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RESUMO

O Brasil € o maior produtor e exportador de café e sua ascenséo neste mercado
associa-se a crescente melhoria da qualidade do produto. O Espirito Santo é o
um dos maiores produtores de cafés do Brasil, desta maneira, € de suma
importancia avaliar a qualidade dos cafés produzidos no estado. Visando propor
novas metodologias analiticas ao aplicar as técnicas de espectroscopia na
regido do infravermelho proximo portatil (microNIR) e a espectrometria de
massas por Ressonancia Ciclotronica de ions com Transformada de Fourier (FT-
ICR MS), o trabalho foi dividido em trés capitulos no qual foram avaliados fatores
que envolvem o pré e pos colheita dos graos de cafés, dentre eles: 1) comparar
os resultados de FT-ICR MS, microNIR e analise sensorial para avaliar o cultivo
de café Robusta em Sistema Agroflorestal (SAF) com gliricidia, ingé, pupunha e
bananeira; 2) construir modelos de andlise de componentes principais (PCA) e
regressao por minimos quadrados parciais (PLS) usando espectros de microNIR
para verificar a influéncia da temperatura de torrefacdo em blends de café
Arabica/Conilon e a presenca de adulterantes como milho e cascas/paus em café
Arabica e 3) identificar adulteracdes com borra de Coffea canephora (Conilon)
em diferentes niveis (0 — 100 wt% de adulterante), através da técnica analitica
de NIR portatil associada a ferramentas quimiométricas: PCA, PLS-DA, SIMCA,
PLS. Estes estudos mostraram que 0s componentes responsaveis por distinguir
as amostras cultivadas com diferentes espécies em SAF foram os acidos
clorogénicos e que os resultados do microNIR corroboraram com os dados ESI(-
JFT-ICR MS e a analise sensorial, agrupando cafés cultivados em SAF
consorciados com Gliricidia sepium e Inga edulis. A avaliacdo qualitativa e
guantitativa da presenca de adulterantes comprovaram a capacidade do método
de NIR portétil em ser eficiente e capaz de predizer adulteracdes com niveis
minimos de quantificacdo (LQs de 5-8% wt% para cascas/paus e milho, e na
faixa de 17-26 wt% para borra de café), podendo ser aplicado no controle de
qualidade de amostras comerciais de café. Foi possivel, também, identificar que
a temperatura de torrefacao afeta a discriminacdo dos blends de café Arabica e
Conilon e a temperatura de secagem das borras influencia na identificagcdo em
blends com café Conilon. Contudo, foi possivel obter valores baixos de exatiddo
e boa classificacdo das amostras auténticas e nao auténticas ao avaliar a
presenca da borra de café.

Palavras-chave: café, controle da qualidade, FT-ICR MS, NIR portatil,
adulteracao.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer and exporter of coffee and its rise in this market is
associated with the growing improvement in the quality of the product. Espirito
Santo is one of the largest coffee producers in Brazil, therefore, it is extremely
important to evaluate the quality of coffee produced in the state. Aiming to
propose new analytical methodologies by applying spectroscopy techniques in
the portable near infrared region (microNIR) and Fourier Transform lon
Cyclotronic Resonance mass spectrometry (FT-ICR MS), the work was divided
into three chapters in which factors involving the pre- and post-harvest of coffee
beans were evaluated, including: 1) compare the results of FT-ICR MS, microNIR
and sensory analysis to evaluate the cultivation of Robusta coffee in an
Agroforestry System (AFS) with gliricidia, inga , peach palm and banana tree; 2)
build models of principal component analysis (PCA) and partial least squares
regression (PLS) using microNIR spectra to verify the influence of roasting
temperature on Arabica/Conilon coffee blends and the presence of adulterants
such as corn and husks/sticks in Arabica coffee and 3) identify adulterations with
Coffea canephora (Conilon) sludge at different levels (0 - 100 wt% of adulterant),
through the analytical technique of portable NIR associated with chemometric
tools: PCA, PLS-DA, SIMCA, PLS. These studies showed that the components
responsible for distinguishing the samples grown with different species in SAF
were chlorogenic acids and that the microNIR results corroborated with the ESI(-
)FT-ICR MS data and the sensory analysis, grouping coffees grown in the
associated AFS with Gliricidia sepium and Inga edulis. The qualitative and
guantitative assessment of the presence of adulterants proved the ability of the
portable NIR method to be efficient and capable of predicting adulteration with
minimal levels of quantification (LOQs of 5-8% wt% for husks/sticks and corn,
and in the range of 17-26 wt% for coffee grounds), which can be applied in the
quality control of commercial coffee samples. It was also possible to identify that
the roasting temperature affects the discrimination of Arabica and Conilon coffee
blends and the drying temperature of the grounds influences the identification in
blends with Conilon coffee. However, it was possible to obtain low accuracy
values and good classification of authentic and non-authentic samples when
evaluating the presence of coffee grounds

Keywords: coffee, quality control, FT-ICR MS, portable NIR, adulteration.



12

1. ESTADO DA ARTE

1.1 CAFE

Os registros mostram que o café foi descoberto pela primeira vez na
Etidpia - Africa e os responsaveis por dominar a técnica de plantio e cultivo foram
os arabes (RODRIGUES, DIAS, TEIXEIRA, 2015), no entanto, h4 rumores sem
comprovacao de que o0s espartanos ja consumiam a bebida (PARTELLI, 2016).
Durante longos anos, o Iémen manteve segredo sobre a producéo da bebida e
somente em 1616, o cultivo de café foi levado para Europa, inicialmente em
Amsterda. A experiéncia dos holandeses fez com que as sementes de café se
propagassem por outras colbnias europeias e, com 0 crescente mercado
consumidor, aos paises africanos, entre outros (UKERS, 1922).

Em 1727 chegou ao norte do Brasil sendo direcionada a Belém do Para e
logo dispersou-se por Sdo Paulo, Rio de Janeiro e outros lugares como Minas
Gerais, Maranhdo, Par4 e Bahia. Por volta de 1890 passou a representar,
aproximadamente, 70% do valor das exportacdes do pais (FASSIO e SILVA,
2007), mas também houveram periodos de crises relacionadas a alta dos precos,
guerras mundiais, dentre outras. A partir deste momento, a economia do Brasil
melhorou significativamente, sendo o estado do Rio de Janeiro o primeiro maior
produtor deste fruto. Rio de Janeiro cedeu entdo, a posicdo ao estado de S&o
Paulo, que se tornou o estado mais rico do pais e o café, o principal produto de
exportacdo. O café proporcionou melhoras na infraestrutura do pais como a
construcdo da estrada para o porto de Santos. O periodo foi tdo importante que
ficou conhecido politicamente como Café com Leite, em referéncia a producéo
de café em Sdo Paulo e de leite em Minas Gerais (RODRIGUES, DIAS,
TEIXEIRA, 2015).

Nas primeiras décadas do século XX, as sementes de cafés Conilon
chegaram as terras capixabas, com objetivo de encontrar a regido ideal para seu
cultivo (CENTRO DO COMERCIO DE CAFE DE VITORIA (CCCV)). Contudo, no
século XIX, o café arabica ja havia encontrado o territorio espirito-santense
através do vale do Rio Paranaiba. O cultivo dos cafezais no estado, iniciou-se
sob influéncia do Rio de janeiro, substituindo a plantacdo de cana-de-agucar e

percorreu por diversas crises, dentre elas, em 1958 com a desvalorizacao da
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moeda nacional, os produtores foram obrigados a erradicar os cafezais fora de
regides agricolas (inapropriadas as plantacées de cafés) e que apresentasse
produtividade menor que 6 sacas beneficiadas/1000 pés, isto causou uma crise
social, resultando no éxodo rural. Somente em 1970 que o estimulo a produc¢éo
cafeeira retornou (CAFEICULTURA, 2005; RODRIGUES, DIAS, TEIXEIRA,
2015).

Na configuracdo atual, o Brasil € um dos paises mais importantes na
producdo/exportacdo de cafés e segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) no ano cafeeiro 2019, o pais atingiu 49 milhdes de
sacas, sendo responsavel por 28% da producdo mundial. Dentre os estados
brasileiros, o Espirito Santo tornou-se o 1° maior produtor de cafés Conilon do
Brasil, sendo o café responséavel por 35% do Produto Interno Bruto (PIB) agricola
capixaba. Ja em relacdo ao consumo de café a nivel mundial nos anos de 2012,
2013, 2014 e 2015 o valor foi de 143,3; 148,1; 150,2 e 152,1 milhdes de sacas,
respectivamente, e atualmente é previsto que o ano-cafeeiro 2020-2021, devera
ultrapassar o equivalente a 166 milhdes de sacas, volume que representa um
aumento de 1,9%, se comparado ao consumo do ano-cafeeiro anterior (2019/20)
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION (ICO)).

Tais informacdes demonstram a importancia da atividade cafeeira para o
estado e pais e consequentemente a relevancia das pesquisas que envolvam o
controle da qualidade dos cafés. Segundo a base de dados Web of Science e
Scopus, 0s paises que mais publicaram pesquisas, nos ultimos 10 anos,
envolvendo controle da qualidade de cafés foram Brasil, China e EUA, em 1°, 2°
e 3° lugar, respectivamente, Figura 1. Outra pesquisa mostrou que EUA,
Portugal e Suica foram os principais colaboradores do Brasil em publicacdes
sobre café relacionadas a analises do controle da qualidade.

No Brasil, as primeiras pesquisas foram sobre as consequéncias na
qualidade da bebida devido a permanéncia dos grdos no chao e a presenca de
microorganismos (KRUG, 1940) e a relacdo do processo fermentativo e a
presenca de graos defeituosos, dentre eles pretos e ardidos (BIATTANCOURT,
1956). Em 2019 a EMBRAPA divulgou um estudo comparativo sobre a qualidade
do café que levou em consideracdo as safras de 2017-2018 em relacdo ao
desempenho da producdo, tecnologia de colheita e pos-colheita,

pragas/doencas, comercializacéo e por fim a bebida dos seis principais estados
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produtores: Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondonia e Parana.
O levantamento apontou melhorias significativas da qualidade do café produzido
no pais e constatou que as pesquisas cientificas foram importantes para o

aperfeicoamento dos processos antes e pos-colheita (EMBRAPA, 2019).
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Figura 1. Frequéncia de publicagdes sobre cafés dos principais paises (periodo 2011-abril/2021,
base de dados Web of Science e Scopus).

1.1.1 GENERO COFFEA - ESPECIES

Os frutos mais importantes no mercado mundial sdo provenientes do
género Coffea L., principalmente a espécie Coffea canephora e Coffea arabica
(VIEIRA, FERREIRA, PARTELLI et al., 2019). De acordo com FERRAO,
FONSECA, FERRAO et al. (2017), a variedade Conilon possui caracteristicas
como arbusto multicaule, folhagem grande, frutos esféricos e menores,
sementes de tamanhos variados com pelicula prateada aderente e maior teor de
cafeina. O café Conilon constitui-se também como componente importante na
composi¢do dos "blends" com café ardbica nas industrias de torrado e moido, e
como matéria-prima basica na industria de solubilizac&o, principalmente, por
apresentar maior teor de soélidos sollveis, e menores precos médios em sua
comercializacao (FASSIO e SILVA, 2007). A CONAB estimou que no periodo de
janeiro-agosto de 2020, o Brasil exportou café soluvel para 87 paises, o0 que
gerou o embarque equivalente a 26,4 milhdes de sacas de 60kg, volume 3%
inferior as exportacdes do mesmo periodo do ano anterior. Além disso, 0s
cafeeiros da espécie C. canephora apresentam também alta produtividade,
ampla base genética, alto vigor vegetativo, arquitetura adequada para o
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adensamento e adaptacdo as regifes aptas ao cultivo do Conilon no estado.
Essa cultivar proporciona ao cafeicultor maior estabilidade na producéo, pela sua
maior variabilidade genética, desta maneira, a busca por cultivares melhoradas
de cafeeiros é fundamental para a viabilidade econ6mica desta atividade
agroindustrial e ao desenvolvimento de uma cafeicultura eficiente, competitiva,
ambientalmente correta e de qualidade (PARTELLI, OLIOSI, DALAZEN et al.,
2021; VIEIRA, FERREIRA, PARTELLI et al.,, 2019; GOMES, PARTELLI,
OLIVEIRA et al., 2020).

A Coffea arabica possui plantas mais escuras e menores, que geram
menor quantidade de frutos, € mais sensivel, sobrevivem em lugares com maior
altitude, e seus frutos sdo ovalados. Esta espécie representa mais de 60% da
produgédo mundial (TOLEDO, PEZZA, PEZZA, 2016).

A Figura 2 mostra as diferencas no perfil quimico dos gréos crus das
espécies Coffea canephora e Coffea arabica. Observa-se que a Coffea arabica
possui, principalmente, maior teor de polissacarideos insoluveis, além de maior
teor de carboidratos sollveis, sendo eles frutose, glicose, sacarose, dentre
outros (VAZ, 2019; BABOVA, OCCHIPINTI, MAFFEI, 2016). J& a Coffea
canephora se destaca por ter maior teor de cafeina e acidos clorogénicos.
Devido a composicao quimica o café arabica é caracterizado por ter sabor suave

e portanto, custo mais elevado.
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Figura 2. Composicao quimica aproximada dos graos crus de Coffea canephora e arabica L.,
respectivamente (VAZ, 2019).

1.1.2 PROCESSAMENTO DO CAFE
A qualidade da bebida depende, principalmente das etapas de

processamento do café tais como colheita, fermentacdo, secagem,
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beneficiamento, armazenamento, torrefagdo, moagem e extracdo (CLIFFORD,
1985), pois estao diretamente relacionadas aos componentes necessarios aos
frutos.

O 4pice do fruto de café é atingido quando ha equilibrio no
desenvolvimento de todos 0s seus componentes, sendo eles, casca, mucilagem,
pergaminho e semente. Apesar da complexidade que envolve as interacdes
biogquimicas nos frutos, o objetivo é oferecer condigcbes para que as reacdes
fisico-quimicas posteriores ocorram, garantindo as necessidades para produtos
de qualidade. Este estagio foi denominado como “cereja”, ou seja, o ponto ideal
para colheita. De acordo com LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al., (2019) a
colheita deve ser realizada no ponto ideal de maturacdo pois importantes
precursores quimicos sdo agregados ao café, no entanto, na plantacdo ha a
presenca, ndo so de frutos maduros, mas também verdes e/ou secos, dentre
outros, resultando em diferentes graus de maturacéo.

Ha duas formas basicas de processamento, que vem sendo adaptadas
conforme preferéncia do produtor. Na via seca, os graos de cafés encontram-se
com casca no processo de secagem, objetivando manter o fruto intacto. Por via
umida entende-se: 1) cereja descascado, onde remove-se a casca
mecanicamente, 2) desmucilado, removendo a casca e mucilagem via processo
mecanico e 3) despolpado, com remocao da casca e mucilagem via fermentacao
(PEREIRA, 2017).

Desta maneira, sdo levados a terreiros e/ou secadores mecanicos
(secagem artificial por fornalhas ou queimadores de gas) para secagem (ESALQ
— USP). CHAULFON e FERNANDES (2013) citam que cafés processados por
via Umida apresentam sabor mais suave, menos corpo e alta acidez, enquanto
os cafés via seca podem apresentar menor acidez, adstringéncia e mais corpo.
PEREIRA, MORELI, MOREIRA et al. (2019) mostraram através da analise
sensorial a melhora na qualidade dos cafés apds variar o tempo e condi¢des de
fermentacao, processo realizado na secagem via umida, de cafés da espécie
Canephora. Os autores encontraram resultados positivos com uso da levedura
Saccharomyces cerevisiae sp. nas condicbes de totalmente lavado com
levedura.

O armazenamento consiste em guardar os grédos em local seco e bem

ventilado, e de preferéncia sem contato com o ch&o, pois sem controle das
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variaveis envolvidas, como temperatura e umidade, pode haver deterioracdo dos
gréos (DE ABREU, ROSA, CIRILLO et al., 2017).

Outro fator importante € que as cooperativas a fim de coletar volume
suficiente para exportar, armazenam graos verdes por periodos mais extensos
que o ideal. DE ABREU, ROSA, CIRILLO etal. (2017) analisaram gréos de cafés,
apos dois processos de secagem, via seca e via Umida, e armazenadas em
sacos de polipropileno em diferentes condicfes: camara fria (10°C e 50°C),
processo controlado, e a temperatura ambiente, sem controle da umidade
relativa do ar, durante 3, 6 e 12 meses. Foi possivel concluir que a armazenagem
Otima para preservacdo da qualidade sensorial (protocolo Specialty Coffee
Association), fisiologica (teste de geminacéo) e quimica (condutividade elétrica,
acidez, acUcares totais, lixiviagcdo de potassio) € em 10°C por sete meses para o
café via seca, e trés meses para via Umida.

A torrefacdo é a etapa primordial na definicdo de cor, sabor, aroma e
acidez do produto e antecede a moagem. Esta etapa varia conforme o tempo de
contato dos grdos a temperatura definida, classificando-se em clara, média e
escura (CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Nesta etapa ocorrem reacdes quimicas, como a reacao de Maillard, que
caracteriza a reacdo entre acucares redutores e, principalmente, aminoacidos
formando compostos essenciais aos cafés. HEIDE, CZECH, EHLERT et al.,
2020 acompanharam a torrefacdo dos cafés para demonstrar a capacidade
preditiva do controle de processo online em tempo real. Os autores mostraram
gue a medida que a torrefacdo evoluia as piridinas, e alguns compostos da
reacdo de Maillard como hidroximetilfurfural e 2,3-dihidro3,5-dihidroxi-6-metil-
4H-piran-4-ona, e os acidos clorogénicos foram consideradas as variaveis mais
importantes no processo. YERGENSON e ASTON (2019) monitoraram a etapa
de torra de cafés por espectroscopia na regido do infravermelho proximo (NIR).
As amostras de torrefacdo analisadas consistiam em oito variedades de café
aradbica com diferentes origens e métodos de processamento, torrado com
quatro perfis de temperatura-tempo e conseguiram prever o inicio e o fim dos
dois eventos de craqueamento. Além de associar as mudancas na temperatura
com a bandas na regido de 5.000 a 4.000 cm™. Segundo os autores esses dois
processos sao caracterizados por sons de estalos durante a torrefagéo, sendo o

primeiro (crack) devido a pressao interna resultando na expansao e rachadura
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no meio do gréo, e o segundo (crack) esta associada a migracéo de 6leos para
a superficie do gréo e as vezes, mais rachaduras.

Como ndo ha maneiras de reverter as alteracfes da baixa qualidade das
bebidas, a busca por diferentes métodos e processos poés-colheita vem sendo
empregada, pois com tantas variaveis envolvendo o processamento pds-colheita
dos cafés, é notorio que todos sejam realizados com eficiéncia e de maneira

adequada a fim de garantir produtos de qualidade.

1.1.3 COMPOSICAO QUIMICA

Os principais parametros de qualidade séo o sabor e aroma da bebida e
0S mesmos sdo provenientes dos processos quimicos antes e pos-colheita,
conforme visto anteriormente. CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al.
(2016); GARRET, VAZ, HOVELL et al. (2012); CLIFFORD, JOHNSTON,
KNIGHT et al. (2003); TOLEDO, PEZZA, PEZZA et al. (2016) identificaram a
presenca de compostos volateis, e ndo volateis como alcaloides, &cidos graxos,
acidos clorogénicos (ACG), aclcares, minerais, dentre outros componentes e
apo0s pesquisas estabeleceram a importancia destes compostos na qualidade
dos cafés. A Figura 3 apresenta alguns dos principais compostos nao volateis
destacados pelos autores, presentes em amostras de cafés.

Os principais alcaloides presentes em amostras de cafés sao cafeina e
trigonelina, Figura 3, sendo a ultima responsavel, apoés torrefacéo, por resultar
em compostos volateis responsaveis pelo aroma. A cafeina tem importancia no
amargor, valor nutricional da bebida e estimulacdo do sistema nervoso central
(DOS SANTOS e BOFFO, 2019).

Outra classe citada sdo os ACG, (acido cafeoilquinico, &cido
feruloilquinico, Figura 3, acido dicafeoilquinico, acido cafeoilferuloilquinico e
acido cafeoilchiquimico) que séo ésteres do acido cafeico e acido quinico, ou
seja, sdo compostos fenolicos, sendo essenciais para sabor e aroma, além da
atividade antioxidante do produto final. Estes compostos foram descobertos em
1802 e chamado de acido cafico, por Payesse. Somente em 1965 sua estrutura
e de seus isomeros foram elucidadas. Dois anos depois, LEHMANN e HAHN
(1967), citado por AMORIM, GUERCIO, CORTEZ et al. (1973) determinaram

quantitativamente trigonelina e ACG, através da extracdo com metanol e
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posterior uso de coluna de poliamida. Apos esse processo, 0s ACG foram
analisados por um espectrofotometro e determinados na regido de 324 nm. Ja
em 2003, CLIFFORD, JOHNSTON, KNIGHT et al. realizaram estudos somente
destas moléculas, devido a sua importancia nos graos de cafés Conilon e por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS
identificaram 18 compostos e derivados dos ACG'’s.

Os carboidratos sdo um dos principais constituintes do café e auxiliam nas
propriedades organolépticas (CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al., 2020).
Estes compostos estao presentes no grédo na forma de polissacarideos e como
acucares de baixa massa molar, que incluem tri, di e monossacarideos redutores
e nao redutores. O café Conilon possui menor teor de carboidratos em relacdo
ao arabica, conforme constatado por LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al. (2019),
e a sacarose, Figura 3, é o aclicar mais importante para a etapa de pigmentacéo,
aroma e sabor apés processo de torra (FERRAO, FONSECA, FERRAO et al.,
2017), principalmente pelo fato de originar substancias que afetam a analise
sensorial da bebida como, por exemplo, glicose e frutose. BRIOSCHI,
GUARCONI, da SILVA et al., (2021) afirmaram que, por exemplo, no inicio da
fermentacdo do café acucares simples como frutose, glicose e sacarose séo

usados no metabolismos intrinseco antes dos aglcares complexos.
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Figura 3. Alguns compostos presentes no grao de café.
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Ha também a presenca de nutrientes que dividem-se em macro e micro,
sendo Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg) e
Enxofre (S) macronutrientes, e Ferro (Fe), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Boro (B)
e Cobre (Cu), micronutrientes e o teor destes variam de acordo com a localidade,
genaotipo, maturacédo, e outros fatores no antes e pos-colheita. Dentre todos o N
€ o responsavel por aproximadamente 38% do total de nutrientes no cafeeiro
Conilon (FERRAO, FONSECA, FERRAO et al., 2017). COVRE, RODRIGUES,
VIEIRA et al., (2016) avaliaram cafés irrigados e nédo irrigados e constataram que
nao houve diferenca significativa entre os dois métodos para os macronutrientes,
exceto para P. Os autores relataram que nos frutos havia maior concentracéao
em ordem decrescente de N, K e P, e nas cascas K, N e Ca. SAMSONOWICZ,
REGULSKA, KARPOWICZ et al., (2019) citam que metais como Ca e Mg podem
complexar com os compostos fenélicos e aumentar ou diminuir as propriedades
antioxidantes do café. O primeiro trabalho publicado sobre a composi¢cao mineral
do cafeeiro foi em 1895 por Dafert (CATANI, PELLEGRINO e BERGAMIN
FILHO, 1965) mostrando a porcentagem de K, Mg e P nas plantas de cafés.

Dessa forma, fica evidenciado que o perfil quimico depende do
desenvolvimento e controle dos processos de producdo dos graos de café,
sendo eles pré-colheita com o manejo e formas de cultivo dos frutos e pos-
colheita como fermentacdo, secagem, torrefacdo, armazenamento, dentre

outros.

1.1.4 CAFE EM SISTEMAS AGROFLORESTAIS

Novos sistemas de cultivo, como os Sistemas Agroflorestais (SAF), se
tornaram excelente alternativa apdés o despertar a sustentabilidade e ao
gerenciamento ecolégico da etapa produtiva do cafeeiro por parte dos
produtores. Além da consciéncia a novos produtos e novos
equipamentos/processos de preparo e elaboracdo do produto final dos cafés
pelos consumidores, que estimularam mudancas significativas na producdo
deste fruto, desta maneira, foi possivel alinhar vantagens ambientais, sociais e

econdmicas ao controle da qualidade de cafeés.
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Os sistemas agroflorestais sao sistemas de cultivo em consércio a outros
cultivares e constituem-se em uma alternativa de manejo da terra aliada a
estabilidade do ecossistema visando eficiéncia e otimizacéo de recursos naturais
na producéo, garantindo sustentabilidade e maior diversidade em comparagao a
sistemas tradicionais (VERCHOT, MACKENSEN, KANDJI et al.,, 2005). A
monocultura traz altos custos de irrigacao, fertilizacdo e no uso de agrotoxicos,
além de favorecer o surgimento em que busca-se o equilibrio entre recursos
naturais e sua exploracdo (FERRAO, FONSECA, FERRAO et al., 2017).

Do ponto de vista ecologico, os SAF sdo uma alternativa quanto aos
problemas da baixa produtividade devido a reducéo da capacidade produtiva do
solo, de escassez de alimentos, da manutencdo da biodiversidade (KLEIN,
STEFFAN-DEWENTER, BUCHORI et al., 2002; BOREUXA, KUSHALAPPAB,
VAASTC et al., 2013) e da degradacdo ambiental generalizada (NOPONEN,
HAGGAR, EDWARDS-JONES et al.,, 2013), pois a integracdo de culturas
agricolas a florestas pode favorecer maior fixacao de nitrogénio por leguminosas,
menor competicdo entre as culturas agricolas nas camadas mais superficiais do
solo (rizosfera), prote¢cdo do solo (TUMWEBAZE e BYAKAGABA, 2016),
sequestro de carbono (NOPONEN, HAGGAR, EDWARDS-JONES et al., 2013;
NOPONEN, HEALEY, SOTO et al., 2013; VELMOUROUGANE, 2015), dentre
outros.

O Brasil possui territorio rico e extenso em biomas, e consequentemente,
potencial uso significativo para sistemas sustentaveis. Através da Lei
12.651/2012 foi possivel a implementacdo de culturas sistematizadas como o
SAF, em area de protecdo em pequenas propriedades. Dois anos depois, a
Instrucdo Normativa MMA n° 2 consolidou as informacdes de propriedades rurais
com objetivo de combater, monitorar e controlar o desmatamento, bem como
informar o planejamento econémico e ambiental. GOMES, BIANCHI, CARDOSO
et al. (2020) avaliaram projecdes climaticas para o ano de 2050 no pais, através
de modelos computacionais, e concluiram que ha a possibilidade de aumento da
temperatura, em aproximadamente, 1,7 °C e desta maneira, ndo havera
condicoes favoraveis para o cultivo de café arabica, caso persistam no sistema
tradicional. Os autores concluiram que se houver ado¢do do SAF com 50% de
cobertura foliar, ha possibilidade de manter 75% da area adequada, ao reduzir a

temperatura meédia.
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Ao incorporar esse sistema a producéo de café foi constatado que auxilia
também no fornecimento de alimentos, controle de pragas, polinizacao,
reciclagem de nutrientes, reducado de estresse causado por altas temperaturas e
aumento no periodo de maturacdo dos frutos, resultando em grdos de melhor
qualidade. VELMOUROUGANE (2015) determinou, através de resultados de
analises sensoriais e fisico-quimicas e aplicacdo de testes estatisticos, que o
teor de carbono organico foi influenciado pelo sombreamento e enfatizaram que
SAF’s com cultivo de café em areas de baixa altitude com sombreamento
espesso possuem maior retencdo hidrica em relacao a locais com alta altitude e
cultivo tradicional (sem sombreamento), além de solos com pH neutro.
PEZZOPANE, MARSETTI, SOUZA et al. (2010) demonstraram que a
arborizacdo dos cafezais diminuiu o aporte térmico em 2,2% em relacdo ao
modelo & pleno sol, através de medi¢bes microclimaticas, como umidade
relativa, temperatura e velocidade do vento. MUSCHLER (2001) identificou
aumento na massa e tamanho dos gréos de café arabica quando cultivado em
SAF. NESPER, KUEFFER, KRISHNAN et al. (2017) também relataram que
houve alta producéo e qualidade de cafés quando em consorcio, além de avaliar
a polinizacdo e o acesso de pragas. Os autores analisaram 25 éareas de
plantacbes com diferentes gradientes de precipitacdo pluviométrica, com
agricultura orgéanica e tradicional. Outros autores estudaram os beneficios destes
sistemas como GUILLEMOT, LE MAIRE, MUNISHAMAPPA et al. (2018), que
estudaram a promoc¢ao dos SAF’s para conciliar producdo agricola como o
cultivo do café proveniente daquela regido, conservacdo da biodiversidade e
armazenamento de carbono organico da regido de Karnataka, india, além da
discussdo em torno da mitigagao climatica.

Na literatura ha pouco estudo sobre os SAF que envolvam técnicas
analiticas para avaliar o perfil quimico dos frutos e, portanto, as analises fisico-
quimicas e sensoriais sdo 0os metodos mais aplicados para o controle da
qualidade de cafés cultivados nesses sistemas arboreos.

Dentre esses estudos que abordam técnicas analiticas modernas
encontram-se CARDOSO, VAN DER MEER, OENEMA et al. (2003) que
analisaram o teor de Fosforo (P) orgéanico e inorganico, definido como nutriente
importante para a producdo agricola, em solos de sistemas agroflorestais e

tradicionais de cultivo de café por ressonancia magnética nuclear de P (3P
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RMN). Os autores comprovaram que os SAF manteriam maiores fracoes de P
disponivel para a producédo agricola em relacdo a monocultura, ao verificar a
profundidade do solo e a presenca da agrossilvicultura. Recentemente,
DUANGSODSRI, VILLAIN, VESTALYS et al. (2020) analisaram as plantas de
café arébica a fim de determinar os compostos fendlicos e seus padrdes em
resposta a intensidade da luz, em campos a pleno sol e com 50% de sombra
(SAF) por cromatografia liquida acoplada a detector por arranjo de diodo e
espectrometria de massa (LC-DAD-MS?, do inglés liquid chromatography
coupled to detector by diode array and mass spectrometry) e cromatografia
liquida de alta performance com detector de arranjo por diodo (HPLC-DAD, do
inglés high performance liquid chromatography with detector by diode array) e
identificaram 23 compostos, dentre o acido cafeoilquinico (5-ACQ).

Os resultados mostraram que os cafés (cv. Masellesa) mais bem adaptados
a alta intensidade de luz apresentaram o0s menores teores de 5-CQA,
caracteristica que foi preservada quando cultivada na sombra. Ainda em 2020,
DE FREITAS, NADALETI, SILVEIRA et al.,, avaliaram a produtividade e
qualidade sensorial de cafés arabicas da variedade Catuai Vermelho IAC 99 sob
a influéncia de algumas espécies arboreas e concluiram que os valores de
produtividade e atributos sensoriais foram superiores quando o café se
encontrava consorciado com mogno da Africa. Ja4 AGUIAR, RIBEIRO, RAMOS
et al. (2021) usaram a técnica NIR aliada a ferramentas quimiométricas para
avaliar o teor de umidade e matéria organica (MO) em solos com cultivo de arroz
e café em SAF, arroz e milho em monocultura, além do pasto e Caatinga.

A estruturacdo dos solos de café em SAF apresentaram maior teor de
matéria organica e tempo de retencdo de umidade, além dos resultados dos
espectros mostrarem a composicao da MO presente no solo dos cafezais.

Outra questao a ser discutida € a definicdo das espécies arbdreas a serem
usadas nos sistemas de sombreamento. BRUM (2007) informa que uma das
principais caracteristicas deve ser a possibilidade de diferentes ciclagens de
nutrientes, devido ao fornecimento ao cafeeiro.

Mas também pode-se agregar valores econdémicos relacionado aos
produtos gerados do seu cultivo. Dentre as possiveis espécies para consorciar

com plantas de cafés encontram-se a Inga, Bananeira, Gliricidia e Pupunha
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(VALENCIA, WEST, STERLING et al., 2015; VALENCIA, NAEEM, BARRIOS et
al., 2016).

Até o momento foram verificadas que as abordagens das etapas antes e
pés-colheita, sendo uma delas o cultivo em SAF, influenciam na qualidade dos
cafés, mas a garantia da qualidade também € um dos meios de prevencdo em

relacdo a outras acdes, como a adulteracao de cafés.

1.1.5 ADULTERACOES DE CAFES

O café € um dos 10 produtos alimenticios que correm maior risco de
fraudes (BURNS e WALKER, 2020), além do azeite, peixe, gréos, mel, chg,
vinho, leite, carne e produtos biol6gicos. Em 1851 foi constatada a pratica de
adulteracdo de cafés através de andlise de microscopia Optica, e 0s
componentes encontrados foram chicéria, milho e feijdo (SHARPE, 1851;
SMITH, 2001). No entanto, em 1820, ja havia relatos de casos de falsificacdo
deste produto, levando a acusacgfes e processos judiciais aos infratores, porém
ainda sem constatacdo analitica desta acdo. Em 1853, o The Lancet reportou
novamente a fraude em cafés comerciais com raiz de chicéria em concentracdes
de até 50 wt% (SHARPE, 1851; SMITH, 2001). Na época, obviamente, os
consumidores nao foram devidamente informados.

Inicialmente, a chicoria foi o adulterante mais utilizado em fraudes de
cafés, principalmente na Gra-Betanha e no continente Europeu (SHARPE, 1851;
SMITH, 2001; BURNS e WALKER, 2020; BRIANDET, KEMSLEY E WILSON,
1996; PRADANA-LOPEZ, PEREZ-CALABUIG, CANCILLA et al. 2021). No
entanto, com as mudancas no perfil do consumidor, outros materiais foram
introduzidos e/ou usados com maior frequéncia para driblar as estratégias de
regulacéao.

A primeira lei que definiu como pratica criminosa a fraude em amostras de
cafés, foi instituida na Inglaterra em 1803, e declarava que o vendedor ou
negociante deveria arcar com 100 libras caso fosse identificado. Hoje, o Brasil
possui 0rgdos como a Associacdo Brasileira da Industria do Café (ABIC) e o
Conselho Deliberativo da Politica do Café (CDPC) que estabelecem normas e

projetos que visam o controle da qualidade deste fruto.
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Um deles é o Programa de Qualidade do Café que é regulamentado pela
Instrucdo Normativa de 2010, que limita a quantidade de impurezas totais
adicionadas ao café torrado, sendo o valor maximo de 1 wt% (MAPA). Segundo
DANIEL, LOPES, SANTOS et al. (2018), aproximadamente 25% das marcas
disponiveis no mercado adulteram o café torrado. Ha também o envolvimento de
orgaos internacionais como a ICO e a Organizacdo para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) garantindo o fortalecimento da atividade cafeeira e/ou a
qualidade deste fruto (OLIVEIRA, FARAH, FREITAS-SILVA et al. 2015).

Os adulterantes sdo grdos que possuem, normalmente, as seguintes
caracteristicas a) baixo custo, b) composicado quimica similar, e c) caracteristicas
fisicas que favorecam a semelhanca apos a torra e moagem, sendo 0 objetivo
desta prética obter beneficios econémicos.

A adulteracdo de café pode estar relacionada a adicdo de grdos
defeituosos, espécies/variedades ou origem geogréficas diferentes
(CAMPANHA, DIAS e BENASSI, 2010; GARRET, VAZ, HOVELL et al., 2012;
CONSONNI, CAGLIANI e COGLIATI, 2012; CORREIA, LOUREIRO,
RODRIGUES et al., 2016; MEDINA, CARO-RODRIGUEZ, ARANA et al., 2017;
SUHANDY E YULIA et al., 2017; CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018;
SUHANDY, YULIA, OGAWA et al, 2018; OBEIDAT, HAMMOUDEH,
ALOMARYB et al., 2018; ADNAN, NAUMANN, MORLEIN, etal., 2020; NUNEZ,
COLLADO, MARTINEZ et al., 2020; NUNEZ, SAURINA, NUNEZ et al., 2021b),
e a adicao de outras substancias. Em relacdo a este ultimo tipo de adulterante,
os principais sao milho, soja, cascas/paus, arroz, cevada e atualmente, a borra

de café, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Principais adulterantes e artigos publicados.

Principais adulterantes Autores

JHAM et al., 2007;
JHAM et al., 2008;
GARCIA et al., 2009;
REIS et al., 2013a;
REIS et al., 2013b;
WINKLER-MOSER et al., 2015;
REIS et al., 2016;
TAVARES et al., 2016;
BRONDI et al., 2017;
DE MOURA et al., 2017;
REIS et al., 2017;
RIBEIRO et al., 2017;

Milho
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CORREIA et al., 2018;
DANIEL et al., 2018;
SEZER et al., 2018;

ARRIETA et al., 2019;

FLORES-VALDEZ et al., 2020;
MILANI et al., 2020

Soja

PAULI et al., 2014;
CAl et al., 2016;

DE MOURA et al., 2017
RIBEIRO et al., 2017;
DANIEL et al., 2018;
ARRIETA et al., 2019;

CHEAH e FRANG 2020;

FLORES-VALDEZ et al., 2020;
MILANI et al., 2020

Cascas e paus

PRODOLLIET et al., 1995;
NOGUEIRA e DO LAGO, 2009;
GARCIA et al., 2009;
PAULI et al., 2011;
TAVARES et al., 2012;
REIS et al., 2013a;

REIS et al., 2013b;
AQUINO et al., 2014;

DE CARVALHO et al., 2015;
SOUTO et al., 2015;
REIS et al., 2016;

DE MOURA et al., 2017;
REIS et al., 2017,
RIBEIRO et al., 2017;
CORREIA et al., 2018;

DE MORAIS et al., 2019;
FLORES-VALDEZ et al., 2020;
MILANI et al., 2020

Cevada

REIS et al., 2013a;
FERREIRA et al., 2016;
REIS et al., 2016;

DE MOURA et al., 2017;
REIS et al., 2017,
RIBEIRO et al., 2017;
CHEN et al., 2018;
SONG et al., 2018;
FLORES-VALDEZ et al., 2020;
PRADANA-LOPEZ et al., 2021;
MILANI et al., 2020

Arroz

SONG et al., 2018;
FLORES-VALDEZ et al., 2020;
MILANI et al., 2020

Borra de café

REIS et al., 2013a;
REIS et al., 2016;
REIS et al., 2017;

CHEAH e FRANG. 2020

As cascas e paus sdo frequentemente usadas devido a similaridade na

composicdo quimica com amostras de cafés, uma vez que sdo geradas pelo

processamento do préprio café e por isso em alguns casos, sua presencga €

considerada nao intencional. As cascas do café sdo o principal residuo do
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processamento pela via seca e correspondem a 12% do fruto (VAZ, 2019),
Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo quimica das cascas de café (Vaz, 2019).

Componente Quantidade (%)
Carboidratos simples 58-72
Acidos clorogénicos 2,5

Cafeina 1
Proteinas 7-9,2
Minerais 5,4
Celulose 25-43
Hemicelulose 7-11
Taninos 5
Lignina ND
Agua ND

ND — nao identificado.

A soja, o milho, a cevada e o arroz sao frequentemente usados, pois apés
0 processo de torrefacdo assemelham-se fisicamente aos grédos de cafée, além
do po fino do café aderir a sua superficie, dificultando a identificacdo (MILANI,
ROSSINI, CATELANI et al. 2020).

Por fim, a borra de café vem sendo empregada como adulterante por ser,
principalmente, de facil acesso, uma vez que é o residuo do preparo da bebida.

A borra do café € um residuo gerado durante a preparacao da bebida. Ela
equivale a aproximadamente 50% do café torrado e gera anualmente,
aproximadamente, 6 milhdes de toneladas em todo o mundo (VAZ, 2019).
Outros materiais como alguns legumes, nozes e cereais também ja foram
encontrados em amostras de cafés, mas por ndo possuirem, principalmente, a
cafeina em sua composicéo (FLORES-VALDEZ, MEZA-MARQUEZ, OSORIO-
REVILLA et al. 2020), & mais facil identifica-los e assim determinar a fraude.

Por ser uma das bebidas mais populares e ser caracterizada como um
dos principais produtos de exportagcao do mundo (BARBIN, FELICIO, SUN et al.
2014), a autenticidade e integridade das amostras de cafés é de suma

importancia para os consumidores, industria cafeeira e as agéncias reguladoras.
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Desta maneira, ha um investimento e, portanto, um avanco significativo
em propor metodologias analiticas que visem identificar estas praticas
fraudulentas e assim facilitar o controle da qualidade de cafés.

O ano de 2020, segundo a base de dados Web of Science e Scopus, foi
um dos anos que houve maior publicagcdo de artigos cientificos sobre adulteracédo
de cafés com 14 publicacGes entre artigos de pesquisa e revisdo. Dentre os
artigos de revisdo que abordaram técnicas analiticas como metodologias
eficazes na determinacéo da qualidade de cafés destaca-se BURNS e WALKER,
(2020), que abordaram os principais adulterantes para os diferentes tipos de
praticas fraudulentas como origem geografica, insercdo de outros materiais e
espécies/variedades, além de evidenciar os principais marcadores quimicos
usados nesta autenticacdo. JA WANG, LIM e FU et al. (2019) revisam a literatura

relacionada a detec¢éo de adulteragdo, mas com foco na fermentagéo do café.

1.2 CARACTERIZACAO DOS CAFES

1.2.1 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial surgiu da necessidade do controle da qualidade dos
alimentos para além de suas caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas.

Na andlise de cafés é denominada também como prova de xicara e surgiu
em 1917, com objetivo de permitir a classificacdo dos cafés de acordo com as
caracteristicas da bebida. Esse procedimento foi adotado, na época, pela Bolsa
Oficial de Café e desta maneira, tornou-se a metodologia padrdo de analise da
qualidade dos cafés (BRASIL, 2003).

O procedimento é realizado por degustadores profissionais e, a partir dos
resultados, calcula-se a média dos atributos definidos pelos mesmos. Esses
profissionais também sdo chamados de Q-Graders e seguem protocolos de
degustacdo, como padronizagéo da torra do gréo cru, concentracdo, moagem e
adicdo de agua. O provador precisa inserir o café na boca de forma que a bebida
se espalhe por toda a superficie da lingua. Posteriormente, uma ficha com notas
€ preenchida visando alguns atributos e sdo calculadas as médias destes valores

para se obter a nota final (avaliagcao global) (BRASIL, 2003).
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Em 2003, o MAPA definiu a instru¢do normativa n°8 como Classificacao
Oficial Brasileira (BRASIL, 2003), a fim de definir as caracteristicas de identidade
e de qualidade para a classificacdo do café beneficiado gréao cru.

Dentre os diversos objetos da normativa encontra-se a classificagdo dos
cafés, quanto ao aroma e sabor da bebida, tanto Coffea ardbica quanto
canephora. Neste protocolo, o café Conilon e/ou Robusta pode ser definido como
excelente, bom, regular e anormal.

Existem ainda protocolos internacionais que também s&o seguidos como o
Specialty Coffee Association of America (SCAA, 2014) e o Uganda Coffee
Development Auhority (UCDA, 2010).

A primeira visa cafés especiais como, por exemplo, Coffea arabica, e o
segundo classifica o Coffea canephora (SENINDE, CHAMBERS e CHAMBERS,
2020). O procedimento SCAA visa fragrancia/aroma, uniformidade, auséncia de
defeitos (xicara limpa), docura, sabor, acidez, corpo, finalizacdo, equilibrio,
defeitos e avaliacdo global (SCAA, 2014). Enquanto o protocolo UCDA leva em
consideracao 0S atributos  fragrancia/aroma, retrogosto, sabor,
salinidade/acidez, amargor/docgura, sensagao na boca, uniformidade, equilibrio,
limpeza e conjunto, e a classificacdo € estabelecida conforme a nota final,
Tabela 3 (UCDA, 2010).

Tabela 3. Classificacdo do café Conilon quanto a qualidade da bebida (UCDA, 2010).

Descricao da

Pontuacéo total Classifica¢éo

gualidade
90-100 Excepcional Muito fino
80-90 Fino Fino
70-80 Muito bom Prémio
60-70 Médio Boa qualidade usual
50-60 Razoavel Boa qualidade usual
40-50 Razoavel Comercial
<40 - Comercializavel
<30 - Abaixo da minima
<20 - Nao classificavel
<10 - Escolha

O crescente nuamero de trabalhos publicados visando o estudo dos cafés
através da percepcdo sensorial nos ultimos 5 anos € mostrado na Figura 4
(PEREIRA, CARDOSO, GUARCONI et al.,, 2017; CHAPKO e SEO, 2018;
PEREIRA, GUARCONI, CARDOSO et al., 2018a,b; SAFRIZAL, MARDJAN, P E
N et al., 2018; BAQUETA, COQUEIRO E VALDERRAMA, 2019; BAQUETA,
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COQUEIRO, MARCO et al., 2019; LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al., 2019;
PAZMINO-ARTEAGA, CHAGOLLA, GALLARDO-CABRERA et al., 2019;
CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al. 2020; MARTINS, BATISTA, MIGUEL et
al.,, 2020; OLIVEIRA, GUARCONI, DE CASTRO et al., 2020; SENINDE,
CHAMBERS e CHAMBERS et al., 2020; ELMACI e GOK 2021; GAO, TELLO,
PETERSON et al., 2021; FERREIRA, DO AMARAL, PEREIRA et al 2020).
Observa-se, Figura 4, que entre 2017-2019 houve, aproximadamente, o
dobro de publicagBes nesta area. E apesar de em 2020 haver um cenario
mundial menos favoravel, devido a pandemia, houve aumento do nimero de

pesquisas em relacdo a 2019.

Publicacoes
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30
20
N B
0
2017 2018 2019 2020 abr/21

Figura 4. Gréfico com as publicacdes envolvendo analise sensorial e café, nos Ultimos 5 anos
(base de dados Web of Science).

Em 2017, PEREIRA, CARDOSO, GUARCONI et al., realizaram um estudo
sobre o teste de degustacao de cafés e a interacdo entre os degustadores e o
turno de analise (matutino/vespertino) e constataram que o turno nao interfere
no desempenho dos provadores, porém a interacdo social entre eles sim,
evidenciando a necessidade de aprimoramento da metodologia.

Outro estudo buscou otimizar o numero de avaliadores do perfil sensorial
de amostras de cafés visando a precisdo da analise, desempenho do estudo e
custos (PEREIRA, GUARCONI, CARDOSO et al, 2018b). Os autores
verificaram que sdo necessarios no minimo 6 Q-Graders para pesquisa e
comercializacdo de cafés Robusta, e a mesma quantidade para estudos e testes

com fins de marketing dos cafés Arabica.
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CHAPKO e SEO (2018) analisaram sensorialmente diferentes espécies de
cafés e temperaturas na extracdo (70°C, 55°C, 40°C e 25°C). A analise
guimiomeétrica mostrou que a temperatura influencia mais que a variedade do
café e que havia diferenca significativa na percepc¢ao sensorial dos cafés com
infusdo a temperaturas mais altas (70°C e 55°C). Estes resultados mostram a
preocupacao com a qualidade do processo sensorial ao longo dos anos.

Em relacdo a composicdo quimica dos cafés, LEMOS, PEREZ, DA CUNHA
et al. (2019) relacionaram os resultados das analises sensoriais com a
maturacdo e composicdo quimica de gendtipos brasileiros de café Conilon,
aliados a espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) e
ferramentas quimiométricas. Os autores concluiram que o0s genotipos com as
maiores notas sensoriais continham elevado nivel de trigonelina, cafeina, 4cido
cafeoilquinico e acucares. GAO, TELLO, PETERSON et al. (2021) através do
perfil quimico e sensorial das amostras de cafés identificaram os principais
marcadores responsaveis pela intensidade do amargor da bebida, como por
exemplo, os &cidos 4-cafeoilquinico e 5-cafeoilquinico.

O perfil sensorial possibilita a determinacdo simultinea de véarias
caracteristicas e, portanto, € a metodologia padrédo de analise. No entanto, essa
metodologia € menos objetiva que os métodos instrumentais. Para justificar a
complexidade podemos citar que a analise sensorial envolve a percepcéo de
mais de 800 compostos proveniente dos processamentos poés-colheita
(PEREIRA, MORELI, MOREIRA et al., 2019).

1.2.1 TECNICAS ANALITICAS

A investigacdo de matrizes complexas como o café vem se aprimorando
ao longo dos anos, devido aos avanc¢os computacionais, ferramentas estatisticas
e consequentemente das técnicas analiticas. As carateristicas finais dos cafés
sao provenientes do processamento desde a plantacdo ao preparo da bebida, e,
portanto, etapas como maturacdo, fermentacdo e torra, além da origem
geografica, espécies/variedades e defeitos presentes nos gréos afetam
consideravelmente a qualidade do produto adquirido. Outro fator importante a

ser estudado € a adulteracdo. Desta maneira, muitas pesquisas vém sendo

empregadas usando técnicas analiticas como RMN, MS, espectroscopia na
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regido do infravermelho médio (MIR) e NIR, espectroscopia Raman e métodos
cromatograficos. A Tabela 4 mostra alguns trabalhos publicados entre 2016-
abril/2021 usando RMN, MS, MIR, NIR, Raman e métodos cromatograficos

A RMN e a MS se sobressaem, dentre as metodologias citadas, como
técnicas de alta resolugcdo por fornecer uma vasta quantidade de informacgdes
sobre a composicdo quimica do material em questdo, com confiabilidade
analitica e alta eficiéncia nas medicdes realizadas. 1sso tornou essas técnicas,
ferramentas importantes na elucidacdo estrutural de compostos presentes em
matrizes complexas como o café (DOS SANTOS e BOFFO, 2019; CORREIA,
LOUREIRO, RODRIGUES et al., 2016).

Recentemente, ALVES, ANTONIOSI FILHO, LIAO et al., (2021) usaram a
RMN para analisar a temperatura (180 e 200°C) e o tempo (0 a 16 min.) de torra
dos cafés arabica, mostrando que ainda ha muito estudo a ser considerado em
relacdo a qualidade dos cafés e seu processamento.

Os autores monitoraram o surgimento de compostos indesejados e a
degradacdo de substancias importantes, como trigonelina, cafeina, &cido
nicotinico, acido férmico, carboidratos, ACG, acido quinico, dentre outros, para
as propriedades organolépticas. Em 2020, HU, PENG, GAO et al, também
utilizaram a RMN, no entanto, associaram a técnica a microscopia eletronica de
varredura (MEV) e analise sensorial para verificar as condi¢cdes de torra de cafeés.
Alguns compostos como como trigonelina, agucares, malato, acidos quinicos, y-
butiro-lactona e acetato foram caracterizados na pesquisa como novos
marcadores de torrefacéo.

Ja4 para as analises usando a MS, temos CORREIA, LOUREIRO,
RODRIGUES et al., (2016) que avaliaram no modo negativo de ionizagao por
electrospray e Ressonancia Ciclotronica de ions por Transformada de Fourier
((ESI(-)FT-ICR MS, do inglés electrospray ionization Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry) cafés Arabica e Robusta e
caracterizaram 46 compostos através da técnica. Além de definir o perfil quimico,
oS autores avaliaram quantitativamente blends das duas variedades, e
encontraram valores de limite de deteccéo e quantificacdo na faixa de 0,2 e 0,3
wt%, respectivamente, para a MS. GLOESS, YERETZIAN, KNOCHENMUSS et
al. (2018) realizaram o primeiro estudo usando espectrometria de mobilidade
iGnica - espectrometria de massa (IMS — MS, do inglés ion mobility spectrometry—
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mass spectrometry) com ionizacao por descarga corona, de monitoramento na
formacado de compostos organicos volateis durante o processo de torra de cafés
arabica brasileiros.

Nesse estudo, a liberagdo de acidos graxos durante a torrefacao do café
foi investigada em detalhes, além de relacionar a intensidade das alquil. pirazinas
ao tempo de torra.

Com relacéo as técnicas usadas para o controle da qualidade de cafés, a
NIR e a MIR se destacam devido as vantagens como ndo destruicéo e pouco ou
nenhum preparo da amostra, além de instrumentos simples e robustos. Nos
altimos cinco anos os fatores maturacdo, fermentacdo, torrefacdo, origem
geografica, defeitos, diferenca entre espécies/variedades e adulteracdes foram
estudados pela MIR e NIR (Tabela 4).

O estudo de BARRIOS-RODRIGUEZ, COLLAZOS-ESCOBAR,
GUTIERREZ-GUZMAN et al., (2021b) usou a FTIR na regido do médio e
quimiometria como complementacdo as analises sensoriais (protocolo da
Specialty Coffee Association) de cafés especiais com processos péds-colheita
diferentes (seco, semi-seco e umido), além de variar os tipos de torra (médio e
escuro).

Com base nos espectros, a analise de componentes principais (PCA)
identificou os processos pos-colheita e a andlise sensorial caracterizou como
excelente os cafés semi-secos, independentemente do nivel de torrefagéo.
Adicionalmente a metodologia se mostrou eficaz na discriminacéo da polpa de
café cereja seca e moida de variedades distintas provenientes da Colémbia, ao
relacionar os resultados de FTIR as andlises fisico-quimicas como a atividade
da agua, umidade, cor e teor de ACG e cafeina (BARRIOS-RODRIGUEZ,
COLLAZOS-ESCOBAR, GUTIERREZ-GUZMAN et al., 2021b). Por fim, os
autores também identificaram os teores dos compostos citados nas variedades
estudadas. MEDINA, , CARO-RODRIGUEZ, ARANA et al. (2017) comparam as
técnicas analiticas de MIR, NIR e RMN para identificar as variedades arabica e
robusta e também as origens geograficas. Para tal, os autores construiram
modelos de classificagdo usando as ferramentas quimiométricas (PCA e analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)) e concluiram que a
MIR pode ser empregada com menos tempo de analise e custo em relacdo a
RMN e com maior poder de discriminacao do que a NIR.
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Usando a NIR, SILVA, TORMENA, PAULI et al., (2021) avaliaram trés
periodos de maturacao dos graos de café Arabica, além do manejo agronémico
definido pela densidade do plantio. Os autores concluiram que as regides 1680,
1660 e 1090 nm das impressdes digitais dos grédos eram responsaveis pelas
diferengcas encontradas e a PCA também indicou as mudancas nos perfis
quimicos dessas amostras. Em 2017, SILVA, HUBINGER, NETO et al.,
associaram a NIR a espectroscopia de ruptura induzida por laser (LIBS) para
identificar a presenca de gréos defeituosos caracterizados como preto, verde e
ardidos em amostras ndo torradas e moidas. Através das bandas atribuidas aos
lipidios, proteinas, acidos carboxilicos e acUcares e alta correlacdo com as linhas
de emisséo Carbono (C), CN, N e C2 por LIBS, além dos resultados da PCA, foi
possivel discriminar os graos defeituosos e ndo defeituosos. Recentemente, com
0S avancgos instrumentais, equipamentos NIR miniaturizados também vem sendo
empregados nas analises de cafés (CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al,
2018; BAQUETA, COQUEIRO e VALDERRAMA, 2019; BAQUETA,
COQUEIRO, MARCO et al., 2019; TUGNOLO, BEGHI, GIOVEZANA et al., 2019;
SUHANDY e YULIA, 2020; BAQUETA, COQUEIRO, MARCO et al., 2021a;
BAQUETA, COQUEIRO, MARCO et al., 2021b; SUHANDY, YULIA, KUROKI et
al., 2021).

Os métodos cromatograficos envolvem variagfes nos modos de andlises,
pincipalmente, devido a etapa de introducdo das amostras. O primeiro método
cromatografico usado para determinar a fraude foi relatado em 1958. Esse
método usava a cromatografia em papel para diferenciar café e chicéria com
base nos acuicares redutores livres (MARTINS, GODOY, GOUVEA et al., 2018).
A partir da década de 1980, diferentes métodos envolvendo, principalmente,
cromatografia liquida de alta performance e cromatografia gasosa foram
desenvolvidos para demonstrar autenticidade geogréfica, distincdo entre
espécies, ocorréncia de adulteracdo e presenca de gréos defeituosos pela
determinacdo de monossacarideos, oligossacarideos, tocoferdis, acidos graxos,
volateis, diterpenos, esterodis e substancias fendlicas, entre outros (MARTINS,
GODOY, GOUVEA et al., 2018).

Ao analisar compostos volateis, KIM, LEE, BANG et al. (2019) usaram a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS, do inglés
gas chromatography-mass spectrometry) para diferenciar cafés verdes e
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torrados de diferentes variedades, apds processo de fermentacdo. Ao todo, 98
compostos foram identificados e alguns, como 2,6-dimetil piridina, 1-pentanol e
1-hexanol discriminaram graos verdes fermentados e ndo fermentados. Ja a
cromatografia liquida com alto desempenho com detecgcdo de fluorescéncia
(HPLC - FLD, do inglés high performance liquid chromatography with
fluorescence detection) aliada a PCA e PLS-DA foram aplicadas na analise de
186 cafés comerciais sem tratamento no preparo das amostras, exceto a filtracdo
comum. Através da impressao digital de cada amostra foi possivel discriminar
cafés provenientes de origens (Camboja, Colémbia, Etidpia, Espanha, india,
Nicaragua, Indonédia e Vietnd) e variedades (Ardbica e Arabica:Robusta)
diferentes, além do nivel de torrefacdo (NUNEZ, MARTINEZ, SAURINA et al.,
2021a). Ainda usando HPLC, ELHALIS et al., 2021, relacionaram os resultados
da composi¢cdo quimica, analise sensorial, presenca de microorganismos
indesejaveis e 0 crescimento/atividade das leveduras no processo de
fermentacdo do grdo de café. Os autores encontraram, por exemplo, que as
leveduras aumentaram significativamente o teor de alcoois, ésteres, aldeidos,
glicerol e 4cidos orgéanicos nos graos verdes e torrados, e que o crescimento de
fungos filamentosos diminuiu.

Alguns artigos de revisdo abordaram técnicas empregadas para
determinar a presenca de adulterantes em amostras de cafés, conforme relatado
anteriormente (WANG, LIM e FU et al.,, 2019; BURNS e WALKER, 2020),
mostrando como esta pratica vem se tornando constante. No entanto, a
preocupacdo com a seguranca e controle alimentar cresceram na mesma
proporcdo nos ultimos anos e assim, as técnicas analiticas ja desempenham

papel importante na deteccao de adulteracdo em cafés.
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Tabela 4. Algumas publicacdes sobre as principais técnicas analiticas empregadas no estudo das caracteristicas mais relevantes para a qualidade dos cafés
(periodo 2016-abril/2021, base de dados Web of Science e Scopus).

Principais caracteristicas que afetam a qualidade dos cafés

Técnicas
analiticas Defeitos dos Espécies/
Maturacéo Fermentacéo Torra Origem ~ Armazenamento i Adulteracdes
gréos gendétipos
DEFERNEZ et
al., 2017;
ARANA et al., MEDZ"C\)‘fft al,
WILLIAMSON et 2016; GUNNIN’G ot
al., 2019; MEDINA et al., al 2018
FEBVAY et al., 2017; TOCl et al., BADI\I/,IOS et’ al
BRIOSCHI et 2019; 2018; 2019: ’ RIBEIRO et al.,
RMN - al. 2021 HU et al., 2020; dos SANTOS et - - BURTON ,et al 2017;
" ALVES et al. al., 2019; 2020 " MILANI et al., 2020
2021; BAQUETA HAPPYANA et ’
. OKARU et al.,
etal., 2021b al., 2020a; 2020-
HAaFI)_ng‘Z'\(')Ab et PORTALURI et
' al., 2020;
LACHENMEIER
et al., 2020;
ROSA et al.,
2016;
ASSIS et al. CORREIA et al.
GLOESS et ' '
2019; YOSHIOKA et al., 2016;
MS LE?\AL&)ZSO;IBAI MARTINS etal., PEREZ-MIGUEZ MONTZE(')?g etal., - 2020; PAZMINO- ASSIS et al., GER;;%?t al.,
2019 N 2020 etal., 2019; L| et al 2’020 ARTEAGA et al., 2019; LEMOS et DANIEL et a,I 2018
HEIDE et al., . 2019 al v
2020; 2019;
CZECH, et al.,

2020
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CORREIA et al.,
CRAIG et al., 2016; _
2018; BONA et al., MEDINA et al., EE:? 2: Z: ggigj
BELCHIOR et al., 2017: BARRIOS. 2017 vieheiRuetl
FIORES|etal,  2016: ASSISet  MEDINA et al., ASSIS et al., etal,
MIR ; _ _ RODRIGUEZ et - _ 2017
2021 al., 2019: 2017: oS 2018; CLORES VALDEZ
BARRIOS- OBEIDAT et al., g ASSIS et al., R e,
RODRIGUEZ et 2018: 2019; AN e
al., 20212 BARRIOS- g
RODRIGUEZ et
al., 2021b
DE LUCA et al.,
2016:
SANTOS et al.,
2016:
BERTONE etal  MARQUETTI et
2016; al. 2016;
CORREIAetal  DE LUCA etal, BERTONE et o, ANDY et al,
2018a; 2016: 2018: CORREIA et
SILVA et al JESZTL, etal  BONA etal 2017; S'Lz\gAlf_t al MARQUETTI et al., 2018:;
NIR - ; 2019:; MEDINA et al e e - VESIeAerq.  CHENetal, 2018
YERGENSON et 2017: g etal, ADNAN et al.,
: 2020 2017; _
al., 2019; JESZTL, et al CARRIZAL et 2020;
BENESetal  2019: SUHANDY R WANG et al., 2019
2020; et al., 2020; v
YERGENSON et SUHANDY et al.,
al., 2020: 2021
BAQUETA et al.,
2021b
Raman - MARTZ'ONZSOet al., - - - ABREU et al., 2019 F'G;?'Eo'ig? e WANG et al., 2019
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Método
cromatograficos

SILVA et al.,
2020

KIM et al., 2019
PEREIRA et al.,
2020;
ABDELWARET
H et al., 2021;
ELHALIS et al.,
2021

YANG et al.,
2016;
PEREZ-MIGUEZ
et al., 2018;
GIACALONE et
al., 2019;
MARQUEZ et al.,
2020;
NUNEZ et al.,
20212

ARANA et al.,
2016:;
TOLEDO et al
2017:

DE ROSSO et al.,
2018; NUNEZ et
al., 2020;
BADMOS et al.,
2020;
NUNEZ et al.,
2021a

CONG etal., 2020

LUNA et al.,
2019

MARQUEZ et
al.,2020;
NUNEZ et al.,
2020;
NUNEZ et al.,
2021a

CAl et al., 2016;
MARTINS et al.,
2018;
CHEAH et al.,
2020;
WANG et al., 2019;
NUNEZ et al.,
2021b
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Segundo pesquisas na base de dados Web of Science e Scopus (Figura
5) nos ultimos cinco anos, a técnica mais empregada na analise de cafés € a
Cromatografia. Este resultado esta, provavelmente, relacionado a versatilidade
da técnica, conforme citado anteriormente e também a possibilidade de
separacao dos componentes da amostra. Em segundo lugar encontra-se a MS
e apesar de todas as vantagens instrumentais, pode haver interferéncias na %
final, pois a busca apresenta também resultados envolvendo a técnica acoplada
a cromatografia. Por fim, a espectroscopia IV e a RMN representam 20% e 7%

das metodologias usadas para o controle da qualidade de cafés.

uMS

H Cromatografia
v

= RMN

Figura 5. Principais técnicas usadas em analises do controle da qualidade de cafés (periodo
2016-abril/2021, base de dados Web of Science e Scopus).
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1.2.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os fendbmenos atribuidos a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho tém relagdo a transferéncia de energia aos constituintes da
amostra analisada, mais precisamente, a absor¢cdo ocorre por compostos que
realizam ligacdo covalente (PASQUINI, 2018). Apenas as ligacfes que tém
momento dipolo que varia em fungcao do tempo séo capazes de absorver energia
no infravermelho. A energia transportada (inclusive através do vacuo) por uma
onda eletromagnética, é dada pela Equacéo 1:

E=hv 1)
onde h é uma constante (constante de Plank) e v é a frequéncia em Hz da onda
eletromagnética.

Equipamentos espectroscopicos sao dispostos, de modo geral, com o
esquema: fonte de radiacéo, seletor de comprimento de onda, que tem o objetivo
que selecionar a parte desejada do espectro emitido, lente com o objetivo de
colimar essa radiacdo selecionada, sendo posteriormente incidida sobre a
amostra. A radiagdo incidida na amostra pode ser feita com intuito de obter,
basicamente, trés tipos de medidas: transmitancia, transflectancia ou refletancia.
Todas estas levam em conta como radiacao interage com a amostra, sendo que
a) na transmitancia a fonte de luz € posicionada em frente ao detector, de modo
que a radiacdo passe através da amostra; b) na transflectancia é similar a
transmitancia, no entanto, a radiacdo atravessa a amostra e depois é refletida
por um espelho em direcdo ao detector e c) por reflectancia, a radiacdo €
absorvida e posteriormente refletida para o detector (SILVERSTEIN, BASSLER,
MORRILL, 1991). Por fim, o detector sera responsavel pela captacdo dessa
informacédo, que sera exibida na forma de um espectro.

Na espectroscopia MIR séo utilizadas as vibracdes de alongamento e de
deformacéo das ligacdes covalentes, portanto, € uma técnica mais sensivel a
heterogeneidade das amostras individuais e seus espectros representam uma
maior faixa de grupos funcionais (BARBIN, FELICIO, SUN et al., 2014). Ja a NIR
fornece informacdes espectrais denominadas de bandas de combinacdo e
sobretons, Figura 6. Os sobretons sdo bandas com valores de frequéncias
correspondentes a multiplos inteiros daqueles das vibragbes normais e as
bandas de combinacdo sédo combinacdes lineares das frequéncias normais ou

multiplos inteiros destas (PASQUINI, 2003). As vantagens das analises na regiao
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do médio e do proximo séo, principalmente, a determinacédo simultanea de varios
constituintes organicos, processos rapidos, e de natureza nao destrutiva, além
do pouco preparo de amostra e instrumentacéao simples. As diferencas entre a
MIR e NIR podem ser atribuidas a seletividade, sensibilidade e robustez, sendo
que MIR possui maior seletividade, pois leva em consideracdo a
heterogeneidade das amostras individuais, devido a maior faixa de grupos
funcionais, e sensibilidade, pois possui alta relacdo sinal/ruido, uma vez que este
parametro depende da intensidade das bandas e ocorre transi¢cdes intensas
nesta regido do IV. Contudo, esses critérios podem ser superados,
principalmente, a relacéo sinal/ruido, através do aumento do tempo e/ou niumero
de varredura (MUNIZ, MAGALHAES, CARNEIRO et al., 2012). As vantagens da
NIR em relacdo a MIR estdo na robustez da instrumentagéo, uma vez que a
capacidade do método analitico em resistir a pequenas variacbes dos
parametros analiticos € maior e a possibilidade de empregar materiais oOticos
semelhantes aos usados na espectroscopia do visivel, reduzindo o custo do
equipamento. Além do maior poder de penetracdo da radiacdo possibilitando
investigar maior volume de amostras (BEC, GRABSKA, HUCK et al., 2021). As
técnicas de espectroscopia NIR e MIR tém sido utilizadas como ferramentas
analiticas rapidas e precisas na determinacdo de diversos constituintes em
alimentos e no seu controle de qualidade (SANTOS, MOURA, AZEVEDO et al.,
2012; MARQUEZ, LOPEZ, RUISANCHEZ et al., 2016; TAHIR et al., 2021;
GENES, DURNA e BOYACI, 2021; CARDOSO e POPPI, 2021; AMIRVARESI,
NIKOUNEZHAD, AMIRAHMADI et al., 2021)

| Regiao do segundo sobretom l [Reg:éo de bandas de combmagéc]
Regiao do terceiro sobretom ] | Regido do primeiro sobretom I
RNHR RNHz | ROH H20 H20 ROH RNH; ArCH SH CONHz(R)| Hz0
CH CH CH CH CH CONH: CC CH
CH2 CH:2 CHz CHz CH2 ROH H20 CHp
CHs CH3 CHa CHa CHs CHs
700 900 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500

Comprimento de onda (nm)

Figura 6. Regides do espectro infravermelho onde ocorrem transi¢cdes de ligacdes especificas
(JARDIM, 2016).

Apesar dos relatos de uso da NIR na década de 30, foi em 1960, atraves

do grupo de Karl Norris que a técnica ganhou visibilidade. Com o avanco no
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desenvolvimento da instrumentagdo da técnica, de microcomputadores, e o
surgimento da quimiometria a NIR foi fortemente impulsionada por todas as
vantagens citadas anteriormente, além do monitoramento em linha de processos
de producdo (TAVARES, PEREIRA, NUNES et al.,, 2012; BARBIN, FELICIO,
SUN et al., 2014).

Na cafeicultura, o desenvolvimento de novas metodologias é de suma
importancia, pois os métodos padrdes de andlise como, por exemplo, as analises
sensoriais e fisico-quimicas, segundo o Instituto Adolfo Lutz (2008) como teor de
cafeina, cinzas, pH, residuo seco, umidade, dentre outros; podem muitas vezes,
ser subjetivas, possuir baixa reprodutibilidade, requerem maior preparo, tempo
de analise e destruicdo das amostras.

Em 1993, FERIA-MORALES apresentou, numa conferéncia, dados
obtidos por NIR e andlise sensorial, de aproximadamente 500 amostras de cafés
e incluiu ferramentas quimiométricas, como a PCA, para prever a qualidade de
cafés brasileiros. O autor citou que “o objetivo deste estudo foi investigar o
possivel desenvolvimento de uma técnica objetiva para a avaliacao da qualidade
do café no Brasil que complementaria o atual método de ‘degustagdao por um
especialista”.

No entanto, os primeiros a publicarem artigos, de acordo com a base de
pesquisa Web of Science, utilizando a técnica de espectroscopia NIR em
andlises de cafés foram DOWNEY e colaboradores. Em 1994, DOWNEY,
BOUSSION E BEAUCHENE, investigaram gréos de cafés arabica e robusta e
discriminaram 1) grdos verdes inteiros puros e em blends e 2) gréos torrados e
moidos em misturas destas variedades. Ja em 1996, DOWNEY e BOUSSION
direcionaram esta técnica para autenticacdo de bebidas de cafés usando o
mesmo conjunto de amostras. Contudo, foi nos anos 2000 que a NIR alavancou
como metodologia para analises de cafés. Entre 2004-2007, o grupo de pesquisa
de PIZARRO usaram o NIR em pesquisas envolvendo a) teor de cinzas e
lipideos em cafeés torrados, b) teor de cafeina para discriminar amostras de cafés
Arabica e Robusta, c) a relacédo dos atributos aroma, corpo, acidez, amargor e
aparéncia de bebidas, e os resultados de NIR para estimar a qualidade sensorial
de cafés expresso e d) discriminacdo entre as variedades de café Arabica e
Robusta (PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ, NISTAL et al., 2004; ESTEBAN-DIEZ,
GONZALEZ-SAIZ e PIZARRO, 2004; ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ e



43

PIZARRO, 2005; ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ, SAENZ-GONZALEZ et
al., 2007; PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ, 2007a,b).

Entre 2010-2021 a NIR se consolidou como técnica de analises na area
de cafeicultura. De acordo com a base de dados Web of Science, houve a
publicacdo de 124 pesquisas envolvendo esta técnica e café, neste periodo.
Dentre os artigos mais citados, na area da Quimica, encontram-se Chemometric
models for the quantitative descriptive sensory analysis of Arabica coffee
beverages using near infrared sprectroscopy de RIBEIRO, FERREIRA, SALVA
et al. (2011) e Application of infrared spectral techniques on quality and
compositional attributes of coffee: An overview de BARBIN, FELICIO, SUN et al.
(2014), em que os objetivos foram predizer atributos sensoriais de bebidas de
cafés arabica através de analises por NIR e modelos quimiométricos, e revisar
na literatura a abordagem da NIR e MIR como técnicas para identificar as
propriedades e composicdo quimica de cafés, respectivamente. RIBEIRO,
FERREIRA, SALVA et al.,, (2011) analisaram 51 amostras de café arabica,
sensorialmente e por NIR, e aplicaram aos dados obtidos a regressédo por
minimos quadrados parciais (PLS) e sele¢do de variaveis pelo algoritmo OPS —
selecdo ordenada de preditor, para estimar a qualidade das bebidas. Todas as
regides foram caracterizadas e observou-se que as regifes importantes para
construcdo do modelo foram da cafeina pura, trigonelina, &cido 5-
cafeoilquindico, celulose, lipidios, sacarose e caseina (proteina). Os autores
identificaram que houve relacdo direta dos lipidios e proteinas com o atributo
corpo; cafeina e acidos clorogénicos ao amargor, além deste Ultimo com acidez
e sabor. Outros compostos também foram citados como polissacarideos,
sacarose e proteinas e relacionados a limpeza e qualidade geral.

Outro marco importante na evolucdo da espectroscopia NIR foi a
miniaturizacdo do equipamento (BEC, GRABSKA, HUCK et al., 2021;
PASQUINI, 2018).

MicroNIR
O desenvolvimento de equipamentos mais compactos, leves, pequenos e

que garantem confiabilidade e rapidez analitica, proporcionou a reducéo e
portabilidade da espectroscopia NIR, como por exemplo, o0 micro espectrébmetro

portétil na regido do infravermelho préximo (microNIR), Figura 7, (PASQUINI,
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2018; PEREZ-MARIN, PAZ, GUERRERO et al., 2010). O instrumento apresenta
limitacGes relacionadas a faixa espectral e a resolucdo (BEC, GRABSKA, HUCK
et al., 2021), sendo este ultimo pouco importante, no caso da NIR, devido a
apresentacao de bandas amplas resultante das sobreposi¢cdes e combinagdes
(BEC, GRABSKA, HUCK et al., 2021). Em contrapartida, a aplicabilidade do
microNIR possibilita facil acesso as amostras de interesse, diminuindo riscos de
contaminacdao, tempo de anélise, fornecendo espectros instantaneos com pouca
ou nenhuma preparacdo da amostra (GALUSZKA, MIGASZEWSKI,
NAMIESNIK, 2015; PASQUINI, 2003; O’'BRIEN, HULSE, FRIEDRICH et al.,
2012). Além do design do instrumento (Figura 7), que permite usa-lo com
conforto e comodidade (RISOLUTI, MATERAZZI, TAU et al., 2018). A Figura 7
mostra outra vantagem do equipamento que € acoplamento a tablets,
microcomputadores e celulares para envio dos comandos (PASQUINI, 2018),

além do uso de vial para analise podendo usar pouca amostra.

MicroNIR™ Pro
Dodo

Figura 7. Equipamento MicroNIR acoplado ao notebook.

A reducado do tamanho ndo compromete o desempenho do equipamento,
uma vez que possuem o0 mesmo funcionamento dos equipamentos
espectroscopicos, com adaptacdes. Para tal sdo usadas lampadas como fonte
emissora da radiacdo, podendo ser lampadas de tungsténio (¢ = 4 mm), que
também séo usadas em equipamentos de bancada (BEC, GRABSKA, HUCK et
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al., 2021), pois possuem tempo de vida util de aproximadamente 10.000 horas,
alto ponto de fuséo e emitem comprimento de onda >350 nm.

O perfil de emissao espectral depende da temperatura do filamento e da
parede interna da lampada, uma vez que a fonte € a radiacéo térmica, devido ao
aquecimento do filamento através da passagem da corrente elétrica (BEC,
GRABSKA, HUCK et al., 2021). A radiacao refletida € coletada e convertida por
um elemento dispersivo e posteriormente ha a presenca dos detectores. O
equipamento é alimentado via USB.

O principio de miniaturizacéo do equipamento consiste na associagdo da
fonte emissora de radiacdo com o Filtro Linear Variavel (LVF), Figura 8. O LVF
€ um elemento dispersivo, ou seja, converte a luz policroméatica refletida e/ou
transmitida pela amostra, em monocromatica. A caracteristica fundamental do
LVF, Figura 8, € ter espessura diferente em toda sua extensdo, pois o
comprimento de onda do sinal varia em funcao do revestimento, desta maneira,
cada pixel do detector ir4 responder a um diferente comprimento de onda. O LVF
pode ser comparado a um interferémetro de Fabry-Perot em relagéo a varredura.
Desta forma, a fonte de luz, o sistema de coleta de espectro 6ptico e a eletrbnica
estdo totalmente integrados em um dispositivo de tamanho de uma maca
(O'BRIEN, CHARLES E DONALD et al., 2012)

- -

4 Principio do LVF ~

\
’ 950 nm 1650 nm \
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-
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Figura 8. Equipamento MicroNIR e o principio da miniaturizacdo (adaptado de O’BRIEN,
CHARLES E DONALD et al., 2012).



46

Este equipamento vem sendo empregado em diversos setores
objetivando caracterizar amostras, determinar componentes e também
quantificar adulteracdes.

Dentre os setores de andlise a) forense (PEDERSON, FRIEDRICH,
HSIUNG et al., 2014; CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018; CORREIA,
DOMINGOS, TOSATO et al. 2018a, CORREIA, DOMINGOS TOSATO et al.
2018b), b) combustiveis (PAIVA, ROHWEDDER, PASQUINI et al., 2015; SILVA,
CAVALCANTI, HONORATO et al., 2017; CORREIA, DOMINGOS, CAO et al.,
2018; TOSATO, BARROS, CUNHA et al., 2020; SANTOS, SANTOS, CUNHA et
al., 2021), c) farmacéutica (NEIL, JEE, LEE et al., 2008; SUN, HSIUNG,
PEDERSON et al., 2016; ALCALA, BLANCO, MOYANO et al., 2013; YAN e
SIESLER 2018), dentre outros (WARBURTON, BRAWNER E MEDER 2014;
SILVA, PASTORE, SOARES et al., 2018), mas principalmente na industria
alimenticia, como KUMAGAI, OHISA, AMANO et al. (2003) detectaram a
presenca de Cadmio em gréos de arroz, totalizando 106 amostras diferentes com
trés repeticbes cada em conjunto com a analise discriminante canbnica (CDA).

Usando o NIR portétil, LI, TAKAHASHI, KUMAGAI et al. (2009) analisaram
amostras de cervejas e concluiram que através das bandas de absorcao da agua
e do grupo funcional CH: era possivel distinguir as cervejas, pois estas regides
estavam relacionadas aos diferentes modos de producgéo, podendo ser usado
para inspec¢do destas bebidas. CAYUELA e WEILAND (2010) avaliaram quatro
espécies de laranjas por dois equipamentos NIR portateis, com aquisicdo por
refletancia em ambos, porém um VIS/NIR com radiacdo coletada e conduzida
por fibra éptica a trés detectores (faixa 350-2500 nm) e outro com configuracdo
Optica pOs dispersiva e detector de InGaAsA (faixa 1100-2300 nm) a fim de
comparacao, sendo eficientes na determinacdo de solidos solUveis totais e
indice de maturidade. CAMPS, SIMONE, GILL (2012) usaram o NIR portatil para
desenvolver um método para determinar o teor de solidos soluveis totais, firmeza
e cor de tomates sem destrui-los.

No periodo de 2016-2021, diversos outros trabalhos relacionaram
equipamentos NIR portatil e alimentos, como por exemplo na andlise de azeite
(BASRI, LAILI, TUHAIME et al., 2018; SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al.
2020; BORGHI, SANTOS, SANTOS et al.,, 2020), leite (LIU, PARRA,
PUSTJENS et al., 2018; DE LIMA, ANDRADE e DA SILVA 2018; PEREIRA,
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FERNANDES, ARAUJO et al, 2021; MUSA e YANG 2021), carnes
(WIEDEMAIR, BIASIO, LEITNER et al., 2018; KUCHA e NGADI, 2020; DIXIT,
PHAM, REALINI et al., 2020; PARASTARA, VAN KOLLENBURG, WEESEPOEL
et al., 2020), dentre outros (SILVA, FOLLI, SANTOS et al., 2020; HENN,
SCHWAB, HUCK, 2016; YOU, KIM LEE et al., 2017; WANG, LIM e FU et al.,
2019).

Recentemente foi publicado o primeiro trabalho usando um equipamento
NIR portatil na area da cafeicultura. Em 2018, CORREIA, TOSATO, DOMINGOS
et al. analisaram adultera¢cBes binarias de café arédbica e café Conilon, milho e
cascas/paus, além de blends de cafés com diferentes torras, totalizando 125
misturas, por microNIR e ferramentas quimiométricas (PCA e PLS). A técnica
demonstrou confiabilidade analitica ao predizer adulteragdes com niveis entre 5
a 8 wt%.

Desde entdo (2010-2021), de acordo com a base de dados Web of
Science, ha aproximadamente 9 trabalhos publicados nesta nova éarea,
demonstrando o quéo inovador e pioneiro é este método analitico para anélises
de cafés. Em um deles, BAQUETA, COQUEIRO, MARCO et al., (2019) usaram
o microNIR para prever granulometria, umidade, tempo de extracao e torrefacéo
de cafés, a fim de substituir metodologias padrbes de analise, com baixos valores
de erros de predicéo e calibragéo, coeficiente de correlacéo, limites de deteccdo
e quantificacdo usando modelos PLS. Ainda em 2019 BAQUETA, COQUEIRO e
VALDERRAMA avaliaram 217 amostras comerciais sensorialmente para
posteriormente correlacionar aos dados obtidos por NIR portétii e PLS,
mostrando ser uma ferramenta promissora para determinar qualidade na
indastria cafeeira.

O microNIR auxilia, portanto, no controle da qualidade de cafés, através
da resolucéo de problemas analiticos e isso pode ser observado através das
diversas aplicagdes na cafeicultura como identificacdo de adulteragdes, relacao
com analises sensoriais, previsdo de caracteristicas fisico-quimicas, dentre

outros, conforme Tabela 5.
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Tabela 5. Publicagdes, em ordem cronoldgica, envolvendo NIR portatil e café, pesquisa “portable
OR handheld OR microNIR AND NIR OR near-infrared AND coffee” para titulos de artigos,
resumos and palavras-chaves entre diferentes areas teméticas, base de dados Web of Science
(2010-2021).

Autores Instrumentacéo NIR Objetivo
Avaliar misturas de cafés com torrefacdes e
Correia et al. (2018) microNIR Pro1700 variedades distintas, e adulteragbes com
milho e cascas/paus por microNIR.
Baqueta et al. . ™ Prever os atributos sensoriais de cafés
(2019) microNIR™ 1700 comerciais de bebidas e torras diferentes.

Prever pardmetros como teor de umidade,

Baqueta et al. ; granulometria, cor e tempo de infusdo dos
(2019) microNIR™ 1700 cafés torrados em escala industrial por NIR
portatil.
Comparar os resultados do NIR de bancada
Tugnolo et al. Aurora NIR e portéatil ao analisar amostras de cafés
(2019) verdes, torrados e moidos e blends para

prever umidade, densidade e granulometria.
Propor novas metodologias analiticas
através da andlise sensorial, microNIR e
espectrometria de massas, para analise de
cafés cultivados em sistemas agroflorestais.
Determinacéo de café Arabica e Robusta de

Correia et al. (2020) microNIR Pro1700

Suhandy et al. NIR Flame-S e S i X
(2020) NIRQuESI512 seis origens geograﬂcgs diferentes por NIR
portatil.
Bagueta et al _ Coqstruir nova metod~ologia angll'tica'que
(2021a) ' microNIR™ 1700 auxilie na determinagéo do perfil de xicara
de bebidas de café em escala industrial

Usar o método de analise de dados em
multiblocos (Common Dimension) para
Baqueta et al. microNIR™ 1700 avaliar parametros de qualidade de misturas

(2021b) de cafés e torrefagfes, por NIR portétil,
andlise sensorial e RMN.
Avaliar a NIR e o método SIMCA para
Suhandy et al. NIR Flame-S e classificagdo de cafés especiais da
(2021) NIRQuest512 Indonésia provenientes de duas origens

geograficas

1.2.2.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Novas tecnologias vém sendo empregadas nas andlises de cafés (Tabela
4), visando maiores niveis de controle e precisdo dos processos, objetivando a
melhoria da qualidade. Como por exemplo, a espectrometria de massas que €
uma técnica multidisciplinar e consiste na ionizagcao de moléculas de interesse e
deteccado dos ions com base em suas diferentes raz6es massa carga (m/z). Em
geral, os espectrometros de massas possuem as seguintes partes: i) sistema de
introducéo de amostras; ii) fonte de ionizacéo; iii) analisador de massas; iv) e

detector (Figura 9).
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{ Espectrometrode Massas J

Introdugao de Fonte de

.. - Analisador Detector
amostras ionizagao

Figura 9. Esquema de um espectrébmetro de massas.

A MS tem sido utilizada em diversos setores como quimica forense
(CARVALHO, TOSATO, SOUZA et al., 2016; ORTIZ, MARIOTTI, ROMAO et al.,
2011; KILL, OLIVEIRA, TOSE et al., 2016; DE ALMEIDA, PINTO, DOS SANTOS
et al.,, 2019; SANTOS, MACRINO, FILHO et al.,, 2020; FILHO, SANTOS,
BORGES et al., 2020), combustiveis (ALBERICI, SIMAS, DE SOUZA et al.,
2010), bebidas (M@LLER, CATHARINO, EBERLIN et al., 2005; ARAUJO, DA
ROCHA, TOMAZELA et al., 2005; TOSATO, CORREIA, OLIVEIRA et al., 2018;
OLIVEIRA, TOSATO, FOLLI et al. 2019) e alimentos (CORREIA, LOUREIRO,
RODRIGUES et al., 2016; OLIVEIRA, COSTA, VENTURA et al., 2016; OGAWA,
COSTA, VENTURA et al., 2018).

Em geral, nas andlises quimicas um dos principais problemas esta nos
diferentes tipos de matrizes, e especialmente em relacdo ao café nos diferentes
estados fisicos a qual este pode ser encontrado como: sélido (gréo cru e torrado,
planta), liquido (bebida) e gasoso (andlise dos volateis). No entanto, a MS
apresenta potencial para superar tais obstaculos devido, principalmente, a
versatilidade das fontes de ionizagcdo. As vantagens estao relacionadas também
a possibilidade de analises rapidas e simples, pois possibilitou o que antes exigia
preparacao laboriosa das amostras ou que as vezes nao era possivel.

Assim, devido a diversidade de fontes de ionizacdo, a MS vem sendo
empregada, principalmente na avaliagdo mais interna dos graos. LI, DONG,
DONG et al (2020) publicaram um dos trabalhos mais recentes envolvendo MS
e café. Os autores usaram a ionizagdo e dessorgdo a laser assistida por matriz
a pressao atmosférica, além da combinacéo da espectrometria de massas com
tecnologia de imagem (AP-MALDI-IMS, do inglés atmospheric pressure matrix-

assisted laser/desorption ionization mass spectrometry imaging) para avaliar a
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distribuicdo espacial de compostos quimicos enddégenos em graos de cafés de
oito localizacdes diferentes (Brasil, China, Colémbia, Etiopia, Guatemala,
Nicaragua, Tanzania e Uganda). Os resultados mostraram que 0s grdos com
maiores niveis de cafeina eram provenientes da Colémbia e Tanzénia e 0s
paises Colémbia, Nicaragua, Tanzania e China forneceram cafés com elevados
teores de sacarose. ApOs construcdo dos modelos PCA e os agrupamentos
obtidos, os autores observaram que cafés do Brasil possuiam maiores
semelhancas quimicas aos cafés da Nicaragua, Tanzania e Colédmbia e que
através da técnica MS foi possivel distinguir os cafés de origens geogréficas
diferentes de acordo com o perfil quimico da parte mais interna dos graos.
GARRETT, REZENDE e IFA, 2013 usaram a fonte de ionizacédo por spray de
papel (PS-MS, do inglés paper spray ionization mass spectrometry) e
observaram a predominancia de acglcares e aminoacidos na parte interna das
amostras de cafés. E apesar de apresentarem o mesmo conjunto de compostos
foi possivel, através de ferramentas quimiométricas (PCA), diferenciar os gréos
provenientes dos estados brasileiros Rio de Janeiro, Bahia e Parana.

Estes mesmos autores GARRET, REZENDE e IFA (2016) avaliaram o
tecido do endosperma de gréos verdes de cafés seccionados usando a ionizacao
por electropulverizacdo por dessorcao (DESI-MS), GARRET, REZENDE e IFA
(2016) e verificaram a ndo homogeneidade dos &cidos clorogénicos nas
amostras, devido a presenca de acido quinico e feruloilquinico na regido externa
e acido cafeoilquinico na regido interna, enquanto a sacarose foi detectada em
toda as regides do grdo. Os autores também analisaram as mudancas na
composicdo quimica apés ataque das brocas, e concluiram que houve aumentos
dos &cidos graxos como &cido linoleico, estearico, dentre outros, nas regides
afetadas.

Outra fonte de ionizacdo amplamente utilizada em MS para andlise de
cafés é a fonte electrospray (ESI). A partir da década de 80 a ESI revolucionou
as analises quimicas, devido as vantagens que apresentava como capacidade
de produzir ions de elevada massa molecular, possuir ionizagdo suave e assim
manter a estrutura dos ions originais da solugéo, e por possibilitar o acoplamento
com técnicas cromatogréficas de separagdo. A expansao das pesquisas foi tanta
gue segundo MORAES e LAGO (2003), entre 1980 e 2000 houve um aumento
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de 77 vezes no numero de trabalhos cientificos publicados, sendo a maior parte
analises de biomoléculas e compostos organicos.

O principio basico da fonte de ionizacédo ESI (Figura 10) € a insercao da
amostra em solugao com fluxo constante por um capilar, onde uma diferenca de
potencial é aplicada entre o capilar e um contra eletrodo, gerando um campo
elétrico sobre a amostra. Este campo elétrico induz acumulacédo de cargas na
superficie do liquido na ponta do capilar, formando gotas altamente carregadas.
Sobre as gotas € injetado um gés aquecido que remove o solvente resultando
em ions que serdo direcionados para o analisador de massas (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007). Em etapa anterior a inser¢cdo da solucdo no capilar é
possivel adicionar a amostra uma base ou acido para potencializar a formacéo
de ions desprotonados (modo negativo, [M-H]) e protonados (modo positivo,
[M+H]*) respectivamente, das moléculas.

Em analises de cafés, as primeiras publicacdes envolvendo a ESI tinham
como objetivo o estudo da micotoxina denominada ocratoxina (BECKER,
DEGELMANN, HERDERICH et al., 1998; LAU, SCOTT, LEWIS et al., 2000) além
da pesquisa de dissacarideos presentes nos graos verdes do café Arabica
(WECKERLE, GATI, TOTH et al., 2002). Nestes trabalhos houve a hifenizacéo
da ESI-MS e a cromatografia liquida. Posteriormente, visando encontrar
métodos menos onerosos e eficientes para processos da colheita e pds-colheita
de cafés por ionizacdo ESI, MENDONGCA, FRANCA, OLIVEIRA et al. (2008)
distinguiram grédos defeituosos (PVA - pretos, verdes e ardidos) e néo
defeituosos, no modo de ionizacdo positivo (ESI(+)), além de diferenciar as
espécies arabica e canephora (Conilon) usando o modo de ionizagcdo negativo
(ESI(-)). Os autores encontraram diferencas na quantidade e intensidade de ions
na faixa de m/z 195-369 em ESI(+) para graos defeituosos. AMORIM, HOVELL,
PINTO et al. (2009) diferenciaram cafés verdes em diferentes estagios de
maturagéo através da infusédo direta e ionizacdo ESI, e a partir dos resultados
concluiram que ions mais importantes nesta analise foram os acidos graxos e
ACG por ESI(-). Ja TSUKUI, VENDRAMINI, GARRETT et al. (2019) ajudaram a
entender alguns efeitos do processo poOs colheita (secagem via seca e
semiumida) na composicao final e na qualidade de café e utilizaram os ions
atractilloside Il (m/z 481), carboxiatractiloside Il (m/z 525) e carboxiatractiloside
[l (m/z 609) para discriminar os procedimentos adotados para os frutos. ROSA,
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FREITAS-SILVA, ROUWS et al. (2016) monitoraram 0s compostos quimicos no
processo de torra, e encontraram através dos dados obtidos por ESI aliado a
quimiometria, que ha diminuicdo de ions na faixa de m/z 500-600, enquanto ha
acréscimo na regido de m/z 800-900 quando a torrefacdo adquire classificacdo

escura.
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Figura 10. Esquema de uma fonte de ionizagéo por electrospray (COLE, 2000).

O desenvolvimento do analisador por ressonéancia ciclotrénica de ions
com transformada de Fourier (FT-ICR MS) no inicio da década de 70 possibilitou
a obtencao de espectros de altissima resolu¢do (m/Amso% maior que 400.000) e
exatiddo de massas (menor que 2 ppm). A determinacao de valores inequivocos
de m/z, no analisador de ICR, Figura 11, com tamanha resolucao é baseada no
movimento ciclotrénico de ions (MARSHALL, HENDRICKSON, JACKSON,
1998).

O principio fundamental da FT-ICR MS explora o comportamento de ions
com baixa velocidade submetido a um campo magnético forte, onde elas
assumem um movimento circular através de uma frequéncia, movimento
ciclotrénico de ions, que é proporcional a sua razdo m/z. Para aproximar os ions
das placas detectoras da célula de ICR séo aplicados pulsos de radio frequéncia
aumentando o raio de trajetdria dos ions, fazendo com que os ions induzam uma
corrente nas placas detectoras. A frequéncia desta corrente é a mesma que a
frequéncia ciclotrénica dos ions e a intensidade é proporcional ao nimero de

7

ions. O sinal de ICR no dominio do tempo € convertido entdo, através da



53

Transformada de Fourier, para o dominio da frequéncia que depois € convertido
em um espectro de massas (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

O altissimo poder de resolucdo e exatiddo em massas torna a técnica
analitica versétil, garantindo a determinacdo da formula quimica dos ions
produzidos. Além disso, apresenta capacidade de andlises do tipo (MS)",
importante para determinagéo de estrutura molecular, e facil adaptacdo com os
mais diversos tipos de fontes de ionizacdo externas (KLITZE, 2012). Essas
vantagens combinadas aos principios proporcionados pela técnica na separacao
0s ions torna a MS uma técnica potente no controle da qualidade de cafés.
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Figura 11. Diagrama esquemético de uma cela de ICR (MASS SPECTROMETRY, 2017).

1.3 QUIMIOMETRIA

O uso de ferramentas estatisticas tornou-se fundamental nas analises
qguimica devido a necessidade de estudos de diversas propriedades de um
determinado analito que continham inumeras variaveis. Conforme VARMUZA
(2008) analise das estruturas quimicas, determinacdo da origem das amostras,
previsdo de propriedades, analise quantitativa de misturas complexas dentre
outras, sao dificeis de medir diretamente, pois uma variavel é insuficiente para
modelar os dados e/ou fornecer informacdes investigativas.

As ferramentas estatisticas, matematicas e computacionais atribuidas aos
processos quimicos a fim de extrair maiores informacgdes dos dados, originaram
uma &rea denominada quimiometria. Uma das principais aplicagfes desta area,

€ a calibracdo de dados multivariados que normalmente envolve o uso de um
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tipo de medida instrumental para predizer o valor de um parametro de base ou
propriedade (FILGUEIRAS, 2011). Como citado por FERREIRA, ANTUNES,
MELGO et al. (1999), a quimiometria ndo € uma disciplina da matematica e sim
da quimica, mesmo que as ferramentas usadas englobem a matemética,
estatistica e computacéo, as resolu¢des sao de interesses quimicos. Dados
multivariados séo caracterizados como objetos, recursos e propriedades, sendo
0 objeto um item real ou abstrato como amostras ou espectro, 0 recurso a
varidvel numérica (exemplo concentracdo) e a propriedade é o atributo
interessante e dificil de mensurar daquele objeto, por exemplo, a concentracéo
de um composto huma mistura complexa (VARMUZA, 2008)

A calibracdo multivariada necessita, de forma geral, de algumas etapas
como a preparacao do conjunto de calibracdo, registro do sinal analitico, pré-
tratamento dos dados, constru¢cdo do modelo e validagdo do modelo, com

objetivo de obter resultados qualitativos e quantitativos.

1.3.1 ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS — PCA

O método de reconhecimento de padrées ndo supervisionado por PCA é
uma técnica exploratoria de dados que projeta informacdes em um subespaco
definido por componentes principais ortogonais. Estas sdo combinacdes lineares
das variaveis originais, com a primeira componente principal contendo a maior
variacdo, o segundo principal componente que tem a segunda maior variancia,
e assim por diante (BALLABIO, 2015) Segundo WOLD (1987) a partir da matriz
X, que disp@e os resultados da analise em questao e que é definido como ponto
de partida para uma andlise de dados multivariados, sdo geradas duas novas
matrizes T e P, que irdo capturar os padrdes de dados essenciais de X. Desta
maneira, € possivel selecionar um nimero de componentes significativos, de
modo que a reducdo preserve a variacdo sistematica dos dados, enquanto o
ruido € excluido (e/ou avaliados, caso haja tendéncia (FILGUEIRAS, ALVES,
SAD et al., 2014), sendo representado nos ultimos componentes). Portanto, o
PCA facilita a exploracdo de dados e a interpretacdo dos conjuntos de dados
multivariados (BALLABIO, 2015; BRO, SMILDE, 2014).

WOLD (1987) descreveu que a PCA foi introduzida na area quimica por

volta de 1960 por Malinowski, mas BRO (2014) ressalta que a mesma foi
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reinventada diversas vezes devido as diferentes abordagens, no entanto, os dois
concordam que o uso desta ferramenta analitica é essencial para a classificacao,

devido a complexidade das matrizes.

1.3.2 ANALISE DISCRIMINANTE POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS -
PLS-DA

Segundo BALLABIO e CONSONNI (2013) o PLS-DA é um método de
classificacdo linear que combina as propriedades de regressdo de minimos
quadrados parciais com o poder de discriminagdo de uma técnica de
classificacdo. Portanto, é considerada uma técnica supervisionada e assim como
a PCA reduz a dimensionalidade dos dados. O PLS-DA correlaciona a variancia
do espaco multidimensional com uma resposta informada, e devido a isso segue
uma tendéncia (direcionamento). De modo geral, a matriz ou vetor y da
propriedade de interesse assume valores correspondentes aos indices de classe
0 e 1, quando existem duas classes e uma probabilidade é calculada para cada
classe, sendo assim a classificacdo das amostras é realizada ao escolher a
classe que tem a maior probabilidade (BALLABIO e CONSONNI, 2013).

1.3.3 MODELAGEM SUAVE INDEPENDENTE DE ANALOGIA DE CLASSE -
SIMCA

O método de modelagem suave independente de analogia de classe
(SIMCA) foi proposto com a intencdo de classificar as amostras em conjunto de
dados com alta dimensionalidade. Através da constru¢cdo de um modelo PCA
para cada classe de amostra, o espaco multidimensional torna-se delimitado. Ao
possuir caracteristicas que permitam ser incluidas no espaco multidimensional
do modelo construido, uma amostra sera classificada como pertencente aquela
classe.

O SIMCA é baseado em trés fundamentos, segundo WOLD e
SJOSTROM (1977). O primeiro € o design do experimento. Assim, deve-se
assumir que em cada objeto (sistema quimico) estudado, um numero de
medigOes foram feitas (as mesmas variaveis medidas em todos os objetos do
estudo). Em segundo lugar, deve-se assumir que 0s sistemas quimicos foram

ordenados em classes de forma que cada classe contém apenas sistemas
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semelhantes. Essa ordenagdo em classes é geralmente facil em investigactes
quimicas. O terceiro fundamento € a existéncia de modelos matematicos que,
sob suposicdes bastante gerais, podem aproximar os dados observados em

objetos semelhantes em uma Unica classe.

1.3.4 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS - PLS

O modelo PLS, diferente das demais ferramentas quimiométricas citadas,
€ uma analise quantitativa e seu uso inicial na area quimica foi por volta de 1970-
1980. Os parametros do modelo construido na etapa de calibracdo sé&o
denominados de coeficientes de regressdo. Posteriormente as variaveis
independentes sdo obtidas para uma ou mais amostras e sdo usadas para prever
valores das variaveis dependentes, resultando, portanto, na etapa de previsao
(GELADI E KOWALSKI, 1986). A PLS utiliza a técnica de analise de
componentes principais para a redugdo da dimensionalidade do conjunto de
dados ao mesmo tempo em que estabelece correlacdo entre 0s espectros
(matriz X) e as propriedades de interesse (matriz Y). VARMUZA (2008) cita que
n objetos (por exemplo, compostos quimicos) sao caracterizados cada um por m
caracteristicas (por exemplo, variaveis espectrais) e propriedades k (por
exemplo, descritores moleculares) e que esses dados podem ser coletados em
duas matrizes, X para os recursos e Y para as propriedades. A abordagem PLS
usa X e Y juntos e gera um plano de projecdo no espaco X que € influenciado
pelos dados Y e um plano de projecédo no espaco Y que € influenciado pelos
dados X.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho das técnicas analiticas modernas: microNIR e FT-ICR MS
na caracterizacéo e quantificacdo de cafés, a fim de validar métodos analiticos

no controle da qualidade de cafés de alguns municipios do Espirito Santo.
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2.1 Objetivos especificos

o Comparar o0 desempenho analitico do microNIR portatii com
equipamentos de bancada (FT-ICR MS);

o Propor um método analitico para avaliar a influéncia dos sistemas SAF
(gliricidia, inga, pupunha ou bananeira) na producéo de cafés Conilon;

. Identificar e avaliar o perfil quimico de cafés Conilon em pleno sol
(tradicional) e sombreado (sistemas SAF);

o Correlacionar os resultados da analise sensorial dos cafés cultivados em
diferentes SAF com os dados obtidos por microNIR.

o Verificar o desempenho analitico da técnica de microNIR na identificacéo
e quantificacdo de adulteracbes de cafés arabica com café Conilon (em

diferentes niveis de torrefac6es); milho; cascas/paus e borra de café.
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3. CAPITULO 1

Andlise do café Robusta cultivado em sistemas agroflorestais (SAF) por
ESI-FT-ICR MS e NIR portétil associado a analise sensorial

O capitulo foi publicado na Journal of Food Composition and Analysis 94,
103637, 2020.

3.1 INTRODUCAO

A qualidade do café esta diretamente relacionada as praticas agricolas,
origem geogréfica e condi¢des climaticas e de solo, espécies e cultivares (RICCI,
COCHETO, ALMEIDA et al.,, 2003). Os SAF sao sistemas de cultivo que
incorporam um componente florestal. Este sistema combinado constitui uma
alternativa de gestdo do solo para garantir a sustentabilidade baseada na
eficiéncia e otimizacdo dos recursos naturais na producéo e maior diversidade
de culturas do que os sistemas tradicionais, denominados de “luz solar direta”
(VERCHOT, MACKENSEN, KANDJI et al., 2005).

Do ponto de vista ecolégico, os SAF sdo uma alternativa para a
manutencdo da biodiversidade (KLEIN, STEFFAN-DEWENTER, BUCHORI et
al., 2002) e para minimizar a degradacdo ambiental (NOPONEN, HAGGAR,
EDWARDS-JONES et al., 2013) porque integram culturas e florestas que
melhoram a fixacdo de nitrogénio, protecdo do solo (TUMWEBAZE e
BYAKAGABA, 2016), sequestro de carbono (NOPONEN, HAGGAR,
EDWARDS-JONES et al.,, 2013), entre outros beneficios. No entanto, a
necessidade de uma forca de trabalho maior e a dificuldade no transporte de
maguinas sao desvantagens do SAF (RICCIl, COCHETO, ALMEIDA et al., 2003).
Embora essa pratica tenha comecgado por volta de 1970 na Amazénia brasileira,
a partir de 2003, apenas 24,2% das lavouras eram consorciadas (RICCI,
COCHETO, ALMEIDA et al., 2003). Em 2017, de acordo com 0 censo
agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), existiam
no pais 13.930.307 hectares (ha) com esse sistema de cultivo, dos quais 13.133

ha no estado do Espirito Santo.
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Algumas metodologias, como os protocolos de teste da Specialized
Coffee Association (SCA), da Uganda Coffee Development Authority (UCDA) e
da Associacdo Brasileira de Cafés Especiais (BSCA), determinam
procedimentos para a avaliagdo sensorial de cafés. Seus métodos sdo os mais
utilizados no Brasil e em outros lugares (PEREIRA, GUARCONI, DE SOUZA et
al., 2018b).

Os atributos organolépticos da bebida sao afetados pelo sombreamento,
e 0 sabor e 0 aroma estao relacionados a composi¢ao quimica dos graos de café
(BOSSELMANN, DONS, OBERTHUR et al., 2009). A composi¢do quimica do
café é de grande importancia para a qualidade final do produto, e a combinacéo
da analise sensorial e o desenvolvimento de métodos analiticos que auxiliem no
controle da qualidade dos graos, elucidando a melhor forma de cultivo do café
em SAF, podem agregar valor comercial para o produto.

A ESI(2)FT-ICR MS é uma técnica analitica consolidada usada na area
de controle de qualidade do café (CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al.,
2016; GARRETT, VAZ, HOVELL et al., 2012; GARRETT, SCHMIDT, PEREIRA
et al. 2013a). ESI(x)FT-ICR MS obtém informac¢des em nivel molecular, devido
ao seu espectro de massa de ultra-alta resolucédo (m/Amso%w maior que 400.000)
e precisdo de massa (menor que 2 ppm), permitindo a identificacdo das
moléculas responséveis pelo aroma e sabor do café. Por outro lado, o
desenvolvimento de técnicas analiticas utilizando instrumentos portateis como o
microNIR, simplificou a andlise (BAQUETA, COQUEIRO, MARCO et al., 2019;
CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018). Esta vantagem permite o teste
no ponto de coleta de amostra, diminuindo os riscos de contaminacao, o tempo
de andlise e fornecendo espectros instantdneos com pouca ou nenhuma
preparacdo de amostra e design de instrumento simples.

ESI-MS e microNIR tém demonstrado excelente potencial na anélise de
cafés adulterados (milho e cascas/paus) (AQUINO, AUGUSTI, ALVES et al.,
2014; CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018), blends de cafés de
diferentes espécies, incluindo Arabica e Conilon (CORREIA, LOUREIRO,
RODRIGUES et al., 2016; GARRETT, VAZ, HOVELL et al. 2012), genétipos de
café (LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al., 2019), e na classificacdo de grédos
defeituosos e nédo defeituosos (AMORIM, HOVELL, PINTO et al.,, 2009;
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MENDONCA, FRANCA, OLIVEIRA et al. , 2008; ROSA, FREITAS-SILVA,
ROUWS et al., 2016).

A investigacdo de matrizes complexas como o café melhorou devido aos
avancos computacionais. O uso de ferramentas estatisticas multivariadas
tornou-se fundamental em analises quimicas devido a necessidade de estudar
multiplas propriedades de um determinado analito com inuUmeras variaveis
possiveis. Segundo VARMUZA (2008), a analise de estruturas quimicas,
determinacdo da origem da amostra, predicdo de propriedades e analise
quantitativa de misturas complexas, entre outras tarefas, sdo dificeis de medir
diretamente, pois uma variavel é insuficiente para modelar os dados e/ou
fornecer informacdes investigativas.

A PCA é uma técnica de dados exploratéria que reduz a dimensionalidade
dos dados ao projetar as amostras em um subespaco ortogonal construido a
partir de combinacfes lineares das variaveis originais. Este novo espaco €
chamado de componente principal (PC) e retém a maior parte das informacdes
nos dados. Assim, € possivel selecionar apenas componentes significativos para
preservar a variagao sistematica dos dados, enquanto o ruido € excluido (e/ou
avaliado, se houver uma tendéncia (FILGUEIRAS, ALVES, SAD et al., 2014)
representada nos demais componentes). Consequentemente, o PCA facilita a
exploracdo e interpretacdo de dados de conjuntos de dados multivariados
(BALLABIO, 2015; BRO E SMILDE, 2014). Neste trabalho, cafés Robusta
cultivados sob luz solar direta e em SAF sombreado com quatro espécies (Inga
de metro (Inga edulis), bananeira cv. Japira (Musa spp.), Gliricidia (Gliricidia
sepium) e pupunha (Bactris gasipaes Kunth) foram avaliados quimicamente por
ESI-FT-ICR MS e microNIR combinados com ferramentas quimiométricas, como
analise de componentes principais e comparados com os resultados de analises

sensoriais realizadas por Q-Graders.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Cinquenta amostras de café robusta (Coffea canephora var robusta
tropical) foram fornecidas pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia

Técnica e Extensdo Rural (INCAPER, Cachoeiro de Itapemirim, ES, Brasil). Oito
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amostras foram coletadas durante o cultivo sob luz solar direta (pleno sol e
monocultura).

As 42 amostras restantes foram coletadas de quatro parcelas sombreadas
por espécies diferentes, como segue: 8 amostras, Inga de metro (Inga edulis);
13 amostras, banana cv. Japira (Musa spp.); 10 amostras, Gliricidia (Gliricidia
sepium); e 11 amostras, pupunha (Bactris gasipaes Kunth). As amostras foram
submetidas a analise sensorial e posteriormente analisado por ESI(£)FT-ICR MS

e microNIR.

3.2.1 AMOSTRAS

As amostras foram obtidas na unidade de observacao de café sombreado
instituido em 31 de janeiro de 2013, na Fazenda Experimental de Bananal do
Norte (20°45 'S, 41°47' W e 146 m de altitude), pertencente a INCAPER, no
municipio de Cachoeiro de Itapemirim-ES, Brasil.

A zona climatica local de Koppen-Geiger é Aw, caracterizada como
quente e Umida, com precipitacdo meédia anual de 1293 mm, minimo de
temperatura no més mais frio variando de 11,8°C a 18°C, e temperatura maxima
no més mais quente variando de 30,7 °C a 34°C.

A Figura 12 mostra a caracteriza¢do edafoclimética da regido. Dados da
série meteorolégica de 35 e 30 anos de precipitacdo e temperatura média
mensal, respectivamente, foram coletadas do site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET). O clima e os dados foram importados para o Microsoft
Office Excel® para calcular o balanco hidrico agroclimatolégico proposto por
THORNTHWAITE e MATHER (1955). Os dados foram importados para o
ambiente GIS e espacializados para a regido em analise.
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Figura 12. Caracterizacdo edafoclimética (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al.,
2020).

Café Robusta (Coffea canephora var. Robusta tropical), seminal origem,
foi plantada no espacamento de 3,0 x 1,0 m (3.333 plantas / ha), em uma area
de 0,62 ha dividida em cinco parcelas, uma com café sob luz solar direta e o
resto consorciado com uma das quatro plantas (Inga (Inga edulis), banana cv.
Japira (Musa spp.), Gliricidia (Gliricidia sepium) ou pupunha (Bactris gasipaes
Kunth)), como mostrado na Figura 13.

Bananeira e pupunha foram plantadas no espagcamento de 3,0 x 6,0 m
(556 plantas/ha) e Gliricidia e Inga a 6,0 x 6,0 m (278 plantas/ha). O SAF foi
estabelecido em um sistema de cultivo orgéanico, que, de acordo com o
INCAPER, exclui o uso de agrotoxicos e fertilizantes minerais, utilizando adubo
verde com leguminosas. Os adubos verdes seguiram as recomendacdes para
produtividade entre 31 a 50 sc/ha e fornecimento de 320 kg/ha de N. O composto
organico era proveniente de diferentes residuos de colheita: grama, bananeira,
palha de café e estrume de gado. O corte foi feito nas entrelinhas e a remocao
de ervas daninhas dentro das linhas de café. A bananeira foi tratada com trés
pseudocaules por moita. As podas de Gliricidia e Inga comegcaram em margo de

2014, e duas podas anuais foram realizadas, mantendo o dossel acima de 4 m.
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A Giliricidia foi drasticamente podada em agosto para permitir 100% de luz e
podada em marco para reduzir a sombra abaixo de 30 a 40%. A Inga recebeu
duas podas ao mesmo tempo que Gliricidia para manter o nivel de sombra

desejado. A safra ndo foi irrigada.

Figura 13. Vista das parcelas da area de estudo da Fazenda Experimental de Bananal do Norte
- INCAPER, Cachoeiro de ltapemirim, Estado do Espirito Santo, Brasil (adaptado de CORREIA,
ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

3.2.2 PREPARACAO DA AMOSTRA
Anélise sensorial

Um painel de seis provadores de café, todos certificados como Q-Graders
treinados pela Coffee Quality Institute, realizaram andalises sensoriais. A
utilizacdo de seis Q-Graders na analise sensorial foi proposta inicialmente por
PEREIRA, PEREIRA, GUARCONI, DE SOUZA et al., (2018b) para reduzir a
subjetividade da andlise. Dez atributos foram avaliados (fragrancia /aroma,
sabor, sal/acidez, amargor/docura, sensacao na boca, equilibrio, geral, gosto
residual, uniformidade e xicara limpa) e a soma de todas as caracteristicas
sensoriais foi calculada e denotada como avaliacéo global.

As amostras foram preparadas no Laboratorio de Analises e Pesquisa em
Café — LAPC , do Instituto Federal do Espirito Santo, campus de Venda Nova do
Imigrante, seguindo a metodologia da UCDA (2012). A torrefacao foi conduzida
utilizando a torrefadora Laboratto TGP-2 com o conjunto de discos Agtron-SCA.
O ponto de torrefacdo dessas amostras estava entre as cores atribuidas aos
discos #65 e #55 para cafés especiais (SCA, 2015).
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O café foi torrado 24 horas antes da andalise e a moagem ocorreu 8 horas
apos a torra. Os cafés foram moidos em moinho de discos, moinho da marca
Bunn, modelo G3A HD. Utilizou-se uma peneira de malha 20 (US Standards) e
constatou-se que 70 a 75% das particulas apresentavam esta granulometria.
Todas as amostras foram torradas por 9 a 10 minutos, resfriadas e
permaneceram lacradas, conforme metodologia de analise sensorial
estabelecida pela UCDA. Essa rotina de procedimento sensorial foi proposta
inicialmente por PEREIRA, GUARCONI, DE SOUZA et al., (2018b).

ESI-FT-ICR MS e MicroNIR

Os graos de café Robusta usados para as analises foram coletados em
2017 nas quatro areas de cultivo sombreadas e com luz solar direta. As andlises
ESI(x)FT-ICR MS dos graos foram realizadas em gr&os crus inteiros e graos crus
moidos (para fins de comparacéo), e as analises microNIR foram realizadas
apenas em graos crus moidos. Os grdos foram moidos em faca e moinho de
bolas de acordo com as instru¢gdes da Association of Official Analytical Chemists
(A.0.A.C. 2016).

Para analises ESI(x)FT-ICR MS, as amostras foram extraidas por um dia
em 1 mL de metanol. Para andlises microNIR, 1g das amostras foi armazenado
em um frasco para andlise de refletdncia difusa. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

3.2.3 INSTRUMENTACAO
ESI-FT-ICR MS

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas em um FT-ICR
MS (Solarix 9.4 T, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para ambos os modos
de ionizagéo, a aquisi¢éo (ESI(z)) utilizou 20 yL do extrato aquoso de amostras
de café dopadas com 10 pL de glicose deuterada padrdo e diluida para um
volume total de 1 mL em uma solucdo de metanol.A solucéo resultante foi
injetada na fonte de ESI a uma taxa de fluxo de 5-10 pL min~1. A faixa dinamica
de aquisi¢do de ions na célula ICR foi de m/z 154-1500. Outros parametros da
fonte ESI foram i) tensdo capilar = 2500-4100 V, ii) deslocamento da placa final
= -500 V, iii) temperatura e fluxo do gas de secagem= 250°C e 2L min~ 1, iv)
presséo do gas nebulizador = 1 bar, v) skimmer = 15 V, e vi) tensdo de colisédo =
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() 1 V. O tempo de acumulacdo de ions e TOF foram 0,02 s e 0,9 ms,
respectivamente. Cada espectro foi adquirido a partir do acumulo de 32
varreduras com um dominio de tempo de 4 M (mega ponto). O poder de
resolugao de m/Amso% = 1.000.000 (em que Amso% € a largura total do pico na
metade da altura méxima do pico de m/z 400) e a precisdo de massa de <1-2
ppm desde as atribuicdes de férmula molecular inequivoca para carga Unica ions
moleculares. Antes da aquisicéo, o equipamento foi calibrado externamente com
uma solucdo de arginina (CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al., 2016;
OLIVEIRA, COSTA, VENTURA et al., 2016).

ESI(x)FT-ICR MS/MS.

Para os experimentos de MS/MS, a janela quadrupolar foi fechada no
intervalo de 1 Da, ou seja, M/Zselecionado = 1, fornecendo isolamento do ion de
interesse. Posteriormente, o ion foi conduzido para uma célula de colisdo
(hexapolo) com energia de colisdo variando de 3 a 20 V, usando argbnio como
gas de colisdo. O tempo de acumulacgéo de ions foi aumentado de 0,02 parals
para aumentar o nimero de ions na célula de ICR (analisador FTMS) (OGAWA,
COSTA, VENTURA et al., 2018; OLIVEIRA, COSTA, VENTURA et al., 2016). Os
ions selecionados para os experimentos de MS/MS foram m/z 466, 609, 637,
652 e 833.

MicroNIR

A analise microNIR foi realizada usando o MicroNIR miniatura Pro1700 da
(Viavi Solutions Inc., anteriormente JDSU Corporation, Santa Rosa, CA) e do
software Viavi Solutions Inc v. 2.1. Os espectros de microNIR foram adquiridos
na faixa de 1676 a 908 nm, com 400 varreduras, tempo de integracdo de 14,1
ms, 125 pontos por varredura e aumento de 6,20 nm de um ponto para o ponto
subsequente, totalizando um tempo de medicdo de aproximadamente 5,6 s. A
fonte de radiacdo foram duas lampadas de tungsténio (g = 4 mm) conectadas a
um filtro linear variavel (LVF) usado como elemento dispersivo (CORREIA,
TOSATO, DOMINGOS et al., 2018)
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3.2.4 ANALISE QUIMIOMETRICA

O software Matlab 7.0 (R2013a) foi usado para construir os modelos PCA.
A analise de componentes principais é uma técnica estatistica né&o
supervisionada usada para reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados.
Entre os objetivos do PCA est& encontrar relacfes entre os objetos de estudo,
por meio de agrupamentos (WOLD, 1987).

As matrizes foram construidas com dados FT-ICR MS nos modos de
ionizacao positivo ESI(+) e negativo ESI(-) para as 50 amostras de café Robusta
em graos crus inteiros e moidos. Devido a quantidade de informacfes das
amostras analisadas, as matrizes foram submetidas a um pré-processamento.
Inicialmente, a remocéao de ruido foi aplicada ao conjunto da matriz, obtendo-se
espectros com 97,3% das intensidades relativas (IR) dos sinais. Posteriormente,
a equacéo discriminante de Fischer (LOVATTI, NASCIMENTO, RAINHA et al.,
2020), Equacoes 2, 3 e 4, foram aplicadas a 0,9, obtendo 91% das informacdes
do espectro no intervalo de m/z 154-1000. A analise discriminante de Fischer
forneceu informagBes sobre as varidveis com maior potencial para discriminar

grupos de amostra. Valores superiores indicam uma variavel mais relevante.

D= (X —x)n;
L-1

2)
em gue n; € o numero de amostras na enésima classe, x; € a média na enésima
classe, xé a média global e L é o niumero de classes. A variacao intraclasse (d)

foi entdo calculada como:

(D) - B ((F —B)? ny)
N (N - L)

d ©)

em que x;; € a enésima medi¢cdo da enésima classe e N € o nimero total da

amostra. Finalmente, o indice FD foi calculado como:

FD =

o

(4)
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De acordo com LOVATTI, NASCIMENTO, RAINHA et al. (2020), se uma
variavel tem um pequeno valor FD, significa que a variacdo dentro da classe (d)
para aquela variavel € maior do que entre as diferentes classes (D). Esse
resultado indica que essa variavel ndo sera um fator importante no processo de
classificacdo. Porém, se essa variavel tiver um valor FD alto, significa que a
variacdo dentro da classe (d) € menor do que a variacao entre as duas classes.

Antes da construcdo do modelo PCA, um pré-tratamento foi aplicado ao
conjunto de dados: varidvel normal padréo (SNV) e centrado na média. Apés a
construcédo do modelo PCA, a matriz foi decomposta e os scores e loading foram
gerados.

Todos os espectros microNIR foram inicialmente pré-processados usando
a primeira derivada pelo algoritmo Savitzky — Golay (SAVITZKY e GOLAY, 1964)
com um polindmio de segunda ordem e uma janela de 7 pontos. O modelo PCA
foi construido com 50 amostras de café em diferentes SAF, produzindo uma
matriz X (150 x 125), onde o numero de réplicas utilizadas foram n = 3 (o que

significa que as analises foram realizadas em triplicata).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No SAF, a escolha das espécies a serem cultivadas em associacdo com
o café é determinada por sua funcao dentro do sistema, as opc¢des incluem (i)
frutas e plantas produtoras de madeira, cultivadas para comercializacao; e (ii)
leguminosas para tornar as plantas menos dependentes de fertilizantes devido
ao descarte de matéria organica; entre outras opcdes (BRUM, 2007).

Assim, o INCAPER classificou as lavouras (a luz solar direta (pleno sol) -
tradicional, e a sombra - bananeira, pupunha, gliricidia e Inga) de acordo com
seus objetivos (Tabela 6). Os valores da producéo de café (sacas por hectare,
sc/ha) revelaram que o café cultivado sob luz solar direta, ou tradicionalmente,
teve rendimentos mais baixos (1,79 sc/ha) do que os demais. O cultivo com luz
solar direta apresenta alta producao inicial de café, mas com o tempo ocorre
declinio da producéo (DELAROZZA, RAKOCEVIC, MALTA et al., 2017). RICCI,
COCHETO, ALMEIDA et al., descreveram que a exposic¢ao direta ao sol afeta o
tamanho do grdo, uma vez que as condi¢des climéticas influenciam na duracao

da fase de cereja. Dentre os SAF, o café com maior rendimento foi o consorciado
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com pupunheira seguido de Gliricidia, Inga e banana com 10,5, 8,2, 6,2 e 5,7

sc/ha, respectivamente.

Tabela 6. Classificacdo do SAF de acordo com os objetivos propostos (adaptado de CORREIA,
ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

Sistema Producéo

agroflorestal Linha (sc/ha) Objetivo
Pleno sol 3,4,5,6,7,10,13 1,79 Producéo tradicional
Bananeira 2,3,4,7,8,9,10,13,14,15,16 5,7 Materia organica/geragao
de renda
Matéria organica/geragao
Pupunha 2,4,7,8,9,10,13,14,15,16 10,5 de renda
Fixacdo de
Gliricidia 2,4,7,8,9,10,13,14,15,16, 8,2 Nitrogénio/Matéria
organica
Fixacdo de
Ingé 2,3,5,9,10,11,13,14,15,16 6,2 Nitrogénio/Matéria
organica

ANALISE SENSORIAL

Os atributos sensoriais dos cafés foram analisados de acordo com o
protocolo da UCDA, e a consisténcia do método de analise sensorial descritiva
esta relacionada as notas atribuidas as amostras. A Tabela 7 mostra os valores
médios (e desvio padrao), de acordo com os seis Q-Graders, para cada atributo
sensorial analisado e a avaliagdo global.

Os cafés gque obtiveram os maiores valores na avaliacdo global eram de
plantas cultivadas com Giliricidia e Inga. RICCI, COCHETO, ALMEIDA et al.,
(2013) analisou a qualidade do café a pleno sol e consorciado com espécies de
Gliricidia e Eritrina.

No sistema sob luz solar direta, a temperatura média anual foi de 28,8°C,
3°C acima da recomendada para o cultivo do café Robusta, enquanto no SAF
com Gliricidia os valores se aproximaram do ideal (RICCI, COCHETO, ALMEIDA
et al., 2013).

A temperatura pode afetar a maturacao e frutificagéo dos graos resultando
na perda da qualidade sensorial dos cafés (RICCI, COCHETO, ALMEIDA et al.,
2013). VALENCIA, WEST, STERLING et al. (2015) relataram que a espécie Inga
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€ preferida entre os agricultores por fornecer beneficios significativos a
producdo. Em contrapartida, os cafés sob luz solar direta obtiveram a menor
pontuacao na avaliacao geral entre todas as amostras analisadas.

Segundo dados obtidos pelo INCAPER, essas duas espécies, Gliricidia e
Inga, possuem critérios padronizados como maior densidade foliar. Essas
espécies sdo plantas comuns no consorcio por serem tolerantes a poda e
permitirem uma regulacdo da sombra vantajosa para o café, visto que sob
sombra excessiva a produtividade tende a cair. BOSSELMANN, DONS,
OBERTHUR et al. (2009) relataram que a sombra influencia a qualidade
sensorial mais do que a altitude e a temperatura. Foi relatado que a composicao
quimica do café altera de acordo com as condigdes meteoroldgicas (JOEET et
al., 2010), dado confirmado por nossos resultados. As altas temperaturas devido
a exposicao direta ao sol impedem a translocacdo de alguns compostos
quimicos para os frutos, afetando sua qualidade sensorial (PEREIRA,
GUARCONI, CARDOSO et al., 2018a).

PEREZ-MARTINEZ, SOPELANA, PENA et al. (2008) relacionaram a
qualidade do café principalmente aos &cidos e acuUcares presentes nas
amostras. A Tabela 7 mostra que 0os maiores valores para os atributos acidez e
docura foram das amostras de café em SAF com Gliricidia.

O café cultivado sob luz solar direta obteve o segundo maior valor nesses
dois atributos. Este resultado pode estar relacionado ao teor de cafeina afetando
a docura/amargor da bebida. DELAROZZA, RAKOCEVIC, MALTA et al. (2017)
mostraram que, a partir de experimentos de planejamento fatorial usando dados
sobre acidos clorogénicos, acgucares totais, cafeina e lipidios, entre outros, que
os cafés expostos ao sol tém menos cafeina, o que pode, assim, afetar/aumentar

as pontuacdes de atributos de docura.
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Tabela 7. Resultados médios totais da analise sensorial para atributos (aroma, sabor, acidez, docura, sensacdo na boca, equilibrio, geral, gosto residual,
uniformidade e defeitos) de acordo com os 6 Q-graders e avaliagcdo global (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

SAF Frzgj;ﬂa/ Sabor Sa'lajgiiggge/ A[r)r:) irl?g/ Senzi%io na Equilibrio Conjunto Retrogosto Uniformidade clj‘;n;(?ce;raa A\é?ggg?o
GLI 6.1(x0.2) 6.3(+0.5) 6.3(+0.5) 6.3(+0.6) 6.4(+0.7) 6.3(+0.5) 6.4(x0.7) 6.3(x0.4) 10* 8.3(¢4.1) 68.7
ING 6.2(+0.4) 6.3(+0.4) 6.1(x0.2) 6.1(x0.2) 6.0* 6.2(+0.3) 6.2(+0.3) 6.1(x0.2) 10* 8.3(¢4.1) 67.5
BAN 6.2(+0.3) 6.2(+0.3) 6.2(+0.3) 6.1(x0.2) 6.2(+0.3) 6.2(+0.3) 6.1(x0.2) 6.1(x0.2) 10* 8.3(¢4.1) 67.6
PUP 6.1(x0.2) 6.1(x0.2) 6.0 6.0 6.0 6.0* 6.0 6.0 10* 3.3(5.5) 61.5

0s 6.3(x0.3) 6.3(x0.3) 6.2(x0.3) 6.3(x0.3) 6.2(+0.3) 6.3(x0.3) 6.2(x0.3) 6.2(x0.3) 10* 3.3(¢5.2) 63.3

*Nao houve variacao.
Legends: GLI = Gliricidia, ING= Ing4, BAN= Banana, PUP= Pupunha, and PS= Pleno sol.
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ESI-FT-ICR MS

Todas as espécies quimicas detectadas apresentaram sinais com
intensidade relativa (IR) superior a 1%. Informacgdes incluindo os valores
medidos de m/z, erro de massa (ppm), férmula empirica e estruturas propostas
descritas na literatura sao mostradas nos Anexo A e B.

A Figura 14a-j mostra os espectros de massa ESI(+) e ESI(-) de amostras
em graos inteiros em funcao do cultivo: ((a e f) pleno sol e em consaorcios (b e g)
Gliricidia; (c e h) Ing4, (d e i) pupunha; e (e e j) banana.

Neste estudo, todas as amostras de café foram dopadas com um padréo
interno de glicose deuterada. O uso de um padréo interno € comum para eliminar
interferéncias instrumentais (KARUNA, ECKARDSTEINA, RENTSCH et al.,
2009) e como parametro analitico uma vez que a concentragdo do padréo é
conhecida. No modo ESI(-), Figura 14a-e, o dopante (destacado em vermelho)
foi detectado (Anexo A) em sua forma desprotonada, anion [CsHsD70e-H]™ de
m/z 186, bem como na forma de dimero, [Ci12H9D14012-H]" ion de m/z 373; e
ligado a outros compostos, como &cido pirtvico, [CoHoD709-H] de m/z 274;
lactato, [CoH11D709-H] de m/z 276; acido palmitico, [C22H37D70s-H] de m/z 442;
acido linoléico, [C24H37D70s-H] de m/z 466; acido estearico, [C24H41D70s-H]" de
m/z 470; é&cido cafeoilquinico, [C22H23D7015-H] de m/z 540; sacarose,
[C18H27D7017-H] de m/z 528; &cido feruloilquinico, [C23H2s5D7015-H]" de m/z 554;
e acido dicafeoilquinico, [C31H20D7018-H] de m/z 702. O dopante também foi
encontrado como um aduto de cloro, [C6H5D706+Cl]T de m/z 222. Em
ESI(+),Anexo B, o dopante foi detectado em m/z 210 e 226 como um aduto de
sodio, [CeHsD70s+ Na]*, e potassio, [CeHsD7O6+ K]*, respectivamente, de m/z
397 e 413 na forma de dimeros.

Os principais &cidos clorogénicos presentes nas amostras de café
também foram identificados no ESI(-) (Figura 14a-e). Eles séo cafeaoil tirosina,
m/z 342, [C1sH17NOe- H]~; acido cafeoilquinico, m/z 353, [C16H1809-H]~; acido
feruloilquinico, m/z 367, [Ci7H200¢-H]~; acido dicafeoilquinico, m/z 515,
[C25H24012-H]; e acido feruloil-cafeoilquinico, m/z 529, [C26H26012-H]".

Os compostos derivados do acucar foram identificados em ambos os
modos de ionizacdo, ESI(x). No modo ESI(-) (Figura 14a-e), foi encontrado em
m/z 215, ion [CeH1206 +CIJ; &cido lactico e acido cafeoilquinico, como aduto de
sacarose, m/z 431 (ion [CisH28014-H]") e m/z 695 (ion [C2sH40020-H] ),
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respectivamente; e cinamosida, m/z 553, como aduto de cloro, [C24H38012+Cl]".
GARRETT, SCHMIDT, PEREIRA et al. (2013a) apontou que a analise
multivariada indicou que o ion de m/z 695 foi importante para distinguir 0s
diferentes cultivares de café ardbica (Catuai e Sarchimor). No modo ESI(+),
apenas a sacarose foi identificada, ion de m/z 381, [C12H22011 + K]*.

Em ESI(-), acidos graxos também foram encontrados, como acidos
quinico, glucdnico, linoléico, coridlico, p-coumaroilquinico e beénico, [C7H120e-
H]~, [CeH1207-H], [C18H3202-H], [C18H3203-H]~, [C16H180s-H]~, e [C22H4402-H]~
ions de m/z 191, 195, 279, 295, 337 e 339, respectivamente. O ion de m/z 295,
denominado acido coriélico, nunca foi relatado como um composto presente em
amostras de café, mas foi encontrado por BABUDRI (2000) como um metabdlito

do &cido linoléico em plantas como Oryza sativa L.
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Figura 14. Espectros de massa no modo de ionizacdo ESI(-) e ESI(+) para graos inteiros de café
Robusta respectivamente, em funcdo do cultivo em a-f) luz solar direta e de diferentes SAF b-g)
gliricidia c-h) inga d-i) pupunha e e-j) bananeira (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO
et al., 2020).

Para comparar a sensibilidade da técnica de ESI(z)FT-ICR MS ao
analisando o perfil quimico das amostras de café, o efeito da moagem também
foi avaliado (ESI(-), Figura 15a-e, e ESI(+), Figura 15f-j) em amostras de plantas
cultivadas a pleno sol (Figura 15a, f) e em diferentes SAF: Gliricidia (Figura 15b,
g), Inga (Figura 15c, h), pupunha (Figura 15d, i) e bananeira (Figura 15e, j).
Nas amostras moidas, foi detectado um maior nimero de compostos e com
maior intensidade do que nos graos inteiros (Figura 15). Para ESI(-), 30

compostos foram observados em graos inteiros e 55 compostos com IR> 1% em
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graos moidos (Anexo A e B), enquanto em ESI(+), foram identificados 11 e 22
compostos para graos inteiros e moidos, respectivamente.

Os espectros de massa FT-ICR para amostras de café moido (Figura 15)
mostraram que a eficiéncia do processo de extragdo do composto foi maior para
amostras moidas, provavelmente devido a uma maior area de superficie.
GARRETT, SCHMIDT, PEREIRA et al. (2013a) identificaram 20 compostos por
ESI(-) em amostras de café moido, incluindo compostos fendlicos, lipidicos e
diterpénicos. GARRETT, REZENDE e IFA (2013) compararam os resultados, por
ionizagdo em paper spray (PS-MS), obtidos apés o corte transversal dos graos
e observaram que o IR dos sinais tornou-se mais intensa. CLIFFORD,
JOHNSTON, KNIGHT et al. (2003) também reduziram os tamanhos das
amostras, aumentando sua area superficial e identificaram cinco ACG (Anexo A
e B) e seus isbmeros, identificando 18 compostos por cromatografia liquida (LC)
acoplada a MS.

Quando a moagem da amostra resulta em um maior numero de sinais
identificados, existe a possibilidade de se encontrar compostos enddgenos Uteis
para 0 estudo de mudancas na composicdo quimica ao longo do
desenvolvimento do grdo. GARRETT, SCHMIDT, PEREIRA et al. (2013a)
consideraram que 0s compostos principais para distinguir a origem do café sdo
0s agucares, mais precisamente, os ions de m/z 219, 381 e 365 (Anexo B). Os
ions trigonelina, agucares e &cidos clorogénicos, como o acido cafeoilquinico,
foram significativos nos modelos de PCA para identificar genétipos de café
(LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al., 20219) Os autores também relataram que
o0 acido quinico ndo é considerado adequado para distinguir espécies e genotipos
de café.

Os acidos graxos sao outra classe de compostos importantes na producao
de café. Neste estudo, 14 estruturas foram identificadas e caracterizadas (Anexo
A). De acordo com PERDY et al. (2015), o conteddo aproximado desses
componentes nos graos verdes dos cafés Conilon € de 8 a 10% do peso seco,
excedendo os niveis de alguns acucares. Alguns estudos associam a qualidade
da bebida, por exemplo, ao acido estearico (FIGUEIREDO, MEIRA, CARMANINI
et al., 2015) e ao acido palmitico (FIGUEIREDO, MEIRA, CARMANINI et al.,
2015, PEREIRA, GUARCONI, PINHEIRO et al. 2020). BERTRAND,
VILLARREAL, LAFFARGUE et al. (2008) demonstraram que houve variacdo no
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teor de acido linoléico, assim como de outros acidos graxos, sugerindo que essa
classe de compostos pode ser valiosa na identificacdo de variedades e origens.
Além disso, os acidos graxos sdo essenciais para a formacdo de ésteres
responsaveis pelo sabor do produto final (bebida).

Ao comparar os resultados ESI(-) para os graos inteiros (Figura 14a-e) e
moidos (Figura 15a-e), observamos para a analise de gréos inteiros (Figura
14a-e), os acidos clorogénicos suprimiram a maioria dos sinais detectados. Esse
resultado pode estar relacionado ao maior teor desses compostos nas amostras
de café. Os acidos graxos de menor peso molecular (Mw), os &cidos palmitico e
esteérico (destacados em azul), e o acido linoléico, estdo entre os principais
compostos com valores de IR alterados.

Os acidos graxos especificos suprimidos nas amostras de graos inteiros
(Figura 14a-e), mas detectados ap0s o processo de moagem (Figura 15a-e e
Anexo A) incluem &cido miristico, ion [Ci4H2802 —H]~ de m/z 227; &cido
pentadecandico, [C1sH3002-H]~ ion de m/z 241; acido palmitoleico, [C16H3002-H]~
de m/z 253; acido palmitico, [Ci6H3202-H]~ ion de m/z 255; &cido oleico,
[C18H3402-H]™ ion de m/z 281; acido araquidico, [C20H4002-H]~ ion de m/z 311;
pCoumaroil tirosina ou cafeoil fenilalanina, [C1sH17NOs-H]~ ion de m/z 326; 2-
palmitoilglicerol, [C19H3804-H]~ ion de m/z 329; e gliceril 1-lactato 2,3 palmitato,
[C3sH7207-H]~ ion de m/z 639, que também foi detectado como aduto de cloro,
gliceril 1,3-palmitostearato, [C37H720s + CI]- ion de m/z 631.

O composto mais abundante nas amostras de café Robusta de SAF
sombreado com Gliricidia (Figura 15b) foi o acido palmitico (destacado em azul),
ion de m/z 255, resultando na diminui¢cdo da IR do padrao, ion de m/z 373. Esses
cafés alcancaram os maiores notas de acidez na andlise sensorial (Tabela 7).
Nos espectros de graos moidos (destacados em verde), o ion de m/z 381, dimero
de sacarose com aduto de potassio em ESI(+), teve 0 menor IR em func¢édo do
padréo interno de m/z 226 em amostras em SAF com pupunha (Figura 15f-j).
Esse resultado € corroborado pelos dados da analise sensorial em que o menor

grau de docura foi atribuido aos cafés desse consorcio.
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Figura 15. Espectros de massa no modo de ionizacédo ESI(-) e ESI(+) para grdos moidos de café
Robusta, respectivamente, em fungéo do cultivo em a-f) luz solar direta e de diferentes SAF b-g)
gliricidia c-h) inga d-i) pupunha e e-j) bananeira (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO
et al., 2020).

Um modelo de PCA foi construido usando o espectro de massa ESI(+£)FT-
ICR para os graos crus inteiros (Figura 16a-b) e gréos crus moidos (Figura 16c-
d). O discriminante de Fischer foi aplicado ao espectro de massa para eliminar
variaveis nao informativas que poderiam afetar a discriminacédo das classes de
café Robusta cultivadas em diferentes SAF. Portanto, a maior diferenca média
entre o IR dos sinais nos espectros de massa e a menor variancia corresponde
a um valor calculado de discriminante de Fischer mais alto.

A Figura 16a-b mostra o grafico dos scores para as amostras de graos
crus inteiros. Para ESI(-) e ESI(+), os trés primeiros PCs explicam 74,38% e
39,72%, respectivamente. Uma pobre discriminagdo com base nos diferentes
tipos de SAF, das amostras por ESI(-) foi observada. Por outro lado, pelo ESI(+),
houve uma ligeira distincdo no PC1 das amostras de café cultivadas em SAF
com banana em comparacao com aquelas cultivadas com as outras amostras
consorciadas.

Figura 16c, d mostra o grafico de score (PC1l x PC2 x PC3) para as
amostras de café moidas. Os trés PCs descrevem 23,13% e 79,77% da variancia
total para analises ESI(-) (Figura 16c) e ESI(+) (Figura 16d), respectivamente.
Para os dados do ESI(-) (Figura 16c), trés grupos foram formados, consistindo
nas amostras (i) café cultivado sob luz solar direta, (ii) café cultivado com banana

e (i) café cultivado com pupunheira, Inga e Gliricidia. Varios trabalhos citam as
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vantagens do cultivo dessas duas ultimas safras sobre o café e/ou outros
cultivos. PAULINO, ALVES, BARROSO et al. (2009) cultivaram manga e graviola
em SAF com Giliricidia, feijdo-guandu e crotalaria e observaram que Gliricidia
tinha 80% de fixagdo de nitrogénio no solo - a maioria de todas as culturas
testadas - capaz de contribuir com aproximadamente 100 a 300 kg ha= de N por
ano. Além disso, a densidade da cobertura no SAF com Gliricidia e Inga é maior,
exigindo duas podas por ano para atingir niveis de sombra mais baixos (entre
30% e 40%). A reducdo da amplitude térmica deve-se ao aumento da densidade
foliar (PEREIRA, GUARCONI, CARDOSO et al., 2018a). RICCI, COCHETO,
ALMEIDA et al.,, (2013) relataram que a radiacdo excessiva e as altas
temperaturas, caracteristicas dos sistemas a pleno sol, podem resultar em maior
aporte de nutrientes nos cafeeiros, além de saturar o processo fotossintético da
planta, reduzindo assim a longevidade da cultura. Esses autores também
descobriram que as temperaturas médias em SAF com Gliricidia e Eritrina eram
de aproximadamente 26,2°C e 26,8°C, respectivamente, valores que estéo
proximos da temperatura recomendada para o cultivo de café. Esses resultados
demonstram a eficiéncia de Gliricidia e Inga como componentes em SAF.

A espécie pupunheira como componente do SAF € excluida
economicamente pelos agricultores (BRUM, 2007). Esta espécie nao foi relatada
na literatura como fator de qualidade em consorcios. No entanto, produziu
resultados semelhantes na composicdo do café (Figura 16c) aqueles
consorciados com Inga e Gliricidia, de acordo com os espectros ESI(-).

Na PCA construida com os dados obtidos pelo ESI(+) para as amostras
de café moidas (Figura 16d), houve uma ligeira tendéncia das amostras
agruparem em PC1. Naregido PC1 <0 estao as amostras cultivadas com banana
e luz solar direta, enquanto na regido PC1> 0, houve uma leve tendéncia de
aglomeracao entre as amostras de café consorciadas com Gliricidia e Inga. Em
geral, as amostras moidas produziram um maior nimero de sinais e/ou IR, ou
seja, maior disponibilidade de variaveis (Figura 15). Portanto, foi possivel
observar melhores resultados por meio do modelo PCA (Figura 16c).
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Figura 16. Gréfico dos scores dos modelos PCA (a)ESI(-) e (b)ESI(+) para graos inteiros; e

(C)ESI(-) e (d)ESI(+) para grdos moidos de café Robusta em funcdo dos diferentes SAF
(adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

Para verificar os compostos mais relevantes para a constru¢ao do modelo
PCA (Figura 16c), foi inserido o gréfico de loadings (Figura 17) construido com
0s espectros de massa por ESI(-). Os principais compostos presentes nas
amostras de café sdo os acidos clorogénicos, principalmente as formas
deprotonadas (acido cafeoilquinico, m/z 353 e acido feruloilquinico, m/z 367)
(CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al., 2016; GARRETT, VAZ, HOVELL
et al., 2012). No entanto, 0os ions com a maior variancia para todas as trés PCs
tiveram valores de Mw entre 450 a 900 Da (Anexo A). Portanto, os acidos
clorogénicos néo foram significativos para a constru¢cdo do modelo, pois tiveram
IR semelhante por ESI(-) em todas as amostras (Figura 15a-e).
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Figura 17. Gréfico dos loadings para os espectros no modo de ionizagao ESI(-) para café
Robusta em funcdo dos diferentes SAF (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al.,
2020).

Para elucidar a estrutura dos compostos que foram significativos para a
construcdo do modelo PCA com dados ESI(-) de amostras de café moido,
experimentos de dissociacdo induzida por colisdo (CID) foram realizados para
ions de m/z 466, 609, 637, 652 e 833 (Figura 18a-e). Os compostos significativos
para a construcao do modelo foram principalmente adutos formados por acidos
clorogénicos (m/z 353, 367 e 515), com os acidos graxos linoléico (m/z 279),
esteéarico (m/z 284) e &cido palmitico (m/z 256), respectivamente. CLIFFORD,
JOHNSTON, KNIGHT (2003), CLIFFORD, KNIGHT, SURUCU et al. (2006) e
GARRETT, VAZ, HOVEL et al. (2012) mostraram que os acidos clorogénicos
estdo entre os compostos polares mais abundantes nas amostras de café,
contendo pelo menos 18 compostos diferentes. Segundo MUSCHLER (2001), o
sombreamento afeta o amadurecimento dos frutos, tornando esta fase mais
lenta. Portanto, os cafés com luz solar direta ou com baixo nivel de
sombreamento (consorciados, como neste caso, com banana e pupunha) sofrem
de maturacédo precoce, um dos fatores responsaveis pela perda da qualidade do
café devido ao seu efeito no metabolismo do acido clorogénico.

Anteriormente, nenhuma estrutura quimica havia sido sugerida para o ion
de m/z 833, que é proposta na Figura 18, embora GARRETT, SCHMIDT,
PEREIRA et al. (2013a), por meio de modelos quimiométricos, mostraram que

esse ion foi significativo para distinguir as espécies de cafe.
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Os outros sinais apresentados no grafico dos loadings (Figura 17) néo
foram identificados através dos experimentos CID. No entanto, de acordo com
ARYA e RAO (2007) e CLARKE e VITZTHUM (2001), os compostos de 2001b
com altos valores de Mw em amostras de café podem estar associados aos
carboidratos. Outro ion presente no gréfico dos loadings € um de m/z 683, que
foi identificado por TSUKUI, BRAND, VENDRAMINI et al. (2015) como dimero
de sacarose [2M-H]; e o ion de m/z 695, [C2sH40020-H] caracterizado como um
acido cafeoilquinico e aduto de sacarose. Os acucares costumam qualificar o
café, de acordo com DELAROZZA, RAKOCEVIC, MALTA et al. (2017), e o café
Arabica € unico devido ao seu alto teor de carboidratos em comparacdo com 0
café Robusta. AMORIM, HOVELL, PINTO et al. (2009) relataram que acgUcares

e 4cidos clorogénicos sao essenciais para obter um resultado de teste de xicara

excelente.
CgHsD;0, r_\
6''5¥ 76 "
a) 2792 663 @ 4663 o
‘l CygH3,0, ) & Ar
186.1 Glicose deuterada/Acido linoleico
b) 353.1 ? 609.7
X C16M320, 609.7 oM
I Acido cafeoilquinico/Acido palmitico
<) 353.1 ® 6372 .
Cy5H3c0 Ar i
!‘ 262 6?7'2 o Acido cafeoilquinico/Acido estearico
d 515.1 C;H;NO, @6s22 o T om
CHO, [ Y Ar
353.1 el \ 652.2 o o
Acido dicafeoilquinico/Trigonelina
o)
CIJHHOU 33
C,H,NO,491.1 s 5_' BAr.s
353.1 ICLZHZZOH 695.2 1 2O
200 300 400 500 ,./» 600 700 800

Sacarose/Acido cafeoilquinico/Trigonelina

Figura 18. ESI(-)MS/MS de ions de m/z a) 466, b) 609, c) 637, d) 652, e) 833 e suas estruturas
(adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

MicroNIR

A Figura 19a mostra os espectros NIR portateis obtidos apds a aplicagédo
da primeira derivada. Bandas sé&o observadas nas regiées de 900-1000, 1100—
1200, 1350-1500 e 1500-1600 nm. WORKMAN e WEYER (2008) atribuiram
essas bandas aos sobretons das ligacées CH e OH, relacionados principalmente
a carboidratos, alcoois, agua e éacidos clorogénicos. RIBEIRO, FERREIRA,

SALVA et al. (2011) demonstraram que as regides entre 1400-1600 nm estéao
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relacionadas a acUcares, cafeina, sacarose e acidos clorogénicos.
Possivelmente, a maior intensidade de banda em 1350-1500 nm se deve aos
compostos mais abundantes nas amostras de café, acidos clorogénicos, uma
vez que a resposta obtida por espectroscopia NIR é diretamente proporcional a
concentracéo de analito na amostra (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ et al., 2015). Com
relacdo a banda larga na regido de 1500-1600 nm, MARUO, TSURUGI,
TAMURA et al. (2003) indicou que caracteriza o grupo O-H de glicose e outros
acucares. A partir disso, é possivel correlacionar essa regido como um indicador
de acgucares nas amostras. O café Robusta tem entre 6-11,5% de aguUcares
soluveis, incluindo glicose (DURAN, TSUKUI, SANTOS et al., 2017).

Na construcdo do modelo PCA para amostras de café cultivadas em
diferentes SAF, foram usados as trés primeiras PCs (Figura 19b), que
totalizaram 89,67% da variancia total explicada. Semelhante aos dados do
ESI(x), Figura 16, houve agrupamento de amostras cultivadas com Inga e
Gliricidia na regido de PC1 <0. No entanto, ndo houve agrupamento das
amostras de café Robusta consorciado com pupunha com o agrupamento Inga
e Gliricidia. Essas amostras apresentam semelhanca com as amostras
cultivadas a pleno sol e consorciadas com banana (regidao PC1> 0).

O gréfico dos loadings (Figura 19c) mostra que na regido PC2, uma
grande parte do espectro NIR influencia o modelo. Este resultado deve estar
associado a baixa eficiéncia da técnica microNIR em separar as amostras
consorciadas em diferentes SAF. No entanto, a regido PC1 <0 discriminou
melhor as amostras e a variancia no grafico dos loadings esta entre 1400-1500
nm. Embora haja maior intensidade no gréafico dos loadings para esta banda em
comparacdo com outras PCs, esta regido esta relacionada aos acidos
clorogénicos presentes nas amostras.

A PC3, entre todos os PCs, foi mais influenciada pela regidao de 500-1600
nm, pois esta relacionado ao teor de agucar nas amostras. A maturacao também
afeta os niveis desses compostos e, consequentemente, é responsavel pela
variacdo dos agucares nos graos de café (MUSCHLER, 2001). Assim, podemos
especular que as amostras presentes na regido de PC3> 0,3 (Gliricidia e Ingd)

apresentam maiores taxas desses compostos.
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Figura 19. a) Espectros MicroNIR apés a aplicacdo da primeira derivada, b) Gréfico de
pontuacdo e c) Gréfico dos loadings do modelo PCA para o café Robusta em grdo moido em
funcéo dos diferentes SAF (adaptado de CORREIA, ANDRADE, TOSATO et al., 2020).

TUMWEBAZE e BYAKAGABA (2016) comprovaram que o café Robusta
proveniente de SAF promove maior sequestro de carbono no solo. As diferentes
espécies utilizadas para sombreamento do café podem influenciar a composicéao
quimica dos graos de café de uma maneira que nao é possivel sob o cultivo de
luz solar direta. A partir dos resultados do ESI(-) e microNIR, é possivel
correlacionar a composicdo dos cafés com os scores da andlise sensorial. A
caracterizacdo quimica realizada pelas duas técnicas mostra a predominancia
de &cidos graxos, acidos clorogénicos, acgucares, trigonelina e cafeina. Os cafés
cultivados com Gliricidia pontuaram mais na degustacédo da xicara. No espectro
ESI(-) (Figura 15b), a regido de m/z 250-370 tem ions com IR mais alto do que
as outras cultivares. Esta regido € caracterizada pelos acidos estearico,
palmitico, linoléico e oleico, entre outros acidos graxos, bem como pela presenca
dos principais acidos clorogénicos, a saber, cafeoilquinico e feruloilquinico,
conforme descrito nas Anexo A e B, por ESI(-) e ESI(+), respectivamente.
Embora ndo esteja claro quais compostos sao responsaveis pela acidez

percebida, sabe-se que citrico, malico e as espécies de acidos mais abundantes
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nos graos de café podem ser responsaveis por essa caracteristica organoléptica
(BALZER, 2001).

Os resultados do presente estudo indicam uma nova abordagem para
classificar e discriminar grupos quimicos, por meio de analises por microNIR,
para o cultivo de café Robusta em diferentes sistemas agricolas. SANTOS,
LOPO, RANGEL et al. (2016) demonstraram a adequacao do NIR para identificar
importantes propriedades quimicas do café. As regides entre 1400-1600 nm
representam acucares, cafeina, sacarose e acidos clorogénicos (RIBEIRO,
FERREIRA, SALVA et al., 2011). Essas regides sao essenciais para definir os
atributos de amargor, sabor, limpeza e, principalmente, acidez, corpo e
qualidade geral na analise sensorial. Alguns estudos citam que a relacao entre
qualidade e acidez enfatiza a presenca de acidos clorogénicos e melhora o sabor
da bebida (CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al.,, 2016; GARRETT,
SCHMIDT, PEREIRA et al. 2013a; LEMOS, PEREZ, DA CUNHA et al., 2019;
SALAMANCA-NETO, MARCHEAFAVE, SCREMIN et al., 2020).

Outra classe importante para a definicdo sensorial de amostras de café é
o teor de acglcares como a sacarose. Os cafés com maiores pontuacdes no
atributo amargor/docura foram aqueles cultivados a pleno sol e, novamente com
destaque, para a Gliricidia. ALVES, PESSOA, DE SOUZA et al. (2018)
mostraram que ha uma diferenca entre a intensidade das bandas de absorcao
de FTIR de cafés Robusta cultivados a pleno sol e aqueles em combinagdo com
plantas mais altas. A trigonelina também é citada como um componente vital
para definir a docura dos cafés, junto com os préprios acgucares (LEMOS,
PEREZ, DA CUNHA et al., 2019). Esta discusséo justifica a predominancia e
importancia desses compostos na constru¢do dos modelos de PCA (Figura 17,
18 e 19c) para discriminar as amostras cultivadas nos diferentes SAF. Também
é interessante destacar as pontuacdes da xicara limpa, ja que cafés com notas
baixas podem n&o resultar produtos finais de qualidade, pois afeta todos os
outros atributos (RIBEIRO, FERREIRA, SALVA et al., 2011).

3.4 CONCLUSOES
Modelos de PCA construidos com espectros de ESI-FT-ICR MS e
microNIR mostraram diferencas na composicdo entre os cafés Robusta

cultivados em diferentes SAF. ESI(-)FT-ICR MS e microNIR provaram ser
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excelentes ferramentas para o controle de qualidade de cafés cultivados em
consorcio com outras cultivares.

E possivel correlacionar seus resultados com os valores obtidos na
andlise sensorial de amostras de café em SAF com Giliricidia sepium e Inga
edulis, potencializando o valor dessas ferramentas analiticas.

Os compostos responsaveis relacionados aos resultados da analise
sensorial foram principalmente os acidos clorogénicos. Notavelmente, o acido
coriénico (ion de m/z 295, um metabdlito do acido linoléico) foi observado no
espectro de massa ESI(-)FT-ICR, e este trabalho € o primeiro relato de sua

presenca em amostras de café.
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4. CAPITULO 2

Espectroscopia de infravermelho proximo portatil aplicada ao controle de
gualidade dos cafés brasileiros

O capitulo foi publicado na Talanta 176, 59-68, 2018

4.1 INTRODUCAO

A espectroscopia na regiao do infravermelho (IR) baseia-se no fato de que
ligacbes quimicas possuem frequéncias vibracionais especificas
correspondentes a niveis de energia vibracional bem definidos que caracterizam
cada ligacéao, e isso permite a identificacdo de grupos funcionais presentes nas
moléculas (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991). Em muitos casos,
analises quantitativas sao realizadas por esta técnica, considerando que o sinal
de resposta obtido no espectro de IR esta diretamente relacionado a
concentragdo do analito na amostra (Lei de Beer) (CONCEICAO, SOUZA,
MERLO et al., 2014; HOLLER, SKOOG, CROUCH et al., 2009).

A NIR emprega energia em comprimentos de onda na faixa de 750-2500
nm e fornece informacdes espectrais chamadas de bandas de combinacao e
sobretons. Os sobretons sdo bandas com valores de frequéncia
correspondentes a mudltiplos inteiros dos modos normais de vibracédo, e as
bandas de combinacdo sdo combinacdes lineares de frequéncias normais ou
seus multiplos inteiros (PASQUINI, 2003).

Além disso, as fontes de radiacdo para equipamentos NIR incluem
principalmente lampadas de tungsténio que s&o combinadas com um filtro
variavel linear (LVF) usado como um elemento dispersivo.

O LVF é um dielétrico de pelicula fina que confere ao equipamento uma
alta relacao sinal-ruido para medicdes NIR. Este fato compensa parcialmente as
menores intensidades das bandas de absorcdo do NIR (PASQUINI, 2003;
MARQUES, DE FREITAS, PIMENTEL et al.,, 2016). Este sistema permite o
desenvolvimento de instrumentos menores que s&o mais rapidos na aquisicdo
de sinal.

Um micro espectrometro portatil na regido do infravermelho proximo

(microNIR) é um novo instrumento que tem garantido a confiabilidade e a
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velocidade das analises, sendo uma técnica analitica compacta, sensivel e ndo
destrutiva (PASQUINI, 2003).

MicroNIR, assim como outros espectrometros, possuem a capacidade de
caracterizar e quantificar varias analises simultaneamente. Suas vantagens
incluem portabilidade, analise de baixo custo e pouca ou nenhuma preparacao
de amostra. Nas industrias alimenticia (ECARNOT, BACZYK, TESSAROTTO et
al., 2013); (PEREZ-MARIN, PAZ, GUERRERO et al., 2010) e farmacéutica
(SUN, HSIUNG, PEDERSON et al., 2016), assim como em outros setores,
(PEDERSON, FRIEDRICH, HSIUNG et al.,, 2014; PAIVA, ROHWEDDER,
PASQUINI et al., 2015) o microNIR pode detectar possiveis adulterantes,
levando a um melhor controle de qualidade, reduzindo assim o tempo e o custo
da analise.

A miniaturizacdo dos acessorios (Figura 20a) oferecidos pelo microNIR é
estimulada pela necessidade de utilizacdo do equipamento em aplicacdes
regulares, como seguranca publica, seguranca alimentar, monitoramento de
controles de processo online e deteccdo de produtos falsificados (O’BRIEN,
HULSE, FRIEDRICH et al.,, 2012). A portabilidade torna-se promissora em
analises de laboratorio, e este equipamento pode ser levado a campo com
apenas uma simples conexao a um laptop, tablet ou até mesmo um smartphone
(FRIEDRICH, HULSE, VON GUNTEN et al., 2014), ver Figura 20b.
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Figura 20. (a) Acessorios do equipamento MicroNIR: (1) collar; (2) suporte do vial; (3) vial de 5
mL; e (4) windowed collar. A imagem do instrumento microNIR conectado a um tablet € mostrada
na Figura 1b (adaptado de CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Ao comparar as vantagens e desvantagens do NIR portatil, a principal

desvantagem do instrumento esta relacionada a curta janela de aquisicéo
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espectral (de 1676 a 908 nm) engquanto suas vantagens estdo principalmente
relacionadas a analise em tempo real, sem reducdo do seu desempenho
analitico (exatidao, precisao, sensibilidade, etc.), pode ser executado no campo
de trabalho.

Estudos recentes demonstraram o potencial do microNIR em analises
quimicas. Em 2015, PAIVA, ROHWEDDER, PASQUINI et al., quantificaram
adulterantes em amostras de biodiesel adulteradas com 06leos vegetais. Em
2016, ZUMBA e RODGERS, 2016 verificaram a habilidade do equipamento no
controle de qualidade das fibras de algoddo. PASQUINI (2003) demonstrou o
potencial da técnica e sua aplicacdo nas ciéncias analiticas. DA SILVA, DA
SILVA, PEREIRA (2016) compararam equipamentos NIR portateis e de bancada
para a quantificacdo de polimorfos de mebendazol em matérias-primas
farmacéuticas. A conclusdo deles mostrou que esses novos métodos
proporcionam flexibilidade e facilidade no controle de qualidade dentro dos
laboratérios farmacéuticos. Em 2017, NETO, DE ASSIS, CASAGRANDE et al.,
avaliaram sete variedades de manga em funcdo do estagio de maturacdo. No
mesmo ano, o NIR portétil foi usado para avaliar os parametros nutricionais da
carne suina (WANG, PENG, WANG et al., 2017).

Com esse contexto, o instrumento NIR tornou-se uma técnica analitica de
sucesso, e tem sido amplamente empregado no controle de qualidade de cafés,
exibindo seu potencial como instrumento ndo portéatil (EBRAHIMI-NAJAFABADI,
LEARDI, OLIVERI et al., 2012; CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al.,
2016). No Brasil, o café se tornou um dos seis principais produtos de exportacdo
do mundo (UNICAFE, 2016), junto com o minério de ferro, petréleo bruto, soja,
carne e acucar. Isso demonstra a importancia da producédo e do comércio do
café no processo de estruturacdo das economias dos paises produtores
(UNICAFE, 2016).

As caracteristicas essenciais (sabor, aroma e pureza) de cada tipo de café
dependem principalmente do nivel de torra. Este processo consiste em submeter
0 grao de café cru a um aumento progressivo de temperatura, reduzindo sua
umidade interna para 3% em peso (THIEX, RICHARDSON, 2003; 1SO, 2001;
MENDONCA, FRANCA, OLIVEIRA, 2007).

Durante o processo de torra, 0s graos sao homogeneizados

continuamente para garantir uma torra uniforme. A temperatura e o tempo de
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torra influenciam na qualidade final do produto desejado, que pode ser
classificado em trés tipos: claro, médio e escuro (MOURA, GERMER, ANJOS et
al., 2007).

A preferéncia por uma das classes depende de ambos: local e populacéo
de consumidores. Os americanos se identificam com a torrefagéo leve, que torna
o café mais suave devido a auséncia de produtos de sabor amargo que se
formam durante o processo de torra mais longo. Ja os brasileiros preferem cafés
de torra mais escura, pois acentua o sabor e o aroma do produto (SCHMIDTI,
MIGLIORANZAII, PRUDENCIO, 2008).

O processo de torra € fundamental para a caracteristica final do café, pois
o nivel de torra evidéncia e/ou oculta muitas propriedades dos graos, bem como
a presenca de possiveis adulterantes (milho, cevada, cascas, paus etc.)
(EBRAHIMI-NAJAFABADI, LEARDI, OLIVERI et al, 2012; TAVARES,
PEREIRA, NUNES et al., 2012).

A deteccao desses ingredientes, quando adicionados no mesmo nivel de
torra do café, € mascarada pela absorcao do 6leo e pela adeséo das particulas
mais finas do café moido e torrado as suas superficies. Portanto, o processo de
torra é fundamental na qualidade do café e, sem o auxilio de métodos analiticos
adequados, a identificacdo de adulteracdo torna-se complexa (TAVARES,
PEREIRA, NUNES et al., 2012).

Em 2012, SANTOS, SARRAGUCA, RANGEL et al. utilizaram a técnica
NIR combinada com calibracdes multivariadas para determinar a qualidade dos
cafés Arabica e Robusta, discriminando os grados defeituosos dos nao
defeituosos com valores de erro relativo de aproximadamente 5%. No mesmo
ano, EBRAHIMI-NAJAFABADI, LEARDI, OLIVERI et al., (2012) monitoraram a
adicao de cevada (2—20 wt%) como adulterante em amostras de café e aplicaram
modelos de calibragdo multivariada para prever o conteudo desse adulterante.
Entre 2005 e 2013, o NIR também foi aplicado na determinagéo da composicéo
quimica dos cafés. ZHANG, LI, YIN et al. (2013) e HUCK, GUGGENBICHLER,
BONN (2005) identificaram cafeina, teobromina e teofilina, enquanto
MORGANO, FARIA, FERRAO et al. (2008) quantificou a umidade dos gréos de
café crus. Além dessas aplicacOes, a previsdo de uma variedade de amostras
de café (entre as espécies Arabica e Robusta) (ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-
SAIZ, SAENZ-GONZALEZ et al., 2007) e a deteccdo de café Robusta em
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misturas (PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ, 2007a) foram
concluidas com sucesso usando o NIR.

Também € comum o0 uso de outras técnicas analiticas para verificar o
controle da qualidade do café (RIBEIRO, BORALLE, PEZZA et al., 2017;
SUHANDY, YULIA, 2017). BRESSANELLO, LIBERTO, CORDERO et al., (2017)
correlacionou a especificacao sensorial com o perfil quimico volatil usando CG-
MS e PCA; DEFERNEZ, WREN, WATSON et al. (2017) usaram RMN para
verificar a autenticidade entre os graos torrados dos cafés Arabica e Robusta.

Esses métodos sempre requerem etapas de preparacao de amostra, bem
como o uso de padrdes internos e/ou reagentes; resultando, assim, em analises
com custos elevados.

MicroNIR é uma técnica simples e rapida, exigindo minimo ou nenhum
preparo de amostra. Quando combinado com ferramentas quimiométricas, pode
guantificar simultaneamente mdaltiplos analitos, bem como controlar a qualidade
do produto final, identificando possiveis ndo conformidades ou adulterantes.

Aqui, microNIR foi usado com sucesso para determinar a analisar cafés
café arabica através da identificacdo e quantificacdo de adulteracdes com café
robusta (em diferentes niveis de torra), bem como milho, cascas e paus, com
uma combinacéo de calibracdo multivariada PLS e PCA. O modelo desenvolvido
de PCA e PLS também foi aplicado para monitorar a qualidade de dezesseis

amostras comerciais de café.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Blends de café Arabica foram preparados com a) cascas/paus, b) milho e
c) café Robusta em trés niveis de torra (claro, médio e escuro), com
concentracdes variando de 1 a 100 wt%.

Posteriormente, todas as amostras produzidas foram analisadas pela
técnica microNIR. Os espectros obtidos foram interpretados por meio de
ferramentas quimiométricas, como PCA e PLS, a fim de construir um modelo
guimiométrico para classificar e prever, em wt%, os teores de café Robusta, e

outros possiveis adulterantes (milho e cascas/paus) em 16 amostras comerciais.



89
4.2.1. AMOSTRAS

Os graos de café selecionados foram das espécies de café arabica
(Coffea arabica) e robusta (Coffea canephora) em funcéao do grau de maturacao
cereja e a safra 2015, do Espirito Santo fornecida por uma cooperativa de
produtores de café (Cooperativa Agraria dos Cafeicultores de lina - CACIL). Os
graos foram torrados aos niveis escuro (180°C/14 min), médio (180°C/10 min) e
claro (180°C/7 min). Os graos de milho e as cascas/paus foram torrados ao nivel
escuro (180°C/14 min), de forma a esconder a sua presenca nas misturas. Todas
as amostras foram posteriormente moidas.

Em seguida, o tamanho das particulas dos graos foi determinado por meio
de microscopia Optica (café 0,324 mm; milho 0,469 mm e cascas/paus 0,544
mm).

Dezesseis amostras comerciais (das marcas Native, Carnielli, 3
Coracdes, Meridiano, Praca 8, Grdo da Roc¢a, Numero 1, Pioca, Melita, Cafuso
Premium, Cafuso Tradicional, Nonno, Gléria, Pildo, Vista Linda e Caboclo) foram
adquiridos no mercado local (estado do Espirito Santo, Brasil) e nomeados

aleatoriamente como amostras A — P.

Tamanho do grao

As analises foram realizadas em microscépio de luz polarizada, marca
Nikon, modelo Eclipse LV100POL, com objetivas CFI LU Plan Fluor EPE P 5 x
da LV100 e camera digital DS-Fil. Para calibracao do sistema 0Optico, foi utilizada
uma lamina micrométrica, onde as fotomicrografias obtidas foram analisadas no

software NIS-Elements D versao 3.2.

4.2.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Os blends para analise de microNIR foram feitas com 200 g. de café
arabica adulterado com 13 concentracdes de milho e cascas/paus (0, 1, 2, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 wt%) e 11 diferentes concentracdes de café
Robusta (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 wt%), em diferentes niveis

de torra: claro, médio e escuro. Todas as medidas no microNIR foram realizadas
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trés vezes, totalizando 26 blends com adulterantes (milho e cascas/paus) e 99
blends com diferentes niveis de torra. Anteriormente, todas as amostras foram
moidas em almofariz de agata para homogeneizacdo. Um procedimento analogo

foi realizado para as amostras comerciais.

4.2.3 INSTRUMENTACAO
MicroNIR

A analise microNIR foi realizada usando o MicroNIR miniatura Pro1700 da
Viavi Solutions Inc. (anteriormente JDSU Corporation, Santa Rosa, CA) e
software 2.1 da Viavi Solutions Inc. Os espectros microNIR foram adquiridos na
faixa de 1676 a 908 nm, com 400 varreduras, tempo de integracao de 14,1 ms,
125 pontos por varredura e aumento de 6,20 nm de um ponto a outro, totalizando
um tempo de medigcédo de aproximadamente 5,6 s.

Como fonte de radiacdo, duas lampadas de tungsténio (g 4 mm) foram
conectadas a um filtro linear variavel (LVF), utilizado como elemento dispersivo.
O revestimento do filtro LVF € intencionalmente posicionado em uma direcéo e,
como resultado da variagdo da espessura do filme, o comprimento de onda
transmitido pelo filtro muda linearmente ao longo dessa dire¢cdo (O'BRIEN,
HULSE, FRIEDRICH et al., 2012).

4.2.4 ANALISE QUIMIOMETRICA

Os espectros microNIR foram inicialmente pré-processados usando a
primeira derivada de acordo com o algoritmo de Savitzky — Golay (SAVITZKY e
GOLAY, 1964) aplicando um polindbmio de segunda ordem a uma janela de 7
pontos. Apés a construcao dos modelos multivariados para quantificacédo do café
Robusta em blends de café arabica, milho e cascas/paus, espectros microNIR
de 16 amostras comerciais de café, obtidas no mercado local, foram aplicados

aos modelos para verificagdo de conformidade.

Analise de componente principal (PCA)
Os espectros das amostras foram divididos em dois grupos: o conjunto de
treinamento, utilizado para construir o modelo PCA, e o conjunto de teste, no

qgual os modelos foram posteriormente aplicados.
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O conjunto de treinamento compreendeu espectros de 11 amostras de
blends de café arabica e robusta e 13 amostras de blends de café Arabica e
cascas/paus e café Arabica e milho. A Ultima corresponde as misturas binarias
entre o café arabica e os adulterantes, nas seguintes concentragdes: 0, 1, 2, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 E 100 WT%. TODAS AS MISTURAS FORAM
MEDIDAS trés vezes, totalizando 375 espectros. O modelo PCA foi entdo
construido usando o0 conjunto de dados pré-processado e aplicado

separadamente em ambos 0s conjuntos.
Regressao por minimos quadrados parciais - PLS

O conjunto de dados com 11 diferentes niveis de adulteracdes (wt%) dos
blends de cafés Ardbica e Robusta com distintas torras (leve, média e escura);
13 blends com niveis (wt%) de café ardbica e cascas/paus; e mais 13 niveis
(Wwt%) com blends de café arabica e milho, cada um medido trés vezes,
totalizando 125 amostras, foram analisados por microNIR. O algoritmo de
validac&o double cross validation foi aplicado ao conjunto de amostra (SNEE,
1977). A capacidade preditiva do modelo obtido foi avaliada pelo padrdo da
American Society for Testing and Materials (ASTM INTERNATIONAL, 2012) A
correcdo da variagcdo da linha de base nos espectros microNIR foi realizada
aplicando a primeira derivada com suavizacao de Savitzky-Golay (polinémio de
segunda ordem e janela de 7 pontos (SAVITZKY e GOLAY, 1964).

O numero 6timo de variaveis latentes foi determinado pela raiz quadrada
do erro quadratico médio da validacdo cruzada (RMSECV) (SOUZA,
FILGUEIRAS, COELHO et al., 2016). Da mesma forma, a precisédo dos modelos
foi avaliada pela capacidade de prever amostras de um conjunto externo. Essas
estatisticas foram avaliadas usando o parametro RMSEP, Equacé&o 5. O uso do
RMSEP é recomendado, pois produz resultados mais realistas e independentes
de quaisquer dados utilizados na constru¢cdo do modelo e otimizacdo de sua
dimensao (SOUZA, FILGUEIRAS, COELHO et al., 2016).

np
wisep— |13y -,
np =

(5)
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onde np € 0 numero de previsdo das amostras e Y; and ¥, s&o os valores de

referéncia e previsao do adulterante (teor de café Conilon, milho e cascas/paus).

Na construcdo do modelo PLS, coeficiente de determinacdo (R2), desvio
padrao relativo (DPR), limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo ( LQ)
foram definidos de acordo com PORTELA, OLIVEIRA, NETO et al. (2016) e
SOUZA, FILGUEIRAS, COELHO et al. (2016). Todos os calculos foram
realizados no software MATLAB 7.0 (R2013a).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

MicroNIR

Os espectros de microNIR para as amostras de café 100% arabica, milho
e cascas/paus exibem bandas de absorcao nas regides de 900—-1000 nm, 1100—
1200 nm e 1400-1500 nm, correspondendo ao terceiro, segundo e primeiro
sobretons, respectivamente, veja a Figura 21a.

A banda na regido de 900-1000 nm, que corresponde ao terceiro
sobretom dos grupos CH, CH2 e CHs, é mais abundante e definida nas amostras
puras de cascas/paus e caféarabica em comparacdo com a amostra de milho.

Compostos fendlicos, como os acidos ferdlico e cumarico, estao
presentes em maiores quantidades nos graos de café crus e, portanto, a maior
intensidade dessa banda pode ser atribuida as ligagcdes CH dessas substancias.
Porém, apds a torra, esses compostos podem se ligar as paredes celulares do
milho, que sdo compostas por amido, e sofrer maior degradacdo na torra
(LOPEZ-MARTINEZ, OLIART-ROS, VALERIO-ALFARO et al., 2009).

Em contraste, a regido de 1100-1200 nm, que representa o segundo
sobretom do grupo funcional CH, € bem definida para café arabica puro e
amostras de milho do que para as amostras de cascas/paus, consulte a Figura
21a.

Finalmente, a banda na regido de 1400-1500 nm refere-se ao primeiro
sobretom do grupo funcional OH (WORKMAN e WEYER, 2008;
KASEMSUMRAN, THANAPASE, KIATSOONTHON et al., 2007) de &acidos
clorogénicos, agua, alcoois e especialmente carboidratos presentes nas
amostras de milho e café arabica (BARBIN, FELICIO, SUN et al.,, 2014;
ALESSANDRINI, ROMANI, PINNAVAIA et al., 2008).
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Em geral, o espectro microNIR de cascas/paus (Figura 21a) ndo tem uma
banda nitida em todas as regi6es microNIR. Este fato pode ser atribuido as
reacoes de pirdlise ocorridas durante o processo de torra. A casca € um filme
fino e, portanto, a torra ocorre em um grau muito intenso, favorecendo a
carbonizacao da casca e de seus componentes (TAVARES, PEREIRA, NUNES
et al., 2012).

A variacdo da linha de base dos espectros de microNIR foi corrigida
usando a primeira derivada com o algoritmo de Savitzky — Golay (SAVITZKY e
GOLAY, 1964), como pode ser visto na Figura 21b-c, que mostra os espectros
de microNIR para misturas de café arabica e cascas/paus (21b) e café arabica
e milho (21c). As regibes de 1400-1500 e 900-1000 nm contribuem
principalmente para as diferengas entre o café ardbica e os blends de
cascas/paus em comparacdo com o café ardbica e os blends de milho,
respectivamente.

Em contraste, a regido de 1100-1200 nm contribui, em menor relevancia,
destacando as diferencas entre os dois adulterantes. Um ligeiro aumento na
absorbancia também pode ser notado na regido de cerca de 1550 nm para
ambas os blends, o que pode estar relacionado a presenca de carboidratos
(ESTEBAN-DIEZ, GONZALEZ-SAIZ, PIZARRO et al., 2004)
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Figura 21. Espectros MicroNIR de (a) amostras puras de café arabica, cascas/paus e milho; e a
primeira derivada dos espectros microNIR de misturas de (b) café arabica e cascas/paus e c)
café arabica e de milho (adaptado de CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Os espectros microNIR de cafés arabica e robusta puros em diferentes
niveis de torra sdo mostrados nas Figura 22a-b, respectivamente. Regides
superiores a 1300 nm (1400-1600 nm, por exemplo) podem ajudar a distinguir
as amostras de café em funcéo dos niveis de torra, onde sua intensidade diminui
dependendo da torra (claro-escuro).

Fica evidente que a intensidade das bandas na regido do microNIR é
maior para amostras de café torrado nivel claro. Isso pode ser atribuido ao fato
de que este nivel de torra ndo causa degradacé&o adicional de compostos
fendlicos ou reacdoes de caramelizacdo (MANZOCCO, CALLIGARIS,
MASTROCOLA et al., 2000; NASCIMENTO, AQUINO, NASCIMENTO et al.,
2007). Ao contrario da torrefagdo leve, as amostras de café torrado médio e

escuro mostram notavelmente uma banda de absorcdo na regiao de 900-1000
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nm. Isso pode estar relacionado a formacdo de novos compostos a partir de
reacoes de Maillard e caramelizacdo em altas temperaturas (FRANCA,
MENDONCA, OLIVEIRA et al., 2005).

Uma comparacgédo dos espectros microNIR originais entre os cafés arabica
e robusta (Figura 22a-b) mostra que, para torrefacéo escura, o café arabica tem
bandas relativamente mais intensas (1200 e 1450 nm) em compara¢ao com o
café robusta. A interacdo entre o nivel de torra e as espécies de café pode variar
muito devido a presenca de compostos que possuem mecanismos de
degradacdo e cinética especificos TRUGO e MACRAE, 1984; FARAH, DE
PAULIS, TRUGO et al., 2005).
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Figura 22. Espectros microNIR (sem pré-processamento) de amostras de (a) café Robusta puro
e (b) café Arabica em funcéo dos niveis de torra (claro, médio e escuro) (adaptado de CORREIA,
TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

CONTROLE DE QUALIDADE

Modelos quimiométricos foram construidos com o objetivo de classificar e
guantificar os blends formados entre o café ardbica e milho, cascas/paus e o café
Conilon (em diferentes niveis de torra). Os modelos foram construidos com PCA
e PLS, que sdo amplamente utilizados em quimica analitica (SOUZA,
RODRIGUES, SANTOS et al., 2016).
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Adulterantes - cascas/paus e milho
Analise de componente principal (PCA)

Para a identificacdo do adulterante, um modelo PCA foi construido com
os blends de café arabica e cascas/paus, Figura 23, e café ardbica e milho,
Figura 24. Para blends de café ardbica e cascas/paus, foram usados as duas
primeiras componentes principais, conforme mostrado na Figura 23a-b.

O gréfico dos scores PC1 x PC2 para as blends de café arabica e
cascas/paus mostra uma tendéncia de aumento do teor de adulterante na
direcéo positiva de PC1, ou seja, PC1> 0.

O café arabica com 100 wt% de pureza € encontrado no quadrante
negativo de PC1, ou seja, PC1<0, (Figura 23a). Portanto, conforme o teor de
adulterante na mistura aumenta, as amostras sao posicionadas na dire¢cao do
quadrante positivo de PC1, ou seja, PC1> 0.

E importante notar que mesmo as amostras de blends com baixos niveis
de cascas/paus foram eficientemente identificados, e os resultados concordam
com o limite para quantidade maxima de impurezas no café estabelecido pela
legislag&o brasileira (MAPA, 2016).

Em geral, as amostras com teor de cascas/paus superior a 20 wt% estao
na regido de PC1> 0. De acordo com o grafico dos loadings (Figura 23b), as
regibes do espectro microNIR responsaveis pela variacdo nos dados estdo
localizadas a regidao de 1400 1500 nm para PC1 e 900-1000 nm para PC2.
Portanto, os dois PCs juntos esclarecem a variancia de 98% presente nos dados

e sdo fundamentais para a determinacdo desse adulterante.
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Figura 23. Graficos de (a) scores e (b) loadings para as amostras de café Arabica adulteradas
com diferentes niveis de cascas/paus. O tamanho do marcador € proporcional ao teor de
adulterante nas amostras (adaptado de CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).



97

0.015

) b) ° :
0.01 o © Load on PC 1 (81.00) |
— ° O Load on PC 2 (17.02)
N ° 4
© 0005 * o) 8
N~
= %o o O O Q g
g T e o
{ =
A 0.005 ° @) o
c o e}
o Q ©
A 01 * o
( 0 -
o o
(‘b’ 0.015
O :
-0.02 1 i 1 L L L . i i 2 £ i s 3
-0.02 -0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 g
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Scores on PC1 (81. 00) comprimento de onda (nm)

Figura 24. Gréficos de (a) scores e (b) loadings para as amostras de café Arabica adulteradas
com diferentes niveis de milho. O tamanho do marcador é proporcional ao teor de adulterante
nas amostras (adaptado de CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Regressdo de minimos quadrados parciais — PLS

O modelo de calibracdo multivariado PLS foi construido para quantificar o
contelido de cascas/paus e adulterantes de milho em blends de café ardbica. O
primeiro modelo construido, para blends de café ardbica contendo cascas/paus,
tem um ndamero 6timo de 5 variaveis latentes e RMSEP e R2 de 11,4 wt% e
0,8589, respectivamente, Figura 25a.

No entanto, melhores valores foram obtidos para o segundo modelo,
contendo milho como adulterante, onde os valores de RMSEP = 4,0 wt% e R2 =
0,9788 foram obtidos, Figura 25b.

Em geral, esses parametros indicam uma boa sensibilidade do método
para detectar o teor de adulterante no café arabica. A diferenca nos valores de
RMSEP entre os blends de café arabica contendo cascas/paus e milho pode ser
explicada pelo perfil quimico do espectro microNIR obtido para cascas/paus
puros, que possui bandas agudas menos intensas e nao definidas, tornando sua
quantificacdo/identificacdo no blend uma tarefa dificil. SANCHEZ, HABA,
GUERRERO et al., (2011) usaram um instrumento NIR portatil e encontraram
RMSEP de 27 wt% em modelos quimiométricos para predicdo dos principais
parametros de qualidade das nectarinas, incluindo tamanho (peso e diametro),

firmeza da polpa e teor de solidos solluveis totais (SST) em varios colheitas e
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praticas culturais. O modelo PLS construido (ASTM International, 2012) permite
estimar LD e LQ igual a 2,6 e 1,6 wt% e 8,7 e 5,2 wt% para as blends de café
arabica contendo cascas/paus e milho, respectivamente.

Esses resultados demonstraram a capacidade do método na deteccéo e
quantificacdo de baixas concentracdes de adulterantes. Os valores de DPR das
misturas contendo cascas/paus e milho foram 104,7 wt%. Esse resultado ruim &
inerente ao conjunto de dados estudado, no qual, € composto por um sistema
heterogéneo causado por alto percentual de adulterantes (milho e cascas/paus),
em decorréncia da ampla faixa de concentracdo (de 0 a 100 wt%) usado na
construcdo do modelo PLS.
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Figura 25. Relagéo entre os valores previstos e de referéncia (em wt%) para os teores de (a)
cascas/paus e (b) milho nas amostras de café arabica do modelo PLS construido (adaptado de
CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Os graficos dos coeficientes de regressdao do modelo PLS, no anexo C,
mostram as regides microNIR mais relevantes para a previsao de adulterantes,
gue estdo localizadas em 900-1000 nm e 1400-1500 nm. Entre eles, a primeira
regiao (900-1000 nm) é usada principalmente para determinacdes quantitativas
devido a presenca dos grupos CH, CH2 e CHs (WORKMAN e WEYER, 2008).

Torras de café
O aumento no consumo de bebidas de café nos Ultimos anos tem
estimulado uma melhoria na qualidade dos produtos de café. No entanto, as

caracteristicas fisicas do café podem favorecer a adulteracdo de ingredientes
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fisicamente semelhantes apés a producdo do café. Portanto, a etapa de
torrefacdo e moagem pode ser usada para falsificar o produto.

Neste trabalho, foram encontrados blends de café arabica e café Conilon,
em diferentes niveis de torra. Os blends compreendem cafés Arabica e Conilon
em diferentes graus de torra, e sdo denominados claro (AC e CC), médio (AM e
CM) e escuro (AE e CE), onde C, M e E significam claro, médio e escuro,
respectivamente, e A e R correspondente aos cafés Arabica e Conilon,
respectivamente.

A concentragao variou de 0 a 100 wt%, totalizando 99 blends, devido a
ocorréncia em triplicata. Os espectros microNIR sdo mostrados no anexo D,
apos a aplicacdo da primeira derivada. Observe que, em todos 0s casos, uma
ordem de magnitude das bandas segue como: 1400-1500 nm> 1100-1200 nm>
1550 nm. A dltima faixa € caracterizada como carboidratos (ESTEBAN-DIEZ,
GONZALEZ-SAIZ, SAENZ-GONZALEZ et al., 2007). Entre as trés regides,

aguela em 1100-1200 nm apresenta a maior variacao nos dados.

Anélise de componentes principais - PCA.

Duas PCs foram usados para mostrar os resultados da PCA, Figura 26.
O modelo é considerado qualitativo e pode ser usado como uma ferramenta
analitica no controle de qualidade dos niveis de torrefacdo. A analise dos gréficos
dos scores revela que cinco dos nove blends binarios de café Arabica e café
Robusta apresentam tendéncia de agrupamento em funcdo do aumento da
concentracéo de café Robusta da regido de PC1<0 para PC1>0.

As cinco amostras de blends s&o AC + CC, AC + CM, AM + CE, AE + CC
e AE + CE. Um comportamento oposto foi observado para as amostras de blends
AC + CE, AM + CC e AM + CM, onde é evidenciado um agrupamento no
quadrante positivo para o negativo de PC1 em funcédo da concentracdo de
Conilon. Em contraste, as amostras do blend AE + CM foram diferenciadas em
funcdo do teor de adulterante (café Conilon) na regido de PC2 (PC2<0 indica

uma concentracao inferior de café Conilon, <40 wt%).
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Figura 26. Graficos dos scores dos modelos PCA para os blends de cafés Arabica e Conilon em
funcdo de trés niveis de torra diferentes (claro, médio e escuro) (adaptado de CORREIA,
TOSATO, DOMINGOS et al., 2018).

Regressao por minimos quadrados parciais - PLS.

A Tabela 8 demonstra alguns parametros estatisticos de desempenho
(RMSEP, R2, DPR, LD e LQ) adquiridos na constru¢cdo dos modelos PLS para
cada conjunto de amostras. Esses excelentes resultados indicam a eficiéncia do
modelo construido a partir de dados microNIR, demonstrando sua capacidade
de predicao para blends de café.

A amostra AC + CC resultou nos melhores valores de RMSEP (2,8 wt%).
Segundo RUBAYIZA e MEURENS (2005) e OLIVEIRA (2000), os principais
fatores quimicos responséaveis pela separacédo de classes dos cafés Arébica e
Conilon séo os diferentes teores de cafeina e lipidios presentes nos graos.

Outros tém caracterizado acidos e/ou acucares como os fatores
determinantes na distincdo de espécies (MOURA, GERMER, ANJOS et al.,
2007; ESTEBAN-DIEZ,. GONZALEZ-SAIZ, SAENZ-GONZALEZ et al., 2007).
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Excelentes resultados de RMSEP foram obtidos para todas os blends, com no
maximo 6,6 wt% para a amostra AM + CM, Tabela 8.

Os valores de R2 também foram superiores a 0,9567, demonstrando a
capacidade do modelo PLS em obter resultados lineares proporcionais ao teor
de café Conilon. Assim, os parametros estatisticos de LD e LQ tiveram 6timos
resultados para todos os blends, exceto para a amostra AE + CE.

A temperatura afeta o teor de compostos presentes nas amostras de café
por sua formacdo ou degradacéo, dificultando a quantificacdo do café Robusta
torrado em altas temperaturas. Nessa condicdo, essas espécies tornam-se
semelhantes e, assim, faciltam a adulteracdo. PEDERSON, FRIEDRICH,
HSIUNG et al., (2014) encontraram valores de LD préximos a 15 wt% para
identificacdo e classificacdo de substancias controladas (cocaina, heroina,
diazepam, etc.) em matrizes complexas (drogas de rua) usando a técnica NIR
portétil. Aqui, todos os valores LD foram inferiores a 6,0 wt%. O valor DPR para

misturas com diferentes niveis de torra foi de 64,23 wt%.

Tabela 8. Valores de RMSEP, R2, LD e LQ, obtidos através da construcao do modelo PLS.

Amostra RMSEP R? LD (wt%) LQ (Wt%) DPR (wt%)
(wt%)

AC + CC 2.8 0.9925 2.2 7.3

AC + CM 5.6 0.9700 1.0 3.2

AC + CE 4.9 0.9759 14 4.5

AM + CC 4.3 0.9818 2.0 6.7

AM + CM 6.6 0.9567 2.6 8.6 64.23
AM + CE 4.7 0.9813 14 4.6

AE + CC 5.6 0.9700 1.0 3.2

AE + CM 4.3 0.9841 25 8.2

AE + CE 5.2 0.9732 5.5 18.4

AC= Ardbica Clara, AM=Arabica Média, AE=Arabica Escura, CC=Conilon Clara, CM=Conilon
Escura e CE=Conilon Escura.

Em geral, entre todos os modelos PLS construidos, o blend de café
Arabica e cascas/paus apresentou valor de RMSEP superior aos demais (blends

de café Arabica com milho e café Conilon com diferentes niveis de torra).
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TAVARES, PEREIRA, NUNES et al. (2012) explicaram que os resultados sé&o
atribuidos a maior similaridade entre as amostras, dificultando sua separacao.
As cascas sdo provenientes dos graos de café e, portanto, sua composicéo
guimica é semelhante a do café puro com alto teor de carboidratos, mas com
menor teor de taninos e cafeina.

O selo de pureza da ABIC (Associacao Brasileira da Industria do Cafe) foi
criado em 1987, quando uma pesquisa constatou que para 0 consumidor
brasileiro "todos os cafés sao iguais”, "a maioria sdo blends", e que "o melhor
produto € exportado” (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tencologia
—INMETRO). Portanto, para melhor avaliar a capacidade dos modelos de
classificar e estimar a concentracdo de adulterantes presentes no café arabica,
foi construido um novo modelo de PCA, incluindo as variacdes citadas
anteriormente. Agora, o modelo Unico compreende todas as amostras contendo
os blends de café arabica, cascas/paus e milho, resultando em um modelo mais

robusto.

Amostras comerciais

A anexo E mostra os espectros de microNIR apdés a correcdo da linha de
base para as amostras contendo café Arabica adulterado com cascas/paus e
milho. PC1 e PC2 explicam um total de 97% da variancia do conjunto de amostra
(Figura 27a). O modelo apresentou uma boa separacdo para os adulterantes,
onde PC1<0 separa os blends de café arabica contendo cascas/ paus e PC1>0
contém as amostras com milho, conforme Figura 27a.

A partir do grafico dos loadings (anexo F) de PC1, a regido microNIR de
maior influéncia nas amostras pode ser definida como sendo a regidao em 1400-
1500 nm. Esse resultado pode ser correlacionado a diferenca de concentracao
de acidos, alcoois e principalmente carboidratos, entre outros compostos
caracteristicos que possuem ligacgdo O-H nas amostras de café, milho e
cascas/paus. Em contraste, PC2 é definido, principalmente, pela regi&do em torno
de 900-1000 nm (anexo F, onde a regido PC2> 0 contém o maior teor de milho
de> 70 wt%), Figura 27a. A similaridade na concentracao de carboidratos entre
as amostras de café e milho devido a presenca de glicose (e seus isbmeros) e
amido em ambas, confirmou que a area de 1400-1500 nm (PC1) n&o foi

predominante na distincdo do teor de milho nas amostras. Portanto, 0 aumento
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do teor de milho nas misturas também é influenciado pelos loadings presentes
na regiao de PC2.

Para avaliar a capacidade do modelo PCA no controle de qualidade de
amostras de café comerciais, as amostras de teste de 16 marcas diferentes
também foram analisadas pela técnica de microNIR, e o gréfico dos scores PC1
x PC2 é mostrado na Figura 27b. Observe que, na maioria dos casos, as
amostras estdo distribuidas na regido de menor teor de adulterantes, que
corresponde ao centro do eixo do gréfico dos scores, que é PC1=0. Esse
resultado confirma as informagbBes contidas em seus rotulos, que indicam
amostras com 100% de café arabica.

Dentre todas as amostras, a amostra P, que é representada pelo simbolo
(o), destaca-se por estar localizada na extremidade do quadrante de PC1 <O.
Esse resultado indica uma possivel contaminagdo com o adulterante de milho. A
adulteracdo do café com cereais € uma pratica comum no Brasil, sendo o milho
considerado o adulterante mais utilizado, provavelmente devido ao seu baixo
custo (JHAM, WINKLER, BERHOW et al., 2007). O rétulo da embalagem da
amostra P indica um forte nivel de torra escura, comprovando a influéncia da
temperatura na adicdo de adulterantes. Os adulterantes sdo mascarados pela
absorcéo do 6leo e adesao de particulas mais finas do café torrado e moido a
sua superficie, dificultando seu reconhecimento sem o auxilio de métodos
analiticos ASSAD, SANO, DA CUNHA et al., 2002). Em contrapartida, a amostra
A (4) indica maior predominancia de adulteracdo com cascas/paus. O rotulo da
embalagem indica também uma pureza de 100% do café com um forte nivel de
torra escura.

Para verificar a precisdo dos modelos quimiométricos construidos, 0s
teores de cascas/paus (Anexo G) e milho (Anexo H) foram avaliados em 16
amostras comerciais (denominadas amostras A — P). Os valores obtidos nos
modelos PLS (Anexo G e H) confirmam os resultados do modelo PCA (Figura
27), verificando que ha predominancia de adulteracédo de milho em relacdo a de
cascas/paus. Os valores de predicdo negativos do teor de cascas/paus séo
observados principalmente, exceto para a amostra |. Isso é atribuido a diferenca
no tamanho e textura do gréo entre o modelo e as amostras comerciais. Este

fator, portanto, influencia a variabilidade dos valores de predi¢cdo do modelo PLS.
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Figura 27. Gréficos dos scores para os blends de (a) café ardbica/cascas e paus e café
ardbica/milho e (b) 16 amostras comerciais (adaptado de CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et
al., 2018).

O método convencional para analise de café torrado e moido € a
preparacdo de laminas de microscépio e andlise visual. As laminas sao
preparadas com reagentes quimicos, e a quantificacao das impurezas baseia-se
na comparacao da porcentagem do extrato aquoso da amostra em analise com
a do extrato aquoso de café puro (MENEZES, 1952). AMBONI FRANCISCO,
TEIXEIRA et al. (1999) propuseram outro método para determinagdo de
adulteracdo por microscopia eletrbnica, que aumenta o contraste da imagem
entre o contaminante e o café, faciltando a deteccdo de adulterantes. As
técnicas padrdo, quando comparadas ao microNIR portatil, apresentam algumas
desvantagens, como a destruicdo das amostras por reagentes quimicos, longo
tempo e alto custo de analise e baixa precisdo. Essas situacdes ocorrem, por
exemplo, quando o café é misturado a soja. Além disso, por se tratar de uma
analise microscopica, esse processo € um método subjetivo e,
consequentemente, os resultados ndo sdo muito confidveis, dependendo da
experiéncia do analista. Outras técnicas analiticas também tém sido empregadas
no controle de qualidade do café, como a espectrometria de massas com
ionizacao por eletrospray (ESI-MS) e infravermelho na regido do médio, MIR-
FTIR. Nesse caso, os valores de mérito obtidos pela técnica microNIR (Tabela
8 e Figura 27) sdo semelhantes aos apresentados pelo MIR-FTIR (LD 1,3 wt%,
LQ 4,3 wt% e R2 0,929) e ESI-MS (LD 0,2 wt%, LQ 0,3 wt% e R2 0,976)
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(CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al., 2016) para deteccao de

adulteracdo usando café Robusta e milho.

4.4 CONCLUSOES

A técnica microNIR associada a quimiometria é eficaz na identificagdo de
adulterantes (milho e cascas/paus) e na distincao do nivel de torra (claro, médio
e escuro) entre os cafés Arabica e Robusta.

Os resultados obtidos com o microNIR comprovaram a capacidade do
método ser eficiente e capaz de identificar adulteracdes em niveis minimos,
contribuindo no controle de qualidade de amostras comerciais de café. Portanto,
microNIR é um método promissor para aplicacdes rotineiras envolvendo a
deteccdo e/ou controle da qualidade de amostras de café. Reduz o tempo de
andlise, requer um minimo de preparacdo da amostra e sua portabilidade
garante eficiéncia na aquisicdo de dados em tempo real.

Outro desafio importante é o desenvolvimento de modelos matematicos
robustos e precisos baseados em amostras de café com composicdo altamente
heterogénea para representar a grande variabilidade das adulteragdes. A alta
diversidade da composicao quimica das amostras de café demonstra a eficiéncia
do microNIR na deteccdo de adulteragcdo em matrizes complexas. Assim, uma
técnica ndo destrutiva com equipamentos portateis pode ser utilizada na
industria de alimentos, e em outros setores comerciais e juridicos, auxiliando nas

rotinas laboratoriais de controle de qualidade de alimentos.
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5. CAPITULO 3

Identificacdo de adulteracdo de cafés com borra da extragcdo usando
microNIR

5.1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, portanto, existe
ampla susceptibilidade de adulteracéo intencional (WANG, LIM, FU, 2019). Para
0 preparo da bebida € realizada uma extracdo sélido-liquido, que resulta na
producdo de um subproduto sélido, conhecido como borra do café (ANGELONI,
GUERRINI, MASELLA et al., 2019). H& uma grande quantidade de geracéo de
borra no preparo industrial e domiciliar, sendo estimado a geracdo anual de 6
milhdes de toneladas desse residuo em todo mundo (SILVA, NEBRA, SILVA et
al., 1998). A borra € composta por alta umidade e matéria organica e ja é
comumente aproveitada como biocombustivel (BISPO, BARROS, TOMASINI et
al., 2016; PRIMAZ, SCHENA, LAZZARI et al., 2018; ROCHA, DE MATOS, DE
LIMA, etal., 2014), racdo para animais (GIVENS e BARBER, 1986), fertilizantes
(CRUZ, MENDES, TORRINHA et al., 2015; GOMES, PEREIRA, RAMALHOSA
et al, 2013; RIBEIRO, VICENTE, GOMES et al, 2017), alimentos
(BALLESTEROS, RAMIREZ, ORREGO et al., 2017; MARTINEZ-SAEZ,
GARCIA, PEREZ et al., 2017), biossorventes (SAFARIK, HORSKA,
SVOBODOVA et al., 2012; YEUNG, CHUNG, TSANG et al., 2014), dentre outros
(JANISSEN e HUYNH, 2018). No entanto, hd ainda o uso indevido como
adulterante em blends de café, visando obter lucro e reduzindo sua qualidade.

Segundo a legislacao brasileira (Instru¢do Normativa 16/2010 - Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - (MAPA)), séo definidos como matéria
estranha os detritos vegetais ndo oriundos do cafeeiro, grdos ou sementes de
outras espécies, corantes, acgucar e borra de café soltvel ou de infuséo, ou seja,
os residuos de cafés. Dentre os adulterantes mais usados encontram-se trigo
(MILANI, ROSSINI, CATELANI et al., 2020; SONG, JANG, DEBNAT et al., 2018),
cevada (EBRAHIMI-NAJAFABADI, LEARDI, OLIVERI et al., 2012; SONG,
JANG, DEBNAT et al., 2018), arroz (MILANI, ROSSINI, CATELANI et al., 2020),
soja (ARRIETA, ARRIETA, MENDONZA et al., 2019; MILANI, ROSSINI,
CATELANI et al., 2020), milho (ARRIETA, ARRIETA, MENDONZA et al., 2019;
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CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018; MILANI, ROSSINI, CATELANI et
al., 2020), cascas/paus (CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018; MILANI,
ROSSINI, CATELANI et al., 2020), e até cafés de variedades e regifes
diferentes (NUNEZ, COLLADO, MARTINEZ et al., 2020). Neste contexto, ha
poucos relatos de adulteracdo de café por borra (REIS, FRANCA, OLIVEIRA,
2016; REIS, FRANCA, OLIVEIRA, 2013; REIS, BOTELHO, FRANCA et al.,
2017). Logo, o desenvolvimento de um método se faz necessario desde que ndo
existe método normatizado para a deteccéo do respectivo adulterante.

As praticas de adulteracdes em cafés sdo frequentes e diversificadas e ha
vasta variabilidade de técnicas relatadas, conforme citado anteriormente, para
suprir a necessidade de identificacdo de adulterantes em cafés. Segundo a
Associacédo Brasileira da Industria do Café (ABIC), 6rgao de fiscalizagcao deste
setor, os recursos padrdes sao as analises visual de laminas microscépicas e a
técnica de reconhecimento de padrdes de cores e recursos de fotografias e de
processamento digital de imagem por computador. E mais recentemente o
Sistema Analisador de Alimentos e Café (Ali-C) que tem como base um
espectrometro fotoacustico. Mas de acordo com a literatura outras metodologias
vém sendo empregadas a fim de contornar obstaculos como, por exemplo, a
subjetividade das andlises.

Reis et al. (2016) avaliaram o potencial do infravermelho com
transformada de Fourier utilizando um sensor de refletancia total atenuada (ATR-
FTIR) para detectar adulteracdo de café arabica com milho, cevada, cascas e
também a borra do café, sendo que em alguns blends, os compostos estavam
presentes simultaneamente. Foram encontrados valores de erro médio de
previsao (RMSEP) de 2,00-2,42 wt% e coeficiente de determinacao de previsado
(R?p) de 0,99 em modelo por regresséo por minimos quadrados parciais (PLS),
sem e com eliminacdo de outliers. Milani et al. (2020) utilizaram a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para avaliar seis adulterantes diferentes: soja, milho,
cevada, cascas de café, arroz e trigo em amostras de cafés arabica, processadas
em duas torrefacdes distintas (média e escura). Os autores consideraram a
técnica sensivel e seletiva, ao construirem 12 curvas de calibra¢do, sendo uma
para cada adulterante com duas torras diferentes (média e escura), e
encontrarem valores de limites de deteccao (LD) abaixo de 0,86 wt%, para uma
faixa de trabalho de 0-50 wt% de adulterante. Outras técnicas analiticas
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empregadas na identificacdo de adulterantes em cafés sdo: mass spectrometry
(MS), (ASSIS, PEREIRA, AMADOR et al., 2019; GARRETT, VAZ, HOVELL et
al., 2012), High Performance Liquid Cromatography (HPLC) (DOMINGUES,
PAULI, DE ABREU et al., 2014; NUNEZ, COLLADO, MARTINEZ et al., 2020;
SONG, JANG, DEBNAT et al., 2018), capillary electrophoresis-tandem mass
spectrometry (CE-MS/MS) (DANIEL, LOPES, DOS SANTOS et al.,, 2018),
voltammetric electronic tongue (RRIETA, ARRIETA, MENDONZA et al., 2019),
entre outros (CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018a; SEZER,
APAYDIN, BILGE et al., 2018).

O espectrometro portatil na regido do infravermelho proximo (microNIR),
€ um equipamento que possui diversas vantagens, destacando tempo de
andlise, versatilidade (disponibilidade de diversos acessorios para analises de
diferentes estados fisicos da amostra), baixo custo (técnica verde), portabilidade,
seletividade e sensibilidade.3%3?> O microNIR tem sido aplicado, também, em
analises de explosivos (RISOLUTI, GREGORI, SCHIAVONE et al.,, 2018b),
documentos (CORREIA, DOMINGOS, TOSATO et al., 2018a), drogas
(CORREIA, DOMINGOS, TOSATO et al, 2018b; RISOLUTI, GULLIFA,
BATTISTINI et al., 2019; RISOLUTI, GULLIFA, BATTISTINI et al., 2020) e
alimentos. (BASRI, LAILI, TUHAIME et al.,, 2018; BAQUETA, COQUEIRO,
MARCO etal., 2019; NEVES, POPPI, SIESLER etal., 2019; SANTOS, TOSATO,
CESCONETTO et al., 2020). Em analise de adulterantes de café, Correia et al.,
(2018) identificaram a adicdo de cascas/paus e milho por microNIR e
encontraram, através da construcdo do modelo PLS, limites de quantificacdo
(LQ) e LD na faixa de 5-8 wt% e 1-3 wt%, respectivamente.

A versatilidade da técnica NIR portétil em diferentes aplica¢cbes € um indicativo
de sua potencialidade, no entanto, devido a grande quantidade de dados
gerados, se faz necessario o uso de andlises multivariadas a fim de melhor
interpretar as informacgdes quimicas adquiridas pelo equipamento. Coerente com
tais perspectivas, as técnicas quimiométricas como PCA (CORREIA, TOSATO,
DOMINGOS et al.,, 2018; RISOLUTI, GREGORI, SCHIAVONE et al., 2018;
SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al., 2020; BORGHI, SANTOS, SANTOS
et al., 2020), PLS (CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018; BAQUETA,
COQUEIRO, MARCO et al., 2019; SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al.,
2020; SANTOS, SANTOS, CUNHA et al., 2021), PLS-DA' (RISOLUTI, GULLIFA,
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BATTISTINI et al., 2020; SANTOS, SANTOS, CUNHA et al., 2021; BAQUETA,
COQUEIRO, MARCO et al. 2021a) e SIMCA (NEVES, POPPI, SIESLER, 2019)
tém sido amplamente empregadas para o tratamento dos dados de NIR.

O microNIR auxilia, portanto, no controle de qualidade realizando anélises
in situ, com confiabilidade e rapidez, através da resolucdo de problemas
analiticos aliado as ferramentas quimiométricas. O uso de ferramentas
estatisticas tornou-se fundamental nas analises quimicas devido a necessidade
de estudos de diversas propriedades de um determinado analito que continham
inUmeras varidveis, como o0s espectros de infravermelho. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho é identificar adulteracées de borra de Coffea canephora
(Conilon) secas nas temperaturas de 45, 75 e 100°C, em diferentes niveis (0 —
100 wt% de adulterante), através da técnica analitica de NIR portétil associada
a ferramentas quimiométricas: PCA, PLS-DA, SIMCA, PLS. Nesta pesquisa as
borras de cafés foram secas em trés temperaturas diferentes para verificar se

este fator dificulta a identificacdo das mesmas nos blends de cafés.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Amostras de cafés ndo comerciais

Foram usadas trés amostras de café Conilon ndo comerciais provenientes
dos municipios de Iuna (café 1) e Sado Gabriel da Palha (café 2 e 3) do estado
do Espirito Santo, Brasil, fornecidos pela Cooperativa Agréria de Cafeicultores
de luna (CACIL) e pelo Instituto Federal do Espirito Santo, campus Venda Nova
do Imigrante.

Para o preparo da borra de café, foi adicionado agua quente (0,1 g/mL),
com aproximadamente 96-99 °C, nas amostras torradas e moidas inseridas em
papel de filtro comum (n°103) encaixado no suporte de filtro. Posteriormente,
com o objetivo de definir as condicbes de secagem que mantivessem as
caracteristicas mais favoraveis das borras para o estudo, as amostras foram
secas em estufa por 60 min., em trés temperaturas diferentes (45, 75 e 100 °C).
Na segunda etapa, as borras secas foram adicionadas a trés tipos de café
Conilon ndo comerciais em p6 (nomeados de 1, 2 e 3), resultando em blends
com 13 niveis diferentes de adulteragées (0, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,



110

90 e 100 wt% de adulterante) com trés respectivas temperaturas de secagem,
totalizando 117 amostras. A escolha da faixa de concentracéo de adulteracéo de
0-100 wt% foi baseada nos termos da legislacéo brasileira, que preconiza baixos
niveis de material adicionado, cujo limite estabelecido por lei € de 1 wt%
(Instrucdo Normativa 16/2010 - MAPA).

5.2.2. INSTRUMENTACAO

Amostras de cafés comerciais

Posteriormente, 31 marcas de cafés foram adquiridas no comércio local
do estado do Espirito Santo, Brasil. Sdo elas: Café Falqueto®, Mogiana®, 3
CoracGes Rituais®, N°1 Prime®, 3 Coracdes (Cerrado Mineiro) ®, Carnielli® (Café
do Nonno),Carnielli® (Cereja Descascada), Café Del Mont Artesanal®, Del Mont
82®, N°1 Extra Forte®, N°1 Tradicional®, 3 CoragGes Tradicional®, Liberdade
(Café Especial) ®, Liberdade Extra Forte®, Venda Nova Extra Forte®, Grao da
Roca®, Café do Ponto Safra Especial®, Cafuso Tradicional®, Cafuso Extra Forte®,
3 CoracgGes Extra Forte®, 3 Coracbes Tradicional®, 3 Coracdes Tribos®, Pildo
Tradicional®, Caboclo®, Meridiano Extra Forte®, Melita Tradicional®, Melita Extra
Forte®, Gléria, 3 Coragdes Forte®, Vista Linda® e Praca Oito®. Todas as marcas
foram nomeadas aleatoriamente como amostras A-XE. Para este conjunto de
amostras, borras de café foram produzidas e secas a 75°C. Posteriormente,
todas as amostras comerciais foram divididas em auténticas, que sao amostras
sem adicdo de borra (amostras comerciais puras) 0 wt%, Anexo I, e seus blends:
25:75, 50:50, 75:25 e 100:0 wt% (Anexo J)), totalizando 100 amostras. O outro
grupo foi identificado como amostras comerciais ndo auténticas, ou seja,
adulteradas com borra, que sao preparadas com adicéo de 1, 2, 5, 10, 20, 50 e
100 wt% de borra (Anexo K), totalizando 112 amostras.

Por fim, todas as amostras foram inseridas em vials e submetidas a
analise por microNIR. Todas as analises foram triplicadas e de forma

randomizada.

NIR portéatil
As analises de NIR portatil foi realizada usando um instrumento modelo

miniatura microNIR™ Pro 1700 da Viavi Solutions Inc. Os dados foram obtidos
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pelo software 2.1 da Viavi Solutions Inc. Espectros de MicroNIR foram adquiridos
na faixa de 908-1676 nm, com 100 scans de varredura, e aumento de 6.20 nm
de um ponto para outro, resultando num tempo total de medicdo de
aproximadamente 8s por amostra (CORREIA, DOMINGOS, TOSATO et al.,
2018a; CORREIA, DOMINGOS, TOSATO et al., 2018b; SANTOS, TOSATO,
CESCONETTO et al., 2020; BORGHI, SANTOS, SANTOS et al., 2020, SANTOS,
SANTOS, CUNHA et al., 2021; SILVA, FOLLI, SANTOS et al., 2020; O’'BRIEN,
HULSEA, FRIEDRICH et al., 2012).

5.2.3 ANALISE QUIMIOMETRICA

Neste trabalho, foram construidas matrizes X com dados de NIR portatil
das amostras, originando nove matrizes de tamanho 39x125 cada, para as
amostras ndo comerciais, € uma matriz X3s 1255 COmposta por espectros das
amostras comerciais auténticas e nao auténticas. O primeiro conjunto foi usado
para construcdo dos modelos PCA, PLS e PLS com selecéo de variaveis usando
o Algoritmo Genético (GA-PLS) e para os modelos de classificacdo PLS-DA e
SIMCA, foi usado o segundo conjunto citado. Os resultados das amostras néo
comerciais também foram avaliados pelos modelos PCA e PLS apoés
agrupamentos das 9 matrizes mencionadas (Xssix12s).

Anteriormente a construcdo dos modelos, os espectros NIR foram pré-
tratados usando a primeira derivada com suavizagéo pelo algoritmo Savitzky —
Golay (SAVITZKY e GOLAY, 1964) com polinbmio de segunda ordem e uma
janela de sete pontos. Os espectros médios da amostra em triplicata foram
usados para construir os modelos qualitativos e quantitativos. Ademais, antes da
construcdo dos modelos os dados foram centrados na média.

Modelos Qualitativos

O método de reconhecimento de padrées nado supervisionado PCA, é uma
técnica exploratéria (WOLD, 1987) e foi usado com objetivo de verificar o
comportamento dos dados no espaco multidimensional. J& a modelagem por
PLS-DA possui como base a aplicacdo de um modelo de regressao PLS sobre
variaveis que sao indicadores dos grupos e o SIMCA a constru¢do de modelos

PCA disjuntos utilizados para atribuir uma observagdo a um ou varios das
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classes disponiveis,*’ desta maneira, estas ferramentas foram usadas classificar
as amostras de acordo com a probabilidade de pertencer a uma determinada
classe.

Para a construgcdo dos modelos PLS-DA e SIMCA, a selecdo das
amostras foi realizada dividindo-as entre os conjuntos de treino e teste.
Aproximadamente 70% das amostras de cada classe (70 e 78 amostras
comerciais auténticas e ndo auténticas, respectivamente) foram previamente
selecionadas para o conjunto de treino, enquanto que os 30% restantes foram
utilizadas para o conjunto de teste na validagdo externa, garantindo
representatividade das classes. O numero ideal de variaveis latentes foi
determinado pelo método de validacdo cruzada k-fold, com k igual a 5 para o
modelo PLS-DA e o nimero de variaveis latentes (nvl) usado foi 6. Para o modelo
SIMCA, foram usados 2 componentes para as amostras comerciais auténticas e
5 componentes para as amostras comerciais ndo auténticas.

Os modelos foram avaliados pela exatiddo (Equacao 6), sensibilidade
(Equacéo 7), especificidade (Equacéo 8), e taxas de acerto e erro. Por fim, com
objetivo de avaliar os modelos construidos em relagdo a discriminacdo das

amostras foi aplicada a matriz de espectros NIR, Xa17,125, amostras nao

comerciais.

EXATIDAO = —— % __ 100 (6)

TP+TN+FP+FN

TP

SENSIBILIDADE = @)

TP+FN

TN
ESPECIFICIDADE = (8)

TN + FT

sendo FP e FN o numero de amostras falso-positivo e falso-negativo,
respectivamente; TP e TN sdo o numero de amostras verdadeiros positivos e

negativos verdadeiros, respectivamente.
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Modelos quantitativos

Para verificar a capacidade do modelo e da técnica de NIR portatil em
quantificar borra em café Conilon foram construidos modelos PLS (RIBEIRO,
FERREIRA, SALVA, 2011; CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et al., 2016;
GELADI e KOWALSKI, 1986). O numero ideal de variaveis latentes foi
determinado pelo método andlogo ao usado no PLS-DA (DE SOUZA,
FILGUEIRAS, COELHO et al., 2016). Na constru¢do do modelo PLS, erro médio
de calibracdo (RMSEC), RMSEP, R? e viés foram definidos de acordo com os
autores (PORTELA, OLIVEIRA, NETO et al., 2016; DE SOUZA, FILGUEIRAS,
COELHO et al., 2016)

O LOD e LOQ foram calculados de duas maneiras, usando como
parametro a metodologia da Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA,
2003) e a metodologia preconizada pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2003) - Equacéo 9 e Equacéo 10:

LD = 3.368 ||byll 9
LQ = 108 ||byll (10)

em que bk é o vetor com os coeficientes de regressdo do modelo PLS para k-
variavel com base no modelo de regressao e dx corresponde a estimativa do
ruido instrumental, determinado como a variancia média da matriz de residuos
instrumental (SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al., 2020). De acordo com
a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (ALLEGRINI e
OLIVIERI, 2014; OLIVIERI, 2018) - Equac&o 11 e Equag&o 12,

LDpin = 3.3[SEN 2 var(x) + homin SEN 2 var(x) + homin var(ve)|Y? (11)
LD gy = 3.3[SEN"?var(x) + Rhomax SEN"2 var(x) + homax var(vea)|Y? (12)

onde ho é o leverage do branco e var(x) e var(yca) S80 as variancias do sinal do
instrumento e concentracdo de calibracdo , respectivamente. Para o calculo do
LQ, a formula é similar a Equacédo 11 e 12, entretanto, o valor 3.3 € substituido

por 10, porque se a concentracdo do analito € dez vezes a incerteza da previséo,
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entdo a ultima é 10% em relagdo a concentracdo prevista (ALLEGRINI e
OLIVIERI, 2014; OLIVIERI, 2018). A IUPAC define o LD como a menor
quantidade de uma substancia que pode ser distinguida da auséncia dessa
substancia (um valor em branco) dentro de um limite de confianca, e o LQ como
a concentracao de analito para a qual o erro de predicdo relativo € no maximo
10% (OLIVIERI, 2018). A partir deste conceito estima-se uma faixa de valores
ao invés de um valor Unico, sendo eles valores maximos € minimos (LDmin, LDmax,
LQmin € LQmax).

Para realizar a selecdo de variaveis, foi realizada otimizacdo dos
parametros do GA a fim definir os melhores resultados para os cafés secos a
75°C e 100°C. A populacao depende do problema e tem relacdo direta com o
tempo de convergéncia do algoritmo. J& as n geracfes definidas neste trabalho
resultaram nos melhores valores para o0s subconjuntos de variaveis
selecionadas. A configuracédo final do GA foi definida como 1- tamanho da
populacao, 200, 2 - quantidade de geracdes 100, e 3 - probabilidade de mutacéo,
0.01. O GA foi executado calculando 100 repeticoes.

A precisdo intermediaria e repetibilidade também foram calculadas
usando os espectros de microNIR Café 2 seco a 75°C (amostras nao
comerciais), em duas concentracdes de adulteracdo, sendo elas caracterizadas
como baixa e alta (10 wt% e 90 wt%), com objetivo de verificar a precisao do
método, levando em considerag¢do o desvio padrao relativo (DPR), segundo a
International Organization for Standardization (ISO) 5725, conforme Equacéo
13:

DPR = == .100 (13)

m

sendo s o desvio padrao e xm a média dos dados do Café 2 com temperatura
de secagem a 75°C.%’

De acordo com a ISO 5725, deve haver variagdo em uma das condicoes
de analise e portanto, foram realizados para céalculo de preciséo intermediaria, 3
medicbes (n) por dia, totalizando 7 dias consecutivos. A precisdo do método
determina as circunstancias especificas da analise e sua variabilidade, em que
a proximidade dos resultados é avaliada em uma série de medi¢des para a

mesma amostra. E para a repetitividade, foram realizadas seis medi¢des no
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mesmo dia, usando um intervalo curto de tempo (30 min.). Todos os calculos
foram realizados usando o MATLAB Software 7.0 (R2013a).

Por fim, a estabilidade da borra dos cafés ndo comerciais foi avaliada
levando em conta o armazenamento da mesma na geladeira a 8°C
(caracterizado como média no termostato). Para isso, foi realizado
acompanhamento desde o preparo da borra por andlise visual durante este

periodo.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de NIR portéatil das amostras ndo comerciais dos blends de
café Conilon/borra de café apos pré-tratamento de derivada primeira e centrar
na média (café 1 — Figura 28 café 2 e 3 — Figura L) foram mostrados em fungéo
da temperatura de secagem da borra (45°C, 75°C e 100°C). Os espectros foram
apresentados em degradé de cor, onde o maior teor da borra no blend
corresponde a tonalidade do espectro mais escuro. A presenca das bandas nas
regides de 1100-1200 nm, 1350-1450 nm e 1500-1600 nm foram identificadas
em todos os conjuntos de amostras (Figura 28 e anexo L), no entanto, nota-se
gue a intensidade das bandas varia conforme a adi¢do de adulterante no blend.

A regido de 1100-1200 nm, que caracteriza o segundo sobretom dos grupos CH,
CH2; e CHs (SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al.,, 2020), apresentou maior
intensidade para amostras com maior teor de adulterante. SANTOS, TOSATO,
CESCONETTO et al. (2020) citam que esta regidao € atribuida aos acidos graxos
insaturados e apesar de amostras de cafés serem normalmente adulteradas com outros
componentes como milho, cevada, dentre outros (MILANI, ROSSINI, CATELANI et al.,
2020; CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al., 2018; REIS, FRANCA, OLIVEIRA,
2016), a borra é derivada da prépria amostra e portanto, possui teores significativos de
acidos que sdo compostos majoritarios nos graos deste fruto. Isso ocorre devido a
relacdo da polaridade e o tamanho das cadeias carbdnicas dos principais acidos,
como palmitico, oléico, estearico, dentre outros (BYLESJO, RANTALAINEN,
CLOAREC et al., 2006), pois os mesmos néo sao solubilizados no processo de
extracdo com agua (e.g: solubilidade (~20°C) do é&cido estearico =
0.05mg/100mL, acido palmitico e oleico = insolavel (PubChem)), portanto,

concentrados na composi¢cdo quimica da borra.
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Independentemente da temperatura e da origem das amostras, houve
maior intensidade das bandas na regido de 1350-1500 nm para amostras com
maiores niveis de borra de café. Essa regido caracteriza o grupo funcional OH
(segundo sobretom) e esta relacionada a dois fatores: 1) a presencga da molécula
de H20 (SANTOS, TOSATO, CESCONETTO et al., 2020) devido ao teor de
umidade da borra e 2) a presenca de outros compostos, como 0s polissacarideos
(exemplo a galactose e arabinose) e proteinas (MUSSATTO, MACHADO,
MARTINS et al., 2011), que por ndo serem soluveis tem sua maior concentracéo
no solido residual, afetando a intensidade desta banda de absorcéo.
MUSSATTO, MACHADO, MARTINS et al. (2011) caracterizaram quimicamente
a borra de café, e relataram a alta presenca de acucares hemicelulésicos nesse
subproduto, alcancando niveis de 45,35 % (w/w) da composicao.

Jaregido de 1500-1600 nm, refere-se ao 1° sobretom de OH e mostra que
guanto menor o nivel de adulteracdo maior intensidade da banda. Segundo
BARBIN, FELICIO, SUN et al., (2014) existe uma relacdo desta faixa de
comprimento de onda com os agucares, sendo eles os carboidratos soltveis
como frutose, glicose, sacarose, dentre outros (e.g: solubilidade (~20°C) da
frutose = 79 g/100mL, sacarose = 197g/mL e glicose = 47g/mL (PubChem)),
assim durante o processo de extragdo com agua, uma alta parcela destes
componentes sao extraidos, fazendo com que haja menor teor destes na borra
de café.

No que diz respeito a temperatura (45, 75 e 100°C), os espectros de
microNIR obtidos (Figura 28 e anexo L) sugerem que cafés secos a 100°C
possuem menor variacdo na intensidade das bandas, independente do teor de
borra, em todas as regifes do espectro ao compararmos as secagens a 45°C e
75°C. Este resultado mostra que a alta temperatura de secagem da borra e
conseguentemente, o teor de agua influencia na similaridade dos espectros NIR,
dificultando a identificacdo dos cafés puros e adulterados. Isto pode ser
claramente observado principalmente na regido de 1350-1500 nm. MEI E
OLIVEIRA (2017) realizaram estudos de degradacéo térmica da borra de café e
constataram, através da analise termogravimétrica (TGA), que ocorre perda de
massa ap0s aumento da temperatura de secagem desse residuo. Os autores
afirmaram que essa perda esta relacionada a compostos volateis presentes na

amostra, tais como moléculas de agua que evaporam nesta faixa de



117

temperatura. Outros compostos que caracterizam esta regido sdo as proteinas
e em maioria, sua degradacao pode ocorrer na faixa de 40 a 80°C (TODA, 2016).
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Figura 28. Espectros NIR depois do pré-tratamento com a primeira derivada de blends de café
Conilon 1/borra de café secas a 45, 75 e 100 °C (amostras ndo comerciais).

Analise de componente principal (PCA)

Modelos PCA foram construidos e os graficos dos scores para os blends
dos trés conjuntos de amostras nao comerciais de café Conilon (1, 2 e 3) e suas
respectivas borras em funcdo das temperaturas de secagem séao apresentados
nas Figura 29 a-c. A média da soma das variancias explicadas das componentes
PC1 e PC2 de cada café em funcdo da temperatura de secagem das borras,
foram igual a 99,73 (45°C), 99,79 (75°C), e 97,70 (100 °C) com desvio padrao
de £0,14, +0,04 e +1,07, respectivamente. Estes resultados demonstram que os
modelos contém elevado nivel de informacdo usando PC1xPC2, pois sao
superiores a 99%, exceto a temperatura de secagem de 100°C.

Ao observar a Figura 29a-c, verificamos que houve um melhor gradiente
de separacao na componente PC1 em fungédo da concentracdo do adulterante
presente nas blends de café Conilon/borra de café. Logo, as amostras seguem
um aumento do teor de adulterante que € linear ao longo de uma Unica
componente, isto é, a PC1. Desta forma, em todos os modelos PCA, os cafés
puros (0 wt%) el/ou baixos niveis de adulteracdo foram perfeitamente
discriminados no quadrante negativo da PCl (PC1<0), enquanto que as
amostras adulteradas com maiores teores de borra, a partir de 40-50 wt%, se

encontraram na regiao da PC1>0.
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Figura 29. Gréficos dos scores dos modelos de PCA para os blends (amostras ndo comerciais)
de café Conilon a) café 1, b) café 2 e c) café 3, e borra em funcdo dos diferentes niveis de
adulteracao.

A partir do grafico de loadings (Figura 30) de PC1, a regidao de maior
influéncia nas amostras para todos os modelos construidos € a de 1350-1500
nm. Este resultado estd correlacionado a diferenca na concentracdo de H:0,
mostrando que os espectros de microNIR sdo sensiveis a presenca da umidade
nos blends proveniente das borras adicionadas e a outros compostos
caracteristicos que apresentam a ligacao O-H.

Ao estudar as blendas de café/borra produzidas em funcdo de distintas
condicBes de temperatura de secagem e, consequentemente umidade (RIBAS,
CANOVAS, GARZA et al., 2000; OETTERER, D’ARCE, SPOTO, 2006) nota-se
que essas propriedades influenciaram nas intensidades das bandas de
absorcao, principalmente, aquelas relacionadas ao grupo funcional OH.
Portanto, é possivel afirmar que o conjunto de amostras que proporcionou
maiores informacdes para a construcdo do modelo PCA foram os blends
preparados com as borras secas a 75°C. CARDOSO (2013) analisou também

trés temperaturas de secagem da borra de café expresso a fim de verificar o
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comportamento higroscépico (capacidade de absorver a agua) das amostras e
assim ajustar o melhor processo de conservagao para posterior transporte,
armazenamento e uso do residuo. Os autores constataram que o nivel minimo
ideal de secagem foi a partir de (45°C, conforme utilizado neste estudo. Benica
(2019) construiram modelos estatisticos relacionando o processo de torrefacdo
dos cafés, a temperatura de secagem da borra e seu reaproveitamento em

muffins e concluiram que a faixa de 70-80°C foi ideal para cafés classificados
como torra clara e escura.
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Figura 30. Grafico dos loadings de PC1 do modelo PCA para as amostras de café adulteradas
com diferentes concentracdes de borra de café de acordo com a temperatura de secagem.

Um novo modelo PCA foi construido contendo as amostras nao
comerciais de blends de Conilon (cafés 1-3) e suas respectivas borras obtidas
na temperatura de secagem de 75 °C. A Figura 31la mostra que o grafico de
scores apresenta uma variancia explicada pela PC1 e PC2 de 99.35%, onde

novamente a tendéncia de adulteracdo aumenta em funcdo da PC1. Ja ambas
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as PCs, PC1 vs. PC2 conseguem separar as amostras entre Café 1 - lina e
Cafés 2-3, ambos de Séo Gabriel da Palha. Este resultado mostra que € possivel
reconhecer os municipios de origem.

Com objetivo de avaliar a qualidade das amostras dos cafés comerciais,
espectros NIR dessas amostras e seus blends foram adquiridos (Figura 31b) e
um novo modelo de PCA foi construido. Os gréaficos de scores e loadings séo
apresentados nas Figuras 31c e 31d, respectivamente.

Analisando os espectros NIR, as amostras adulteradas (n&o comerciais e
comerciais), apresentam uma maior intensidade de absorcao na regido del1350-
1500 nm (Figura 31b). O grafico de scores da PC1 x PC2, Figura 31c, mostra
gue as amostras comerciais auténticas (sem adicdo de borra), estdo bem
agrupadas e distribuidas na regido da PC1<0 e PC2 ~ 0. Préximo desta regido,
h& a presenca de um conjunto de amostras comerciais ndo auténticas contendo
menores niveis de adulterante, isto é, concentracdo de borra na faixa de 1 a 20
wt%. As demais amostras comerciais ndo auténticas com concentracao de borra
de 50 a 100 wt%, estéo dispersas ao longo da PC1. O grafico de loadings (Figura
31d) mostra que a regidao de maior importancia na constru¢édo do modelo foi em
1350-1500 nm nas duas PCs, mas em direcdes opostas da PCs (PC1 >0 e PC2
<0).
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Figura 31. a) grafico dos scores do modelo PCA para as amostras ndo comerciais. O tamanho
do marcador é proporcional ao teor de adulterante nas amostras; b) espectros microNIR, apo6s
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comerciais ndo auténticas (n = 112) séo representadas pelo simbolo (*)); d) gréfico dos loadings
do modelo PCA para os blends de café.

Modelos por analise discriminante por minimos quadrados parciais
modelagem suave independente de analogia de classe - PLS-DA e SIMCA

A partir dos espectros de NIR portatii dos cafés comerciais, foram
construidos modelos de classificacdo (auténticas e ndo auténticas), sendo PLS-
DA e SIMCA, a fim de comparacgao dos resultados. As matrizes de confuséo dos
modelos PLS-DA e SIMCA sao representadas na Tabela 9 e mostram a
probabilidade de uma determinada amostra pertencer a cada classe (BORGHI,
SANTOS, SANTOS et al., 2020; SANTOS, SANTOS, CUNHA et al., 2021). A
classe alvo para a construcdo do modelo € o conjunto de amostras auténticas,
ou seja, sem a presenca de borra.

Ao observar os resultados do conjunto de treino dos modelos PLS-DA
(Tabela 9 e Fig 32), verifica-se que das 70 amostras caracterizadas como
auténticas, somente trés foram classificadas incorretamente e entre as 78
amostras nao pertencentes a classe alvo, ou seja, ndo auténticas, o modelo

classificou 72 corretamente, trés incorretamente, nao sendo capaz de classificar
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apenas trés amostras. Os resultados para o conjunto de teste também foram
excelentes com, por exemplo, somente uma amostra classificada incorretamente

no grupo das auténticas.

a) . . . ' 3 b)

-

Treino

@ Amostras auténticas

@ Amostras ndo auténticas
Teste
Amostras auténticas
Amostras ndo auténticas

téntica
resposta calculada
s &

auténtica
resposta calculada

nao au

L
o

200 0 50 100 150 200
amostras amostras

Figura 32. Resposta calculada para o modelo PLS-DA para a probabilidade de as amostras
pertencerem a determinada classe. a) auténtica e b) ndo auténtica.

Para o modelo SIMCA, observa-se a partir do gréafico dos scores (Anexo
M) da classe alvo, ou seja, amostras auténticas, que a variancia total explicada
com duas componentes principais foi de 99,91% e que houve agrupamento das
amostras de treino e teste em torno de PC1. O modelo classificou corretamente
todas as amostras ndo auténticas do conjunto de treino e teste (Tabela 9),
mostrando resultados ao nivel de significAncia acima de 99% para este grupo.
Para o grupo das amostras auténticas, foram classificadas incorretamente 25 e
9 amostras de blends nos conjuntos de treino e teste, respectivamente.

Os resultados mostram que a modelagem por PLS-DA classificou
corretamente maior quantidade de amostras em relacdo ao modelo SIMCA.

Os parametros de desempenho do modelo PLS-DA e SIMCA também séo
mostrados na Tabela 9. Foram realizados testes de exclusdo de algumas
amostras para deteccdo de outliers, no entanto, ndo houve ganho nos
parametros de desempenho e, portanto, as amostras ndo sado prejudiciais a
qualidade dos modelos. A nivel de comparacdo, € possivel observar que o
modelo PLS-DA apresentou valores de exatidao e taxa de acerto acima de 93%
para o conjunto de treino e maior que 90% para o conjunto de teste. As taxas de
erro (na faixa de 4-6%) mostram a consisténcia da técnica em classificar
amostras de cafés auténticos e ndo auténticos pelo modelo PLS-DA. NUNEZ,
COLLADO, MARTINEZ et al., (2020) usaram a técnica de HPLC acoplada ao
ultravioleta (UV) e construiram modelos PLS-DA para discriminar amostras de

cafés de diferentes regides e torras para fins de autenticacdo de fraudes, e
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encontraram valores de taxa de acerto a partir de 89.3% para o conjunto de
treinamento. BAQUETA, COQUEIRO, MARCO, et al. (2021a) analisaram
misturas de cafés com torras e classificacdes diferentes (duro e rio) usando NIR
portatil, na mesma faixa de comprimento de onda (906-1676 nm), e encontraram
taxa de erros entre 1,9 — 8%, através da constru¢cdo do modelo PLS-DA. Com
relacdo a especificidade e sensibilidade do conjunto de treino, os autores
encontraram sensibilidade: café duro/rio torra média (classe 1) — 0,98; café
duro/rio torra escura (classe 2) — 1.0 e café rio/rio torra média/escura (classe 3)
—0,91; especificidade: classe 1 — 0,97; classe 2 — 0,97 e classe 3 — 0,92, valores
similares aos obtidos neste trabalho, conforme Tabela 9.

O modelo SIMCA apresenta valores acima de 82% de exatidéo e taxa de
acerto para os conjuntos de treino e teste. Apesar deste ultimo ter apresentando
valores inferiores aos obtidos no modelo PLS-DA, os resultados foram
satisfatorios, alcancando alta sensibilidade para amostras ndo auténticas
(Tabela 9), mostrando-se eficiente em identificar amostras com a presenca da
borra. Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) os
métodos tradicionais de analise, como a analise visual de Ilaminas
microscopicas, possuem dificuldade ou ndo conseguem detectar este
subproduto, pois o café € uma matriz complexa e a borra € um dos residuos do
proprio café. Outro parametro que comprova a eficacia do modelo SIMCA é
especificidade para as amostras auténticas, ou seja, 0s negativos verdadeiros,
mostrando a capacidade do método em identificar corretamente s amostras que
nao apresentam a presenca do adulterante.

A diferenga entre os resultados do PLS-DA e SIMCA deste estudo, esta
principalmente nos resultados de sensibilidade das amostras auténticas e na
especificidade das amostras ndo auténticas de ambos o0s conjuntos, além da
menor exatidao e taxa de acerto do modelo SIMCA, uma vez que a classe alvo
sdo as amostras auténticas. BYLESJO, RANTALAINEN, CLOAREC et al.,
(2006) afirma que em relagéo a taxa de classificagcdo, desde que a variabilidade
dentro da classe seja baixa, modelos PLS-DA superam a modelagem SIMCA.
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Tabela 9. Classificacdo de referéncia e pardmetros de desempenho para os conjuntos de treino (n=70) e teste (n=30) dos modelos PLS-DA e SIMCA.
Taxa Taxa

Modelo CO”WF“O d~e Auténticas ’A\laq Na_lo Especificidade  Sensibilidade  Exatidéo de de
classificagéo auténticas classificadas
acerto erro
Treino (n=70)
Auténticas 67 3 0 0,96 0,96
PLS-DA l:laq 3 72 3 0.96 0.92 0,94 0,96 0,04
auténticas
Auténticas 45 25 0 1,0 0,64
SIMCA Néo 0 78 0 0.64 1,0 0,83 0,82 0,18
auténticas
Teste (n=30)
Auténticas 29 1 0 0,91 0,97
PLS-DA l}la(_) 3 29 5 0,91 0,94 0,06
auténticas
Auténticas 21 9 0 1,0 0,7
SIMCA x ' '
Nao 0 34 0 07 1,0 0,86 0,85 0,15

auténticas
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A partir dos resultados dos modelos construidos, é possivel mostrar o bom
desempenho da técnica de microNIR associada a modelos de classificagéo para
a discriminacdo entre amostras auténticas de cafés e amostras que nao
pertencem a essa classe (ndo auténticas) com baixo erro de resposta calculado.
Neste sentido, o conjunto de amostras ndo comerciais (n= 117) foram aplicadas
nos modelos SIMCA e PLS-DA construidos. Os melhores resultados foram
obtidos pelo modelo SIMCA, que classificou 92.3% das amostras corretamente.
Este resultado esta relacionado ao conjunto de amostras aplicadas ao modelo,
uma vez que, dos 117 cafés, 98 ndo pertencem a classe alvo, ou seja, ndo sao
auténticas, e como visto anteriormente, o modelo SIMCA obteve maior taxa de
acerto para a classificacdo deste conjunto. Concentracfes baixas (2 wt%) de
borra nos blends foram classificadas corretamente. Ja& o modelo PLS-DA
classificou corretamente 81.2% do conjunto de amostras nao comerciais,
identificando teores acima de 10 wt% de borra.

Por fim, pode-se afirmar que o modelo PLS-DA foi melhor para a
classificagcdo de amostras auténticas e ndo auténticas e o modelo SIMCA foi
melhor na classificagdo das amostras ndo auténticas e do conjunto aplicado

(amostras n&do comerciais) ao modelo.

Regressao de minimos quadrados parciais — PLS
Os resultados médios de RMSEP, R?p, LD, LQ, e erro sistematico (viés) e
namero de variaveis latentes (nvl) dos nove modelos PLS construidos a partir
das amostras ndo comerciais foram apresentados na Tabela 10. Uma variavel
latente foi utilizada para a constru¢cdo do modelo PLS, sendo estabelecida a
melhor relacdo de RMSEC x RMSEP para que ndo houvesse super ajuste do
modelo. Outra justificativa sobre o uso de apenas uma variavel latente esta
relacionada a boa separagcdo em PC1 (Figura 29).
A partir da Tabela 10, observa-se também que o RMSEP foi de 7,93 wt%,
6,13 wt% e 13,53 wt% para as temperaturas de secagem da borra em 45°C,
75°C e 100°C, respectivamente. E o menor valor médio de RMSEP foi para as
amostras secas a 75 °C, provando que este resultado mostra que todas as

amostras (Cafés 1, 2 e 3) nesta temperatura apresentaram RMSEP abaixo de 7
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wt%, e assim o conjunto de dados que exibiu excelentes valores para a
modelagem em torno da exatidao foram os cafés secos a 75°C. REIS, FRANCA,
OLIVEIRA (2016) usaram dados obtidos por ATR-FTIR para construcdo de
modelos PLS a fim de identificar adulterantes simultdneos em amostras de café,
sendo um deles a borra. Os autores usaram uma faixa de trabalho de 0 a 66%
de adulteracéo, faixa menos ampla do que usada no presente estudo (0-100
wt%) e aplicaram selecdo de variaveis ao conjunto de dados, encontrando
valores de RMSEP entre 2,4-3,6 wt%. Em estudo anterior os autores
encontraram por espectroscopia na regiao do infravermelho por reflectancia
difusa (DRIFT-IV), RMSEP de 3,7 wt% usando conjunto de amostras e
parametros similares (REIS, FRANCA, OLIVEIRA, 2016).

O R?p também foi avaliado e este parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida de acordo com o percentual de variacao total do sinal
analitico explicado pela variacdo da concentracao do analito (RIBANI, BOTTOLI,
COLLINS et al., 2004). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacéo igual
ou maior que 0,99, portanto, os dados espectrais fornecidos por NIR portétil para
as amostras secas a temperatura de 75°C alcangaram um ajuste ideal dos dados
para a linha de regressédo. Analisando alguns dados da literatura provenientes
de andlises de café por microNIR é possivel perceber que os resultados de R?
obtidos foram excelentes. Em 2018, CORREIA, TOSATO, DOMINGOS et al.,
(2018) obtiveram valores de 0,97 para blends de café ardbica e milho.
BAQUETA, COQUEIRO, MARCO et al., em 2019 encontraram valores de R? na
faixa de 0,73 a 0,84 ao prever parametros de controle da qualidade de cafés
como granulometria, umidade, cor e tempo de infuséo dos graos torrados. Ja no
estudo de TUGNOLO, BEGHI, GIOVEZANA et al., (2019) aplicaram a ferramenta
quimiométrica PLS e obtiveram R? na faixa de 0,18 a 0,84 ao prever o teor de
umidade, densidade compactada e granulometria de p6é no café moido e para
estimar a umidade no grao torrado com visualizagdo de medigdes em tempo real.

A viés, ou erro sistematico foi calculado, para o conjunto de previséao
(viésp). Observa-se que foram encontrados para todos os cafés (75°C e 45°C),
exceto a 100°C, valores que indicam a auséncia destes erros para o modelo PLS
ao nivel de significancia de 5%.

O LD e LQ sao indicadores numeéricos simples, confiaveis e de facil

interpretacdo para verificar a qualidade do modelo de calibracdo (OLIVIERI,
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2018). De acordo com ALLEGRINI E OLIVIERI (2014) ainda nao ha estimador
destes limites geralmente aceito para estudos PLS, portanto, neste estudo foram
realizados dois célculos diferentes para identificar o LD e LQ das amostras de
cafés Conilon adulteradas com a borra, Tabela 10.

Seguindo a metodologia da ANVISA/INMETRO foram encontrados
resultados a partir de 0.7 wt% e 2.4 wt% de LD e LQ, respectivamente, para 0s
cafés secos a 75 °C. Ao comparar estes resultados aos valores de exatidao
pode-se afirmar que estdo superestimados, mas pode-se levar em consideracéo
o fato de serem amostras sélidas que podem sofrer efeito de espalhamento,
devido a possivel ndo uniformidade de amostras neste estado fisico. Outros
autores encontraram, LD e LQ, usando NIR portatil em analises de cafés, de 4,15
e 12,59%, respectivamente, ao prever a granulometria (BAQUETA, COQUEIRO,
MARCO et al., 2019).

Os valores de LDmin-max € LQmin-max (IUPAC) foram superiores aos
definidos pela ANVISAS3/INMETRO®, conforme Tabela 10. Este resultado
possivelmente tem relacdo com os valores de ho (leverage), que € caracterizado
como a distdncia da amostra até o centro do conjunto de dados medido no
subespaco das variaveis latentes, ou seja, quando a concentracdo do analito é
zero. Nesta investigacdo o branco usado nos calculos foram as amostras
caracterizada como 0%, sem a presenca de adulterante. No entanto, o café é
uma matriz complexa, que possui muitos componentes contribuindo para seu
espectro que podem provocar efeito de matriz, pois sado analisados os espectros
inteiros.

O LDmin-max € LQmin-max levam em consideracao dois possiveis erros, tipo |
e tipo Il, enquanto os resultados obtidos por calculos de LD e LQ, segundo a
ANVISA e INMETRO, usam somente a possibilidade do erro tipo I. O erro tipo |
caracteriza-se probabilidade de rejeitar HO uma vez que ela é verdadeira e o tipo
Il probabilidade de aceitar HO uma vez que ela é falsa. Os resultados obtidos
conforme calculo da IUPAC, onde foram encontrados valores médios entre 5,6-
8,9 wt% de LD e 17-26,8 wt% para LQ na temperatura de 75°C, por exemplo,
vao de acordo com os valores encontrados de RMSEP, mostrando ser
promissora a metodologia da IUPAC.

Apds avaliacdo dos resultados de exatidédo, LD, LQ e R?p é possivel inferir
gque a secagem da borra afeta a qualidade do modelo e que ha uma tendéncia
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na exceléncia dos resultados na ordem crescente de 100°C, 45°C e 75°C, além
de que os resultados do modelo PCA corroboram com estas afirmacdes. Apesar
da exatiddo a 100°C ser maior (13,53 wt%) e o limite de deteccdo de borra em
café Conilon ser na faixa de 8,5 - 13,2 (IUPAC), conforme Tabela 10, foram

encontrados bons resultados para todos os conjuntos de amostras.



Tabela 10. Resultados do modelo PLS.

Modelo PLS
- Média Média .
Média dos Média . L .
AMOSTRAS valores de dos g dos dos Média dos Média dos TEMPERATURA
valores Viésp Nvl valore valores de valores de LQmin-
RMSEP de R? s de valores LD )
(em wt%) P D deLQ min-max méx)

CAFE 1 3,1x10?
CAFE 2 7,93 0,958 -3,4 x 10° 1 1,1 3,6 7,7-11,1 21,8 -33,5 45°C
CAFE 3 -6,5 x 10°
CAFE 1 1,6 x 10°
CAFE 2 6,13 0,9917 -9,1x 101 1 0,7 2,4 56-8,9 17 — 26,8 75°C
CAFE 3 1,9 x 100
CAFE 1 5,8 x 101
CAFE 2 13,53 0,870 6,5 x 100 1 1,8 5,9 85-13,2 25,8 -40,3 100°C
CAFE 3 1,2 x 101

AGRUPAMENTO 13,2 0,8452 1,75 x 102 6 12,82 42,7 - - 75°C

Modelo GA-PLS

CAFE 1 30
CAFE 2 3,2 0,933 - 20 - 75°C
CAFE 3 15
CAFE 1 30
CAFE 2 7,9 0,9648 - 75 - 100°C
CAFE 3 10

Legenda: LDmin-max € LQmin-max — De acordo com I[UPAC
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Para verificar a exatiddo dos modelos quimiométricos foi construido
também um modelo PLS agrupando os espectros de microNIR dos trés cafés e
as trés temperaturas de secagem da borra. Os resultados de RMSEP e R?p do
modelo foram 13.2 wt% e 0.8452, respectivamente. Posteriormente foi avaliado
0 conjunto de amostras comerciais auténticas e ndo auténticas (n= 212)
preparadas a partir das 31 marcas adquiridas no comeércio local. Os valores
previstos obtidos para as amostras comerciais auténticas, Anexo N, mostram
que as amostras obtiveram, predominantemente, resultados negativos. Este
resultado estd dentro da faixa de erro do modelo e comprova a auséncia de
adulterante nas amostras.

Ja os resultados para as amostras comerciais hdo auténticas Anexo O,
apresentaram variabilidade (> desvio padrao = 17 wt%) quanto aos valores de
previsdo sendo alguns iguais e/ou proximos aos valores de referéncia, levando
em consideracédo a faixa de erro do modelo PLS, como por exemplo, os blends
V, W e Y. Em contrapartida, outros conjuntos apresentaram maior variabilidade
nos valores de referéncia versus previsao. Estes resultados podem estar
relacionados a 3 fatores sendo a) o LQ de 42.7 wt%, segundo a ANVISA; b) a
origem e variedade das amostras, conforme apresentado pelos modelos PCA e
c) a influéncia da temperatura de secagem das borras, observado nos demais
modelos PLS construidos.

O proximo passo foi avaliar se a selegcdo de uma faixa especifica do
comprimento de onda auxiliaria ha melhora dos resultados. Alguns trabalhos
usam a selecdo de variaveis para melhorar a capacidade preditiva dos modelos
PLS (GOMES, 2012; ZHANG, JIANG, LIU et al., 2016; ASSIS, OLIVEIRA, SENA
2017; DE ASSIS, DE FUSCO, COSTA et al., 2018; ZAREEF, HASSAN, ARSLAN
et al., 2020). Dentre os métodos disponiveis, este trabalho usou o Algoritmo
Genético (GA), proposto por John H. Holland na década de 60 (COSTA FILHO
e POPPI, 1999).

A Tabela 10 também mostra os valores médios de RMSEP e R?p para
os Cafés 1, 2 e 3, bem como a quantidade de variaveis selecionadas pelo modelo
para os cafés secos a 75°C e 100°C. Levando em consideracdo os fatores
RMSEP, tempo de processamento e R? observa-se excelentes valores para
todas as amostras, sendo os resultados abaixo de RMSEP <8 wt% do GA-PLS.

Observa-se também que os resultados para borras secas a 100°C, prevalecem
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maiores que a temperatura de 75°C, portanto, ha um limite de detec¢do de
adulteracdo dos cafés nesta temperatura, apresentado no modelo através da
menor exatidao.

Ao comparar os resultados de RMSEP obtidos pelos modelos anteriores
(Tabela 10) é possivel constatar que houve a promog¢&o de melhorias em relacao
ao método full scan e apds a aplicacdo da selecao de variaveis por GA, sendo
gue para o ultimo foram encontrados, aproximadamente metade dos valores em
relacdo a primeira metodologia para as duas temperaturas. Contudo,
independentemente do método utilizado os valores de predicdo foram
excelentes.

A precisdo do método foi definida através dos parametros de
repetibilidade e precisdo intermediaria. Os valores de RDS para repetibilidade
foram de 1.0 para o nivel de 90 wt% e 1.7 para 10 wt% de adulterante. Ja para
a precisdo intermediaria os valores encontrados foram 3.4 e 1.1 wt% para baixa
e alta concentracao, respectivamente. CORREIA, LOUREIRO, RODRIGUES et
al., (2016) de café ardbica e Conilon por Espectrometria de Massas com
lonizag&o por eletrospray (ESI(-)FT-ICR MS) e 1.7 wt%, em ambas figuras de
mérito, por ATR-FTIR. Outros autores analisaram amostras de cafés e
encontraram valores de repetibilidade 7-27,9% usando um microscopio
estereoscopico (MENDES, SANTOS, CORREA et al, 2016), 1.65% por HPLC
(LIMA, SALVA, BARBOZA et al.,, 2019), e 1.7 - 3.3% também por HPLC
(MACHEINER, SCHMIDT, SCHREINER et al., 2019), e 1.6-3.5% por RMN.

Segundo as agéncias responsaveis por verificarem as competéncias dos
ensaios de laboratorio, o valor limite a ser alcancado é 5%. Desta maneira, 0s
resultados obtidos neste estudo demonstram a confiabilidade da técnica de
microNIR em andlises de adulteracfes de café Conilon com borra de café, sendo
minima a variabilidade observada em intervalos de tempos diferentes.

Por fim, foi realizada uma analise qualitativa, a fim de identificar o tempo
de conservacdo dos blends sem que haja interferéncias de microorganismos,
devido ao alto teor de umidade presente nas borras de café. O estudo foi
delineado através do tempo (em dias) versus andlise visual, levando em
consideracdo que ao armazenar as misturas o individuo s6 podera usar estes

parametros. Observou-se que o tempo estimado de conservacao foi de 137 dias.
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A EMBRAPA considera que esta pratica além de lesar o consumidor, pode
proporcionar o crescimento de fungos e bactérias nocivas a saude. RIBANI,
BOTTOLI, COLLINS et al., (2004) cita que em certos tipos de amostras, faz-se
necesséario avaliar a estabilidade da substancia para determinar o tempo de
estocagem das amostras. Os autores exemplificam ao discutir que tempos
longos de estocagem de amostras biolégicas aumentam a probabilidade de
degradacdo dos compostos de interesse, com subseqiente formacdo de
metabdlitos. Portanto, identificar a estabilidade, ajuda no processo de analises,

pois as mesmas podem ser completadas antes de ocorrer a degradacao.

5.4 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvida a primeira metodologia usando microNIR,
como ferramenta analitica, associado a quimiometria (PCA, PLS, PLS-DA e
SIMCA) para determinacdo de adulteracdo de café Conilon com borras, com
excelentes resultados.

O modelo PCA mostrou a sensibilidade da técnica a presenca de borra
como adulterante em amostras de cafés, e através dos loadings, podemos
concluir que a regido de 1350-1500 nm, caracterizada pelo grupo funcional OH,
€ importante nesta discriminacao,

A partir do modelo PLS e das figuras de mérito obteve-se maior e
menor exatidao para as borras secas a 75 e 100°C, respectivamente, usando o
método full scan. Os modelos construidos com os blends de cafés secos a 75°C
obtiveram RMSEP médio de 6,1 wt%. No entanto, mesmo com valores
superiores as demais temperaturas, as amostras secas a 100°C podem ser
detectadas na faixa de 1,8-8,5 wt% de adulterante, com erro de predigcdo médio
na faixa de 13,5 wt%, sendo menores ao utilizar sele¢cdo de variaveis (7,9 wt%),
0 que mostra a eficicia da técnica.

Os modelos obtidos por PLS-DA e SIMCA tiveram boa performance de
discriminagédo entre os cafés auténticos e nao auténticos, resultando na
obtencdo de valores de taxa de acerto e exatiddo acima de 90% e 82%,

respectivamente. O modelo SIMCA classificou corretamente 92.3% do conjunto
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de amostras externas e a partir de niveis minimos (2 wt%) de adulterante no
blend.

O DPR (<4 wt%) calculado para precisao intermediaria e repetibilidade,
corroborou com os demais resultados confirmando a confiabilidade da técnica
de microNIR. Observou-se também que o tempo maximo de armazenamento na
geladeira das borras para analise € de 137 dias sem que haja degradacao das

amostras.
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ANEXO A. Espécies quimicas propostas de ESI(-)FT-ICR MS.

m/z

Café Robusta

Formula Empirica : - Erro . (gréos)
[M - H Experimental m/z Teoérico DBE de Estrutura proposta Literatura ' )
Massa Inteiros  Moidos
Acidos graxos
[C7H1206-H]: 101.05614  191.05614 2 016 Acido Quinico G?;'Beise;)a" X X
[CeH1207-H]- 195.05102 195.05103 0.03 Acido Gluconico Bruyn et al. (2017) X X
[C14aH2802-H] 227.20169 227.20165 1 -0.21 Acido Miristico Martin et al.(2001) X
) Amaechi et al.
[C15H3002 — HJ 241.21736 241.21730 1 -0.24  Acido Pentadecanoico (2017); Vanitha et X
) al. (2018)
[C16H3002-H] 253.21736 253.21730 2 -0.23 Acido Palmitoleico - X
) Garret et al.
[C16H3202-H] 255.23305 255.23295 1 -0.22 Acido Palmitico (2013a);Amorim et X
al. (2009).
) Garret et al.
[C18H3202-H] 279.23308 279.23295 3 -0.45 Acido Linoleico (2013a); Amorim et X X
al. (2009).
[C1sH300-H] 281.24869  281.24860 2 0.14 Acido Oleico G'C(‘ggi;;)a" X
) Garret et al.
[C18H3602-H] 283.26432 283.26425 1 -0.25 Acido Estearico (2013a); Correia et X
al. (2016)
[C1sHs203 -HJ 295227806  295.22787 3 064 Acido Coriélico Bab(‘éggoe)t al. X X
) Garret et al.
[C20H4002-H] 311.29555 311.29555 1 -0.55 Acido Arquidico (2013a); Gloess et X
al. (2018)
- i p-Coumaroil tirosina or Correia et al.
[C18H17NOs-H] 326.10384 326.10384 11 1.36 cafeoilfenilalanina (2016) X
[C19H3804-HJ 329.26987 329.26793 1 -0.40 2-Palmitoilglicerol - X
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m/z

Café Robusta

Forml[Jl\IAa_El_rI’r]]_mnca Experimental m/z Teorico DBE Eorlgo Estrutura proposta Literatura ' (graos) )
Inteiros  Moidos
Massa
Acido p- Correia gt al.
[C16H180s8-H] 337.09304 337.09289 8 -0.35 C S (2016); Ortiz et al. X X
oumaroilquinico
(2019)
Garret et al.
[C22H4402-H]J 339.32685 339.32685 1 -0.55 Acido Behenico (2013a); Gloess et X X
al. (2018)
[M + Cl] com M=
molécula neutra de
[Ca7H7205+Cl]- 631.50768 631.50738 1 -0.48 Gliceril 1,3- - X
Palmitoestearato
[CseH7207-H]: 639.52087  639.52053 3 053 Clicerillactato2,3 : X
palmitato
Acidos clorogénicos
[C1sH17NO6-H] 342.09853 342.09831 11 -0.06 Cafeoil tirosina Cor(rze(')alg)t al. X X
Clifford et al.
[C16H1809-H] 353.0879 353.08781 8 0.06 Acido Cafeoilquinico  (2006); Garret et al. X X
(2013a)
Clifford et al.
[C17H2009-HJ 367.10364 367.10346 8 -0.18 Acido Feruloilquinico ~ (2006); Garret et al. X X
(2013a)
Clifford et al.
[C25H24012-H] 515.11981 515.11950 14 0.07 Acido Dicafeoilquinico  (2006); Garret et al. X X
(2013a)
Acido Feruloil- Clifford et al.
[C26H26012-H] 529.13558 529.13515 14 -0.25 (2006); Garret et al. X X

cafeoilquinico

(2013a)

AcUcares
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m/z

Café Robusta

Formula Empirica : - Erro : (gréos)
[M - H Experimental m/z Teoérico DBE de Estrutura proposta Literatura e Void
Massa nteiros oidos
[M + CI] com M=
[CeH1206+CI 215.03279 215.03282 0 -0.12 mO'eC;:igs:"a de  Hgawa etal. (2017) X X
Garret et
[C12H22011-H] 341.10918 341.10892 2 -0.7 Sacarose al.(2013a); Correia X
et al. (2016)
[M + Cl] com M=
[C12H22011+CI 377.08589 377.08561 1 73 ~ Mmoleculaneutrade o0 et al (2017) X X
Sacarose
[M + Cl] com M=
molécula neutra de
[C24H38012+Cl] 553.20573 553.20573 6 1.18 Cinnamosida - X X
(glicosideo)
fon de Sacarose e
[C15H28014-H] 431.14107 431.14063 2 -1.01 acido latico Ogawa et al. (2017) X X
fon de Sacarose e Garret et
[C28H40020-H] 695.2049 695.20402 9 -0.87 &cido cafeoilquinico al.(2013b); Amorim X X
et al. (2009)
Padréo interno
[CeHsD706-H]" 186.10005 186.10005 1 -0.01 glicose deuterada Ogévéalgf al. X X
[M + Cl] com M=
[CeHsD706+CI]- 222.07678 222.07673 1 0 molécula neutra de Ogawa et al. X X
glicose deuterada (2017);




m/z

Café Robusta

Formula Empirica : - Erro : (gréos)
[M - H Experimental m/z Teoérico DBE de Estrutura proposta Literatura ' )
Inteiros  Moidos
Massa )
lon de glicose
[CoHaD700-HJ 274.11609 274.11612 2 -0.10 deuterada e acido ; X X
piravico
fon de glicose
[CoH11D709-H]J 276.12183 276.13174 1 -0.33 deuterada e lactato - X X
[2M - HJ com M= Oliveira et al
] ivei .
[C12H10D14012-H]  373.20757 373.20737 2 01g  Moléculaneutrade 5015 6oawa et X X
glicose deuterada al. (2017)
fon de glicose
[C22H37D708-H] 442.34043 442.34028 1 -0.34 deuterada e acido . X X
palmitico
fon de glicose
[C24H37D708-H] 466.34022 466.34028 3 0.13 deuterada e acido . X X
linoleico
fon de glicose
[C24Ha1D708-H] 470.37179 470.37158 1 -0.44 deuterada e acido . X X
estearico
fon de glicose
[C18H27D7017-H] 528.21660 528.21626 3 -0.65 deuterada e Sacarose - X X
fon de glicose
[C22H23D7015-H] 540.19542 540.19542 9 -0.15 deuterada e acido - X X

cafeoilquinico
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m/z Café Robusta

Formula Empirica : - Erro : (gréos)
[M - H Experimental m/z Teorico DBE de Estrutura proposta Literatura e )
Massa nteiros Moidos

fon de glicose

[C2sH25D7015-H] 554.21131 554.21131 9 - deuterada e and acido - X X

feruloilquinico

fon de glicose

[Ca1H20D7018-H] 702.22683 702.22697 14 -0.20 deuterada e acido - X X

dicafeoilquinico

Outros
[C14H220-H] 205.15979 205.15979 4 -0.03 2,6-Di-tert-butilfenol - X
C21H4204-H] 357.30124 357.30103 1 -0.59  Gliceril monoestereato - X
[C22H4407-H] 419.30170 419.30143 1 -0.64 O-Palmitoilhexitol - X
[C20H4402-H] 423.32707 423.32685 8 -0.52 Tocoferol - X
[C24HaO7-HJ 447.33298 447.33273 1 -0.57 O-Estearoil-D-Glucitol - X
Garret et al.
[C26H38011-H] 525.23414 525.23414 8 -0.67  Carboxiatractilosideo Il (2013a); Tsukui et X X
al. (2019)
N&o identificado
[C27H3802-H] 393.27799 393.27990 9 4.87 - - X
[C22H3606-H] 395.24416 395.24391 5 -0.64 - - X
[C30H4203+ClI]- 485.28285 485.28280 9 -0.11 - - X
[C18H38018-H] 541.19899 541.19854 0 -0.19 - - X X
[CssH7006-H] 585.51017 585.50996 1 -0.35 - - X
[C37H7406-H] 613.54162 613.54126 1 -0.59 - - X
[C29H50016-H] 653.30171 653.30261 5 1.38 - - X
[C37H73NOs-H] 658.52664 658.52634 2 -0.45 - - X
[C3oH7605+ClI]- 659.53909 659.53868 1 -0.63 - - X




ANEXO B. Espécies quimicas propostas de ESI(+)FT-ICR MS.

Férmula Empirica m/z Erro Café Robusta
M+ H]P Experimental m/z Tebrico DBE de Estrutura proposta Literatura (graos)
massa Inteiros  Moidos
Metilxantinas
[C7H/NO2+K]* 176.01081 176.01084 5 0.14 Trigonelina G’z‘goe;;é)a" X
Garret et al. X X
[CsH10N4O2+H]* 195.08765 195.08765 55 -0.01 Cafeina (2013b); Amorim et
al. (2009)
Acidos clorogénicos
Garret et al. (2012); X
[C16H1809+K]* 393.05839 393.05824 8 -0.34 Acido Cafeoilquinico Amorim et al.
(2009)
[CisH16011+Na]* 395.05657 395.05848 8 4.85 Cafeoilglucarato - X
[Co1Ha04+K]* 397.27149 397.27147 05  -005 P-Coumaroil tirosina or Farah et al. X X
cafeoilfenilalanina
Garret et al. (2012);
[C17H2009+K]* 407.07407 407.07389 8 -0.45 Acido Feruloilquinico Amorim et al. X
(2009)
[C25H24012+K] 555.09008 555.08993 14 -0.26 Acido Dicafeoilquinico  Garret et al. (2012) X
AcUcares
Amorim et al.
[CeH1206+K]* 219.02652 219.02655 1 0.12 Glicose (2009); Garret et al.
(2013b)
. Garret et al. X
[C12H22011+Na] 365.10556 365. 10543 2 -0.29 Sacarose (2013b)
Garret et al. X X
[C12H22011+K]* 381.07941 381.07937 2 -0.33 Sacarose (2013b); Amorim et
al. (2009)
Padréo interno
M + NaJ* in wich M= X X
[ |
[CeHsD7O6+Na]* 210.09656 21009655 05  -005  Moleculaneutrade .

glicose deuterada



Férmula Empirica m/z Erro Café Robusta
M+ H]P Experimental m/z Tebrico DBE de Estrutura proposta Literatura (graos)
massa Inteiros  Moidos
[M + K]* com M= X X
[CeHsD706+K]* 226.07049 226.07048 05  -0.01 molécula neutra de -
glicose deuterada
[2M + K]* com M= X X
[C12H10D14012+K]* 413.17783 413.17781 05  -0.06 molecula neutra de -
glicose deuterada
[2M + Na]* com M= X X
[C12H10D14012+Na]* 397.20390 397.20387 05  -0.08 molécula neutra de -
glicose deuterada
N&o Identificado
[C16H3sNO2+H]+ 274.27407 274.27406 0 -0.04 - X X
[C16H2204+K]* 317.11509 317.11497 6 -0.39 - X
[C18H39NO3z+H]* 318.30029 318.30027 -0.5 -0.07 i X X
[C20H43NO4+H]+ 362.32651 362.32649 -0.5 -0.06 - X X
[C19H3804+K]* 369.24029 369.24017 1 -0.33 - X
[C22H17NO3+K]* 382.08288 382.08400 15 2.93 - X
[C20H1408+H]* 383.07763 383.07614 14 -3.89 - X
[C21H1208+K]* 431.01431 431.01638 16 4.80 - X
[C24H3006+K]* 453.16747 453.16740 9.5 -0.15 - X X
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ANEXO C. Gréfico dos coeficientes de regressédo do modelo para os blends entre café arabica e
a) cascas/paus e b) milho.
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ANEXO D. Espectros das blendas entre café ardbica e café Conilon com diferentes niveis de
torrefacdes apos a aplicacédo da primeira derivada.
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ANEXO E. Espectro do modelo PCA dos blends entre café arabica com cascas/paus e milho,
apos a aplicacé@o da primeira derivada.
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ANEXO F. Grafico dos loadings das blends café ardbica com cascas/paus e milho.
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ANEXO G. Teor de cascas/paus em café ardbica e o desvio padrdo das amostras pelo modelo

PLS.

Amostras de

café comercial

Valores médios

Desvio Padréo

Amostra A

Amostra B

AmostraC

Amostra D

Amostra E

Amostra F

Amostra G

AmostraH

Amostral

Amostra J

Amostra K

Amostra L

Amostra M

Amostra N

Amostra O

Amostra P

-5,6371
-14,7878
-2,4685
-22,3127
-20,0026
-24,6414
-20,7645
-20,8374
29,5352
-22,14
-22,3865
-33,6355
-43,245
-22,5461
-24,8794

-20,2644

+ 15,3449
+ 20,3075
+ 14,429
+ 19,0553
*+ 15,6224
+8,9673
+ 17,9628
+ 12,8272
+ 29,5352
+ 21,2561
+ 25,7603
+ 31,283
+ 27,0693
+ 26,6367
+ 24,7001

+ 26,7139
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ANEXO H. Teor de milho em café arabica e o desvio padrdo das amostras pelo modelo PLS.

Amostras de o ) .
) . Valores médios Desvio Padréo
café comercial

Amostra A -17,5807 + 18,9827
Amostra B -5,6635 + 24,9144
Amostra C -18,971 + 16,8037
Amostra D 5,6399 + 20,1815
Amostra E 8,8249 +10,7951
Amostra F 10,015 +9,7429
Amostra G 7,944 + 13,3734
Amostra H 8,0227 +12,4515
Amostra | 16,5899 + 25,9217
Amostra J 10,4251 + 19,5157
Amostra K 20,9543 + 20,9543
Amostra L 21,1839 + 27,7933
Amostra M 24,2943 + 23,2328
Amostra N 11,6144 + 22,2649
Amostra O 14,4866 + 19,6496

Amostra P 10,9797 + 23,3232
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ANEXO I. Valores de massa (em mg) de cafés nas amostras comerciais auténticas puras (n=31).

Amostra Massa Amostra Massatotal Amostra Massa total
total (mg) (mg) (mg)
A 1000,1 L 1000,1 W 1000,4
B 1000,1 M 1000,9 X 1000,4
C 1000,3 N 1000,2 Y 1000,2
D 1000,1 o) 1000,1 z 1000,1
E 1000,4 P 1000,1 XA 1000,0
F 1000,3 Q 1000,2 XB 1000,7
G 1000,2 R 1000,9 XC 1000,3
H 1000,4 S 1000,3 XD 1000,3
| 1000,2 T 1000,1 XE 1000,3
J 1000,4 U 1000,2 - -
K 1000,3 \Y 1000,2 - -
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ANEXO J. Valores de massa (em mg) de cafés nas amostras comerciais auténticas puras em blends (n = 69)

Amostra (I:1l) 25 Wt% do 75 Wt% do Massa total 50 Wt% do 50 Wt% do Massa total 75 wt% of 25 Wt% do Massa total
cafeé | café Il (mg) cafeé | café ll (mg) coffee | cafeé Il (mg)
A:B 250,3 752,1 1002,4 500,8 500,1 1000,9 750,9 250,5 1001,4
B:C 250,0 750,0 1000,0 500,4 500,3 1000,7 750,4 250,7 1001,1
N:D 250,5 750,1 1000,6 500,1 500,3 1000,4 750,8 250,7 1001,5
E:C 250,2 750,9 1001,1 500,5 500,8 1001,3 750,7 250,8 1001,5
F:G 250,6 750,4 1001,0 500,4 500,4 1000,8 750,4 250,3 1000,7
H:l 250,4 750,5 1000,9 500,1 500,1 1000,2 750,7 250,2 1000,9
D:J 250,5 750,4 1000,9 500,9 500,6 1001,5 750,7 250,2 1000,9
D:K 250,2 750,7 1000,9 500,8 500,1 1000,9 750,3 250,5 1000,8
E:L 250,1 750,0 1000,1 500,9 500,3 1001,2 750,1 250,6 1000,7
M:N 250,0 750,1 1000,1 500,3 500,9 1001,2 750,0 250,0 1000,0
Cc:.O 250,5 750,3 1000,8 500,6 500,8 1001,4 750,1 250,1 1000,2
B:P 250,0 750,5 1000,5 500,8 500,2 1001,0 750,0 250,0 1000,0
K:N 250,3 750,6 1000,9 500,8 500,4 1001,2 750,3 250,0 1000,3
R:S 250,2 750,4 1000,6 500,4 500,3 1000,7 750,0 250,7 1000,7
J:K 250,2 750,9 1001,1 500,3 500,3 1000,6 750,1 250,3 1000,4

T:U 250,4 750,3 1000,7 500,3 500,0 1000,3 750,7 250,2 1000,9
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Y:Z
Z:XA
XB:P
XC:V
O:X
Z:XD

W:XE

250,5
250,8
250,9
250,8
250,4
250,8

250,1

750,0
750,0
750,3
750,9
750,9
750,5

750,9

1000,5
1000,8
1001,2
1001,7
1001,3
1001,3

1000,1

500,4
500,2
500,8
500,7
500,3
500,4

500,5

500,0
500,8
500,5
500,6
500,8
500,9

500,3

1000,4
1000,1
1001,3
1001,3
1001,1
1001,3

1000,8

750,8
750,2
750,8
750,1
750,7
750,9

750,1

250,3
250,4
250,1
250,5
250,2
250,3

250,1

1001,1
1000,6
1000,9
1000,6
1000,9
1001,2

1000,2




ANEXO K. Valores de massa de cafés e borras de café (em mg e wt%), respectivamente, nas amostras comerciais ndo auténticas (n = 112).

196

Massa do p6

Massa de borra

Massa do

Massa de

Amostras  de café (em de café (em Tizrfge J:ﬁ;%ee p6 de café  borrade café Ti%;ge Teor de borra
A 0,
mg) mg) (Wt%%) café (wt %) (em mg (em mg) (Wi%) de café (wt %)
9900 108 98,9209 1,0791 990.2 108 98,9211 1,0789
980,5 20,9 97,9129 2,0871 980,1 20,0 98,0002 1,0998
950,0 50,0 95,0000 5,0000 950,5 505 94,9550 5,0450
900,8 100,7 89,9451 10,0549 900,5 100.0 90,0050 9,9950
A
800,9 200.,6 79,9700 20,0300 800,1 200,3 79,9780 20,0220
500,1 500,1 50,0000 50,0000 500,3 500,0 50,0150 49,9850
0 1000,9 0 100 0 1000,2 0 100
990,1 10,6 98,9407 1,0593 9906 109 98,9116 1,0884
D 980.9 20,7 97,9333 2,0667 2806 200 98,0012 1,9988
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950,0

50,4

950,6 50,8 94,9271 5,0729 94,9620 5,0380
900.7 100.0 90,0070 9,9930 900.9 100.0 90,0090 9,9910
8006 200,4 79,9800 20,0200 800.9 200.5 79,9780 20,0220
5005 500,0 50,0250 49,9750 200.2 2004 49,9950 50,0050
) 10007 0 o 0 1000,8 i .
990.9 10,7 98,9317 1,0683 9909 10.2 98,9811 1,0189
9804 20,6 97,9421 2,0579 9808 20.2 97,9820 2,0180
950,3 50.8 94,9256 5,0744 9504 207 94,9356 5,0644
900.5 100,3 89,9780 10,0220 9007 100.7 89,9441 10,0559
800.0 2004 79,9680 20,0320 800.0 200.9 79,9281 20,0719
500,3 500,5 49,9900 50,0100 >00.9 >004 50,0250 49,9750
0 1000,9 0 100 0 1000,9 o 100
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990,6

10,6

990,9 10,2 98,9811 1,0189 98,9413 1,0587
980,5 20,5 97,9520 2,0480 280.0 203 97,9706 2,0294
9500 50.2 94,9810 5,0190 950, 200 95,0030 4,9970
900.3 100.0 90,0030 9,9970 900.0 100.8 89,9281 10,0719
800.1 200.1 79,9940 20,0060 800.2 200.1 79,9960 20,0040
500.1 2005 49,9800 50,0200 500,00 2000 50,0000 50,0000
0 1000,4 0 100 0 1000,9 0 100
9904 108 98,9213 1,0787 9905 10.2 98,9807 1,0193
980.3 20,0 98,0006 1,9994 980.4 201 97,9910 2,0090
950,4 50,0 95,0020 4,9980 990,0 %03 94,9745 5,0255
900,5 100,3 89,9780 10,0220 900.8 100.2 89,9900 10,0100
800.4 200,7 79,9521 20,0479 8008 200,2 80,0000 20,0000
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500,8

500,2

500,4

500,4

50,0300 49,9700 50,0000 50,0000

0 1000,0 0 100 0 1000,7 0 100
990,7 10,0 99,0007 0,9993 990,0 10,1 98,9901 1,0099
980.3 20:3 97,97122 2,0288 2803 203 97,9810 2,0190
9506 503 94,9745 5,0255 9%0.4 %03 94,9735 5,0265
900.5 100,4 89,9690 10,0310 900.0 100.7 89,9370 10,0630
800.3 2008 79,9421 20,0579 800.0 200.1 79,9920 20,0080
500,1 500,1 50,0000 50,0000 200.8 5003 50,0250 49,9750

0 1000,0 0 100 0 . 0 100
990,0 10.1 98,9901 1,0099 990,6 10,4 98,9610 1,0390
980.9 20,9 97,9138 2,0862 280.4 204 97,9616 2,0384
950.7 500 95,0035 4,9965 990,5 %03 94,9740 5,0260
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900,8

100,8

900,8

100,5

89,9361 10,0639 89,9630 10,0370
800,2 200.9 79,9321 20,0679 800.1 200.2 79,9860 20,0140
>00.0 >00.1 49,9950 50,0050 2008 >00.2 50,0300 49,9700
0 1000,7 o 100 0 1000,3 0 100
990,0 10,3 98,9703 1,0297 990.3 103 98,9706 1.0294
980.1 204 97,9610 2,0390 2803 206 97,9419 2,0581
9504 20,0 95,0020 4,9980 950.3 200 95,0015 4,9985
900,4 1001 89,9950 10,0050 2004 100.0 90,0040 9,9960
800,9 200,3 79,9940 20,0060 800, 200.7 79,9521 20,0479
500,0 500,7 49,9650 50,0350 200.0 S00.7 49,9650 50,0350
0 1000,4 o 100 0 1000,3 0 100




ANEXO L. Espectros MicroNIR, apds pré-tratamento, para os cafés 2 e 3 adulterados com borra de café, em funcdo da temperatura de secagem.
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ANEXO M. Gréfico dos a) scores e b) loadings do modelo SIMCA para a classe alvo (amostras auténticas) analisadas por microNIR.
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ANEXO N. Valores de predicéo (em wt%) do modelo PLS para amostras comerciais auténticas (n=100).

Treino
# Amostras auténticas
Teste

4| #xAmostras auténticas

Amostras Valores de predicdo (em wt%) Amostras Valores de predicdo (em wt%) Amostras

Valores de predicdo (em wt%)

1

2

-9,7
-6,9
-28,2
-7,2
-11,4

-28,4

35
36
37
38
39

40

-2,3
-8,5
-15,3
-1,8
50

-8,8

69
70
71
72
73

74

-8.8
29
-1,2
-8,2
-5,0

-1,4

202



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25

-12,3
-31,3
-14,1
-9,3
-8,8
-14,9
-13,0
-29,1
-15,0

-16,9

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

-8,0
-11,4
-1,2
-12,0
-6,5
-7,2
-12,7
-3,7
-2,3
-4,5
-9,1
-21,8
-11,2
-7,2
-1,2
-1,0

-11,0

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
89
89
90
91
92

93

-0,9
-13,0
-51
-3,6
-20,7
-12,3
-23,5
-17,3
-4.8
-0,1
-6,7
-6,8

-18,2

203



204

26
27
28
29
30
31
32
33

34

-1,7
-11,2
-5,0
-14,5
-25,6
-19,0
-13,0
-15

-8,2

60
61
62
63
64
65
66
67
68

2,4
4,4
-10,4

-10,4

94
95
96
97
98
99
100

-5,3
-19,2
-8,1
1.9
-10,0
-7,3

-29,8

ANEXO O. Valores de referéncia e predi¢do (em wt%) do modelo PLS amostras comerciais ndo auténticas.

Amostra comercial

Valores de

Valores de predi¢cdo

Amostra comercial

Valores de referéncia

Valores de predi¢céo

referéncia (em wt%) (em wt%) (em wt%) (em wt%)
1 -7,8 1 -24,0
2 -9,0 2 -20,0
5 2,2 5 -26,7
A
10 0,7 10 -18,8
20 9,9 20 -11,8
50 10,2 50 23,2
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100 57,3 100 68,3
1 -8,3 1 3,3
2 -6,7 2 9,6
5 18,0 5 0,5
10 -3,1 10 12,9
20 15 20 4,5
50 25,9 50 38,3

100 75,4 100 65,6
1 9,6 1 -11,9
2 2,6 2 -10,5
5 50 5 -9,4
10 2,8 10 -10,8
20 7,8 20 -4,7
50 21,0 50 18,1
100 66,8 100 66,3
1 -3,6 1 14
2 -5,2 2 -14,6
5 0,6 5 -8,2
10 10,9 10 3,5
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20 28,4 20 -4.5
50 58,1 50 24,4
100 85,6 100 86,9
1 22,1 1 -13,0
2 -20,9 2 -14,6
5 4.7 5 -10,5
10 2,2 10 7.4
20 -9.4 20 2,1
50 28,1 50 29,3
100 52,1 100 86,7
1 2,5 1 3,2
2 -22,9 2 2,3
5 21,1 5 10,5
10 12,2 10 8,0
20 19,5 20 18,9
50 54,2 50 53,5
100 61,0 100 87,7
1 5,0 1 -10,3
2 4,5 2 -13,6
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5 7,2 5 -11,4
10 10,0 10 0,6
20 24,6 20 3,1
50 40,1 50 32,9
100 87,9 100 73,6

1 -5,1 1 -0,9

2 -8,1 2 -3,7

5 -14 5 4,6
10 0,8 10 51
20 17,3 20 9,4
50 59,2 50 23,4
100 88,6 100 96,4




