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RESUMO

DUTRA, Mayara Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2019.
Influéncia da maturacao, da granulometria e da torra na composicao volatil do
café conilon. Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientador:
André Fernando de Oliveira.

Os parametros, aroma e sabor, caracteristicos do café auxiliam na avaliacdo da
qualidade do mesmo. O sabor é um atributo sensorial mais facil de avaliar, uma vez
gue normalmente o café é classificado qualitativamente como doce, salgado, amargo
e azedo. Ja a avaliacao do atributo aroma € mais complexa, uma vez que o café pode
apresentar inimeros compostos volateis que podem variar em funcéo do tipo, do
estaddio de maturacédo e da torrefagcdo do café. Para estudar o efeito da torrefagao
sobre o aroma do café, neste trabalho foram avaliados os compostos volateis
presentes em um café tipo conilon (Coffea canephora PIERRE ex Froehner), em
relacdo a diferentes perfis de torra, granulometria e maturacéao. Para avaliar o perfil
volatil do café o método envolvendo a microextragdo em fase soélida, no modo
headspace (HS), e, analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (HS/SPME-GC-MS) foi otimizado e validado. Na otimiza¢gdo um planejamento
fatorial 22 com ponto central (n=3) em ftriplicata, foi empregado para determinar os
parametros temperatura e tempo de extracdo. No método otimizado, 1,0 g de café
torrado e moido sdo aquecidos, em um frasco hermeticamente fechado, a 70 °C por
30 min para a extracao dos volateis empregando uma fibora DVB/CAR/PDMS. Na
validagdo os fatores considerados foram a seletividade, linearidade, precisao e
exatiddo. Com excegdes da concentragdo de 10 mg L' para o 4-etilguaiacol e de 7,0
mg L' para o furfurilpirrol e 4-etilguaiacol, a repetitividade apresentou valores
adequados (coeficiente de variacao < 10%), enquanto a precisao intermediaria nao foi
satisfatéria devido ao fato da utilizacdo de uma outra fibra no procedimento. Os valores
de recuperacdo variaram de 62,2 a 124,7%. O meétodo otimizado e validado foi
empregado para avaliar a composi¢ao quimica do café conilon em diferentes perfis de
torra (clara, média e escura), granulometria (peneira de 13 e 16 polegadas) e tempos
de maturacdo em amostras comerciais. Foi observado que dentre os parametros
avaliados, o método apresenta-se viavel, além de ser simples e n&o utilizar solventes.
Em amostras comerciais de torra clara, foi possivel identificar esses compostos, ao
contrario de amostra comerciais com torra escura, possivelmente devido a

degradacao dos mesmos. Para a analise de componentes principais, verificou-se a



influéncia dos compostos volateis sobre os perfis de torra, granulometria e tempo de
maturacao, além de mostrar dentre eles, quais sdo odorantes potentes de impacto no
aroma. Com o presente trabalho, um café com volateis de melhor qualidade pode ser
adquirido atraves dos parametros de torra escura, peneira de 16 polegadas e tempo

de maturagdo média.

Palavras-chave: HS-SPME-GC-MS. Andlise de Componentes Principais. Coffea
canephora PIERRE ex Froehner. Odorantes potentes de impacto.



ABSTRACT

DUTRA, Mayara Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2019.
Influence of maturation, granulometry and tower on the volatile composition of
conilon coffee. Advisor: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisor: André
Fernando de Oliveira.

The parameters, aroma and taste, characteristic of coffee assist in the evaluation of its
quality. Taste is an easier sensory attribute to evaluate, as coffee is usually classified
qualitatively as sweet, salty, bitter and sour. The evaluation of the aroma attribute is
more complex, since coffee may have numerous volatile compounds that may vary
depending on the type, maturity stage and coffee roasting. To study the effect of
roasting on coffee aroma, this work evaluated the volatile compounds present in a
conilon coffee (Coffea canephora PIERRE ex Froehner), in relation to different
roasting, grain size and maturation profiles. To evaluate the volatile profile of coffee,
the method involving solid phase microextraction in headspace mode (HS) and mass
spectrometry coupled gas chromatographic analysis (HS/SPME-GC-MS) was
optimized and validated. In the optimization, a factorial design 22 with central point (n
= 3) in triplicate was employed to determine the temperature and extraction time
parameters. In the optimized method, 1.0 g of roasted and ground coffee are heated
in a hermetically sealed bottle at 70° C for 30 min for the extraction of volatiles using a
DVB/CAR/PDMS fiber. In the validation, the factors considered were selectivity,
linearity, precision and accuracy. With the exception of the concentration of 10 mg L-1
for 4-ethylguaiacol and 7.0 mg L-1 for Furfurilpirrol and 4-ethylguaiacol, repeatability
was adequate (coefficient of variation <10%), while intermediate precision was not
satisfactory due to the use of another fiber in the procedure. Recovery values ranged
from 62.2% to 124.7. The optimized and validated method was applied to evaluate the
chemical composition of conilon coffee in different roasting profiles (light, medium and
dark), grain size (13 and 16 inch sieve) and maturation times in commercial samples.
It was observed that among the evaluated parameters, the method is viable, besides
being simple and not using solvents. In commercial samples of light roasting, it was
possible to identify these compounds, as opposed to commercial samples with dark
roasting, due to their degradation. For the principal component analysis, it was verified
the influence of volatile compounds on the roasting profiles, granulometry and
maturation time, and showed among them, which are potent impact odorants. With the



present work, a better quality volatile coffee can be purchased through dark roasting

parameters, 16 inch sieve and average maturation time.

Keywords: HS-SPME-GC-MS. Principal component analysis. Coffea canephora
PIERRE ex Froehner. Powerful impact odorants.
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1. INTRODUCAO

No século XVIII, o café surgiu no Brasil ao ter suas primeiras mudas vindas
da Guiana Francesa. Depois comecgou a ser cultivado no Rio de Janeiro e um novo
ciclo econémico iniciava-se na histéria do pais. Penetrando pelo vale do rio Paraiba,
se disseminou e atingiu o estado de Sdo Paulo, que passou a ser o maior produtor
nacional a partir da década de 1880. No término do século XIX, o Brasil controlava o
mercado cafeeiro mundial (ABIC, 2018).

Os graos de café sao as sementes de um arbusto perene pertencente a familia
Rubiaceae e ao género Coffea. As duas espécies de importancia comercial sdo a
Coffea arabica Linn. e Coffea canephora Pierre ex Froehner, conhecidas como café
arabica e conilon, respectivamente (CLARKE et al.,1985; CONAB, 2014). Porém,
como acontece com a produgédo mundial, o café arabica corresponde a mais de 70%
da producao brasileira (CONAB, 2014).

O sabor e aroma presentes em uma xicara de café conduziu essa bebida a
uma popularidade e apreciacdo em escala mundial. As duas caracteristicas s&o
imprescindiveis e ligadas diretamente a sua qualidade, sendo o aroma mais complexo
e formado por um conjunto de varios compostos volateis, os quais sdao gerados
basicamente durante a torra do café (MARIA et al.,1999; MOREIRA et al., 2000;
RODARTE, 2008). Essa etapa influencia no perfil dos volateis, os quais sdo gerados
por varias reag¢des quimicas, além da dependéncia dos parametros de temperatura e
tempo de torra (GETACHEW et al., 2019).

Ha uma constante busca pela melhoria da qualidade do café e pela
compreensao de como o processo de torra pode influenciar nos compostos volateis
produzidos. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar os compostos
volateis produzidos por amostras de café conilon com diferentes perfis de torra,
granulometria e tempos de maturagdao, empregando a microextracao em fase sélida
no modo headspace e analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O café na economia do Brasil e do Espirito Santo

O café é um produto de grande riqueza em nivel mundial que garante a
geragcao de muitos empregos e possui importancia na economia. Em relagéo a sua
producéo e exportagado, o Brasil se destaca por ser o primeiro nessa categoria, com
uma area de 2 milhdes de hectares, distribuida em 12 estados, os quais possuem
grande variedade de climas, relevos, altitudes e latitudes. Deste modo, o pais produz
uma diversidade de graos, possibilitando atender um publico variado (MAPA, 2018).

Toda essa poténcia pode ser vista em numeros: 35,230 milhdes de sacas de
café foram exportadas em 2018, para 123 paises, correspondendo a US$ 5,09 bilhdes
de receita cambial com preco médio de US$ 144,53 por saca, conforme ABIC (2019).

Em relagcéo ao estado do Espirito Santo, o cultivo iniciou-se no século XIX, no
entanto, sé na metade mesmo século que obteve produgdes significativas (FONSECA
et al.,, 2015). Com o decorrer dos anos, a cafeicultura se consolidou no estado e hoje
€ a principal atividade agricola do estado, desenvolvida em todos os municipios,
exceto na capital. Sendo assim, o Espirito Santo € o 2° maior produtor brasileiro de
café com 131 mil familias produtoras, responsavel por 22% da produc¢do nacional.
Cerca de 400 mil empregos sédo gerados devido este produto no estado (INCAPER,
2019).

2.2. Café Conilon: Origem, Desenvolvimento e Mercado

O café é originario da Africa, sendo o Coffea canephora vindo do Congo e
introduzido no Brasil pelo estado do Espirito Santo. E conhecido como Robusta e
Conilon e possui uma ampla variedade, além de ser uma espécie de fecundagéo
cruzada, rustica, tolerante a varias doengas e adapta a condi¢des de clima tropical
(temperaturas mais elevadas) e solo de baixa altitude (FERRAO et al., 2017). Entre
outras caracteristicas, pode-se destacar a perenidade dessa espécie, longos ciclos
produtivos e reprodutivos e efeito da bienalidade de producdo (que é caracterizado
pela variagdao dos anos com alta e baixa producao) (CARIAS et al., 2014).

No cafeeiro, o desenvolvimento reprodutivo comeca com a florada, depois ha
a formacdo dos chumbinhos (estagio inicial de desenvolvimento do café), pela
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expansao dos graos, até seu tamanho normal e, em seguida, ocorre a granacao
(formagéo) dos frutos e a fase de maturagéo. Esta ultima, ocorre entre o periodo de
floracdo e o amadurecimento dos frutos, ela pode variar de acordo com o genétipo e
com as condic¢des climaticas e ainda ser dividida conforme os numeros de dias. Para
o Coffea canephora as plantas podem apresentar ciclos de maturacao: precoce (240
dias), intermediarias (270 dias), tardias (300 dias) e extremamente tardias (330 dias)
(PEZZOPANE et al., 2003; DE SOUZA, 2017).

O processo de maturagao dos frutos € complexo, envolvendo diversas vias
metabdlicas que resultam ndo somente da alteracdo de pigmentacdo e da
consisténcia dos frutos, mas também da modificacdo do metabolismo de acucares,
acidos organicos, proteinas e de compostos oriundos do metabolismo secundario que
influenciam diretamente nas caracteristicas organolépticas do café (ROGERS et al.,
1999; DE CASTRO et al., 2006).

Para obter um café conilon de qualidade, uma maneira de melhoramento
genético desenvolvido pelo Incaper séo as variedades clonais, as quais sao formadas
pelo agrupamento de um conjunto de clones superiores e compativeis entre si. Entre
esses cultivares tém-se Jequitibd ES8122 e Centenaria ES8132, obtidas por
diferentes estratégias de melhoramento e um conjunto de dados de experimentos
conduzidos nas Fazendas Experimentais do Incaper de Marilandia, Sooretama e
Bananal do Norte, que representam macroambientes representativos de cultivo do
café conilon das regides do Espirito Santo (INCAPER, 2013; FERRAO et al., 2017).

Cada um desses dois cultivares, langados em 2013, foram obtidos pelo
agrupamento de nove clones compativeis entre si, sendo o Jequitibda ES8122 de
maturacado intermediaria e com colheita no més de junho, enquanto Centenaria
ES8132 de maturacao tardia tendo colheita em julho (FERRAO et al., 2017).

De acordo com FAGAN e colaboradores (2011), o tempo de maturagéo é um
fator que influencia intimamente a qualidade do café, visto que para graos com menor
tempo de formacédo, mais baixa é a concentracao de acido quinico, que por sua vez,
€ precursor do acido clorogénico. Este ultimo acido, gera compostos volateis, dentre
0s quais o 4-etilguaiacol, que é fundamental para a qualidade do café (RIBEIRO et al.,
2009; CAPORASO et al., 2018).

Com relacdo a sua granulometria, o café pode ser subdividido em
subcategorias, de acordo com o formato dos graos (“chatos” ou “moca”), que por sua
vez, sdo separados em fung¢do de seu tamanho, de acordo com as peneiras em que
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ficam retidos. O objetivo da separacéo por peneira € garantir uma uniformidade dos
graos, pois ao apresentar distintos tamanhos, o processo de torra acontece de
maneira desigual, comprometendo, deste modo, a qualidade do café (FERRAO et al.,
2017).

As etapas de produgédo do café estendem-se da colheita até a bebida, e
podem ser descritas da seguinte forma: a colheita (manual ou mecanizada) seguida
do processamento (via seca ou umida), onde ocorre a limpeza e separacao dos graos
cerejas dos demais (verdes, secos entre outros). Logo apds, tem a secagem e, em
seguida o beneficiamento, que € a elimina¢ao do endocarpo do gréo. Posteriormente,
0 grao passa para pelo processo de torra e moagem, estando pronto para 0 consumo
(SILVA et al., 1999).

Com relagdo ao mercado, o café conilon apresenta menor preco que o café
arabica, sendo empregado em misturas e na industria de café soluvel, o que permite
uma boa visibilidade no mercado internacional. Sua producdo no Brasil vem
principalmente do estado do Espirito Santo, com cerca de 75% da producao nacional
(RIBEIRO et al., 2014; INCAPER, 2019).

As exportacdes de café conilon no periodo de janeiro a maio de 2019
atingiram 1,15 milhdo de sacas, as quais representam aumento bem significativo em
relacdo ao mesmo periodo de 2018, cujo volume exportado foi de 221,96 mil sacas
(EMBRAPA, 2019).

2.3. Processos de Torra do Café

O processo de torra consiste em aplicar calor consideravel aos graos,
mantendo-os em movimento para assegurar processamento uniforme, até que sua
cor atinja o tom desejado de marrom, sendo rapidamente resfriado por uma corrente
de ar com ou sem a ajuda de um spray de agua. Essa etapa € precursora das
caracteristicas sensoriais tipicas do café, as quais sao influenciadas pelo tipo de
torrador, temperatura, tempo e método de torracao (CLARKE et al., 1985; GABRIEL-
GUZMAN et al., 2017).

Durante a torra, a mudanca da coloracdo do grao ocorre devido reacdes
quimicas e uma classificacao é designada pelos termos clara, média e escura, sendo
a cor obtida no final do processo um parametro de monitoramento (MENDES et al.,
2001; FRANCA et al., 2009).
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A torra é complexa e inicia-se com perda de agua livre do grao a uma
temperatura em torno de 100 °C, através da transferéncia de calor por ar aquecido.
Em seguida, a composi¢ao quimica dos graos € modificada, devido a varias reacoes
piroliticas complexas, resultando na formagao de substéancias referentes ao aroma e
sabor, além de perda de matéria seca (didéxido de carbono). Na fase final, ha um
resfriamento rapido, usando ar ou agua (VILAS BOAS et al., 2001; BUFFO et al.,
2004). As reacbes quimicas que ocorrem durante a pirélise sdo: degradacao de
polissacarideos, acucares, aminoacidos e acidos clorogénicos, a reacao de Maillard e
Strecker (Figura 1). E importante ressaltar que as concentracdes de cafeina e lipideos
suportam esse tratamento térmico sem sofrer alteracées (GOMES, 1997).

No café conilon, foi relatado por NASCIMENTO e colaboradores (2007), que
diferentes perfis de torra também apresentam distintos compostos de impacto no
aroma. Uma vez que, a soma das atividades odorificas dos compostos encontrados
no café conilon na torra clara € superior comparado aos outros graus de torra. A
presenga do composto B-damascenona (aroma de frutas, flores e de cha) em maior

concentragcao é responsavel por essa caracteristica.
2.4. Compostos volateis

O aroma tem um papel fundamental na qualidade do café, sendo considerado
por muitos como sua impressao digital. Ele é formado por uma mistura extremamente
complexa de varios compostos volateis que apresentam qualidade e concentracdes
diferentes. Sao oriundos, em grande parte, de compostos ndo volateis encontrados
no grao cru, incluindo agucar, aminodacidos, lipidios, trigonelina, acido clorogénico e
carotenoides (CLARKE et al., 1985).

Mais de 1000 compostos volateis foram identificados no café torrado, os quais
estdo compreendidos entre varias classes: aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres,
pirazinas, furanos, acidos, compostos contendo nitrogénio e compostos fendlicos
volateis. Alguns desses compostos sao citados a seguir (PEREIRA et al., 2019).

A qualidade do café é dependente dos compostos volateis oriundos deste
gréao. Isso ocorre, devido ao fato de alguns desses odores estarem intensamente
ligados ao sabor do café e ampliarem o numero de compostos chave responsaveis
por esse sabor (BLANK et al., 1992).
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Para descrever melhor a formagdo de alguns compostos volateis, certas
reacOes devem ser descritas, como a reagdo de Maillard que é representada por
numerosas reacbes, que ocorrem principalmente durante o0 aquecimento e
armazenamento prolongado de alimentos, resultando em modificacbes na sua
qualidade (FRANCISQUINI et al., 2017).

Outra reagao de destaque seria a degradacao de Strecker, a qual ocorre
durante a reacao de Maillard e € uma fonte frequentemente citada de importantes

constituintes volateis dos sabores dos alimentos (RIZZI, 2008).

2.4.1. Fenois

As quantidades de fendis dependem do grau de torra e a espécie de café.
Para o café conilon e torras mais intensa os compostos fendlicos apresentam-se em
maiores quantidades. Os compostos que se destacam por suas maiores quantidades
séo o 4-vinil-guaiacol, o guaiacol e o fenol (CLARKE et al., 1985; MOREIRA et al.,
2000).

Tratando-se de suas caracteristicas sensoriais, ha uma variedade
considerada, sendo responsaveis pelo odor de matéria queimada, especiarias, cravo,
fumo e, também, pela sensacdo de amargor e adstringéncia encontrada no café
(NASCIMENTO et al., 2007).

2.4.2. Furanos

No café torrado, os furanos sdo derivados de acglcares e terpenos sendo
encontrados em quantidades abundantes nesse tipo de matéria prima. Cerca de 100
compostos furanicos ja foram identificados em café, com grupos funcionais como:
aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, éteres, acidos e tidis (CLARKE et al., 1985; DE
MARIA et al., 1999).

Estes constituintes contribuem bastante para o aroma da bebida e
apresentam odores de grama, éter, material queimado, caramelo, acucar queimado,
e outros (NASCIMENTO et al., 2007).
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2.4.3. Pirazinas

As pirazinas sdo compostos caracteristicos de alimentos submetidos a
tratamento térmico, os quais existem em grande quantidade no aroma, porém em
torras prolongadas ocorre sua degradacgao, sendo caracteristicas de torras claras e
médias (CLARKE et al., 1985; FLAMENT, 2002).

As pirazinas apresentam caracteristicas sensoriais em que predominam o
aroma de grama ou matéria queimada. Normalmente sao oriundas da reacao Maillard,
da degradacao de Strecker ou da pir6lise de hidroxiaminoacidos. Os compostos
presentes em maior concentracdo no café torrado sao metilpirazina, 2,6-
dimetilpirazina,  2,5-dimetilpirazina,  2-etilpirazina, trimetilpirazina,  2-etil-5-
metilpirazina, pirazinas e 2,3-dimetilpirazina. As alquilpirazinas de maior massa
molecular também estao presentes, mas em concentracbes mais baixas (CLARKE et
al., 1985; DE MARIA et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2007).

2.4.4. Pirrois

Os pirrdis sdo compostos encontrados em alimentos que sofreram tratamento
térmico e a medida que a torra prossegue, a quantidade de pirréis aumenta, sendo,
em funcédo disto encontrado em maior propor¢cao em café com torra escura. Além da
temperatura, o tipo de pirrol depende de fatores como pH e tempo e seus aromas
transmitem cheiros doces, amargos e torrados (CLARKE et al.,, 1985; FLAMENT,
2002).

Os pirrdis sdo provenientes da reacao de Maillard, degradacao de Strecker,
pirélise de aminoacidos ou pela degradacao da trigonelina (NASCIMENTO et al.,
2007). Os compostos encontrados em maior quantidade sdo o N-furil-2-formilpirrol e
o N-metil-2-acetilpirrol (DE MARIA et al., 1999).

Outras classes de compostos podem ser encontradas no café torrado, no
entanto, os compostos citados apresentam-se em maior quantidade e com destaque
para o estudo realizado.

2.5. Técnicas de extracao empregadas para a determinacao de
compostos volateis
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Algumas técnicas sao utilizadas para extragdo de volateis como a extragéo-
destilacdo simultanea (SDE), a extracdo sortiva em barra de agitacao (SBSE) e a
microextracao em fase sélida (SPME). A extragdo-destilacdo simultdnea combina a
destilacdo a vapor com a extragdo simultanea dos volateis em uma quantidade de
solvente organico imiscivel em agua (WEI et al., 2009). Em condicbes adequadas
obtém um enriquecimento mais alto e a analise direta do extrato pode ser realizada
sem concentracdo adicional, além de nado ser necessario a limpeza da amostra
(TEIXEIRA et al., 2007). Analises de volateis para o café ardbica foram feitas por essa
técnica (FIGUEROA et al., 2012). A extracao sortiva em barra de agitacdo € uma
técnica pouco custosa e de facil manipulacéo, além de combinar simultaneamente a
microextracdo e a concentracdo dos analitos em um passo Unico, podendo ser
utilizada no modo de imersdao ou por headspace. Também tem como vantagem,
robustez e boa sensibilidade (BORGES et al., 2015). BICCHI e colaboradores (2002)
utilizou esta técnica para andlises de volateis em café arabica.

A microextragdo em fase sdélida € uma das técnicas mais utilizadas para
analise de volateis em alimentos (JELEN et al., 2012), sendo, portanto, escolhida para
a realizacdo deste trabalho. A microextracao em fase sélida (SPME) € uma técnica de
preparo de amostras que captura os analitos através de uma fibra de silica fundida,
revestida externamente com uma fase estacionaria que varia de acordo com a andlise.
A fibra € introduzida no septo do recipiente contendo a amostra e exposta ao meio
onde ocorrera a extragdo com posterior dessor¢cdo térmica no injetor de um
cromatdgrafo a gas ou por solventes liquidos na cromatografia liquida (KATAOKA et
al., 2000; LAMBROPOULOQWU et al., 2007). Essa técnica elimina possiveis efeitos de
matriz, permite a extragao simultanea e a pré-concentracao de analitos (ZAMBONIN
et al., 2005). Além disso, analisa compostos relativamente volateis para uma grande
variedade de matrizes: plantas (FUNG et al., 2019), vinho (TUFARIELLO et al., 2019),
sangue (SAITO et al., 2019), queijo (BEZERRA et al., 2016), agua (VALENTE et al.,
1998), café (PETISCA et al., 2013) entre outras.

Os principais modos de aplicacdo da SPME séo a extragdo no modo direto,
em que a fibra € introduzida diretamente na amostra e extracdo no modo headspace
(HS). A anélise do HS envolve a amostragem da fase vapor em equilibrio com a matriz
de interesse. As vantagens dessa técnica sao rapidez, simplicidade, dispensa 0 uso

de solventes extratores e manipulagédo excessiva de amostra, além de conferir maior
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durabilidade a fibra por ndo entrar em contato com a amostra (HELENO et al., 2010;
PRATES et al.,, 2011; CLARKE et al., 1985).

A escolha da fibra para SPME é fundamental para o bom desempenho
experimental, por isso, o tipo de fibra é o primeiro parametro a ser avaliado (PETISCA
etal., 2013; BICCHI et al., 2002). Por exemplo, TUFARIELLO e colaboradores (2019)
avaliaram 4 tipos de fibra para analise de volateis em vinho: 100 um PDMS, 65 pym
PDMS/DVB, 75 ym CAR/PDMS, 50/30 ym DVB/CAR/PDMS, sendo esta ultima
escolhida para realizar a analise, devido a apresentar melhores parametros como
reprodutibilidade, valores de equilibrio e tempo de extragéo.

Para esta pesquisa, a fibra Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane
(DVB/CAR/PDMS), também foi escolhida, por ter sido empregada com sucesso para
analise de volateis de café em outros trabalhos (BICCHI et al., 2002; LOPEZ-GALILEA
et al.,, 2006; YANG et al., 2016; LEE et al., 2017; PINHEIRO, 2018). Além disso, esta
fibra possui uma composicéao trifasica, a qual fornece altas recuperacdes para analitos

com diferentes estruturas e polaridades.
2.6. Cromatografia Gasosa

Essa é uma das mais importantes técnicas analiticas disponivel na atualidade
e é a principal para separacdo e determinacdo de compostos volateis e/ou
volatilizaveis gracas as suas caracteristicas. Dentre suas vantagens estao o seu alto
poder de resolucdo, baixos limites de deteccao, além de ser uma excelente técnica
quantitativa (COLLINS et al., 2006; PENTEADO et al., 2008).

Para identificar e quantificar compostos volateis, utiliza-se, cada vez mais, a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, com destaque na area
de alimentos: vinho (FERNADES et al., 2018), queijo (BEZERRA et al., 2016), cerveja
(KLEJDUS, et al., 2014), banana (CAPOBIANGO et al., 2016), café (BICCHI et al.,
2002), entre outros. Muitos estudos tém empregado a SPME junto a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas para a analise de compostos volateis
em café (BICCHI et al., 2002; ZAMBONIN et al., 2005; BASSOLI, 2006; LOPEZ-
GALILEA et al., 2006; YANG et al., 2016; LEE et al., 2017; CAPORASO et al., 2018;
VELASQUEZ, 2019), oferecendo resultados satisfatérios para a pesquisa, como o
trabalho de IAMANAKA e colaboradores (2014), onde seu 0 objetivo foi a investigacao

da influéncia dos compostos volateis, produzidos por fungos, na qualidade do
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sensorial do café. Eles obtiveram resultados satisfatérios devido aos fungos utilizados
impactarem positivamente as caracteristicas sensoriais e isso pdde ser confirmado
com a presenca de certos compostos volateis, como octan-3-ona (odor a ervas) e
pentadecan-2-ona (aroma floral), 2-octenal e decanal, que sdo caracterizados por
sabores citricos, frescos e cetonas, como nonan-2-ona, non-3-en-2-ona, undecan-2-

ona, que sdo caracterizados por aroma frutado.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Determinar os compostos volateis nas amostras de café com diferentes perfis
de torra, granulometria e tempo de maturacao por HS-SPME-GC-MS otimizado e
validado.

3.2. Objetivo Especifico

e Otimizar e validar o método de HS-SPME-GC-MS para os compostos volateis
do café;

e Aplicar o método desenvolvido em amostras comerciais;

e Efetuar analises estatisticas de amostras de café com diferentes perfis de torra,

maturacao e granulometria.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Os padr6es utilizados para a validagao foram:
e 2 5-dimetilpirazina, = 98,5% — Sigma-Aldrich (EUA);
e 5-metilfurfural, = 98,5% — Sigma-Aldrich (China);
e 2-metilpirazina, = 99% — Sigma-Aldrich (China);
o furfural, = 98,5% — Sigma-Aldrich (EUA);
o furfurilpirrol, 2 98% — Sigma-Aldrich (China);
e 4-etilguaiacol, = 98% — Sigma-Aldrich (China);

As solugdes foram preparadas em agua destilada nas concentracées 100 mg
L' para todos os padrdes, com sucessivas diluicbes e condicionadas em geladeira
(Eletrolux) a temperatura entre 4 °C. A tabela 1, apresenta as caracteristicas fisico-
quimica dos padrdes.

Os padroées de hidrocarbonetos pertencem a Sigma-Aldrich (Brasil), referéncia
do produto: 49452-U



Densidade/

% FORMULA Massa Molar/ Temperatura de
PADROES ESTRUTURAL (g mol™) (g cm) Ebuligéo/°C
N
2-METILPIRAZINA o 94,11 1,030 135
'~'~Z‘N -

/A |

FURFURAL 0’ ™ | 96,08 1,159 162
0
2,5-DIMETILPIRAZINA U ‘ 108,14 0,990 152
~N -
I i\ 0

5-METILFURFURAL ~. 110,11 1,107 187

0 \

H

0
I \ I',
FURFURILPIRROL . 147,18 1 081 76
|||
n° |

4-ETILGUAIACOL 152,19 1,063 234

Tabela 1: Padrbes e suas caracteristicas fisico-quimicas.

Fonte: Sigma-Aldrich

30



31

4.2. Instrumentacao

As analises foram realizadas em um cromatografo a gads da marca Shimadzu
QP Plus 2010, acoplado a um detector de espectrometria de massas Shimadzu QP
Plus 2010.

As condi¢des cromatograficas foram:

e Coluna capilar, modelo Rix-5MS (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano) da
Restek (30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura de filme);

e Temperatura do injetor: 250 °C;

e Temperatura do detector: 300 °C;

e Temperatura de Interface: 240 °C;

e Split: 1/10.

O programa de aquecimento da coluna foi:
40°C  ZCming  {25°C (1min)  1ECMIN, 545 oG (3min)

e Tempo de analise: 49,33 min;

e Gas de arraste: Hélio (White Martins, = 99%);

e Vazdo do gas de arraste: 1,67 mL min';

e Monitoramento: modo SCAN,

e Fonte de lonizacdo: impacto de elétrons 70 eV;

e Analisador: Quadrupolo.

A biblioteca utilizada foi a WILEY7 (2002) e os outros equipamentos foram
utilizados, como a balangca analitica (Marte), modelo AY220, um termoémetro, um
banho termostatizado (Marconi), um torrador da (IKAWA, modelo PRO V3) e moinho
Bunn G3.
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4.3. Amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas dos cultivares clonais da
espécie Coffea canephora PIERRE ex Froehner na localidade de Lagoa Seca,
municipio de Alegre - ES, regido do Capara6é Capixaba, as quais encontravam-se a
uma altitude de 647 m. Os experimentos foram conduzidos com genétipos melhorados
de café conilon componentes das cultivares “Jequitiba ES8122” e “Centenaria
ES8132”, sendo o primeiro com ciclo de maturagao intermediaria e o segundo com
ciclo de maturacéo tardia.

A colheita foi realizada entre julho e setembro de 2018 no periodo de
maturacao estabelecido para cada genétipo (85 a 90% frutos cerejas), sendo colhidos
6 litros de café por amostra, que foram transportados para a unidade de
processamento via seca. Nela, os frutos foram secos em terreiro onde os graos
ficaram expostos ao sol, os quais foram revolvidos durante o dia para uma melhor
uniformidade na secagem, atingindo um teor de umidade préxima dos 35%. Esse
procedimento durou 3 dias. Em seguida, os gendtipos foram conduzidos a estufa de
circulagéo forgada até atingir uma umidade préxima a 11%.

As amostras de café com dois tipos de maturacdo (média e tardia) foram
beneficiadas, peneiradas (peneiras de 13 e 16 polegadas, com seus crivos com
tamanho de 13/64 e 16/64 polegadas, respectivamente) e realizou-se a catagdo dos
defeitos de acordo com o protocolo da Associacdo Americana de Cafés Especiais —
SCAA. Depois foi feita a torra das amostras no torrador IKAWA modelo PRO V3 que
atua por inducao, por um periodo de 6 min para a torra escura, 8 min para a torra
média e 14 min para a torra clara, este procedimento também foi estabelecido no
Laboratério de Analise e Pesquisa em Café — LAPC do Instituto Federal do Espirito
Santo, campus Venda Nova do Imigrante. As amostras estdo apresentadas na Figura
1.

Os compostos volateis dessas amostras foram identificados e os seus
resultados foram submetidos a uma analise estatistica (Analise de Compostos
Principais) para avaliar os compostos volateis que podem influenciar na qualidade do
café nas condicdes apresentadas.
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Figura 1: Amostras de café com trés perfis de torra: claro, médio e escuro

& .Y »
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FONTE: DUTRA, 2019

4.4. Extracao dos Compostos Volateis do Café Empregando
Microextracao em Fase Sélida por Headspace (HS/SPME)

Para a analise dos compostos volateis, a microextragcdo em fase sélida por
headspace foi otimizada e os seguintes parametros foram estabelecidos: 1 g de café
torrado e moido foi adicionado em um frasco de 20 mL com tampa que possui septo
de silicone faceado com teflon. Este frasco, foi posteriormente aquecido em um banho
maria a uma temperatura de 70 °C juntamente com a exposicdo da fibra
(DVB/CAR/PDMS), de 30/50 um de espessura, por um periodo de 30 min. Em
seguida, a fibra foi exposta no injetor do cromatégrafo a gas por 5 min para dessorgcéo
nas condi¢des previamente ja descritas (item 4.2). Os parametros otimizados foram

tempo e temperatura de extracao. A otimizacdo do método é descrita a sequir.

4.4.1. Otimizacao do método de HS/SPME

Antes de definir as condicoes de extracdo dos compostos volateis pela técnica
de HS/SPME, um estudo da quantidade de massa de café a ser utilizado foi feito. As
massas de 1,0 g e 3,0 g de amostras foram estudadas em triplicata, nas condi¢des de
30 min de exposicao da fibra a 70 °C. Com este parametro definido, um planejamento
fatorial 22 com triplicatas do ponto central foi aplicado, variando os pardmetros tempo
e temperatura de extracao, totalizando 7 ensaios, com o objetivo de promover maior
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extragdo dos compostos volateis. O planejamento esta apresentado na Tabela 2 e na
Figura 2 é apresentado um esquema do sistema de extracao utilizado.

Temperatura/°C Tempo/min
Ensaios
Cédigo Valor Cédigo Valor
1 + 70 + 30
2 + 70 - 10
3 - 30 + 30
4 - 30 - 10
5 0 50 0 20
6 0 50 0 20
7 0 50 0 20

Tabela 2: Planejamento fatorial 22 com ponto central (n=3) em triplica (ensaios 5,6 e
7) aplicado na otimizacdo da SPME de amostras de café com duas varidveis e os
cédigos.

Figura 2: Esquema do sistema empregado para extracdo dos compostos dos volateis
de café

Fonte: DUTRA, 2019
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4.5. Validacao do método

O método de microextracdo em fase sélida por headspace seguido da analise
de cromatografia gasosa acoplado com espectrometria de massas otimizado para
caracterizagdo da composigao volatil do café conilon foi validado para as seguintes
figuras de mérito: seletividade, linearidade, exatidao e precisao. Foi empregado para
realizar a validacao o guia do 6rgao ANVISA, 2017.

4.5.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada por uma mistura das 12 amostras de café com
distintos perfis de torra, granulometria e tempos de maturacdo, foi analisada por
HS/SPME com e sem adicdo de padrdes, nas quais as concentracdes adicionadas
foram 10,0 mg L' para 2-metilpirazina, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e 5,0 mg L' para
furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina. Os picos e as areas dos dois
cromatogramas foram comparadas, para garantir que o método foi seletivo (ANVISA,
2017).

4.5.2. Linearidade

A linearidade foi determinada por curvas analiticas feitas por adicao de
padréo, ou seja, a matriz foi fortificada com uma mistura de padrées com 5 pontos em
triplicata nas concentragbes de 4,0; 5,5; 7,0; 8,5 e 10,0 mg L para 2-metilpirazina,
furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e nas concentragoes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L' para
furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina. Depois a amostra foi submetida ao
processo de extragdo por HS/SPME e, em seguida, analisada em cromatografo a gas.
Avaliou-se a linearidade do método pelos coeficientes de correlagéo (R) e graficos de
residuos (ANVISA, 2017).

4.5.3. Limites de Deteccao e Quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados pelos
parametros da curva analitica, os quais sdo apresentados pelas Equacbes 1 e 2,
respectivamente (ANVISA, 2017):
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o
LD =33+ (Equacao 1)
LQ = 10% (Equagao 2)

em que, o é a estimativa do desvio padrdao do branco obtida pela curva analitica
através da funcao proj.lin do Microsoft Excel e IC é a inclinagdo da curva analitica.

4.5.4. Precisao

A precisao foi avaliada com relacéo a repetitividade e a precisao intermediaria
utilizando os valores de coeficiente de variagéo (%CV), Equacao 3 (ANVISA, 2017):

d ~
%CV = g 100 (Equacao 3)

em que, cmd é a média das concentragdes determinadas, dp é o desvio padrao

Para avaliar a repetitividade o método foi aplicado em amostras de café
fortificadas, em triplicata, em 3 concentragbes: 4,0; 7,0; e 10,0 mg L' para 2-
metilpirazina, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e 1,0; 3,0 e 5,0 mg L' para furfural, 5-
metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina. Os ensaios foram no mesmo dia, pelo mesmo
analista, no mesmo laboratério. J4 a avaliacdo da precisao intermediéria foi feita nas

mesmas condi¢cdes, mas em 3 dias diferentes.
4.5.5. Exatidao

Para avaliar a exatidao foi utilizado os ensaios de recuperacdo, em que
amostras de café foram fortificadas, em triplicata, nas concentracdes de 4,0; 7,0; e
10,0 mg L' para 2-metilpirazina, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e 1,0; 3,0 e 5,0 mg L™
para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina e submetidas ao método otimizado.
A porcentagem de recuperacao foi calculada de acordo com a Equacao 4 (ANVISA,
2017):
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%R = (22) x100% (Equagao 4)

em que, Cm € a médias das concentracbes experimentais; Cr € a concentracao real.

4.6. Identificacdo dos Compostos por indice de Kovats

O indice de Kovats representa o comportamento de retencdo dos compostos
de interesse de acordo com uma escala uniforme determinada por uma série e
substancias padrédo estreitamente relacionadas (ZELLNER et al., 2008). A escala
utilizada foi uma mistura de hidrocarbonetos (Cs — Cz23), a qual € representada com
seus respectivos tempos de retencdo na Figura 3. O calculo do indice de Kovats é
obtido pela Equacéo 5:

(logX; —logX,) ~
IK =100 |z + (Equagéo 5)
(long+1 - lOng)

em que, z = n° de carbonos do alcano; Xs = tempo de retencao do analito de interesse;
Xz = tempo de retencdo do alcano antecessor; Xz+1 = tempo de retencdo do alcano

Sucessor.

Figura 3: Padrdo de hidrocarbonetos (Cs — Cz23) com seus respectivos tempos de
retencao.
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Os Indices de Kovats calculado e tabelado foram comparados e, para uma
pequena variacao (20 unidades), considerou-se a identificagdo do composto, a qual
foi confirmada com o respectivo espectro de massa do analito.

4.7. Analise de Amostras de Cafés Comerciais

O método otimizado e validado foi aplicado em duas amostras de café de uma
mesma marca com niveis de torra diferentes (tradicional e extraforte), adquiridas em
estabelecimento comercial (padaria), Alegre-ES. As analises foram feitas em triplicata.
Todas as analises foram feitas no laboratério Central Analitica do Centro de Ciéncias
Exatas, Naturais e da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo no Campus
de Alegre.

4.8. Analise Estatistica de Amostras com Diferentes Perfis de Torra,
Granulometria e Tempos de Maturacao

Amostras de café com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de
maturagdo foram analisadas estatisticamente por Analise de Compostos Principais
(PCA). Todos os ensaios foram feitos em triplicata, permitindo avaliar os volateis que

influenciam na qualidade do café.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise Cromatografica

Através das condigdes cromatograficas descritas no item 4.2, foi possivel a
separacao de diferentes compostos em uma corrida de 49,33 min, possuindo uma boa
resolucdo. A amostra analisada por HS-SPME-GC-MS € uma mistura de todas as 12
amostras com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de maturacéo. Os
tempos de retencéo e os indice de Kovats estio na Tabela 3.

Com a comparacdo dos indice de Kovats tabelado e calculado e com as
analises dos seus respectivos espectros de massas em uma faixa de 30 m/z a 700

m/z, obtidos pela biblioteca do GC-MS, foi possivel a identificagcdo de 37 compostos
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volateis na mistura das amostras de café, com concentragcdo variada entre os
mesmos. NASCIMENTO e colaboradores (2007) também encontraram alguns desses
compostos pertencentes as classes pirazinas, pirréis, furanos e fendis em café
conilon.

Dentre os compostos identificados, seis foram selecionados para a validagao
do método (2-metilpirazina; furfural; 2,5-dimetilpirazina; 5-metilfurfural; furfurilpirrol; 4-
etilguaiacol), os quais sdo apresentados na Figura 4. Os mesmos foram selecionados
para as analises devido a uns serem compostos odorantes de impacto e outros por

obterem boa resposta.
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Tempo de indice de .
Compostos Retencao Kovats Indice de Kovats
(min) Tabelado* Caleulado
2-metilpirazina 5,48 819 800-815
Furfural 5,92 828 827-828
alcool furfurilico 7,00 866 854-856
1-acetiloxi-2-propanona 7,67 870 869-871
2-heptanol 9,10 894 895
2,5-dimetilpirazina 9,38 908 899-900
2,6-dimetilpirazina 9,46 909 901-902
2-etilpirazina 9,62 912 905-906
2,3-dimetilpirazina 9,84 915 910-912
Benzaldeido 12,0 952 955
5-metilfurfural 12,2 957 959-960
1-acetiloxi-2-butanone 12,6 969 967-968
acetato de furfurilo 14,0 991 991
2-etil-6- 14,1 1003 990-991
metilpirazina
2-etil-5-metilpirazina 13,9 994 992-991
2,5,6-trimetilpirazina 14,2 1000 989-994
2-etil-3-metilpirazina 14,3 1002 992-995
2-formilpirrol 14,9 1008 1005-1007
2-acetilpirrol 17,5 1054 1059
3-etil-2,5-dimetilpirazina 18,3 1071 1072-1073
2-etil-3,5-dimetilpirazina 18,7 1081 1080
Guaiacol 18,9 1087 1076-1082
Tetrapirazina 18,7 1083 1078-1079
Nonanal 19,7 1100 1095-1096
2-acetil-3-metilpirazina 20,3 1095 1107-1108
Trietilfosfato 21,0 1127 1121-1123
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6- 21,6 1134 1133
metil-4H-piran-4-one
2,3-dietil-5-metillpirazina 22,3 1158 1146
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3,5-dietil-2-metilpirazina 22,4 1160 1147-1148
Furfurilpirrol 23,7 1172 1170
Dodecano 24,5 1199 1184
2-soamil-6-metilpirazina 27,0 1242 1235-1236
salicilato de etilo 27,9 1267 1256-1257
4-etilguaiacol 28,3 1285 1267
1H-indole 29,1 1288 1282
4-vinilguaiacol 30,0 1309 1302-1303
Cafeina 43,3 1848 1847-1848

* Fonte: Os Indices de Kovats foram obtidos por Adams, Pherobase e Pubchem.

Tabela 3: indice de Kovats para os compostos volateis encontrados nas amostras de

café com diferentes perfis de torra, granulometria e tempo de maturagéo.

Figura 4: Cromatograma da amostra de café sem adi¢cdes dos padrées. Tempos de
Retencéo (Tr) para (1) 2-metilpirazina (Tr = 5,50 min), (2) furfural (Tr = 5,90 min), (3)
2 5-dimeti|pirazina (Tr = 9,40 min), (4) 5-metilfurfural (Tr = 12,2 min), (5) furfurilpirrol
(Tr = 23,7 min), (6) 4-etilguaiacol (Tr = 28,3 min).
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Neste estudo foi empregada uma amostra de café de maturacao tardia, com
torra média e granulometria obtida em peneira de 16 polegadas. A primeira etapa
consistiu em determinar a massa de amostra que seria empregada para determinacao
de compostos volateis, desta forma, foi feita uma andlise empregando massas de 1,0
g e 3,0 g em triplicata. Percebe-se que nos cromatogramas da Figura 5, os picos
possuem a mesma intensidade para a maioria dos compostos. Em funcao disto, a
massa de 1,0 g foi determinada para as préximas etapas do estudo devido possibilitar

uma avaliagao representativa dos volateis com menos quantidade de amostra.

Figura 5: Cromatogramas das amostras de café com 1 g (A) e 3 g (B).
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5.2.2. Otimizacao dos Parametros Tempo e Temperatura para
Extracao dos Volateis pela Técnica de HS-SPME

Com a massa da amostra determinada (1,0 g), os parametros tempo e
temperatura de extracdo, que sao fundamentais para a eficiéncia da técnica foram
otimizados, empregando um planejamento fatorial 22 com triplicata do ponto central.
Foi utilizado o programa Statistica 7 na funcao Experimental Design (DOE), para obter
o planejamento e avaliar os resultados.

Os compostos volateis comuns encontrados nos ensaios estao na Tabela 4 e
foram utilizados para avaliar estes parametros. Os valores das areas obtidas para os
compostos foram usados para construir os graficos de Pareto dos compostos (Figura
6), os quais permitiram avaliar a significancia dos parametros analisados e de suas

interagOes através comprimentos das barras.

COMPOSTOS

Acido 2-piridinapropandico
2-metilpirazina
Furfural
5-metilfurfural
Alcool furfurilico

1-acetiloxi-2-propanona
2,5-dimetilpirazina
2,6-dimetilpirazina
2-etilpirazina
2,3-dimetilpirazina
4-etenilguaiccol
2-etil-6-metilpirazina
2,3,5-trimetilpirazina
2-etil-3-metilpirazina
Tetrametilpirazina
3-etil-2,5-dimetilpirazina
Trietilfosfato
Furfurilpirrol

Tabela 4: Compostos volateis selecionados para avaliar a otimizagdo dos parametros

tempo e temperatura de extragao



Figura 6. Efeitos dos fatores de tempo e temperatura, oriundos dos graficos de paretos, sobre a extracado de compostos volateis de café
por HS/SPME-GC-MS. Acido piridinapropandico; 2-metilpirazina; 2-etil-6-metilpirazina; 2-etil-3-metilpirazina; 5-metilfurfural; 2,3,5-
trimetilpirazina; Alcool furfuril; Tetrametilpirazina; 3-etil-2,5-dimetilpirazina; Trietilfosfato; Furfurilpirrol; 4-etenilguaiacol; 2,3-dimetilpirazina;
1-acetiloxi-2-propanona; Furfural; 2-etilpirazina; 2,6-dimetilpirazina; 2,5-dimetilpirazina.
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De acordo com os gréficos de Pareto, o tempo de extracéo foi um parametro
significativo positivos para extracdo de 7 compostos (Furfural; 1-acetiloxi-2-
propanona; 5-metilfurfural; 2,3,5-trimetilpirazina; 2-etil-3-metilpirazina; Furfurilpirrol; 4-
etenilguaiacol), significativo negativo para um composto (Acido piridinapropandico) e
nao afetou significativamente a extracdo dos outros 10 compostos. Estes resultados
indicam que o parametro tempo ndo afeta significativamente a extracdo da maioria
dos compostos empregando a HS/SPME-GC-MS. Entretanto, um tempo de extracao
no nivel mais alto poderia melhorar a extragdo de mais sete compostos. Portanto,
optou-se pelo emprego do maior tempo de extragdo (30 min), o qual seria mais
adequado, pois obteve o equilibrio satisfatério entre o sistema para a extracéo dos
compostos volateis. Resultado semelhante foi obtido por RIBEIRO et al. (2010) para
determinacao de volateis em café para um subconjunto de componentes principais,
em que maior tempo de extragéo, favoreceu a extragdo dos compostos volateis.

A variavel temperatura de extracao apresentou efeito significativo negativo
para extracdao da maioria dos compostos (8 compostos), indicando que temperaturas
mais baixas (~30 °C) favorecem a extracdo destes compostos. Por outro lado, os
resultados também mostraram que a temperatura apresenta efeito significativo
positivo para extragdo de 7 compostos, indicando maior eficiéncia da extracdo quando
maiores temperaturas sdo empregadas. Portanto, levando em consideracdo que a
temperatura ndo afeta a extracao de 3 compostos e que se a menor temperatura for
utilizada, compostos como a cafeina (importante para o café), ndo seriam
adequadamente extraidos, a temperatura de 70 °C foi escolhida para a extracao dos
compostos no processo de otimizagdo. Ainda referente a RIBEIRO et al. (2010), o
mesmo também ocorreu em seus resultados, pois a quantidade de volateis aumentou

com a elevacéo da temperatura.

5.3. Validacao do Método

Os parametros de seletividade, linearidade, exatiddo e precisdao foram
determinados para garantir que o método otimizado e validado seja adequado. Para
isso, foi seguido o guia de validacao ANVISA, 2017.
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5.3.1. Seletividade

E capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse na presenca
de interferentes (ANVISA, 2017). A seletividade do método foi avaliada pela analise
da matriz que ja possui os analitos de interesse e da matriz com adigdo de padrdes,
em triplicata, na concentracdo de 10,0 mg L' para 2-metilpirazina, furfurilpirrol e 4-
etilguaiacol e na concentragdo de 5,0 mg L' para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-
dimetilpirazina.

Através dos cromatogramas, nao € possivel observar que o0s picos se
intensificam com adi¢do de padréao para os compostos citados acima, porém, verifica-
se que nao ha interferentes nos tempos de retencao dos analitos de interesse devido
0 espectro de massas e o indice de Kovats (Figura 7). Para visualizar esta diferenca,
na Tabela 5, encontram-se as areas de cada um dos compostos analisados antes e
apoés a adigao de padrao.

Figura 7: Cromatograma da mistura de 12 amostras com diferentes perfis de torra,

granulometria e tempos de maturagcdo com adi¢cao de padrbes
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Sem Padrao/x106

Com Padrao/x106¢

COMPOSTOS R1
2-metilpirazina 3,00
Furfural 4,80
2,5-dimetilpirazina 1,99
5-metilfurufral 4,10
Furfurilpirrol 1,37
4-etilguaiacol 2,14

R2
4,22
6,92
2,56
4,92
1,74
2,22

R3
2,82
4,67
1,90
3,82
1,33
2,09

R1
6,50
13,5
3,40
8,70
4,11
4,61

R2
6,69
13,1
3,23
8,53
4,16
4,41

R3

7,04
15,2
3,62
11,7
4,94
6,17

Tabela 5: Areas dos compostos de uma mistura das 12 amostras sem e com adi¢ao

dos padrbes em amostras de café 2-metilpirazina, furfural, 2,5-dimetilpirazina, 5-

metilfurfural, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol

5.3.2. Linearidade

Determinou-se a linearidade do método otimizado aplicando 0 mesmo na

matriz sem e com adicao de seis padrdes em 5 pontos, em triplicata. Curvas analiticas

foram construidas para cada composto. A linearidade foi avaliada parametro pelo

coeficiente de correlagado que deve apresentar valor superior a 0,990 (ANVISA, 2017)

e pelos graficos de residuos que devem ter um comportamento aleatério.

PADROES

EQUACAO LINEAR

COEF. CORRELACAO

2-metilpirazina
Furfural
2,5-dimetilpirazina
5-metilfurufral
Furfurilpirrol

4-etilguaiacol

y = 187424x + 5489654
y = 322194x + 12263439
y = 108138x + 3080444
y = 99466x + 8403944
y = 102425x + 3113447
y = 250163x + 3104612

0,898
0,993
0,996
0,930
0,956
0,993

Tabela 6: Equacdes lineares e Coeficientes de Correlacdo para os padrbes 2-

metilpirazina, furfural, 2,5-dimetilpirazina, 5-metilfurfural, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol.

Devido os coeficientes de correlacao apresentarem valores superiores a 0,990

para trés compostos e os graficos de residuos possuirem distribuicao aleatérias para
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todos compostos, confirmou-se que o0 modelo de regressao escolhido foi adequado.
A SPME é uma técnica de extracdo, com alta capacidade de pré-concentracéo, sendo
também muito sensivel a pequenas variagdes de temperatura e tempo de extracao
que devem ser rigorosamente controlados. Pequenas variagées nestes parametros
podem ter gerado variagées nas areas que levaram a valores de R menores que
0,990. Além disso, as concentragdes dos analitos nas amostras sdo muito altas e
geram areas superiores a 1.000.000. Ao fazer a adicao de padrao, as areas tornaram-
se ainda maiores, este fato causa uma saturacdo do detector, dificultando a
identificacdo desses compostos, o que ocasionou valores de coeficientes de
correlacao inferiores a 0,990.



Figura 8. Gréficos de Residuos para as curvas analiticas feitas em amostras de café com adi¢cdo de padrao nas concentragdes de
4,0;5,5;7,0;8,5 e 10,0 mg L' para 2-metilpirazina (A), Furfurilpirrol (B) e 4-etilguaiacol (C) e nas concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0
e 5,0 mg L para furfural (D), 5-metilfurfural (E) e 2,5-dimetilpirazina (F).
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5.3.3. Limites de Deteccao e Quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo sdo obtidos para amostras que
possuem uma matriz isenta dos analitos (branco) e, através dela, utiliza-se os ruidos
para seus calculos. Como a amostra em questdo nao possui um branco, nao é
possivel estabelecer o calculo desses limites, pois caso o valor seja obtido, ele nao
sera real, devido a matriz em estudo (café), ja contém os compostos volateis
analisados.

Essa afirmativa pode ser confirmada com a quantificacdo dos compostos
presentes na mistura de 12 amostras com diferentes perfis de torra, granulometria e
tempos de maturacao. A quantificacao foi feita por uma curva analitica por adicao de
padrdes nas concentragdes de 0; 4,0; 5,5; 7,0; 8,5 e 10,0 mg L' para 2-metilpirazina,
furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e nas concentragoes de 0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 50 mg L
para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina e, por extrapolacdo, obteve-se a
concentracdo dos compostos na amostra sem a adicdo de padrdao. Essas
concentragdes estdo em valores consideraveis e mostram que dentre os padrdes
selecionados, todos ja encontram-se na amostra de café. Seus respectivos valores

estdo na Tabela 7.

_ CONCENTRACOES
PADROES
/(mg L)

2-metilpirazina 10,4

Furfural 9,00

2,5-dimetilpirazina 12,5

5-metilfurufral 8,72

Furfurilpirrol 7,92

4-etilguaiacol 5,92

Tabela 7: Concentracbes para os compostos 2-metilpirazina, furfural, 2,5-
dimetilpirazina, 5-metilfurfural, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol na mistura de 12 amostras

com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de maturacao.
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5.3.4. Precisao

A precisao foi avaliada pela repetitividade e precisado intermediaria em funcao
dos coeficientes de variacdo, obtidos pelos ensaios feitos com 3 diferentes
concentragdes em triplicata ANVISA (2017).

5.3.4.1. Repetitividade

Para a verificagdo da repetitividade, as analises foram realizadas e, assim,
obtidos os coeficientes de variagcao que estao apresentados na Tabela 8:

CONCENTRAQRO COEFICIENTE DE

COMPOSTOS -
(mg L) VARIACAO (%)
2-metilpirazina 10,0 6,3
7,0 4,0
4,0 2,4
Furfural 50 9,1
3,0 6,6
1,0 0,7
2,5-dimetilpirazina 5,0 4,1
3,0 5,7
1,0 4,5
5-metilfurufral 5,0 4,6
3,0 7,9
1,0 0,7
Furfurilpirrol 10,0 10,0
7,0 11,2
4,0 5,7
4-etilguaiacol 10,0 43,7
7,0 14,5

4,0 4,5
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Tabela 8: Coeficientes de Variacdo obtidos pela analise de uma mistura de 12
amostras de café conilon com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de

maturacao, fortificadas em trés concentracées em ensaios intra-dia

Foram obtidos coeficientes de variacéo entre 0,7 a 14,5% para a maioria dos
compostos, em todos os niveis de fortificacdo, com excecao da concentracdo de 10
mg L' para o 4-etilguaiacol, indicando boa repetitividade do método. Isto €, o0 método
apresenta repetitividade adequada, com valores dos coeficientes de variagdo menor
que 20%, conforme estabelecido pela ANVISA (2017), para amostras complexas.

5.3.4.2. Precisao Intermediaria

Com o objetivo de verificar se no mesmo laboratorio e em dias diferentes o
método fornecera resultados com coeficientes de variacao aceitaveis, os testes de
precisao intermediaria foram realizados. Os coeficientes de variagdo obtidos nestes

ensaios se encontram-se na Tabela 9.
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CONCENTRAQRO COEFICIENTE DE

COMPOSTOS ~
(mg L) VARIACAO (%)

2-metilpirazina 10,0 21,0
7,0 23,6
4,0 8,2
Furfural 5,0 25,7
3,0 24,8
1,0 22,9
2,5-dimetilpirazina 5,0 21,5
3,0 17,7
1,0 14,8
5-metilfurufral 5,0 24,2
3,0 23,3
1,0 17,8
Furfurilpirrol 10,0 16,9
7,0 15,2
4,0 12,8
4-etilguaiacol 10,0 26,2
7,0 15,3
4,0 9,28

Tabela 9: Coeficientes de Variacdo obtidos pela analise de uma mistura de 12
amostras de café conilon com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de

maturacao, fortificadas em trés concentracées em ensaios inter-dia.

Os coeficientes de variacao variaram de 8 a 26%, estando acima dos valores
aceitaveis, 20% (ANVISA, 2017), amostras complexas, para a maioria dos compostos.
Observa-se que os maiores valores foram obtidos principalmente para as maiores
concentragdes. Ressalta-se que, durante o desenvolvimento desta etapa de
validacao, foi necessario utilizar no terceiro dia de ensaio outra fibra similar a utilizada
nos ensaios anteriores (Ver Anexo A), sendo observada uma variacao referente aos
outros dois dias, o que poderia justificar os resultados obtidos. A fibra, mesmo sendo
condicionada, pode ter apresentado um efeito de matriz que interferiu na sorgcao dos

volateis na andlise, afetando, desta maneira, a preciséo intermediaria do método.
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5.3.5. Exatidao

A exatiddao do método foi avaliada por ensaios de recuperacdo com 3
concentragdes diferentes em triplicata nas concentragoes 4,0; 7,0; e 10,0 mg L' para
2-metilpirazina, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e 1,0; 3,0 e 5,0 mg L para furfural, 5-
metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina em triplicata. Os valores encontram-se na Tabela 10.

CONCENTRAQf\O DESVIO PORCENTAGEM DE
COMPOSTOS - ~
/(mg L) PADRAO RECUPERACAO (%R)
2-metilpirazina 10,0 2,41 87,3
7,0 1,44 95,7
4,0 0,78 90,6
Furfural 5,0 2,02 95,3
3,0 2,73 102,9
1,0 0,29 92,4
2,5-dimetilpirazina 5,0 1,38 100,5
3,0 1,82 104,2
1,0 1,33 86,5
5-metilfurufral 5,0 4,10 85,3
3,0 6,95 1247
1,0 0,57 62,2
Furfurilpirrol 10,0 3,97 93,7
7,0 4,23 105,7
4,0 1,90 77,5
4-etilguaiacol 10,0 9,66 97,0
7,0 2,85 103,5
4,0 0,73 92,7

Tabela 10: Porcentagens de Recuperacao obtidos pela analise da matriz café em trés

distintas concentrag¢des por adicao de padrédo em ensaios intra-dia.

A maioria das porcentagens de recuperacao esta entre a faixa 77,5% a
105,7% (exceto para as concentragbes de 3,0 mg L' e 1,0 mg L' para 5-metilfurfural

e 1,0 mg L para Furfurilpirrol) para os compostos estudados, com valores de desvio



55

padrao relativamente baixos (menores que 9,66%) para as concentragdes. Esses
resultados sugerem uma boa exatiddo para o método, devido a grande parte dos
valores estarem dentro dos valores estabelecidos pela legislagdo 80-120% (ANVISA,
2017).

5.3.6. Aplicacao do Método

O método HS/SPME-GC-MS otimizado e validado foi aplicado em amostras
comerciais com perfis de torras diferentes (tradicional e extraforte). As areas dos
brancos das amostras e das amostras com adi¢ao de padrao, encontram-se na Tabela
11 e na Tabela 12.

Sem Padrao/x10° Com Padrao/x108

COMPOSTOS R1 R2 R3 R1 R2 R3
2-metilpirazina 5,75 5,73 6,11 7,30 6,70 7,12
Furfural 4,20 4,14 4,40 6,27 5,55 5,70
2,5-dimetilpirazina 2,38 2,45 2,59 2,43 2,65 2,63
5-metilfurufral 5,62 5,52 5,87 7,68 7,35 7,23
Furfurilpirrol 3,96 3,71 3,87 4,59 4,67 4,47
4-etilguaiacol 5,54 5,08 5,31 8,89 8,85 7,08

Tabela 11: Areas dos compostos presentes na amostra de café tradicional com e sem
adicdo de padrdes na concentragdo de 7,0 mg L' para 2-metilpirazina, furfurilpirrol e
4-etilguaiacol e 3,0 mg L' para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina

Sem Padrao/x108 Com Padrao/x108
COMPOSTOS R1 R2 R3 R1 R2 R3
2-metilpirazina 7,58 6,51 6,71 8,44 7,35 6,70
Furfural 4,20 3,88 3,79 5,71 5,33 4,69
2,5-dimetilpirazina 3,18 2,89 2,77 3,11 2,89 2,56
5-metilfurufral 6,05 5,36 5,63 7,65 7,12 6,34
Furfurilpirrol 4,62 4,05 4,29 5,65 5,69 4,30

4-etilguaiacol 6,58 7,07 6,30 8,45 7,85 7,86
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Tabela 12: Areas dos compostos presentes na amostra de café extraforte com e sem
adicao de padrdes na concentracdo de 7,0 mg L' para 2-metilpirazina, furfurilpirrol e
4-etilguaiacol e 3,0 mg L' para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-dimetilpirazina.

Devido aos espectros de massas confirmarem os compostos e as areas com
adicao de padrao apresentarem maior valor que as amostras sem adi¢cao de padrao,
pode-se concluir que o método aplicado mostrou eficiéncia para a amostra comercial
tradicional. Entretanto, os mesmos resultados ndo foram obtidos na amostra comercial
extraforte, a razdo disto, possivelmente esta relacionada a degradacao de alguns
compostos volateis em perfis de torra escura, semelhante ao trabalho de
NASCIMENTO e colaboradores (2007), que retrata a degradacao de alcoois, aldeidos,

furanos e pirazinas para torras mais intensas.

5.4. Caracterizacao da Composicao Volatii do Café Conilon em
Diferentes Perfis de Torra, Granulometria e Tempos de Maturacao por
Cromatografia Gasosa

Dois cultivares de diferentes tempos de maturacées (intermediaria e tardia)
foram submetidas a duas peneiras diferentes (13 e 16 polegadas) e passaram pelo
processo de torra em trés perfis distintos (clara, média e escura), resultando em 12
amostras com composic¢ao volatil caracteristica de cada amostra. A tabela do Anexo
B apresenta a fragao volatil correspondente as amostras, os quais serdo discutidos

apoés a Analise de Componentes Principais.

5.4.1. Analise de Componentes Principais em amostras de Café com
Diferentes Perfis de Torra, Granulometria e Tempos de Maturacao

Neste estudo, a andlise de Componentes Principais (PCA) tem como objetivo
propor uma avaliagdo da qualidade do café utilizando como parametro os compostos
volateis. Através da estatistica foi possivel avaliar os volateis nas amostras com
diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de maturacao de um café tipo

conilon.
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Como pode ser visto na Figura 9, ao comparar os escores pelos diferentes
tipos de torra, pode-se observar sua separacao a partir do componente principal PC1,
em um grafico unidimensional.

Figura 9: Analise dos Compostos Principais de amostras de café com diferentes
perfis de torra. TE: Torra Escura, TM: Torra Média e TC: Torra Clara
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Observa-se uma boa separacao entre os trés tipos de torra, ndo havendo
sobreposicao entre seus escores. A Torra Clara apresentou escores negativos
(menores que -1,0), sendo muito distintos dos escores obtidos para Torra Média
(escores entre zero e +0,6) e Torra Escura (escores maiores que 0,7).

Os escores do componente principal PC4 também permitiu a distingdo
entre grao peneirados com a Peneira P13 e a P16, porém com alguma sobreposicao
(Figura 10).
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Figura 10: Analise dos Compostos Principais de amostras de café em diferentes
classificacdes por peneiras. P13: Peneira 13 polegadas e P16: Peneira 16

polegadas.
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Na Figura 10 é apresentado o cut-off no valor de escore igual a zero, ou seja,
para valores negativos de escores do PC4 sdo associados ao tratamento utilizando a
peneira P13 e para valores positivos, a peneira P16. Os erros associados a essa
escolha do cut-off podem ser obtidos a partir de uma tabela de contingéncia 2x2,

conforme apresentado na Tabela 13.

PC4 score P13 P16 Total
< zero 16 2 18
> zero 2 13 15
Total 18 15 33

Tabela 13: Tabela de Contingéncia 2 x 2 para avaliar a diferenca de peneiras

aplicadas as amostras de café.

A probabilidade de errar qual tipo de peneira foi usada ao considerar que todas
peneiras de P13 tém escore PC4 negativo é igual a cerca de 13%. E interessante
lembrar que essa probabilidade é chamada de erro beta ou erro tipo Il ou falso
negativo e a imposicao que P13 tém escore negativo € a hipétese nula (Ho). Por outro
lado, a probabilidade de errar a escolha ao considerar que todas peneiras P16 tém
escores positivos é igual a cerca 11%. Nesse caso, o erro envolvido é o erro alfa (ou

tipo | ou falso negativo) e afirmacao, a hipétese alternativa.
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Outros valores de cut-off podem diminuir o erro tipo |, porém causarao um
aumento no erro tipo Il e o contrario também é verdade, certos valores diminuirdo o
erro tipo Il, no entanto, o erro tipo | serd aumentado.

Figura 11: Analise dos Compostos Principais de amostras de café em diferentes
tempos de maturacao. M: Médio e P16: Tardio
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Os graos obtidos do cultivar de maturacao tardia apresentaram valores de
scores PC3 principalmente menores que zero, embora para grao do cultivar de
maturacao tardia, os escores variaram desde valores negativos a positivos. O uso
exclusivo de valores de scores do PC3 para distinguir os diferentes tempos de
maturacao dos graos acarreta um erro tipo Il préximo a 34,6%, embora de erro tipo |
igual 14,3%, obtidos a partir da tabela de contingéncia 2x2 (Tabela 14), considerando
um cut-offigual a -0,6.

PC4 score P13 P16 Total
<-0,6 6 1 7
> -0,6 9 17 26
Total 15 18 33

Tabela 14: Tabela de Contingéncia 2 x 2 para avaliar a diferenca de tempo de
maturacdo das amostras de café.

A distincao entre os tempos de maturacao foi melhorada utilizando-se tanto
os scores do componente principal PC3 quanto PC4 (Figura 12). Nesse caso, 0s
valores de cut-off iguais a +1,0 para PC3 e -1,5 para PC4 permitiram diminuir o erro
tipo | para 13,3% e do erro |l para 11,1%.
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Figura 12: Analise dos Compostos Principais de amostras de café em diferentes

tempos de maturagao
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Para cada composto obtido com os diferentes perfis de torra, granulometria e
tempos de maturagéo foi avaliado a influéncia dos mesmos sobre PC1, PC2, PC3 e
PC4. Para isso, foram obtidos os valores de loading, os quais estdo apresentados no
grafico heat map (Figura 13). Foi observado que o PC2 nao apresentou influéncia

sobre os parametros analisados.
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Figura 13: Valores de Loading para cada composto obtido com os diferentes perfis

de torra, granulometria e tempos de maturacao.
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Os valores de loading explicam a influéncia dos compostos sobre os
valores de escores observados para o PC1, PC3 e PC4. Para PC1,

as principais classes de compostos que influenciam a torra escura com loading
positivos sdo fendis, furanos e pirrdis devido aos seus maios valores de escores.

Em torras mais intensas, foram relatadas essas classes (MOREIRA et al.,
2000; CLARKE et al., 1985; ARISSETO et al., 2011; GUENTHER et al., 2010;
FLAMENT, 2002; CLARKE et al., 1985). Dentre elas, os fendis estdo guaiacol, 4-
etilguaiacol e 4-vinilguaiacol, os quais sdo compostos de impacto no aroma do café
(SEMMELROCH et al., 1996). Para confirmar a presenca dos furanos, ha os
compostos 5-metilfurfural, alcool furfurilico e furfural nas amostras analisadas, tendo
o alcool furfurilico como um volatil de importancia para o café de torra escura, onde

esta presente em altas concentragdes, conferindo aromas amargos e queimados
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(CLARKE et al., 1985). Com relagdes aos pirrois, estdo presentes 2-formlpirrol, 2-
acetilpirrole e furfurilpirrol.

Os compostos que predominam na TC, para as amostras analisadas, sao as
pirazinas, sendo volateis caracteristicos desse tipo de torra e para TM, devido ocorrer
degradacgdes desses compostos em torras mais intensas. Um composto de impacto
determinado para essa classe foi o 3-etil-2,5-dimetilpirazina (FLAMENT, 2002;
CLARKE et al., 1985).

Os resultados de NASCIMENTO e colaboradores (2007) mostram que em TE
os compostos 2-acetilpirrole, furfurilpirrol, 4-etilguaiacol e 4-vinilguaiacol apresentam-
se em maiores quantidades, semelhante ao estudo em questdo, enquanto para 5-
metilfurfural, alcool furfurilico e furfural encontram-se em maior quantidade em TC,
divergindo deste trabalho.

Através desses resultados, pode-se concluir que a TE apresenta maior
numero de compostos odorantes de impacto para o aroma do café, o qual esta
intimamente ligado com a qualidade. Portanto, de acordo com o estudo, café com TE
apresentam melhor qualidade que os de TC e TM.

A separagao entre os tempos de maturagcdo meédia e tardia nao ocorreu de
forma total, mas significativa, isso foi possivel devido a influéncia de alguns compostos
para o cultivar com tempo de maturagdo média, Jequitiba ES8122, (2,5,6-
trimetilpirazina, tetrapirazina e 6-metil-2-acetilpirazina) e para o cultivar com tempo de
maturacao tardia, Centenaria ES8132, (benzaldeido e salicilato de etilo). Em que os
primeiros apresentaram valores de loading positivos e, os outros, valores de loading
negativos.

De acordo com os dados de outros autores, para um café de qualidade, o
tempo de maturacdo média deve ser empregado, FAGAN e colaboradores afirmam
que maturagdes mais lentas auxiliam no aumento da qualidade. Além disso, a 2,5,6-
trimetilpirazina, mesmo ndao sendo um composto odorante de impacto, foi relatada
como volatil importante para o café torrado (DE MARIA et al., 1999), a qual se faz
presente em tempo de maturagdo média.

Para a distincdo de peneira, os loading positivos sao responsaveis pela
peneira de 16 polegadas e os loading negativos pertencem a peneira de 13 polegadas.
Da mesma forma que os tempos de maturacgao, a diferenciagdo entre as peneiras nao
ocorreu totalmente, mas o suficiente para distingui-las. Na P16, as pirazinas

encontram-se em maior numero, sendo uma delas um odorante de impacto para o
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café, 2,3-dietil-5-metilpirazina, (SEMMELROCH et al., 1996), além disso, ha outro
volatil importante para o aroma, o guaiacol.

Outro fator positivo para a P16, MARTINEZ e colaboradores descrevem que
peneiras de maior diametro, junto com outros parametros, proporciona melhor

qualidade do produto final.
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6. CONCLUSOES

O método de microextracdo em fase sélida por headspace com cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massas (HS/SPME-GC-MS), foi otimizado e
validado e apresentou ser simples e facil para analise de compostos volateis em café
torrado e moido, apresentando ainda uma boa repetitividade e exatidao. No entanto,
apresenta pontos negativos para certas variagcdes na analise, como a utilizacao de
uma outra fibra e oscilagcdes de temperatura. Ao aplicar o método, 0 mesmo mostrou-
se eficaz para amostras comerciais com perfil de Torra Clara (TC).

O estudo das 12 amostras com distintos perfis de torra, granulometria e
tempos de maturacdo através da andlise de componentes principais, possibilitou a
caracterizagao do perfil volatil de cada uma delas, demonstrando ainda, os odorantes
potentes de impacto no aroma, os quais sdo importantes na qualidade. Desde modo,
para este trabalho, o café que apresentou melhor perfil volatil apresenta Torra Escura
(TE), peneira de 16 polegadas (P16) e tempo de maturacdo média, devido a estes
parametros conterem um maior numero de volateis significativos para o aroma. Por
isso, foi importante a otimizacéo e validagdo do método, pois através dessa etapa, foi
possivel dar confiabilidade aos resultados da estatistica.
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8. ANEXOS

Anexo A - Areas dos padrdes no primeiro, terceiro e quinto dia de analise para as concentragdes de 4,0; 7,0 e 10,0 mg L' para 2-

metilpirazina, furfurilpirrol e 4-etilguaiacol e nas concentragdes de 1,0; 3,0 e 5,0 mg L' para furfural, 5-metilfurfural e 2,5-
dimetilpirazina

PRIMEIRO DIA
- -
a A 32 CONCENTRACAO 52 CONCENTRACAO
COMPOSTOS 12 CONCENTRACAO G G
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
o-metilpirazina 7614909 7036487 6724056 6504753 6692201 7037982 6216814 6285510 6004333
Furfural 14464114 13165045 13767198 12988152 12543973 14241722 12662952 12480423 12540039

2,5-dimetilpirazina 3735578 3682186 3453842 3403358 3230093 3621961 3326341 3039441 3156289
5-metilfurufral 9295801 8543612 8645196 8431114 8325322 9571806 8472598 8405595 8519164
Furfurilpirrol 4505858 3699533 4013732 3725449 3530697 4358420 3438005 3233062 3622433
4-etilguaiacol 8322189 4136564 4133927 4608730 4408743 5731099 3944801 3909592 4241122
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TERCEIRO DIA

32 CONCENTRACAO

—
52 CONCENTRACAO

COMPOSTOS R1 : CoﬁgENTRAigo R1 R2 R3 R1 R2 R3
>-metipirazina 6786058 6639271 7875129 8025271 6622426 6883712 7106914 7217481 7120296
Furfural 12493644 12128668 14742433 13787937 12414556 12539653 13151012 12218895 12924203
2,5-dimetilpirazina 3513050 3242744 4297933 3792344 3200235 3237456 3237495 3567396 3330918
5-metilfurufral 8367445 8320895 9920817 8839552 8437409 8674112 8873631 8305314 8731325
Furfurilpimol 4204117 3705352 5498732 4406913 3514198 3656627 3222568 3149862 3006197
4-etiguaiacol  gag5788 4430097 6936083 5513425 4511152 5391207 4325957 4685745 4298211
QUINTO DIA
COMPOSTOS 12 CONCENTRACAO 32 CONCENTRACAO 52 CONCENTRACAO
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
D-metilpirazina 4429880 4720576 4680641 4105852 4166730 4990716 4291125 4446575 4179024
Furfural 6120281 8852131 8822778 7225247 7042181 8891879 7488528 7527762 7962689
2 5-dimetilpirazina 2116491 2661305 2456508 2293327 2334764 2614500 2519337 2313160 2501995
5-metilfurufral 4199787 5919374 6119426 5172963 5036272 5609521 5913101 5380849 6371950
Furfurilpirol 2992013 4087033 4091376 2972888 2736952 3550437 2469194 2584165 3558655
4-ctiiguaiacol 4787356 6425164 6990396 3982713 3603021 4446271 4483217 3383309 3965254
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Anexo B - Presenca dos compostos volateis nas amostras com diferentes perfis de torra, granulometria e tempos de maturagéao

COMPOSTOS

TC-M-P13

TC-T-P13

TE-M-P13

TE-T-P13

TM-M-P13

TM-T-P13

TC-M-P16

TC-T-P16

TE-M-P16

TM-M-P16

TM-T-P16

TE-T-P13

2-metilpirazina
Furfural
alcool furfurilico
1-acetiloxi-2-propanona
2,5-dimetilpirazina
2,6-dimetilpirazina
2-etilpirazina
2,3-dimetilpirazina
Benzaldeido
5-metilfurfural
1-acetiloxi-2-butanona
2-etil-6-metilpirazina
2-etil-5-metilpirazina
2,5,6-trimetilpirazina
2-etil-3-metilpirazina
2-formilpirrol
2-acetilpirrol
3-etil-2,5-dimetilpirazina
2-etil-3,5-dimetilpirazina
guaiacol
tetrapirazina

nonanal

x X X X X X X

X X X X X

X

X X X X X X X

X X X X X X X X

X X X

X X X X X X X

X

X X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X X X

x

X X X X X X X

X X X X X X X X

x

X X X X X X X

X
X

x X X X X

X X X X

X X X X X X X X

X X X X X X

xX X X X

X
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X

X X X X X X X X X X

X X X X X



2-acetil-3-metilpirazina
trietilfosfato

2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-

6-metil-4H-piran-4-one X X i i i X i X i i
2,3-dietil-5-metillpirazina X X - - - X - - - -
3,5-dietil-2-metilpirazina X X - - X X -

furfurilpirrol X X X X X X - X X X
dodecano X X - - - - - X - -
2-Isoamil-6-metilpirazina X - - - - - - - - -
salicilato de etilo X X X X X X X X X X
4-etilguaiacol X X X X X X - X X X
4-vinilguaiacol X X X X X X X X X
cafeina X X X X X X X X X

X X X X

X X X

TC = Torra Clara; TM = Torra Média; TE = Torra Escura; M = Maturacdo Média; T = Maturagao Tardia; P13 = Peneira 13 polegadas; P16 = Peneira 16 polegadas
X = presenca; - = auséncia
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