdo no UV-Vis devido a ndo absor¢cdo dos carboidratos nessa

regiao do espectro, entre 240-325 nm.

Figura 39 - Média das impressdes digitais das duplicatas 3e 4,7 e 8,33 e 34,35 e
36 dos extratos aquosos obtidos por UV-Vis.
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4.2.4.2 Impressoes digitais - extrato diclorometanico

Os espectros obtidos das analises dos extratos diclometanicos das
vinte e oito amostras na regido de absor¢do no UV-Vis, de 190 a 800 nm, séo

mostrados na Figura 40.
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Figura 40 — Impressdes digitais dos extratos diclorometanicos na regido de
absorcéo do UV-Vis.

Abs.
Abs.

T T T T T T 1 T T T T T T 1
200 250 300 350 200 250 300 350
nm nm

Especial Tradicional

Devido a sobreposicdo dos espectros, aplicou-se entdo a analise de
fatores para os dados, constituidos de uma matriz (28 x 800), sendo que os fatores
1, 2, explicaram 98,96 e 0,65% da variancia dos dados respectivamente, a projecao
desses dados é apresentada na Figura 41, e o espectro que representa os loadings

€ apresentado na Figura 42.

Figura 41 — Projecao dos scores do Fator 1 vs. Fator 2 dos espectros obtidos das
analises dos extratos diclometénicos na regido de absor¢do do UV-Vis.
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Figura 42 — Loadings do Fator 2 obtido da analise dos extratos diclorometanicos por

espectrofotometria UV-Vis.

12 4

10

Loading

1 To)
-6 o
N

T T T T T T 1
200 250 300 350
nm

Como pode-se observar pelas proje¢des do fator 1 versus fator 2,
Figura 41, ocorre uma singela separagao entre os dois tipos de amostras estudadas.
Segundo Veloso et al. (2012) os espectros de absorbancia entre 190 a 210 nm s&o
atribuidos aos acidos organicos e lipidios, no caso dos dados analisados mais
especificamente os lipidios, pelo carater apolar do solvente extrator (diclorometano),
de modo que a existéncia desses picos de alta intensidade no inicio do espectro —
Figura 42, estdo de acordo com os resultados obtidos dos espectros de 1V,
principalmente relacionados a banda em 1740 cm™, correspondente aos lipidios.
Esses dados estdo de acordo com o loading do fator 2 (Figura 42) e das médias das
impressdes digitais das amostras assinaladas na Figura 41 que sédo apresentadas na
Figura 43, com maiores valores de lipidios para a duplicata dos cafés especiais (15 e
16), sendo o conteudo lipidico também relacionado a boa qualidade da bebida por
Guizellini et al. (2018).

Além disso, o solvente diclorometano foi responsavel por extrair
majoritariamente a cafeina, sendo as abundancias relativas muito préximas desse
metabdlito para os dois tipos de cafés, Figura 27, concluindo-se que ele n&o pode
ser usado para discriminagao das amostras, quando a extracao € feita somente com

dicloromentano puro, devendo-se seguir métodos de extragbes especificos para
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esse metabdlito para confirmar seu potencial como marcador para diferenciacéo de

cafés especiais e tradicionais.

Figura 43 - Média das impressodes digitais das duplicatas 15 e 16, 49 e 50 dos
extratos diclorometanicos obtidos por UV-Vis.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados da analise de fatores para o planejamento de
misturas escolheu-se entao trabalhar com os dois solventes que mais apresentaram
diferencas de perfis quimicos pela impressao digital obtida por espectroscopia de
infravermelho: diclorometano e agua. A agua, mostrou-se, por meio da aplicagao das
analises quimiométricas nos dados espectroscopicos e cromatograficos das
amostras, ser o solvente que melhor resultou na discriminagao entre as amostras de
cafés especiais e tradicionais. Este resultado vem de encontro com a Quimica
Verde, que visa a nao utilizagcdo de solventes clorados, além disso a agua € o
solvente usado para a preparacdo da bebida do café e também na avaliagao
sensorial para sua classificagao.

A partir do planejamento fatorial, com a avaliagdo dos fatores
meétodo e tempo de extracdo, concluiu-se que além de se obter maiores rendimentos
com a agitadora orbital, ainda havia a possibilidade de se trabalhar com a reducéo
do tempo de extracido, optando-se por tempos de 30 minutos para a extracdo das
amostras.

Provavelmente pela diversidade de compostos que podem haver
nessas amostras, a espectroscopia de absor¢cdo no IV acaba sendo uma técnica
investigativa, pois abrange a detecc¢do de diversos grupos funcionais, por absor¢ao
da radiacado caracteristica das ligagdes das diversas moléculas constituintes do
extrato e que podem ser utilizadas como impressao digital, mas que nao é tao
eficiente quanto a espectrofotometria UV-Vis para a discriminagdo das amostras de
cafés especiais e tradicionais, realizada por meio da analise de fatores (ferramenta
quimiométrica). Assim como a espectroscopia de IV, a cromatografica liquida de alta
eficiéncia nado foi tdo eficiente quando a espectrofotometria UV-Vis para a
discriminagao das amostras.

Embora a espectrofotometria de absor¢do UV-Vis ndo seja uma
ferramenta para elucidagao estrutural, o espectro traz informacdes relacionadas a
composi¢cao molecular dos extratos e a partir dos resultados obtidos nesse trabalho
demonstra ser a técnica mais adequada, entre as estudadas, para a discriminagao
de amostras de cafés torrados especiais e tradicionais, sendo uma ferramenta

potencial para ser utilizada no controle de qualidade nas industrias e torrefacoes.
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