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RESUMO: A análise espectroscópica na região do infravermelho próximo (NIRS) de amostras de cafés crus e torrados 
é uma técnica analítica proposta para a identificação de espécies, na definição do ponto de torra, na qualidade final da 
bebida e na quantificação de alguns compostos químicos do grão. A exploração dos resultados deste tipo de análise, na 
maioria das situações, no entanto, pressupõe o confronto prévio entre dados espectrais e resultados de análises das 
mesmas amostras obtidos pelo emprego de metodologia analítica de referência, gerando os modelos ou curvas de 
calibração. A construção de um modelo de calibração robusto requer que as duas metodologias sejam empregadas, 
simultaneamente, para grande número de amostras, o que consiste em fator limitante para o amplo emprego da 
espectroscopia. Neste trabalho, uma curva de calibração multivariada para a quantificação de trigonelina foi construída 
e validada mediante análises espectroscópicas na região do infravermelho próximo da substância pura e de amostras de 
café, empregando-se reduzido número de análises pela metodologia de referência (Cromatografia líquida de alta 
eficiência). Para isso, foram utilizadas amostras de café do banco de germoplasma do Centro de Café Alcides Carvalho, 
no Instituto Agronômico de Campinas. A regressão pelo método de quadrados mínimos parciais (PLS) foi utilizada para 
a construção do modelo. Através da seleção de variáveis realizada, foram identificadas 16 regiões espectrais 
relacionadas com a trigonelina. Para o modelo calculado com 8 variáveis latentes, o erro de validação cruzada 
(RMSECV) foi de 0,048 ± 0,02, o coeficiente de correlação (rvc) foi de 0,98 ± 0,02 e o erro de previsão (RMSEP) foi de 
0,056.  
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A   PROPOSAL OF METHODOLOGY FOR THE ESTABLISHMENT OF THE 
MULTIVARIATE CALIBRATION MODEL FOR PREDICTION OF TRIGONELLINE 

CONTENT IN RAW COFFEE BEANS  BASED ON NEAR INFRARED SPECTROSCOPY 

 
ABSTRACT: The near infrared spectroscopic  (NIRS) applied to raw and roasted coffee samples is an analytical 
technique proposed to the identification of species, in defining the roasting degree and the final quality of the beverage 
and, also, in the quantification of some chemical compounds of the seeds. The exploitation of the results of this 
analysis, in most situations, however, requires the confrontation between spectral data and the results of analysis by the 
reference method of analysis applied to the same samples, through the calibration models or curves. Despite the 
advantages of the NIRS analysis, the construction of a robust calibration model requires that a large number of samples 
is analysed, which consists a limiting factor for the widespread use of spectroscopy. In this study, a multivariate 
calibration curve for quantification of trigonelline was built and validated by near infrared spectroscopic analysis of the 
pure compound and of the coffee samples, using low number of analyses by the reference methodology (High pressure 
liquid chromatography). For this, coffee samples from germplasm bank of the Coffee Center ‘Alcides Carvalho’ of the 
Agronomic Institute of Campinas were used. Partial least squares regression method (PLS) was used to build the model. 
Through the variable selection performed, 16 spectral regions related to trigonelline were identified. The cross 
validation error (RMSECV) was 0.048 ± 0.02, the correlation coefficient (rvc) was 0.98 ± 0.02 and the prediction error 
(RMSEP) was 0.056., for the model calculated with 8 latent variables 
 
Key words: Diffuse reflectance near infrared, trigonelline and chemometrics.  
 
 
INTRODUÇÃO 
 Análises químicas de café têm justificado trabalhos que visam ao conhecimento da (i) herdabilidade em 
híbridos interespecíficos (Priolli et al, 2008), (ii) à possível relação dos diferentes compostos com a qualidade da bebida 
e, mais recentemente, no que diz respeito a compostos, que não a cafeína, (iii) a prospectar sobre o possível emprego do 
grão na área da cosmetologia e de alimentos funcionais (Wagemaker et al., 2011). 
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Métodos analíticos para a quantificação dos principais compostos presentes no grão de café têm sido 

empregados em rotinas laboratoriais. Utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) têm sido determinadas, 
por exemplo, as concentrações de cafeína (Mazzafera et al., 1997; De Maria,   et al. ( 1995), trigonelina (Casal et al., 
2000; Perrone et al., 2008a), ácidos clorogênicos (Perrone et al., 2008b), carboidratos e sacarose (Campa et al., 2004), 
lipídios (González et al., 2001) e proteínas e aminoácidos (Mazzafera e Gonçalves, 1999). Os mesmos compostos têm 
sido quantificados, também, por ressonância magnética nuclear de prótons - RMN H1 (Tavares e Ferreira, 2006), 
espectroscopia no ultravioleta (UV) e no infravermelho (IV), gravimetria (Davrieux et al., 2004) e, ainda, por análises 
enzimáticas e eletroquímicas (Rambla et al., 1997; Giannoccaro et al., 2008).  

A maioria destas técnicas tem em comum a necessidade de tratamentos complexos das amostras (clean up), 
muitas vezes demorados, caros e destrutivos. Para superar essa limitação, tem sido dada ênfase ao desenvolvimento de 
técnicas espectroscópicas de análise.   

A difusão das metodologias baseadas em informações de espectros dos produtos obtidos em diferentes 
comprimentos de onda se deve em grande parte ao desenvolvimento da quimiometria. Por meio desta ferramenta tem 
sido possível interpretar melhor os resultados analíticos (Pasquini, 2003) e empregar a espectroscopia em análises 
qualitativas e quantitativas de diversos materiais (Siebielec et al., 2004; Pedro e Ferreira, 2005; Li et al., 2006; Chen et 
al., 2006; Cozzolino et al., 2006; Karoui et al., 2006; Cen e He, 2007; Pizarro et al., 2007a). 

Entre as análises espectroscópicas em uso, na análise de alimentos destacam-se as realizadas na região do 
infravermelho próximo (NIR). A espectrometria na região de infravermelho próximo (NIRS) apresenta a vantagem de 
ser aplicável a análises tanto de amostras líquidas, como azeite de oliva, sucos e vinhos (Downey et al., 2003; Cozzolino 
et al., 2003; Shao e He, 2007), quanto de amostras sólidas, neste caso utilizando as técnicas de reflectância (Esteban-
Díez et al., 2004; Karoui et al., 2006; Alessandrini et al., 2008).  

Especificamente com café, vários estudos vêm sendo realizados com NIRS. Dentre eles, encontram-se a 
discriminação de espécies (Coffea arabica e Coffea canephora) em amostras puras e em blends (Pizarro et al., 2007b; 
Esteban-Díez et al., 2007), a quantificação de cafeína (Pizarro et al., 2007a), trigonelina, ácidos clorogênicos (Bertrand 
et al., 2005), açúcares totais (Morgano et al., 2007) e lipídios (Davrieux et al., 2004). a definição do grau de torra e da 
umidade (Alessandrini et al., 2008) Mais recentemente, vem se estudando também a aplicação do NIRS como 
alternativa para avaliação da qualidade sensorial da bebida (Ribeiro et al., 2011).  

Contudo, para se determinar o teor de um componente químico presente no grão de café, ou em outras 
matrizes, por meio dos espectros de infravermelho próximo, é necessário primeiramente estabelecer a relação entre as 
informações fornecidas pelos espectros no infravermelho e os valores das medidas fornecidos por métodos de 
referência, tais como polarimetria (Da Costa Filho, 2009) e CLAE (Xie et al., 2009), por exemplo. Essa relação consiste 
no modelo multivariado de regressão linear, ou modelo quimiométrico, que pode ser construído mediante a aplicação 
dos métodos MLR (regressão linear múltipla) ou PLS (regressão linear por quadrados mínimos parciais).       

Para a construção de um modelo quimiométrico robusto e confiável, o número de amostras que devem ser 
analisadas  no NIR e pelo método de referência é, geralmente, da ordem de centenas, e o esforço demandado é bastante 
grande. Outra característica da metodologia de NIRS, da maneira como é usualmente empregada, é não definir 
completamente os comprimentos de onda (λ) importantes para a quantificação de cada composto, sendo extraídas 
apenas poucas informações sobre as regiões espectrais. Essa limitação quanto à definição dos comprimentos de onda 
importantes para a quantificação dos compostos torna os modelos estabelecidos de aplicação apenas local, ou seja, eles 
são restritos aos conjuntos de dados estudados, sendo impraticável a sua utilização por outros laboratórios. 

Apenas recentemente foram publicados alguns trabalhos em que foram definidos os comprimentos de onda 
específicos dos componentes químicos encontrados nas matrizes estudadas mediante a determinação dos espectros das 
substâncias puras. É o caso, por exemplo, dos trabalhos que procuram determinar as regiões espectrais referentes à 
cafeína e à sacarose em chás e chocolates, respectivamente (Sinija e Mishra, 2009; Da Costa Filho, 2009; Ribeiro et al., 
2011).  

A inovação do método que se apresenta neste resumo consiste em estabelecer os espectros de matrizes 
originais e artificiais de café. Essa inovação, associada ao espectro de trigonelina puro e à seleção de variáveis 
empregadas no desenvolvimento do modelo, admite a redução do número de análises pelo método de referência e o 
desenvolvimento de um modelo quimiométrico universal para a quantificação do composto. 
   
MATERIAL E MÉTODOS 

Na extração de trigonelina da matriz de café e nas análises por CLAE foram empregadas trigonelina 99 % 
(Sigma–Aldrich -Munich, Alemanha), solventes grau espectroscópico (J.T.Baker) e solventes de grau P.A (Merck).   
 Para a construção da curva de calibração multivariada foram utilizadas 9 amostras de grão de café cru de 
variedades de C. arabica e C. canephora do banco de germoplasma do Centro de Café do IAC ( Tabela 1), selecionadas 
por diferirem no conteúdo de trigonelina. A amostra de café C. canephora var. Conillon coleção 66-3 (número 4 na 
Tabela 1) foi utilizada também para a geração de uma matriz de café com baixo teor de cafeína, trigonelina e ácidos 
clorogênicos (amostra 10) após tratamento com metanol:água (70:30, v:v).  

Frutos da safra 2009/2010 das plantas de interesse foram colhidos no estágio de maturação cereja, despolpados 
em despolpador piloto e desmucilados por 24 horas. Após a desmucilagem, as sementes foram lavadas e colocadas ao 
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sol para secar. O processo de secagem de cada amostra foi finalizado quando ela apresentou umidade de 
aproximadamente 11 %. 

As "matrizes artificiais" foram desenvolvidas a partir da mistura de diferentes proporções das 9 amostras 
originais com a amostra tratada com metanol: água. Foram analisadas também todas as matrizes originais.  

 
 
 
Tabela 1. Amostras utilizadas para a construção dos modelos de regressão multivariados. 

Amostras Espécie Variedade 
1 Coffea arabica Bourbon amarelo 
2 Coffea arabica Material com baixo teor de cafeína em seleção  
3 Coffea arabica IAC 3996 - Ep 416 - Cova 1152 - Planta B 
4 Coffea canephora Conillon coleção 66 - cova 3 
5 Coffea canephora Apoatã  - Coleção 3599 - Planta 9 
6 Coffea canephora Apoatã - Coleção 3597 - Planta 1 
7 Coffea canephora Bukobensis - Coleção 3 
8 Coffea canephora Ep 133 - 350 - 1653 - Cova 4 
9 Coffea canephora Ep 189 - Cova 128 
10  Coffea canephora Matriz extraída com metanol / água 
  
 Os espectros de infravermelho próximo foram adquiridos em espectrômetro modelo Nirsystem 6500 (Foss 
NIRSystems, Raamsdonksveer, Holanda) de reflectância difusa com módulo de transporte de amostra e controlado pelo 
software Vision 2.22 (Foss NIRSystems, Raamsdonksveer, Holanda).  
 Os espectros foram obtidos diretamente sobre as amostras moídas de café cru usando 256 varreduras na faixa 
de 1100 - 2500 nm, com 4 cm-1 de resolução. Um padrão interno de poliestireno (4 picos) foi utilizado como branco.  
Três diferentes porções de cada amostra eram analisadas (triplicatas).  

A quantificação da trigonelina nas matrizes originais e isentas de trigonelina foi realizada por cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE), de acordo com adaptação feita em método de Casal et al. (2000). Empregou-se 
cromatógrafo Shimatzu, equipado com detector de UV-Vis e coluna C-18 Shim-pack CLC-ODS (M) de 4,6 x 250 mm e 
5 μm de diâmetro de partícula, com pré-coluna de 4 x 1 mm. A eluição foi isocrática com fase móvel composta por 
metanol : ácido acético: água (30:0,5:69,5; v:v:v) com vazão de 1 ml/minuto a 30 ºC. O comprimento de onda de leitura 
das amostras foi 272 nm. A concentração da trigonelina foi determinada pela relação entre as áreas dos picos de 
trigonelina da amostra e a do padrão de concentração conhecida. As amostras foram analisadas em triplicata. 

Os dados obtidos na análise espectroscópica foram transformados em matrizes X (IxJ), na qual cada replicata 
foi utilizada como uma amostra. O processamento dos dados foi realizado utilizando o software Mathlab 6.5 (The 
MathWorks, Co., Natick, MA, USA) e o pacote computacional PLS_Toolbox (Eigenvector Research, Inc. – 
PLS_Toolbox version 3.02.) (Wise et al., 2004).  

A regressão por quadrados mínimos parciais (PLS) foi utilizada como método de regressão (Ferreira et al., 
1999). Para reduzir as variações aleatórias (ruído experimental) foi realizado um alisamento, segundo Savitzky-Golay 
(1964), com janela de tamanho 11. As variações sistemáticas foram reduzidas utilizando a 2ª derivada e os dados foram 
centrados na média.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na construção do modelo de regressão foram utilizados os valores médios das concentrações (%) de 
trigonelina medidas por Cromatografia líquida de alta eficiência e 345 espectros referentes à 115 matrizes artificiais de 
café. Para a etapa de validação externa foram utilizadas 49 amostras analisadas por CLAE e NIRS. 
As variáveis selecionadas para a construção do modelo PLS de previsão da concentração de trigonelina foram obtidas a 
partir da análise visual dos espectros sobrepostos de algumas amostras, e de trigonelina pura. Assim, 16 regiões 
espectrais (109 variáveis) que absorveram a trigonelina foram selecionadas. Essas regiões estão indicadas em faixas 
verticais na Figura 1. 
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Figura 1- Espectros sobrepostos das amostras de café cru moído e regiões do infravermelho próximo selecionadas para 
a construção do modelo de calibração para a trigonelina. 
 

Para o conjunto de dados considerado neste trabalho,  o modelo de regressão PLS construído com 8 variáveis 
latentes apresentou algumas replicatas com valores elevados de leverage e de resíduo de Student. Neste caso, as 
replicatas foram retiradas e o modelo recalculado. A Figura 2 apresenta o gráfico leverage vs resíduo de Student do 
modelo recalculado (limite de confiança do valor de leverage de 95 %). 

 
Figura 2 - Gráfico de leverage vs resíduo de Student para visualização de possíveis amostras atípicas. 
 

Esse modelo apresentou erro de validação cruzada (RMSECV, root mean square error of cross validation) 
igual a 0,048 ± 0,002 e coeficiente de correlação da validação cruzada (rvc) igual a 0,98 ± 0,02. Com as 8 variáveis 
latentes utilizadas foi possível descrever 97,11 % e 97,55 % da variância dos blocos Y e X utilizados nas calibrações. 

O modelo foi validado por validação externa, utilizando o conjunto de 49 amostras, relativas às 147 replicatas. 
A Figura 3 representa os valores determinados por CLAE versus os valores preditos pelo modelo para cada amostra do 
conjunto de validação externa distribuídos entre os valores do conjunto de validação cruzada. O erro de previsão das 
amostras externas (RMSEP, root mean square error of prediction) foi de 0,056.  
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Figura 3 - Representação gráfica dos valores de trigonelina obtidos por CLAE vs os valores previstos pelo modelo PLS. 
Amostras de validação cruzada (○) e validação externa (∆).  
 
CONCLUSÕES 
  
 O método proposto para construção da curva de calibração tomando por base os espectros de infravermelho e 
as concentrações de trigonelina de matrizes de café cru, tanto originais quanto artificiais, bem como o espectro de 
infravermelho próximo de trigonelina pura, se mostrou bastante eficiente. Ele possibilitou a construção de modelo de 
regressão multivariada para a determinação do teor de trigonelina em café cru com erro relativo médio entre as análises 
por infravermelho próximo e CLAE para as 49 amostras de previsão igual 5,6 %, em concentrações que variaram entre 
0,16% e 1,67%. De acordo com as médias e desvios-padrão das replicatas analisadas, tanto no conjunto de calibração 
quanto de validação, o modelo se apresentou bem reprodutível, com média de 3% de variação entre elas.. 
 A confiabilidade nas faixas espectrais selecionadas para este modelo PLS, o credencia para ser utilizado pelo 
Centro de café do Instituto Agronômico de Campinas e por outros grupos de pesquisa que utilizem outras amostras 
(espécies e variedades), equipamentos de diferentes marcas, graus de moagem da amostra e diferentes outras variáveis.  
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