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RESUMO

O Brasil € o maior produtor e segundo consumidor mundial de café, sendo o Espirito
Santo um dos maiores polos de producao nacional deste produto. O café € uma fruta de
grande importancia para o PIB do pais e a presenca de adulterantes infringe o direito do
consumidor, causando-lhe prejuizos e possiveis danos a saude. Desta maneira,
desenvolver um método analitico para determinar possiveis adulteragbes, agregaria
valor de commaodity, fortalecendo o crescimento econémico do pais. Amostras de café
torrados Conilon e Ar4bica foram analisadas através da técnica de Espectrometria de
Massas por Ressonancia Ciclotrénica de ions com Transformada de Fourier (ESI(-)FT-
ICR MS) e Espectroscopia na regido do infravermelho médio com refletancia total
atenuada (ATR-FTIR) com o objetivo de desenvolver um método de quantificacdo de
café Conilon em blendas de café Arabica, utilizando modelos de analise de dados uni e
multivariados. Para construcdo do modelo de calibracdo univariada por ESI(-)FT-ICR
MS, foram usadas 10 amostras de café Arabica (Coffea Ardbica) adulteradas com
diferentes proporcdes de café Conilon (Coffea Canephora), e 2 amostras puras (0% e
100 wt% de café Conilon) dopadas com um padrdo interno de acido esteéarico de
concentracédo 5.10° mol.L* (m/z 283 e 567). Para a andlise de ATR-FTIR foram usadas
uma maior variabilidade de adulteracfes, totalizando 21 amostras de blendas e 2
amostras puras (0% e 100 wt% de café Conilon), a partir dos resultados foi proposto um
modelo de regressao por minimos quadrados parciais (PLS). A partir dos resultados de
ESI(-)FT-ICR foi possivel identificar as principais espécies quimicas presentes nas
amostras de cafés, tais como: acido quinico (m/z 191), acido cafeoilquinico (m/z 353) e
acido feruloilquinico (m/z 367). O modelo de calibragdo univariada desenvolvido
apresentou boa linearidade (R? de 0,976) e limites de deteccdo e de quantificacéo de 0.2
e 0.3 wt%, respectivamente. O modelo PLS construido com dados ATR-FTIR resultou
em um RMSECYV de 5.7 wt% e RMSEP de 9.2 wt%, com coeficientes de determinacao
para validacdo cruzada e previsdo de 0.9635 e 0.9295, respectivamente. Foram
encontrados valores de repetibilidade e precisédo intermediaria de 4 wt% e 5 wt% para
ESI(-)FT-ICR MS respectivamente, e 1,7 wt% para ambas as figuras de mérito nas
analises de ATR-FTIR.

Palavras-chaves: Coffea Arabica L. Coffea canephora. Adulteracdo. ESI-FT-ICR MS.
ATR-FTIR. Calibragcédo multivariada.



ABSTRACT

Brazil is the largest coffee producer and world's second major consumer of coffee. The
Espirito Santo State has one of the largest national production centers of this product.
Coffee is a very important fruit for the country's GNP and the presence of adulterants
infringe consumer rights, causing losses to the consumer and possible damage to health.
Therefore, developing an analytical method to determine possible tampering would add
value to the commodity and strengthening the country's economic growth. Robusta and
Arabica roasted coffee samples were analyzed by negative-ion mode electrospray
ionization Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (ESI(-)FT-ICR
MS) and attenuated total reflection Fourier transform in the mid infrared region
spectroscopy (ATR-FTIR) aiming to develop a quantification method of Robusta coffee in
Arabica coffee blends using uni- and multivariate data analysis models. To build the
univariate calibration model with ESI(-)FT-ICR MS data, 10 samples of Arabica coffee
(Coffea Arabica) adulterated with different proportions of Robusta coffee (Coffea
Canephora) and two pure samples (0% and 100 wt % of Robusta coffee), doped with an
internal standard of 5x10-2 mol L-stearic acid (m/z 283 and 567) were used. For the ATR-
FTIR analysis a higher variability of adulterations were used, totaling 21 blend samples
and two pure amostras (0% e 100 wt% Robusta coffee), and a partial least squares (PLS)
regression model was proposed. ESI(-)FT-ICR results identified the main chemical
species present in the coffee blends such as: quinic acid (m/z 191), caffeoylquinic acid
(m/z 353) and feruloylquinic acid (m/z 367). The univariate calibration model obtained
had a good linearity (R? of 0.9757) and limits of detection and quantification of 0.2 and
0.3 wt %, respectively. The PLS model built with ATR-FTIR data resulted in a RMSECV
of 5.7 wt % and a RMSEP of 9.2 wt %, with coefficient of determination for cross-validation
and prediction of 0.9635 and 0.9295, respectively. Repeatability and intermediate
precision values of 4 wt% and 5 wt% were found for ESI(-)FT-ICR MS respectively, and
1.7 wt% for both figures of merit in the ATR-FTIR analysis.

Keywords: Coffea Arabica L. Coffea canephora Pierre. Adulteration. ESI-FT-ICR MS.
ATR-FTIR. Multivariate calibration.
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1. INTRODUCAO
1.1 Café

Atualmente, o café se tornou um dos seis principais produtos de exportacao
mundial junto ao minério de ferro, petroleo bruto, complexo de soja, carne e aglcar.
O café tornou-se fundamental para a economia e politica de muitos paises em
desenvolvimento, contribuindo com até 70% do crescimento econdmico. Isso
demonstra a importancia da atividade cafeeira no processo de estruturacdo das
economias dos paises produtores (UNICAFE). O mercado brasileiro cafeeiro vem
crescendo, e devido a sua importancia no cenario econdbmico mundial, a busca por
cafés de alta qualidade vem se tornando primordial.

Destaca-se o Brasil, como sendo o maior produtor e segundo consumidor
mundial de café, com o Espirito Santo sendo um dos maiores polos de producao
nacional deste produto (BRASIL, 2015), Figura 1.

J
! espimiro santo
MINAS GERAIS

AU FAULO

ARABICA

B RUBUSTA
o,

A
CAFES DO
BRASIL

Figura 1. Estados produtores de Café no Brasil.

O cafe pertence ao género Coffea da familia das Rubiaceas, e dentre todas as
espécies, as mais importantes sao a Coffea Arabica L., conhecida como café Arabica,

que corresponde a 75% da producdo mundial e a Coffea canephora Pierre, o café
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Conilon (ou Robusta), que compde os 25% restantes da producdo (MENDES, DE
MENEZES, APARECIDA et al., 2001). O café Arabica permite ao consumidor degustar
um produto de melhor qualidade. Originalmente produzido no oriente, este tipo de café
é normalmente cultivado em altitudes acima de 800 m. No Brasil, o café Arabica
predomina nas lavouras de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Bahia, Rio de Janeiro
e em parte do Espirito Santo. J& o café Conilon é usado para a fabricacdo de cafés
sollveis e apresenta menor acidez e maior teor de cafeina. Ele predomina nas
lavouras do Espirito Santo, em Rondbnia e em parte da Bahia e de Minas Gerais
(BRASIL, 2015).

Café Conilon

O café Conilon se destaca como sendo mais produtivo e resistente. Ele é
cultivado em terrenos baixos e possui plantas de maior envergadura (menores) e
grdos menos perfumados. A quantidade de cafeina é maior (entre 2 e 4,5 wt% do
total), o que o torna mais amargo do que o Arabica. As sementes séo ovais na forma,
e menores do que aquelas da Arabica e demoram até 11 meses para amadurecer. O
café Conilon € encontrado na Africa Ocidental e Central, no Sudeste Asiatico e a
algumas extensdes no Brasil (CNCAFE).

Café Arébica

O café Arabica foi descrito pela primeira vez por Linnaeus, em 1753. Possui
teor de cafeina menor do que o Conilon (entre 0,9 e 1,5 wt%). Os frutos sédo redondos,
suaves, levemente amargos, de cor achocolatada, com crosta lisa e perfume intenso.
A planta é um arbusto grande com as folhas ovais verde escuros. As frutas ficam
maduras em 7 a 9 meses; contém geralmente duas sementes lisas (os feijoes de café).
O café Arabica € muito encontrado na América Latina, na Africa Central e do Leste,
na india e em alguma extens&o em Indonésia (CNCAFE). Todas essas caracteristicas

fazem com que o café Arabica tenha um valor de commodity superior ao café Conilon.

1.1.1. Processamento do café
Ha um longo e criterioso processo na producdo da bebida de café. Este
processo inicia-se a partir da colheita, secagem, beneficiamento e estende-se até

moagem e 0 armazenamento.
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1.1.1.1. Colheita

O fruto do cafeeiro atinge o auge da maturagdo no estado “cereja”, quando
apresenta 0 maximo desenvolvimento de todos o0s seus componentes (casca,
mucilagem, pergaminho e sementes), onde a composi¢cao quimica dos graos oferece
condi¢Bes para que no processo de torra ocorram todas as reagdes fisico-quimicas
necesséarias para obtencdo de todas as caracteristicas sensoriais desejaveis como
sabor, amargor, acidez, corpo e docura, satisfazendo as exigéncias para producao de
cafés de alta qualidade de bebida. Por isso, 0 estagio cereja € o momento em que 0
fruto expressa seu potencial maximo de qualidade, representando o ponto ideal para
colheita (GIOMO, 2012).

A colheita deve ser iniciada quando a maior parte dos frutos estiver maduro e
antes que se inicie a sua queda. O periodo de colheita do café é variavel de regido
para regido, em fungéo, principalmente, da altitude, da latitude e das condigbes
climaticas. Quanto mais tempo o café permanecer na arvore ou no chdo, maior sera
a incidéncia de grdos ardidos e grédos pretos, considerados, juntamente com o0s
verdes, os piores defeitos do café (UNICAFE; MAZZAFERA, 1999; FRANCA,
OLIVEIRA e MENDONCA, 2005; FRANCA, MENDONCA e OLIVEIRA, 2005).

1.1.1.2. Secagem

O café por ser um produto colhido com elevado teor de umidade no estadio
cereja requer cuidados especiais, principalmente no processo de secagem. A
secagem inicial deve ser processada de forma rapida, para evitar a ocorréncia de
fermentacdes. Entretanto, o grdo nao deve ser demasiadamente aquecido, para evitar
o risco do aparecimento de gréos ardidos, da ocorréncia de secagem desuniforme e
do branqueamento dos graos, caracteristicas indesejaveis no café (FREIRE, 1998).
Este processo é um dos pontos criticos na pos-colheita, devido ao alto custo
operacional e se for mal conduzida afeta a qualidade da bebida.

Na secagem em terreiro, os graos ficam por um determinado tempo exposto ao
sol, poréem ha produtores que utilizam secadores mecanicos, que possuem a

vantagem de gastar menos tempo neste processo (GIOMO, 2012).
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1.1.1.3. Beneficiamento

O beneficiamento do café € uma operacao pds-colheita usada para transformar,
pela eliminacdo da casca e separacado, 0 beneficiamento dos gréaos, que sao frutos
secos (natural ou pergaminho) (HALAL, 2008).

Este processo inicia-se na separacdo das impurezas maiores € menores,
através de catadores de pedras e peneiras. Logo apds, os grdos sdo descascados
através de maquinas de beneficiamento préprias a esta etapa. E por ultimo, os graos
sao separados por tamanho, através de peneiras fixas na maquina de beneficiamento.

Para que as caracteristicas originais sejam mantidas é necessario que o
beneficiamento seja realizado o mais proximo possivel do periodo de comercializacao

(SIQUEIRA e ABREU, 2006).

1.1.1.4. Torrefacéo

O café, para seu consumo, necessita obrigatoriamente ser torrado. O processo
de torra consiste em submeter 0 grdo cru a elevacdo progressiva e rapida da
temperatura, fazendo com que sua umidade interna chegue a 3%. Durante o
processo, 0s graos sdo mexidos continuamente para que a torra seja uniforme. Esta
fase é determinante na caracteristica final da bebida, pois o grau de torra evidencia
e/ou esconde muitas propriedades do grao (ABIC).

A temperatura e o tempo deste processo dependem da qualidade final do
produto desejado, sendo caracterizados em trés tipos: clara, média e escura.

As caracteristicas essenciais de cada tipo de café dependem principalmente do
grau da torra, sendo que a preferencial nas cidades brasileiras sdo as torrefacdes
escuras, que acentuam o sabor e o aroma do produto. Ja os americanos se identificam
com o grau de torra clara, o que torna o café mais suave, devido ao menor amargor
proporcionado pela formacdo de produtos durante a torra. A preferéncia por tais
caracteristicas depende tanto da localidade como da populacédo, porém a torrefacao
média seria a mais indicada, por haver um equilibrio na formacéo e degradacao dos
produtos essenciais a cafés de qualidade.

A torrefacdo € considerada uma das etapas mais importantes para o
desenvolvimento do sabor e aroma do café, que sdo conferidos por compostos
volateis, presentes nos gréos antes e/ou, apos a torracéo, por exemplo os furanos,
pirréis e pirazinas (DE MARIA, MOREIRA E TRUGO, 1999). Nesta fase, os gréos

sofrem algumas reac¢des quimicas importantes, necessarias a formacao da qualidade
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sensorial, assim como ocorrem mudancas fisicas que podem variar de uma espécie a
outra e também entre cultivares (SIQUEIRA e ABREU, 2006).

1.1.1.5. Moagem
A moagem € 0 processo em que 0s graos torrados sdo triturados até a
transformacao em po fino. Ela pode ser classificada em funcdo do grau de moagem:
pulverizado, fina, média e grossa.
O tempo de preparacao final da bebida € influenciado pela moagem, pois huma
moagem muito fina, a agua levara mais tempo para passar pelo pd, resultando numa

extracao superior (ABIC).

1.1.1.6. Armazenamento

A respiracdo celular € um fenébmeno que consiste basicamente na liberacéo de
energia quimica acumulada nas moléculas de diversas substancias, onde ocorre
oxidacdo de compostos organicos de alto teor energético e a consequente formacéao
de substancias de menor conteldo energético como gas carbdnico e agua. Assim
diversos fatores podem influenciar a taxa respiratéria dos grédos durante o
armazenamento, como o teor de agua durante a colheita, a danificacdo mecanica, o
teor inicial de 4gua para o armazenamento, a temperatura dos gréos e as condicdes
climaticas (NOGUEIRA, 2009)

A atividade da agua do grao e/ou semente, juntamente com a temperatura sao
os principais fatores que afetam a taxa de producédo de CO2. E com o alto teor de
agua, a respiracdo é aumentada rapidamente, ocorrendo deterioracdo e perda de
matéria seca do produto. Em grdos armazenados, 0 processo respiratorio deve ser
mantido em nivel tdo baixo quanto possivel para que haja melhor conservacédo
quantitativamente e qualitativamente (NOGUEIRA, 2009).

Devido a estes fatores, os grdos devem ser armazenados em sacos de juta

novos, longe da umidade e do sol, em locais com temperatura aproximada de 11°C.

1.1.2. Composicao quimica
A gualidade do café se encontra estritamente relacionada aos constituintes dos
graos crus, que apoés torrados e moidos conferem sabor e aroma a bebida. Portanto
o teor e a composi¢cdo quimica dos graos crus definem a qualidade final da bebida.

Destes constituintes, podemos citar como 0S mais importantes ou 0s que estdo em
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maior quantidade: os alcaloides, acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, compostos
fendlicos, aminoacidos, proteinas, dentre outros (TAVARES e FERREIRA, 2006).

A sacarose, cafeina, trigonelina e os acidos clorogénicos sdo os principais
componentes presentes nos cafés Arabica e Conilon responséaveis por diferenciar as
duas espécies, portanto as analises fisico-quimicas (determinacdo do teor de solidos
soluveis totais, cafeina, pH, dentre outros) séo os métodos comumente utilizados para
definir o teor destes compostos com objetivo de diferenciacdo dos cafés. E
normalmente para verificar a qualidade da bebida final usa-se a analise sensorial,
tornando o resultado subjetivo. A identificacdo da composicdo quimica dos cafés
torna-se primordial para distin¢céo das variedades de cafés produzidos.

1.1.2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sao metabdlitos secundarios presentes em todo o reino
vegetal, portanto alguns deles podem ser considerados marcadores quimicos de
diferentes espécies de frutos. A denominacéo geral de acidos fendlicos engloba os
acidos benzoicos, com sete atomos de carbono e os acidos cindmicos, com nove
atomos de carbono. Os compostos fendlicos, além de serem descritos como
contribuintes para o sabor e aroma caracteristicos das bebidas de café séo
conhecidos em razao das propriedades fisiol6gicas e farmacoldgicas que conferem a
saude humana, como a atividade antioxidante (DA SILVA, 1999; DEL CASTILLO,
AMES e GORDON, 2002).

Os acidos fendlicos encontram-se na natureza sob a forma de combinacfes do
tipo éster ou sob a forma de glicosideos. O acido cafeoilquinico (Figura 2), conhecido
como acido clorogénico, é um éster do acido caféico e do acido quinico e constitui a
combinac¢do mais frequente na natureza (DEL CASTILLO, AMES e GORDON, 2002).
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Figura 2. Compostos fendlicos encontrados em amostras de cafés.

Os compostos fendlicos séo utilizados como marcadores de autenticidade por
possuirem trés caracteristicas: ubiquidade - todos os frutos e respectivos derivados
que ja foram estudados contém um grande numero de compostos fendlicos, em
guantidades facilmente mensuraveis; especificidade - a distribuicdo dos fendis
depende do controle genético, 0 que permite que estes sejam usados como
marcadores taxondmicos para a classificacdo de cultivares; multiplicidade - uma
determinada espécie contém um conjunto de compostos fendlicos, o que, geralmente,
torna possivel associar um perfil quimico ao derivado desse fruto. Este "fingerprint"
deve ser considerado tanto qualitativamente como quantitativamente, estabelecendo,

por exemplo, relacdes entre diferentes constituintes fendlicos (DA SILVA, 1999).

1.1.2.2. Alcaloides

A trigonelina e os produtos provenientes de sua degradacdo térmica tém
recebido consideravel atencéo devido a sua importancia do ponto de vista sensorial e
nutricional (HALAL, 2008). No processo de degradacgéo da trigonelina séo formados
diversos compostos volateis, como as piridinas e pirréis que vao contribuir para o
aroma do cafe.

Quimicamente, a cafeina pertence ao grupo das trimetilxantinas, as quais
costumam ser designadas derivadas das xantinas. A cafeina € o alcaloide mais

abundante nos gréos de café, e seu teor apresenta uma variagdo que depende, dentre
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outros fatores, da espécie da planta utilizada, assim o café Ardbica contém em média
1 wt% deste alcaloide e o café Conilon em torno de 2 wt% (TAVARES e FERREIRA,
2006).

1.1.2.3. Minerais

O café possui mais de trinta tipos de minerais, dentre eles: potassio, magnésio,
calcio, sodio, ferro, manganés, rubidio, zinco, cobre, estanho, cromo, vanadio, bario,
niquel, cobalto, chumbo, molibdénio, titdnio e cAdmio (HALAL, 2008). Atualmente, as
técnicas analiticas empregadas para identificacdo e quantificacdo de minerais séo: a
espectrometria de absorcao atdmica (AAS) e a espectrometria de emissao Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) (MORGANO, PAULUCI, MANTOVANI et
al., 2002; POHL, STELMACH, WELNA et al., 2013; CARVALHO, PICHELI, LUCCAS
et al., 2014).

1.1.2.4. Carboidratos
Os carboidratos estédo presentes no grdo na forma de polissacarideos e como
acucares de baixa massa molar, que incluem tri, di e monossacarideos redutores e
nao redutores. O contetdo e a natureza dos acgUcares nos graos do café beneficiado
e pré-processado tém sua importancia no desenvolvimento do aroma e pigmentacéo
durante a torrefacdo (HALAL, 2008).

1.2. Adulteracdes

A descoberta de adulteracdo de produtos alimenticios aconteceu no século
XVIII na Inglaterra, desencadeando a demanda por estudos para o desenvolvimento
de ferramentas analiticas para a identificacdo e a quantificacdo dessas adulteracdes.

PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ e GONZALEZ-SAIZ (2007) afirmam que a
autenticagao de alimentos tem se tornado um desafio cada vez mais importante nos
altimos anos, devido a campanha para garantir a verdadeira origem dos produtos e
para a determinacdo de adulteracdo com contaminantes ou preenchimento com
ingredientes de baixo custo. De acordo com a Lei 9.677/98 de 2 de julho de 1998 do
codigo penal brasileiro”... falsificagdo, corrup¢do, adulteragdo ou alteracédo de
substancia ou produtos alimenticios sdo configurados como crime contra a saude

publica”.
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O café é um produto comercial de alto valor no mercado nacional e
internacional. O aumento no consumo desta bebida nos ultimos anos, solicitou uma
melhoria nos produtos de café de qualidade. No entanto, as caracteristicas fisicas do
café podem favorecer adulteracbes com ingredientes fisicamente semelhantes apos
a torrefacdo e moagem. Préticas fraudulentas na industria do café inclui a adulteragao
com matérias-primas de qualidade inferior como milho, cascas e paus, produzindo um
produto de ma qualidade que, no geral, € consumido por grande parte da populacéo
(TAVARES, PEREIRA, NUNES et al., 2012).

O alto valor de mercado do café Arabica, quando comparado ao café Conilon,
tem motivado a pratica de adulteracdo de café Ardbica com Conilon (sem afetar a
qualidade sensorial da bebida), produzindo as blendas (DE MOURA, GERMER,
ANJOS et al., 2007). A utilizacdo de métodos rapidos e precisos para a detecgéo e
quantificacdo de adulterantes em amostras de café contribuem para minimizar e
eliminar este tipo de pratica fraudulenta.

Recentemente, a espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) tem sido amplamente utilizada para monitorar varios adulterantes
(cascas de café, milho, dentre outros) em café torrado e moido (REIS, FRANCA e
OLIVEIRA, 2013; TAVARES, PEREIRA, NUNES et al., 2012), para discriminar entre
cafés torrados defeituosos e ndo-defeituosos (CRAIG, FRANCA e OLIVEIRA, 2012;
CRAIG, FRANCA, OLIVEIRA et al., 2014), e para quantificar o teor da variedade
Conilon em amostras de cafés torrados, como um meio para controlar e evitar a
adulteracéo do café (PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ e GONZALEZ-SAIZ, 2007).

Outra técnica analitica de sucesso que tem sido empregado para o controle da
qualidade do café é a espectrometria de massas com ionizag&o por electrospray (ESI-
MS) (SA, FERREIRA, QUEIROZ et al., 2014; KUHNERT, YASSIN, JAISWAL, et al.,
2015; GARRETT, SCHMIDT, PEREIRA et al., 2013b; AQUINO, AUGUSTI e ALVES
et al., 2014; GARRETT, VAZ, HOVELL et al., 2012); e, recentemente, espectrometria
de massas com ionizacdo ambiente, tais como ionizacdo por spray em papel
(GARRETT, REZENDE e IFA, 2013a) e ionizacdo por dessorcdo electrospray
(GARRETT, SCHWAB, CABRAL et al.,, 2014). Entre estes trabalhos reportados
anteriormente, AQUINO, AUGUSTI, ALVES et al. (2014), utilizaram a infusdo direta
ESI-MS para detectar adulteracdes no café torrado a partir das suas cascas. As
impressoes digitais ESI-MS (em ambos 0s modos negativos e positivos) revelaram a

presenca de marcadores de identificacdo, tais como hidratos de carbono (por
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exemplo, sacarose), acidos clorogénicos, cafeina e outros componentes relacionados
com o sabor e aroma do café, que caracterizam cada tipo de amostra (café e casca).
GARRETT, VAZ e HOVELL et al. (2012) combinaram dados de ESI-MS, em ambos
0s modos de ionizacdo: positivos e negativos, com a técnica de calibracdo
multivariada por minimos quadrados parciais (PLS), e definiram uma maneira rapida
de detectar e quantificar adulteracdes de café Arabica por café Conilon.

Com base nas duas principais técnicas analiticas empregadas para analise de
café (ESI-MS e FTIR), métodos de calibracdo univariada e multivariada foram
aplicados para identificar e quantificar o percentual de café Conilon em blendas de
café Arabica. As figuras de mérito (limite de deteccéo, LD, limite de quantificacéo, LQ,

repetibilidade, precisdo intermediaria e linearidade) foram obtidas e comparadas.

1.3. Caracterizacao do café

As caracteristicas morfologicas dos graos verdes de diferentes espécies sao
muitas vezes suficientes para discriminar as mesmas. Contudo, a inspec¢éao visual é
inadequada no caso de graos torrados, e um método para determinar a presenca de
compostos caracteristicos de cada um € necessario. Para este fim, as propriedades
visuais e sensoriais podem ser insuficientes e subjetivas, de modo, que as diferencas
na composi¢ao quimica devem ser exploradas.

SCHIEVANO, FINOTELLO, ANGELIS et al. (2014) afirmam que, até a presente
data, o método oficial de caracterizacdo de espécies de cafés Arabica e Conilon,
segue usando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Método DIN 10779
alemao), onde quantifica-se o composto 16-O-metilcafestol (16-OMC) em graos
torrados e verdes. A metodologia € eficaz, porém consome solvente e tempo em
excesso, devido as varias etapas envolvidas. Por estes e outros motivos que novas
metodologias vem sendo investigadas com a finalidade de caracteriza¢do de varios

tipos de cafés

1.3.1. Espectrometria de Massas
A espectrometria de massas (MS) € uma técnica que consiste na ionizagédo das
moléculas de interesse e separacdo dos ions com base em suas diferentes razdes
massa/carga m/z (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991). E importante ressaltar
gue a MS nao analisa atomos neutros ou moléculas neutras e sim, espécies ionizadas.

Antes de discriminar os ions € necessario, primeiramente, gera-los utilizando um
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sistema de ionizagdo ou fonte de ions. Os diferentes tipos de fonte de ionizacdo e
analisadores de massas séo os que determinam a aplicabilidade da MS (HAM, 2008).

Os espectrometros de massas constituem-se basicamente de: um sistema de
introducdo de amostra; uma fonte de ionizacdo; um analisador de massas; e um
detector, que realiza a “contagem” dos ions e transforma o sinal em corrente elétrica,
que posteriormente, de acordo com a magnitude do mesmo, serd convertido em
funcdo da razdo m/z, proporcionando um espectro de massas correspondente.
(ROMAO, 2010). Um diagrama esquematico do funcionamento de um espectrémetro

de massas é mostrado na Figura 3:

ESPECTROMETRO DE MASSAS

Pressao E )
atmosféricaou ! Alto vacuo
5 : 105-10¥mbar
- vacuo i
Sistema :
de Fonte de i -
3 i o Analisad Detect
Insergao m— lonizagao ~= nalisador |wsp eic or
HPLC ESI
GC APPI Quadrupolo Processamento
Bombacom APCI TOF dos dados
seringa MALDI ICR
EASI
El

Figura 3. Diagrama esquematico de um espectrdometro de massas (ROMAQ, 2010).

1.3.2. lonizacao por electrospray (ESI)

A fonte electrospray (ESI) € uma método de ionizacdo a pressdo atmosférica
(atm), que causa a protonacdo ou desprotonacdo de moléculas para amostras em
solucéo, dissolvidas em solvente protico (ex.: CHsCOOH) ou base (ex.: NH4OH), para
facilitar a ionizagéo. A solucdo € conduzida por um capilar metalico submetido a um
alto potencial elétrico (3-5 kV), resultando na formac¢éo de uma dupla camada elétrica
na interface capilar/solugcdo. Consequentemente, formam-se gotas carregadas que,
com a secagem do solvente, vdo aumentando a densidade de cargas até o ponto em
gue ocorre um fendmeno chamado de explosdao couldmbica. Assim, sdo formadas

microgotas que, com a secagem do solvente, liberam os ions [M + H]* ou [M - H] para
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serem analisados pelo analisador de massas, Figura 4 (ROMAO, 2010). A técnica ESI
tem sido amplamente usada nos ultimos anos, tanto para identificacao e quantificacédo
como também para estudos de determinacdo estrutural aplicada ao estudo

metabolémico de frutas tropicais (FRAIGE, 2012), dentre outras.
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Figura 4. Esquema da fonte de ionizacdo por ESI (ROMAOQ, 2010).

1.3.3. Espectrometria de Massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons com
Transformada de Fourier (FT-ICR MS)

O desenvolvimento da espectrometria de massas por ressonancia ciclotronica
de ions com transformada de Fourier (FT-ICR MS) no inicio da década de 70
possibilitou a obtencédo de espectros de altissima resolugdo (m/Amsew > 400 000) e
exatiddo de massas (>2 ppm). A determinagcdo de valores inequivocos de razéo
massa/carga, m/z, no analisador de ICR, Figura 5, com tamanha resolucéo é baseada
no movimento ciclotrénico de ions (MARSHALL, HENDRICKSON, JACKSON, 1998).

O altissimo poder de resolucéo e exatiddo em massas torna a técnica analitica
versatil, garantindo a determinacdo da férmula quimica dos ions produzidos. Além
disso, apresenta capacidade de analises do tipo (MS)", importante para determinacéo
de estrutura molecular, e facil adaptagdo com os mais diversos tipos de fontes de
ionizagao externas (KLITZKE, 2012).
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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 &
proporcional a sua razédo m/z.

No interior da célula de ICR ha um campo magnético uniforme B que gera nos
ions, com carga g, uma forca F, dada pela Equacéo 1, fazendo com que estes tenham
uma trajetéria circular com raio r e velocidade v, ou seja, um movimento ciclotrénico,
conforme Equacédo 1 (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

F=quxB (2)

Substituindo as Equacdes 2 e 3, onde ac é a aceleragcdo centripetae m é a

massa do ion, na Equacao 1, tem-se a Equacéo 4.

F=m.a, (2)
v = Ur—z (3)
=1 (4)

A partir da Equacédo 4, percebe-se uma relacdo inversamente proporcional
entre o raio da trajetoria do ion e o campo magnético, indicando que em campos
magnéticos altos o raio de trajetéria do ion € pequeno, fazendo com que os ions
figuem presos dentro da célula de ICR (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

Substituindo a Equacéo 5, onde w € a frequéncia ciclotrénica, na Equacao 4,

temos Equacéao 6.

w="= (5)

W, = — (6)

A partir da Equacao 6, percebe-se que ions de mesma razao massa carga
terdo a mesma frequéncia ciclotronica para um determinado valor do campo

magnético. Sendo assim, varios pacotes de ions de frequéncias ciclotrénicas
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dependentes de suas razbes massa carga entram em movimento circular dentro da
célula de ICR (Figurab).

fast
Fourier
Transformation

p—|— ..

frequency
spectrum

detection plate

| mass spectrum ‘

/7
magnetic
field B, o

rf excitation

Figura 5. Diagrama esquematico de uma cela de ICR (SCHRADER E KLEIN, 2004).

Para aproximar os ions das placas detectoras da célula de ICR sao aplicados
pulsos de radio frequéncia aumentando o raio de trajetéria dos ions, fazendo com que
os ions induzam uma corrente nas placas detectoras. A frequéncia desta corrente é a
mesma que a frequéncia ciclotrbnica dos ions e a intensidade é proporcional ao
namero de ions. O sinal de ICR no dominio do tempo é convertido entéo, através da
Transformada de Fourier, para o dominio da freqtiéncia que depois é convertido em
um espectro de massas (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).

1.3.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier com
acessorio de refletancia atenuada total (ATR-FTIR)

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier com acessoério de refletancia atenuada total (ATR-FTIR) analisa a interacéo
da matéria com radiacao eletromagnética na regido do infravermelho, variando de 12
800-4000 cm! (proximo) e 4000-640 cm (médio), para substancias no estado sélido
e liquido. Quase todos os compostos que fazem ligagées covalentes absorvem em
varias frequéncias na regido do infravermelho (IR) (proximo, médio ou distante),
entretanto, a mais empregada é a regido do IR médio (4000 a 200 cm)
(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991).
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A técnica de ATR-FTIR baseia-se no fato de que as ligacbes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas que correspondem a niveis
de energia vibracionais bem definidos caracterizando ligacdes e, consequentemente,
0os grupos funcionais presentes nas moléculas. Em muitos casos, podem ser
realizadas analises quantitativas por meio desta técnica, considerando-se que a
resposta do sinal obtido pelo espectro de FTIR est4 associada a concentracdo do
analito na amostra (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRILL, 1991).

Em FTIR, o acessorio de ATR é bastante empregado para analise de
substancias no estado solido, onde um feixe de radiacdo passa de um meio mais
denso (cristal de seleneto de zinco, por exemplo) para um meio menos denso
(amostra) ocorrendo o processo de reflexdo. A fracdo do feixe de luz incidente é
refletida e sua intensidade aumenta de acordo com o angulo 37° de incidéncia. Este
dispositivo é caracterizado pelas multiplas reflexdes da radiacdo do IR que ocorrem
entre o cristal e a amostra.

Os instrumentos com transformada de Fourier sdo os espectrometros de
infravermelho que utilizam um dispositivo denominado interferdbmetro de Michelson. A
transformada de Fourier trouxe avangos significativos resultantes do emprego de um
interferdmetro que manipula a energia enviada para a amostra e gera um padrao
chamado interferograma, considerado um sinal complexo que ao ser manipulado pelo
processo matematico de transformada de Fourier separando as frequéncias das
absorcdes individuais contidas no interferograma resultando num espectro
semelhante aquele obtido pelo espectrémetro dispersivo. A técnica de FTIR é um
método mais rapido e de melhor qualidade, com diminuicdo da razdo sinal-ruido
(SKOOG, WEST, HOLLER, et al., 2007).

A Figura 6 mostra um esquema do interferdbmetro de Michelson. Um feixe da
fonte de luz a esquerda é dividido em dois feixes pelo divisor de feixes. Os dois feixes
percorrem caminhos separados e convergem sobre o detector. Os dois feixes, A’ e B
convergem-se na mesma regido do espaco e formam um padréo de interferéncia. A
medida que o espelho movel a direita se desloca, o padrdo de interferéncia se desloca
sobre o detector e modula o sinal éptico. O interferograma de referéncia resultante é
registrado e empregado como medida da poténcia do feixe incidente em todos os
comprimentos de onda. Uma amostra absorvente é inserida entdo no feixe e o
interferograma da amostra é registrado. Os dois interferogramas sdo empregados

para computar o espectro de absor¢cao da amostra.
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As andlises por ATR-FTIR apresentam como vantagens o baixo custo de
manutencao, boa sensibilidade e resolucéo, rapidez na andlise, é uma técnica nao
destrutiva e com o uso do cristal de ATR é necessario pouco ou nenhum preparo de

amostra.

Espelho estacionario

[

B
/
. U / “
~ > > >
\ , | B « >
H A B Espelho mével
[ ]
Amostra o

Detector

Figura 6. Diagrama esquematico de um interferémetro de Michelson (SKOOG, WEST, HOLLER, et
al., 2007).

1.4. Andlises quantitativas

A curva de calibracdo univariada de dados corresponde ao modelo matematico
gue estabelece uma relacdo entre a resposta instrumental e a concentracdo do
analito, resultando na melhor linearidade da analise pela minimizacdo dos erros
guadrados. Segundo RIBANI, BOTOLI, COLLINS et al. (2004), o LD representa a
menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada. O LQ representa a menor concentracdo da substancia
em andlise que pode ser quantificada, utilizando um determinado procedimento
experimental.

Ha trés formas de se estimar os limites de deteccdo e de quantificacéo, e a
escolha de uma delas deve levar em consideracdo a técnica analitica utilizada e o
grau de confiabilidade estatistica necessaria: método visual, método da relag&o sinal-
ruido, e método baseado em parametros da curva analitica. O método visual e da
relacdo sinal-ruido sdo comumente utilizados pela sua rapidez, no entanto o primeiro
apresenta a desvantagem de ser baseado em parametro subjetivo e o segundo da

necessidade de uma matriz onde seja possivel estimar o branco. O método baseado
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em parametros da curva analitica apresenta-se como melhor op¢do quando néo é
possivel obter um branco da amostra em estudo (RIBEIRO, FERREIRA, MORANO et
al., 2008).

A precisdo de um método determina as circunstancias especificas da analise e
sua variabilidade, onde avalia-se a proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma mesma amostra (PEREIRA, SCHESHOWITSCH, CRUZ et al.,
2007).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial).
Estes 6rgdos disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos
analiticos, respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE no 899, de 29/05/2003 e o
documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de mar¢o/2003.

De acordo com a ANVISA “...a validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados”.

As condicfes de repetitividade podem ser caracterizadas utilizando o mesmo
procedimento de medicdo, mesmo observador, mesmo instrumento usado sob
mesmas condi¢des, mesmo local, e repeticbes no menor espaco de tempo possivel.
A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
disperséo dos resultados (INMETRO).

A precisdo intermediaria, de acordo com a ISO 5725-3, refere-se a precisédo
avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando 0 mesmo
método, no mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais as condi¢des a variar
(uma ou mais), tais como diferentes analistas, diferentes equipamentos e/ou
diferentes tempos (INMETRO).

1.5. Quimiometria
A quimiometria utiliza ferramentas matematicas e estatisticas para extrair maior
informacdo de dados quimicos. Uma das principais aplicacdes desta area, € a
calibracdo multivariada de dados que normalmente envolve o uso de um tipo de
medida instrumental para predizer o valor de um parametro de base ou propriedade
(FILGUEIRAS, 2011).
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De acordo com NUNES (2008), a calibracdo multivariada é realizada de forma
geral, por intermédio das etapas:

e Preparacao do conjunto de calibragdo: Obteng&o de um conjunto de amostras
das quais se conheca a propriedade de interesse e que seja representativo para
realizar futuras previsdes. Este conjunto deve ser representativo em todas as fontes
de variacao;

e Registro do sinal analitico: A informacao pode ser obtida de vérias fontes. No
caso dos meétodos espectrométricos, o registro € o espectro. A partir destes sinais sao
obtidas as informacfes quimicas e/ou fisicas desejadas;

e Pré-tratamento dos dados: Nesta etapa, sdo minimizadas as possiveis
contribuicdes ndo desejadas dos sinais, que diminuem a capacidade de previsdo dos
modelos.

e Construcdo do modelo: selecdo de parametros do modelo que melhor
estabelece a relacdo entre o sinal instrumental e a propriedade desejada,;

e Validacdo do modelo: Para assegurar a capacidade preditiva de um modelo
faz-se necessario realizar um processo de validacdo do mesmo, que consiste no
estudo quantitativo dos resultados da aplicacdo do modelo em novas amostras (que
nao fizeram parte da etapa de calibracdo). Esta validacdo pode ser um processo
externo ou de validacdo cruzada (cross-validation); a primeira consiste na utilizacéo
de um conjunto de amostras independentes das utilizadas na calibracdo, mas que
sejam representativas das mesmas e das futuras amostras a analisar, denominado
conjunto de validagéo. A validacao cruzada divide o conjunto de calibracdo em varios
segmentos. Um dos seguimentos € utilizado para validagéo e o restante para construir
o modelo de calibracdo. S&o construidos modelos de acordo com o numero de
segmentos utilizados, de maneira que cada segmento seja excluido do modelo de
calibracao e utilizado na validagcdo. O modelo final sera aquele que apresentar o menor
residuo de resposta.

1.5.1. Regressé&o por minimos quadrados parciais
O método de calibracdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS),
utiiza a técnica de analise de componentes principais para a reducdo da
dimensionalidade do conjunto de dados ao mesmo tempo que estabelece correlagéo

entre 0os espectros (matriz X) e as propriedades de interesse (matriz Y) (WOLD,
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SJOSTROM e ERIKSSON, 2001; HOSKULDSSON, 1988; ANDERSSON, 2009). A
propriedade de interesse muitas vezes é a concentracdo de um analito, porém néo
limitada a esta, podendo até mesmo ser propriedades fisico-quimicas, tais como
densidade e viscosidade, as quais séo relacionadas a composi¢cao da amostra (DE
SOUZA, BREITKREITZ, FILGUEIRAS et al., 2013).

Este trabalho foi realizado com o intuito de determinar possiveis adi¢cdes de
café Conilon ao café Arabica em diferentes niveis de adulteracdes, através das
técnicas de ESI(-)FT-ICR MS e FTIR aliadas a calibracdo univariada e multivariada
PLS.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o desempenho das técnicas de ESI(-)FT-ICR MS e ATR-FTIR como
ferramentas analiticas na caracterizacdo e quantificacdo de forma rapida, simples e

eficaz do perfil quimico de blendas de café Arabica e Conilon.

2.2. Objetivos Especificos

= |dentificar a composi¢do quimica a nivel molecular do café capixaba Arabica e
Conilon

» Realizar experimentos de fragmentacdo (MS/MS) nos principais marcadores
quimicos vegetais presentes em diferentes cultivares (Arabica versus Conilon);

» Classificar e quantificar o café capixaba Arabica e Conilon em blendas.

3. METODOLOGIA

3.1. Amostras e reagentes
Os graos de cafés selecionados para analise sdo da espécie de café Arabica e
café Conilon fornecidas em funcdo do grau de maturacdo cereja, safra 2013/14,
provenientes do estado do Espirito Santo e fornecidas pela Cooperativa Agraria dos
Cafeicultores de luna — CACIL.
Os grédos foram torrados a nivel de torra escura (180 °C/ 14min) e

posteriormente moidos.
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3.2. Extracdo dos componentes polares e majoritarios do café Conilon
e Arabica para ESI(-)FT-ICR MS
Para a preparacao do extrato do café, as amostras foram maceradas em gral
de &gata para homogeneizacao e posteriormente dissolvidas em agua fervente em
concentracdo de 0,1 g mL* e submetidas ao procedimento de filtracdo com papel de

filtro comum, sendo 1 mL centrifugado durante 5 min.

3.3. Preparacéao das blendas

A formulagéo das blendas de cafés para a analise de ESI(-)-FT-ICR MS, foram
realizadas em duplicatas usando 10 concentracdes diferentes (0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20;
25; 50 e 75 wt %) de café Conilon no café Arabica e 2 puras (0 e 100 wt% de café
Arabica e Conilon, respectivamente). Para as andlises de FTIR, foram preparadas 21
concentracdes de blendas (0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70;
75; 80; 85; 90 e 95 wt % de café Conilon) e duas puras (0 e 100 wt%) de café Conilon
e café Arabica, respectivamente, em triplicata de 200mg cada, posteriormente

maceradas em gral de agata para homogeneizacao.

4., CARACTERIZAQAO
4.1. Andlise fisico-quimica

A analise fisico-quimica de pH foi realizada por um potencidmetro modelo PH
500, marca lonLab. Foram realizadas andlises em triplicata das amostras de cafés

puros a 0,02 g mLt. O procedimento foi executado de acordo com a metodologia
descrita pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (ZENEBON, PASCUET e TIGLEA, 2008)

4.2. ESI(-)-FT-ICR MS

As analises de FT-ICR MS (modelo Solarix 9,4T, Bruker Daltonics, Bremmen-
Alemanha), foram realizadas em duplicata utilizando 100 pL do extrato aquoso de
amostras do café, diluido até completar um volume total de 900 L em uma solucdo
de metanol dopado com 100 pL de uma solucdo de acido estearico a 5.10 moll/L,
totalizando 1mL (ou 1000 pL) da solucéo para aquisicdo no modo ESI(-).

A solucdo foi injetada na fonte de ESI a um fluxo de 5-10 yL mint. A faixa
dindmica de aquisicdo de ions na cela de ICR foi de m/z 150-1200. Os demais

parametros da fonte de ESI foram: i) voltagem no capilar: 3000-3800 V; ii) End Plate
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Offset = -500 V; iii) temperatura e fluxo do gas de secagem: 200 °C e 4 L min?; iv)
pressdo do gas nebulizador: 1 bar; v) skimmer = 10 V e vi) collision voltage = () 2 V.
Na transmissdo de ions, o tempo de acumulagdo de ions no hexapolo (ion
accumulation time) e o TOF foram de 0.05 s e 0.70 ms, respectivamente. Cada
espectro foi adquirido a partir da acumulacéo de 32 scans com um dominio de tempo
de 4M (mega-point) (DIAS, DIXINI, ALMEIDA et al, 2015a; DIAS, GONCALVES,
FREITA et al, 2015b; NASCIMENTO, COSTA, SOUZA et al, 2015). Antes da
aguisicdo, o equipamento foi externamente calibrado a partir de uma solucdo de
NaTFA. O poder de resolugdo, m/Amsoy»= 420-480,000 (em que m/Amsoy € a largura
do pico na metade de sua altura de m/z = 400) e exatiddo < 1 ppm, permitiram a
determinacao da formula molecular de ions moleculares com carga unitaria.

O grau de insaturacéo de cada molécula pode ser deduzida diretamente do seu

namero de insaturagdes e anéis (DBE) de acordo a Equacéo 7:
DBE=c—2+7+1 )
onde c, h e n sdo equivalentes ao niumero de atomos de carbono, hidrogénio, e

nitrogénio, respectivamente, na formula molecular.

4.2.1. ESI(-)-FT-ICR MS/MS
Para os experimentos de MS/MS, a janela do quadrupolo foi fechada em um
intervalo de 2 Da, ou seja, M/Zselecionado = 2, proporcionando o isolamento do ion de
interesse. Posteriormente, o ion foi conduzido para o interior de uma cela de colisdo
(hexapolo) com energia de colisédo variando entre 3-20 V, sendo Argbnio o gés de
colisdo utilizado. A fim de aumentar a quantidade de ions na cela ICR (analisador do
FTMS), o tempo de acumulacdo de ions no hexapolo (ion accumulation time) foi

aumentado de 0.05 para 1s.

4.3. FTIR
As analises de FTIR foram realizadas em triplicata por um instrumento modelo
Spectrum 400 MID/NIR FTIR da Perkin Helmer com acessorio ATR (cristal de
Seleneto de Zinco) para aquisicdo dos dados. Os espectros de ATR-FTIR foram
adquiridos no modo single, com resolucdo de 4 cm., na regidao de 4000 a 600 cm-e

registrados com uma média de 16 varreduras.
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4.4. Analises quantitativas

4.4.1. Calibragéo univariada

A curva de calibragdo univariada foi construida através da relagéo entre a razéo
das somas das intensidades relativas dos sinais m/z 365 e 367 pelo m/z 353
(caracterizado como y real, ou seja, o sinal analitico), obtidos nas andlises de ESI(-)-
FT-ICR MS, em funcdo da concentragcdo de Conilon (wt%). Esta relacdo foi
determinada a partir da maior abundancia e da variabilidade das intensidades relativas
destes ions entre os cafés Arabica e Conilon.

Os valores de LD e LQ foram obtidos através dos calculos descritos pelo
método baseado em parametros da curva de analitica (RIBEIRO, FERREIRA,

MORANO, 2008). Inicialmente, o desvio padrao foi obtido de acordo com a Equacgéo

8:
s, = [poes ®)

na qual, sy é o desvio padréo calculado para o ajuste linear, yi e yi0s valores do eixo

y real e estimado, respectivamente, e N o nimero total de amostras.

Para o calculo de LD (Equacao 9), usa-se o valor do intercepto do limite
superior do intervalo de confianca, conhecido por y critico (yc), conforme Equacéo 10,
onde sua projecdo no limite inferior € uma estimativa da concentracdo minima que
pode ser medida com um grau de confianga comprovado estatisticamente, ou seja, 0

limite de deteccdo do método:

syt [T 0=
LD =2x \/(N)+1+ (9)

a; a% . Z?:1(xi—f)2

1 72
Ve = ag + sy.t.\/(ﬁ)+1+m (10)

onde ao e a1, € o coeficiente linear e angular da reta, respectivamente. Os valores do
eixo X na reta séo representados por xi (Wt% de café Conilon) e, x € a média dos
valores de xi.

O LQ também foi calculado a partir do intervalo de confianga da curva analitica,
em que Xc € o valor da concentracdo (x) no ponto em que o valor de ao intercepta a

reta de regressao, e yn € 0 valor de y para a projecdo de xc no limite de controle
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superior (RIBEIRO, FERREIRA, MORANO, 2008). As estimativas de LQ, Xc € yn

podem ser realizadas respectivamente, pela utilizacdo das Equacdes 11, 12 e 13:

LQ = (y"a;;‘")+ (Sya—lt) .\/(%)+1+ % (11)
X = (SZ—:)\/(%)-F].-FWZL_JE)Z (12)
yh=a0+2+sy.t.\/(%)+1+2£’i+_);z (13)

A precisdo de um método pode ser expressa pela repetibilidade e pela precisédo
intermediaria, sendo usualmente caracterizados pelo desvio padréo e desvio padrao
relativo (ou coeficiente de variacdo) (RIBANI et al, 2004; PEREIRA et al, 2007;
ANVISA). O desvio padrao relativo (DPR), normalmente em % ¢é calculado por
(Equacéo 14):

DPR == x 100 (14)

Onde DP = desvio padrdo e X = média total das determinacdes.

Para tal, foram realizadas cinco andlises em triplicata no mesmo dia
(repetibilidade) e nove andlises durante cinco dias no mesmo laboratério e nas

mesmas condicfes (precisao intermediaria) para um nivel de concentragéo (20 wt%).

4.4.2. Andlises quimiométricas

Calibracao multivariada

Nesta analise foram utilizadas 21 amostras de blendas binéarias de café Arabica
com café Conilon e 2 amostras puras de cada café. As amostras foram separadas
aleatoriamente em dois conjuntos: calibragédo e previsao, contendo 17 e 6 amostras,
respectivamente. Dessa forma foi realizada a construgdo do modelo de PLS (SNEE,
1977).
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Validag&o do modelo

O numero 6timo de variaveis latentes do modelo PLS foi determinado pelo
método de validagdo cruzada Venetian Bend K-fold, onde o conjunto de amostras de
calibracao é dividido em k subconjuntos disjuntos, um destes subconjuntos é retirado
para validacao enquanto os k-1 subconjuntos restantes sao utilizados para construgéo
do modelo, em seguida as amostras do subconjunto retirado para validacao tém seus

valores previstos. Todos os célculos foram realizados no software Matlab 7.

Selecao de variaveis

Cada espectro de infravermelho contém originalmente 3351 variaveis (numeros de
onda espectrais). O numero ideal de variaveis latentes utilizados para a construgao
do modelo PLS foi determinada pelo procedimento de k vezes de validagéo cruzada,
com k igual 5. Neste método, as amostras no conjunto de calibracéo sao divididos em
k subconjuntos disjuntos. Um destes subconjuntos é retirado para validagdo enquanto
0s k-1 subconjuntos restantes séo usados para a constru¢cdo do modelo. Em seguida,
o subconjunto previsto é retirado. Este procedimento é feito até que todas as amostras
sejam previstas. O numero ideal de variaveis latentes € dado pelo raiz quadrada dos
somatorios dos quadrados dos residuos do conjunto de validagéo cruzada (RMSECYV),

calculado de acordo com a Equagéo 15:

ncal

1 A \2
RMSECV = \/Mé(y‘ ~9,) (15)

onde nca € 0 NUmMero de amostras de calibracéo e Y; e Y, séo referéncia e previsao

do teor café Conilon, respectivamente.

ApoOs a construcdo do modelo PLS, foram determinados os valores de
RMSECV e da raiz quadrada dos somatoérios dos quadrados dos residuos do conjunto
de previsdo (RMSEP), coeficientes de determinacdo (R%cv e R?p), LD e LQ nos
conjuntos de calibracdo e de previsdo. Todos os calculos foram feitos através do

software Matlab 8.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ESI(-)FT-ICR MS

Os cafés Arabica e Conilon em maturacgéo cereja em nivel de torra escura foram
caracterizados por ESI(-)FT-ICR MS, Figura 7. A abordagem em ESI(-) € mais
adequada do que em ESI(+) para verificar o perfil quimico, pois ndo ha supresséo de
sinais, relacionadas a altas concentracdes de sais minerais (Na*, K*, Ca?*, dentre
outros) presentes em amostras de produtos naturais. Além disso, esse modo de
ionizacdo apresenta melhor eficiéncia de ionizacdo para os componentes acidos e
fendlicos, tornando a interpretacdo do espectro mais simples (COSTA, SOUZA,
SOPRANI et al., 2015).

O espectro de ESI(-)FT-ICR MS para o café Conilon apresenta uma maior
guantidade de sinais do que o café Arabica (43 e 31 sinais, respectivamente). Todos
as espécies gquimicas detectadas apresentaram intensidade relativa superior a 1%, e
suas informacdes como valor m/z medido, erro de massa (ppm), formula minima e
estrutura proposta sao descritas na Tabela 1. Entre as espécies mais abundantes
detectadas foram propostas possiveis estruturas, e destacam-se o acido quinico (AQ),
m/z 191, &cido cafeoilchiquimico (ACC), m/z 335, &cido cafeoilquinico (ACQ), m/z 353,
acido feruloilguinico (AFQ), m/z 367, ion do acido estearico e acido quinico m/z 457 e
0 acido estearico, m/z 283. O sinal de m/z 567 refere-se ao ion [2M — H],, onde M
corresponde ao CisH3sO2 que é a molécula neutra do &cido estearico. O ion de m/z
365 corresponde ao dimero de AQ sem uma molécula de agua ([C14H24012 - H20]).
Todas essas estruturas apresentam valores de DBE que variam de 1 a 9, Tabela 1.

Os ions com m/z 335, 337, 353, 367 e 395 sdo compostos fendlicos presentes
em amostras de cafés, e sdo degradados durante o processo de torrefacdo, chegando
a perda superior a 50 wt% em cafés Arabica e Conilon (MOREIRA, NUNES,
DOMINGUES et al. 2012). Os ions de m/z 335, 353 367 sédo classificados como acidos
clorogénicos (ACG). Os ACG séo precursores importantes dos acidos fendlicos livres
e, por conseguinte, dos compostos fendlicos volateis. Estes sdo essenciais na
formacao do aroma do café processado (MOREIRA, TRUGO e DE MARIA, 2000).

A literatura relata a existéncia de trés isbmeros para cada molécula ACG em
3, 4 e 5 posicoes da regido do acido quinico das espeécies ACQ, AFQ e ACC. A
identificagcdo inequivoca dos compostos ACG e de seus isbmeros pode ser realizada

utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) e
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experimentos de dissociagéo induzida por colisdo (CID) ou analise de ressonancia
magnética nuclear (RMN) (CLIFFORD, JOHNSTON, KNIGHT et al. 2003;
DESHPANDE, EL-ABASSY, JAISWAL et al. 2014), no entanto o objetivo foi verificar
a capacidade do FT-ICR MS como uma técnica preditiva para possiveis adulteracdes
entre cafés torrados Arabica e Conilon utilizando a calibra¢do univariada.

O ion m/z 353 é majoritario no café Arabica, Figura 7b enquanto os ions m/z
191, 365, 367, 457 e 567 possuem maior abundancia no café Conilon (Figura 7a). O
ion de m/z 395, espécie minoritaria em ambos os cafés, corresponde a acetil-
cafeoilquinico &cido, sendo um produto de transesterificagdo de ACQ com &cido
acético (C2Hs0) (JAISWAL, MATEI, GOLON et al., 2012). TRUGO e MACRAE (1984)
relataram niveis mais elevados de ACQ em café Arabica com a torra escura em
relacdo ao café Conilon com torrefacéo leve. Este resultado corrobora com a Figura
7. Em geral, o nivel mais elevado de torrefagdo, como a torra escura, leva a maior
degradacédo dos ACG (a um nivel de 50% wt) em comparacao a torra clara e média.
(MOREIRA, NUNES, DOMINGUES et al., 2012; DEL CASTILLO, AMES E GORDON,
2002). Por outro lado, observa-se maior abundancia do AQ (m/z 191) no café Conilon,
Figura 7, devido a degradacdo de ACGs durante a torrefacdo, e como consequéncia,
a producédo de AQ e outros compostos fendlicos de baixo peso molecular, conforme
Figura 8. (MONTEIRO E TRUGO, 2005). Deste modo, o conteudo total de ACGs
depende da espécie e variedade do café e, principalmente conforme o nivel de
aguecimento.

GARRETT, VAZ, HOVELL et al. (2012) observou que os ions m/z 191, 353 e
367 foram as espécies mais abundantes presentes no extrato aquoso de cafés
Arabica e Conilon em ESI(-)FT-ICR MS, corroborando com a Figura 7.

Os valores altos de DBEs (8 a 9) observados para os ions m/z 335, 353 e 367
correspondem a natureza fendlica (DBE = 4) dessas espécies além da presenca de
outros grupos organicos como acido carboxilico (DBE = 1), éster (DBE = 1), anel
glicidico (DBE = 1), ciclos alcenos (DBE = 2) e/ou alqueno (DBE = 1). Ja o composto
AQ, m/z 191, apresenta menor valor de DBE (DBE = 2), contendo apenas um grupo
carboxilico e um anel glicidico. A identidade das espécies quimicas propostas na
Tabela 1 estdo de acordo com as relatadas na literatura (GARRETT, VAZ, HOVELL
et al., 2012; AMORIM, HOVELL, PINTO et al., 2009; AQUINO, AUGUSTI e ALVES et
al., 2014).
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Figura 7. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS do café Conilon (7a) e Arabica (7b). As espécies quimicas

abundantes (m/z 353, 365 e 367) possuem suas estruturas quimicas ilustradas na Figura 7a.

Outros compostos também foram identificados apenas em café Conilon em
baixa abundéancia, tal como ions de m/z 397 e 342 que correspondem ao &cido
sinapoilquinico e cafeoiltirosina, respectivamente (Tabela 1) (KUHNERT, JAISWAL,
ERAVUCHIRA et al., 2011; GARRETT, VAZ, HOVELL et al., 2012; MORISHITA,
TAKAI, YAMADA et al., 1987). O ion de m/z 481 que corresponde ao diterpeno
glicosilado atractilosideo Il foi identificado somente no café Arabica (GARRETT, VAZ,
HOVELL et al.,
presenca de café Conilon e de café Arabica em blendas.

2012). Estes compostos podem ser utilizados como marcadores de
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Tabela 1. Parametros como valores de m/z medido, erro de massa (ppm), DBE, formula minima e

estrutura proposta para os sinais detectados no café Conilon e Arabica.

. m/z Formula Café Café
Ntmero experimental Erro  DBE minima [M = H]" Estrutura proposta Conilon Arabica
1 179,05586 0,56 1 [CsH1206 - HI Glicose X X
2 191,05586 0,43 2 [C7H1206 - HJ Acido quinico X X

3 219,05086 0,65 3 [CsH1207- HJ X
4 221,06672 -0,22 2 [CsH140s - H]- X X
5 233,06673 -0,22 3 [CoH1407- H] X X
6 249,06164 -0,20 3 [CoH140s8- H] X X
7 263,07731 -0,25 3 [C10H160s - H] X X
8 283,26431 -0,19 1 [C18H3502 — HJ Acido esteérico X X
9 289,09301 -0,42 4 [C12H1708 — HJ X
10 302,08829 -0,48 5 [C12H17NOg — H] X
11 307,10347 -0,49 3 [C12H2009 - H] X X
12 323,09838 -0,33 3 [C12H20010 - HJ X X
p-cumaraoiltirosina
13 326,10361 064 11  [CisH17NOs- HJ- (ou X
cafeoilfenilalanina)
14 33507736 0,06 9 [C16H1608 - H Acido X X
’ ’ 161116378 cafeoilchiquimico
15 337,09308  -057 8  [CisH180s— HJ Acido p- X X
cumaroilquinico
16 341,10907 -0,11 2 [C12H22011 - HJ Sacarose X X
17 342,09853 -0,65 11 [C18H17NOe6 - H]- Cafeoiltirosina X
18 347,09845 -0,62 5 [C14H20010 — H] X
19 349,09309 -0,57 9 [C17H1808 — HI Feruloil-quinide X X
20 353,08776 0,06 8 [C16H1809 - HJ Acido cafeoilquinico X X
! Acido ferulico-
21 355,10369 -0,65 7 [C16H2000 - H] hexose X X
22 365,10916 -0,62 4 [C14H22011- H]  Dimero &cido quinico X X
23 367,10357 -0,38 8 [C17H2009- H]-  Acido feruloilquinico X X
24 383,11986 -0,62 3 [C14H24012 - H] X X
25 393,30128 -0,63 4 [C24H4104- H] X X
26 395,09869 -0,20 9 [C18H20010 - H]- Acetil-ACQ X X




45

27 397,11435 -0,88 8 [CigH22010- H]  Acido sinapoilquinico
28 407,11967 -0,43 5 [C16H24012 - HJ
29 409,11431 -0,28 9 [C19H22010- HJ
30 433,11432 -0,68 11 [C21H22010- HJ
31 421,33266 -0,78 14 [C26H4604 - HJ
32 445,31743 0,79 2 [C24H4607 - HJ
fon do acido
33 457,31740 -0,71 3 [C2sH4607 - HJ estearico com acido
guinico
34 463,12484 -0,35 11 [C22H24011 - HJ
35 485,13022 -0,70 9 [C21H26013 - H]-
36 489,14037 -0,69 12 [C24H26011 - H
37 503,15615 -0,53 12 [C25H28011 - H]-
. Acido
38 515,11963 0,19 14 [C25H24012 - H] dicafeoilguinico
_ Acido cafeoilquinico
39 527,14077 -0,27 10 [C23H28014 - H] e 4cido quinico
. Acido feruloil-
40 529,13571 -1,06 14 [C26H26012 - H] cafeoilquinico
41 533,13052 -0,85 13 [C25H26013 - H]-
42 541,15650 040 10  [C24H30014- HT
i s [2M — H]- onde M =
43 567,53617 0,67 1 [C3sH7204 - H] molécula neutral do
acido esteérico
44 271,08242 034 5 [C12H1607 - HJ
45 371,11978 052 2 [C13H24012 - HT
46 481,24445 -0,82 7 [C2sH3s09 - H]- Atractilosideo |l

Os valores de pH das amostras de cafés Arabica e Conilon foram de 5,7 £ 0,2
e 6,2 £ 0,4, respectivamente. Isso pode estar correlacionado a uma maior quantidade
de sacarose no café Arabica que provoca, durante o processo de torrefacdo, a
formacdo de compostos acidos com menor massa molar (tais como: acido férmico,
acético, laticos, glicdlicos) (CONTI, 2013), ndo detectados pela técnica de ESI(-)FT-
ICR MS.
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5.2. ESI(-)MS/MS

Para comprovar a estrutura das espécies mais abundantes em ambos os cafés,
foram realizados experimentos de collision-induced dissociation (CID) nos ions m/z
335 (ACC), 353 (ACQ), 365 (dimero do &cido quinico), 367 (AFQ) e 457 (ion do &cido
estearico e 4cido quinico), e os espectros de ESI(-)MS/MS sdo mostrados na Figura
8a-e.

a
(@) < CgHgO4 .335.0
- C7Hz04 335.0 VA
179.0 . 2H0 co, I O
173,1910 255.0 2910 319.0
(b) 191.0 ?353'0
Ar
« CgHgOs
H,0[* O
> CaHgOs 353.0
[ | t
(C) 191.0 .365.1
Ar
p C7H1Os O
365.0
t
d 191.0 [ E&
( ) < CWOHWUOKI- Ar
173.0 193.0
H,0l < C7H 1005
< 367.0 O
(e) 283.0 @57
) C7Hy,05 Al
. C oo 570 (O
191.0
200 250 300 ., 350 400 450 500

Figura 8. Espectros de MS/MS dos ions m/z (a) 335 acido cafeoilchiquimico, (b) 353 &cido
cafeoilquinico (c) 365 dimero do &cido quinico, (d) 367 &cido feruloilquinico e (e) 457 ion do acido
estedrico e 4cido quinico.

Inicialmente, o experimento de CID para o ion m/z 335 produz fragmentos com
m/z 291 e 255, que correspondem as perdas neutras de CO: e, posteriormente, de
duas moléculas de H20, Figura 8a. Alguns autores atribuem o ion m/z 335, a lactona
do ACQ (FARAH, DE PAULIS, MOREIRA et al., 2006; FARAH, DE PAULIS, TRUGO
et al., 2005). No entanto, o experimento de CID e seu padrdo de fragmentagao
confirmaram a presenca do ACC, Figura 8a e 9a. Para a lactona ACQ a perda neutra
de 44D, néo foi observada (JAISWAL, SOVDAT, VIVAN et al. 2010a)
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O fragmento que corresponde ao acido caféico (AC), apresenta-se comum aos
espectros de ESI(-)MS/MS para os compostos ACC e ACQ (Figura 8a-b) enquanto
que o fragmento de m/z 191 correspondente ao AQ é comum a todos oS cinco
compostos, Figura 8a-e. Para o composto AFQ, a intensidade relativa do ion de m/z
191 pode ser usado para distinguir o 5-AFQ a partir dos seus isdmeros utilizando
analises de LC-MS / MS (CLIFFORD, JOHNSTON, KNIGHT et al., 2003). Além disso,
o sinal m/z 193, que representa o acido ferdlico, € observado apenas no espectro de
ESI(-)MS/MS do AFQ, m/z 367, Figura 8d. Finalmente, o fragmento a m/z 173, 4cido
chiquimico, é produzido por meio de eliminacdo de H20 a partir de AQ (JAISWAL,
PATRAS, ERAVUCHIRA et al. 2010b), Figura 8b-d.

Foram demonstradas também as estruturas quimicas do dimero (m/z 365) do
AQ e do ion m/z 457 do acido esteérico e AQ, a partir de producéo de fragmentos de
m/z 191 e 283, respectivamente, as Figuras 8c e 8e.

Os ACGs séao formados pela esterificacdo do AQ, ion [C7H1206 — H] de m/z 191
com um dos trés acidos trans-cinamicos: i) AC (3,4-di-hidroxicinamico) [CoHsO4 - H]
m/z 179; ii) acido ferulico (3-metoxi, 4-hidroxi) [C10H1004 - H] m/z 193; ou iii) o acido
p-cumarico (4-hidréxi), ion [CoHsOs — H ]° de m/z 163 (MOREIRA, NUNES,
DOMINGUES et al., 2012). Propostas de fragmentacfes para compostos de m/z 335,
353, 365, 367 e 457 sé@o apresentadas na Figura 9.



HOOS  oH

A
Bl =} K
! /l—" Arisa chiquimico

[CH g, — H ez 173

a) +
oH M
Pes_gH Q‘ELWEEEUH el 1 DA?P%/@E:H
= %
Anico Cﬂ'ﬂﬂllcnlqulmlcﬂ miz 28

[C5H Oy — H} 217 335

l M T, l_zH“U

[y
OoH o
2L = g
= O

miz 255

Acido cafeloa
[, Hu 0~ Hi- ez 178

b) oH H

HO HO
HOOC?;:F»\J I =gy T Honct:r\_’_
HO —_— =]
DA o

Ackdo quinica

Acido cafecliguinico M 120~ M- miz 151

[G1aH 50y = H} miz 353

MO
l -CrH1005
JJ/\/@“H =
4] HOOC .
o o 2‘,;:;]7\0
OH

Ackdo cafeloo

Aside chiguimico.
ICaHg0u — HF miz 172

[CyH4pOs — H]- e 173

C:l E R

HO GH O -
HOOG Lo N S::DOH =CpHL 4 5 HOOHE
H% ZH H Hii; g)H

Diirmars da dcido quinica Acico quinico

[ qqHuC g — HoOl ez 365 [€,H,, 0, — H]- mez 161
d -H
:l OH
HO HE
CHy ]

[lala | CagHhinOy 00C i;:f
H H HO H
Acido feruloilquinico miz 173

[CarHzgOg - HI" iz 367

i-CTHmUs

HO
HO }
HOOGE 0 Hooci‘;ﬁro_
H HT L, oH

OCH,
ol Acida quinico Arido chiguimicn
i [CrHpOg - HI" mrz 101 [CHygOs- HI miz 173
Acido fanilica
[CaoHap0y - H]" iz 193
-H
e)

HO

=} HO
Hoocg;__f\n -CinH0 Hmcé;:*f\"_
e
HE
" H M

Acida quinica
[CrH1204 — H] vz 181

[CasHagOy — H]" miz 457
l “CrHinOs
LWWW\/\
o

Arido estedrico
[CiaH 202 — Hl- mi'z 263
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feruloilquinico e (e) 457 ion do acido esteérico e acido quinico.



49

5.3.  Quantificacdo de café Conilon em blendas de café Arabica

A utilizacdo de um padréo interno ou agente dopante em experimentos de
quantificacdo é comumente usada em andlises de Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(KARUNAA, ECKARDSTEINA E RENTSCHA, 2009; TAVARES E FERREIRA, 2006).
Neste trabalho foi utilizado como dopante o acido estearico, garantindo uma
linearidade e reprodutibilidade da metodologia, eliminando assim, interferéncia
instrumental. As condi¢des de ionizacdo na fonte de ESI(-) também foram mantidas
constantes.

Blendas de café Arabica acrescidas com diferentes propor¢cdes de café Conilon
foram analisadas e os espectros de ESI(-)FT-ICR MS sé&o mostrados na Figura 10. O
ACQ (m/z 353) é majoritario, seguido dos ions de m/z 191, 283, 567, 365 e 367,
respectivamente. Essa relacdo € alterada, quando o café Conilon € adicionado na
blenda. Em amostras de blendas com alta porcentagem de café Conilon (> 50 wt %),
a intensidade relativa do ion m/z 283 &cido estearico (dopante com concentracao
conhecida) é majoritario seguido do ACQ (m/z 353). Adicionalmente, a abundancia
das espécies AFQ (m/z 367) e do dimero do AQ de m/z 365 aumentam em relacéo ao
ion de m/z 353 (ACQ). Existe também uma inversdo na abundéancia relativa entre os
sinais de m/z 365 e 367 com aumento da concentracdo de Conilon na blenda, Figura
10.
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Figura 10. Espectros de ESI(-)FT-ICR MS das blendas de café em diferentes niveis de adulteragédo.

Em destaque a relagdo entre os ions de m/z 283 e 353; e m/z 365 e 367.

Uma curva de calibracdo foi construida usando a razdo entre a soma das
intensidades relativas dos sinais m/z 365 e 367 pelo sinal do m/z 353 Tabela 2 em

funcédo do teor de café Conilon na blenda (Equagéo 16).
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Tabela 2. Dados das analises de ESI(-)-FT-ICR MS para constru¢do do modelo de calibracdo

univariada.

y real

Xi

café Conilon (wt %) Intensidade %

0 0,309
05 0,307
1 0,320
2 0,320
5 0,345
10 0,392
15 0,396
20 0,433
25 0,430
50 0,559
75 0,828
100 1,061

A equacdo 16 pode ser usada para predizer a concentracédo de café Conilon
em amostras comerciais, onde y corresponde a razdo dos sinais e x a concentracao
de café Conilon (wt %).

y= 0.0071x 0.30

(+£0.0004) T (+0.01) (16)

A curva analitica apresentou boa linearidade com coeficiente de determinacéao,
R? =0.976 (Figura 11). Os coeficientes linear e angular séo significativos ao nivel de
confianca de 95% (RIBEIRO, FERREIRA, MORANO et al., 2008; VANINI, SOUZA,
CARNEIRO et al., 2015).

Os valores de LD e LQ foram determinados a partir de parametros da curva,
sendo 0.2 e 0.3 wt %, respectivamente, para um nivel de 95% de confian¢a (RIBEIRO,
FERREIRA, MORANO et al., 2008).
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Figura 11. Curva de calibragdo da intensidade relativa (ion 365 + ion 367)/(ion 353) em fun¢éo do teor

de café Conilon (wt %) nas blendas com café Arabica. Em destaque, barra de erros.

Os dados obtidos por ESI(-)FT-ICR MS foram utilizados para os célculos de
repetibilidade e precisdo intermediaria a fim de monitorar e comprovar a confiabilidade
dos métodos. A Tabela 3 demonstra os valores da razdo das somas das intensidades

dos sinais m/z 365 e 367 por m/z 353 para o célculo de repetibilidade.

Tabela 3. Valores das raz8es das somas das intensidades relativas dos sinais de m/z 365 e 367 por
m/z 353 para o calculo de repetibilidade para ESI(-)FT-ICR MS

Anélises Triplicatas Médias
1° 0,330 0,339 0,338 0,3357
20 0,361 0,355 0,360 0,3587
3° 0,370 0,372 0,372 0,3713
40 0,360 0,360 0,360 0,3600
50 0,376 0,374 0,378 0,3760

O resultado do ensaio de repetibilidade foi expresso como desvio padrao
relativo (DPR), conforme estipulado pela ANVISA. O DPR calculado foi de 4 wt%,
demonstrando que o método nao sofre influéncias do periodo em que é realizado,

uma vez que o DPR maximo permitido pela legislacdo é de 5 % (RDC n° 899 de 29
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de maio de 2003) (ANVISA). A tabela 4 mostra os valores da razdo das somas das
intensidades relativas dos sinais m/z 365 e 367 por m/z 353 no periodo de 5 dias para

o célculo de precisdo intermediaria.

Tabela 4. Valores das razdes das somas das intensidades relativas dos sinais de m/z 365 e 367 por
m/z 353 para o calculo de precisdo intermediaria para ESI(-)FT-ICR MS

Dias Andlises (9) Médias

1° 0,360 0360 0360 0,376 0,374 0,378 0370 0,372 0,372 0,3661

2° 0,368 0,367 0,370 0,364 0,367 0,377 0,453 0,365 0,351 0,3691

3° 0,276 0,341 0,342 0,345 0,341 0,356 0,302 0,294 0,487 0,3246

4° 0335 0336 0346 0,350 0,346 0,353 0,342 0,356 0,342 0,3451

5° 0,333 0350 0349 10,353 0,351 0,352 0,356 0.350 0,354 0,3496

O resultado do ensaio de precisédo intermediaria também foi expresso como
desvio padrao relativo (DPR). O DPR calculado foi de 5 wt%. Aplicou-se, também, a
analise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os ensaios de precisdo intermediaria. O valor de
F calculado (F=2.1382; p=0,09) ficou abaixo do F critico (2,606) e p foi significativo de
ao nivel de 5% probabilidade, indicando nao haver diferencas significativas entre as
variancias dos 5 dias observados. Através dos valores obtidos € possivel garantir a

precisdo dos resultados independente do dia das analises.

5.4. Espectroscopia no Infravermelho médio — ATR-FTIR

A Figura 12a-b mostra os espectros de ATR-FTIR para amostras puras de café
Arabica e Conilon, respectivamente. A presenca de uma banda larga em 3308 cm™
(1) corresponde ao estiramento OH pode estar relacionado a compostos hidroxilados
como os acgucares, fendis e acidos carboxilicos (WELNA, SZYMCZYCHA-MADEJA e
ZYRNICKI, 2013). J& presenca de uma variedade extensa de compostos como
hidratos de carbono, minerais, cafeina, ACG, proteinas, e lipidios, que em sua maioria
absorvem na regido de 1500-900 cm™, faz com que as bandas de absorcdo se
sobreponham, dificultando a interpretacédo dos espectros (BRIANDET, KEMSLEY e
WILSON, 1996).
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Figura 12. Espectros de ATR-FTIR (a) Café Arabica (b) Café Conilon.

As atribuicbes das absorcdes (Tabela 5) podem estar associadas aos acidos
clorogénicos, compostos aromaticos, acidos graxos, carboidratos, dentre outros

componentes especificos de amostras de cafés.



55

Tabela 5. Espectros de ATR-FTIR das amostras de (a) café Arabica (b) café Conilon puras.

Numeracéo Bandas (cm™) AtribuicGes
1 3308 Estiramento da ligacdo O-H
5 2923 Estiramento 'a:sglmetnco C-H
alifatico
3 2853 Estwamentq :s[metnco C-H
alifatico
Deformacéo axial da ligacéo
4 1743 C=0 de ésteres
5 1652 Estiramento da Ilgaga,o_C:C de
compostos aromaticos
6 1464 Deformacao qs§|_metr|ca de C-
H alifaticas
7 1374 Estiramento da ligacdo C-O
8 1026 Deformacéo C-O

Apés caracterizacdo das amostras puras, blendas de cafés Arabica/Conilon
foram analisados por ATR-FTIR, Figura 13. As bandas que, visualmente,
apresentaram alteracdes em func¢des da concentracdo de Conilon nas blendas estéo
presentes nas regides de 1500-2000 cm™ (4-5) e 3000-2750 cm* (2-3).

E possivel notar visualmente uma diminuigdo acentuada na absorbancia da
banda na regido de 1743 cm, indicativa de carbonila de ésteres, que demonstra
grande variacao entre as duas amostras, com maior intensidade no café Arébica, e
que pode ser caracteristica também dos ACGs (CRAIG, FRANCA e OLIVEIRA, 2012).
DESHPANDE, EL-ABASSY, JAISWAL et al. 2014 relataram que é possivel, através
desta banda, diferenciar os cafés Arabica e Conilon. As absor¢des intensas nas
regibes de 2900 e 2800 cm™? correspondem aos estiramentos simétricos e
assimétricos da ligacdo C-H e sdo comuns em varias classes de compostos alifaticos,
como ésteres graxos e alcoois de cadeia longa (WELNA, SZYMCZYCHA-MADEJA e
ZYRNICKI, 2013).
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Figura 13. Espectros de ATR-FTIR das blendas de café Arabica/Conilon em funcédo da concentragéo
de Conilon.

5.5. Analises quimiométricas

O modelo de calibracdo multivariada PLS foi construido buscando quantificar o
teor de café Conilon nas blendas de café Conilon/Arabica. Espectros em triplicatas
foram tomadas em cada amostra das blendas e estas foram utilizadas na construcéo

do modelo PLS utilizando 3 variaveis latentes (Figura 14).
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Figura 14. Grafico do erro quadratico médio de validagéo cruzada pelo numero de varidveis latentes

utilizados na construcdo do modelo PLS.

A linha de base espectral foi corrigida utilizando a primeira derivada com janela
de 9 pontos e polinbmio de ajuste de segundo grau. O modelo PLS foi construido com
3 variaveis latentes. Os coeficientes de regressao do modelo PLS mostram relevancia
na regido de aproximadamente 2900 cm relacionado a deformacéo axial da ligacédo
C-H de compostos alifaticos; na regido em torno de 1750 cm™ relacionado a
deformagédo axial da carbonila de éster; e logo acima de 1000 cm relacionado a
deformacéo axial da ligagdo C-O (Figura 15b). Vale ressaltar que a regido de 3100 a
3500 cm? relacionado a deformacéo axial da ligacdo O-H néo foi significativo para
construcdo do modelo, esta regido pode estar associada ao teor de humidade das

amostras.
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Figura 15. (a) Espectros das blendas de cafés (apos tratamento dos dados) (b) Grafico dos coeficientes

de regresséo do modelo.

O modelo PLS apresentou erro médio de validag¢éo cruzada (RMSECV) de 5,7
wt % e de previsdo (RMSEP) 9,2 wt%, com coeficientes de determinacdo para
validacéo cruzada e previséo de 0,9635 e 0,9295, respectivamente. GARRETT, VAZ,
HOVELL et al. (2012) reportam valores proximos a exatiddo do modelo (RMSEP) para
a técnica de ESI(-). PIZARRO, ESTEBAN-DIEZ e GONZALEZ-SAIZ (2007) utilizaram
a calibracdo multivariada PLS associada a espectroscopia no infravermelho para
prever possiveis adicbes de café conilon em café ardbica e os resultados
demostraram valores menores de RMSECV e RMSEP, porém foram utilizadas uma
maior quantidade de amostras (em meédia 190 amostras entre blendas e variedades
puras) e o método de pré-processamento OWAVEC. A espectroscopia no
infravermelho foi aplicada a calibragdo multivariada para prever outros adulterantes
dentre eles cascas, milho e palha, com valores de RMSEP e RMSECYV superiores ao
encontrados neste estudo (TAVARES, 2012). Estes parametros mostram boa relacéo
entre os valores previstos pelo modelo PLS e de referéncia (Figura 16). Os valores
de LD e LQ foram de 1.29 wt % e 4.30 wt %, respectivamente, sendo maiores do que
0s obtidos pela técnica de ESI(-)FT-ICR MS.
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Figura 16. Relagdo do teor de café Conilon nas amostras e previstos em blendas utilizando o modelo
PLS. Em destaque, barra de erros.

A homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Bartlett aplicado
as amostras dos conjuntos de calibracdo e previsdo a fim de verificar a
homogeneidade da variancia em cada nivel de adulteracdo com café Conilon. Os
resultados apresentaram p-valor de 0.347 e 0.757 respectivamente para calibragcéo e
previsado, indicando ndo haver diferencas significativas, ao nivel se significancia de
5%, entre as variancias observadas dos niveis testados. A presenca de erros
sistematicos nos residuos foi avaliada pelo teste para bias, apresentando p-valor de
1.000 e 0.147 respectivamente para calibracdo e previsdo, indicando a auséncia de
erros sistematicos nos residuos do modelo PLS construido, ao nivel se significancia
de 5%.

A fim de comparacao, foram realizados célculos de repetibilidade e preciséo
intermediaria para os dados obtidos pela técnica de ATR-FTIR. Foi possivel através
do modelo PLS construido (ASTM International, 2012), obter o valor estimado de DPR
igual a 1,7 wt% para ambas as figuras de mérito, conforme estipulado pela legislacéao
(ANVISA).
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Sao empregadas diversas técnicas para andlise de adulteracdo de cafés,
embora sejam técnicas confiaveis, sdo necessarios longos processos de preparagado
e as vezes é possivel identificar somente um componente para distinguir os
adulterantes. Outros autores (AQUINO, AUGUSTI, ALVES et al., 2014; GARRETT, VAZ,
HOVELL et al., 2012) analisaram blendas de cafés, e obtiveram bons resultados
através da aplicacdo de um modelo de calibracdo multivariada. No entanto, uma nova
e simples metodologia (calibracdo univariada) foi desenvolvida para uma anélise
rapida e confiavel a fim de caracterizar e controlar a qualidade de café Arabica
adulterado com café Conilon por ESI(-)FT-ICR MS.

6. CONCLUSOES

A técnica de ATR-FTIR possibilitou a construgcdo de um modelo de calibracéo
multivariada PLS. O modelo multivariado apresentou exatiddo média de 9.2 wt%.
Adicionalmente, técnica de ESI(-)FT-ICR MS possibilitou verificar o perfil quimico dos
cafés Arabica e Conilon, permitindo experimentos de MS/MS e a identificacdo dos
principais compostos presentes nas amostras de cafés Os resultados de ESI(-)
possibilitaram a construcdo de um modelo quantitativo simples utilizando calibragéao
univariada, gerando valores 6timos de LD (1,29 wt%) e LQ (4,3 wt%), além de valores
aceitaveis de repetibilidade e precisao intermediaria. Os valores encontrados para a
ESI(-)FT-ICR MS foram excelentes, demonstrando a confiabilidade e reprodutibilidade
da técnica como ferramenta analitica. Desta maneira, o modelo possibilitara

quantificar blendas de cafés Arabica/Conilon em amostras comerciais.
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