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RESUMO

GOMES, W. P. C. Caracterizagdo quimica dos compostos majoritarios em graos
verdes de café. 2022. 114 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

O café verde € o grédo de café descascado, antes de passar pelo processo de
torrefacdo, rico em compostos quimicos que séo indicativos de qualidade, permitindo
a classificacdo em especiais ou tradicionais. O objetivo do trabalho foi determinar
compostos presentes em graos verdes de café e encontrar a diferenciacdo dos graos
verdes de café em especiais ou tradicionais por meio da quimiometria. Além disso, a
analise multiespectral foi combinada com modelos de aprendizagem de maquina para
discriminar gréos de café verde, em especiais e tradicionais. Para tanto, foram
guantificados os teores de compostos fendlicos, aglcares redutores, nao redutores e
totais por espectrofotometria; cafeina, trigonelina, 5-hidroximetilfurfural, &cidos
3-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzoico, clorogénico, cafeico e nicotinico por HPLC-UV-
Vis; acetaldeido, acetona, metanol, etanol e iso-amilico por HS-GC-FID. Analise de
componentes principais (PCA) foi utilizada na diferenciacdo dos graos de café verde
por meio dos teores obtidos nas andlises espectrofotométricas e cromatograficas e
analise multiespectral. Para avaliacdo dos dados da analise multiespectral quatro
algoritmos de aprendizagem de maquina (SVM, RF, XGBoost e CatBoost)
foram empregados. Estatisticamente, os teores de compostos fendlicos totais,
cafeina, acucares ndo redutores, acucares totais, &cido nicotinico,
5-hidroximetilfurfural, acetaldeido, etanol e etanol/metanol apresentaram diferencas
significativas. A PCA possibilitou a classificacdo dos grdos verdes de café, em
especiais e tradicionais, além do entendimento dos atributos que influenciaram na
diferenciacdo entre os cafés. Os atributos cafeina, acido nicotinico, &cido cafeico,
trigonelina, acido 3-hidrozibenzoico e o alcool iso-amilico foram que descreveram
melhor as amostras tradicionais e estdo ligadas as caracteristicas indesejadas para o
café. Enquanto, as amostras especiais foram descritas pelos atributos agucares nao
redutores, acucares totais, altitude, etanol/metanol, etanol, acetona, 5-
hidroximetilfurfural, compostos fendlicos totais, acido clorogénico, 4-hidroxibenzoico,
acetaldeido e metanol, que conferiram caracteristicas desejadas para o café. Na

analise multiespectral, o modelo de aprendizagem de maquina SVM demonstrou



melhor precisdo para o conjunto de dados de teste (0,96) e os dados de
autofluorescéncia usando a combinacdo de excitacdo/emissdao de 405/500 nm
contribuiram para discriminar o café verde especial da classe tradicional. A avaliacdo
da composi¢do quimica, utilizando a quimiometria permitiu a diferenciacdo das
amostras especiais e tradicionais, baseando nos 19 parametros e também utilizando
apenas os parametros das analises espectrofotométricas. A imagem multiespectral
baseada em autofluorescéncia combinada com modelos SVM pode ser ferramenta
potencial para futuras aplicagcbes na industria de alimentos para classificacdo néo

destrutiva e em tempo real de café verde especial e tradicional.

Palavras-chave: Andlise de alimentos. Café verde. Cromatografia.
Espectrofotometria UV-Vis. Quimica Analitica de Alimentos. Quimiometria. Maquina

de Vetor de Suporte.



ABSTRACT

GOMES, W. P. C. Chemical characterization of major compounds in green coffee
beans. 2022. 114 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear

na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2022.

Green coffee is the hulled coffee bean, before going through the roasting process, rich
in chemical compounds that are indicative of quality, allowing classification into special
or traditional. The objective of this work was to determine compounds present in green
coffee beans and find the differentiation of green coffee beans into special or traditional
ones through chemometrics. Furthermore, multispectral analysis was combined with
machine learning models to discriminate special from traditional green coffee beans.
Therefore, the levels of reducing, non-reducing, total sugars and phenolic compounds
were quantified by spectrophotometry; caffeine, trigonelline, 5-hydroxymethylfurfural,
3-hydroxybenzoic, 4-hydroxybenzoic, chlorogenic, caffeic and nicotinic acids by
HPLC-UV-Vis; acetaldehyde, acetone, methanol, ethanol and iso-amyl by HS-GC-FID.
Principal component analysis (PCA) was used to differentiate green coffee beans
through the levels obtained in spectrophotometric and chromatographic analysis and
multispectral analysis through fluorescence. To evaluate the multispectral analysis
data, four machine learning algorithms (SVM, RF, XGBoost and CatBoost) were used.
Statistically, the contents of total phenolic compounds, caffeine, non-reducing sugars,
total sugars, nicotinic acid, 5-hydroxymethylfurfural, acetaldehyde, ethanol and
ethanol/methanol showed significant differences. The PCA made it possible
classification of green coffee beans in special and traditional, in addition to
understanding the attributes that influenced the differentiation between coffees. The
attributes caffeine, nicotinic acid, caffeic acid, trigonelline, 3-hydrozibenzoic acid and
iso-amyl alcohol best described the traditional samples and are linked to undesirable
characteristics for coffee. Meanwhile, the special samples were described by the
attributes non-reducing sugars, total sugars, altitude, ethanol/methanol, ethanol,
acetone, 5-hydroxymethylfurfural, total phenolic compounds, chlorogenic acid, 4-
hydroxybenzoic, acetaldehyde and methanol, which conferred desired characteristics
for the coffee. In the multispectral analysis, the machine learning model SVM
demonstrated better accuracy for the test dataset (0.96) and the autofluorescence data

using the excitation/emission combination of 405/500 nm contributed to discriminate



the special green coffee of the traditional class. The evaluation of the chemical
composition, using chemometrics, allowed the differentiation of special and traditional
samples, based on the 19 parameters and also using only the parameters of the
spectrophotometric analysis. Autofluorescence-based multispectral imaging combined
with SVM models could be a potential tool for future applications in the food industry

for non-destructive, real-time classification of specialty and traditional green coffee.

Keywords: Principal component analysis. Green coffee. Liquid chromatography. Gas
Chromatography. UV-Vis spectrophotometry. Food Analytical Chemistry.

Chemometrics. Support Vector Machine.
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ROC - Curva Caracteristica de Operacdo do Receptor (do inglés Receiver Operating
Characteristic Curve)

ROI - Regido de interesse (do inglés Region Of Interest)

SAA - Secretaria da Agricultura e Abastecimento

SCAA - Associacdo de Cafés Especiais da América (do inglés Speciality Coffee
Association of America)

SVM - Maquina de Vetores de Suporte (do inglés Support Vector Machine)

VOCs - Compostos organicos volateis (do inglés Volatile Organic Compounds)

VWD - Detector de comprimento de onda variavel (do inglés Variable wavelength
detector)

XGBoost - do inglés Extreme gradient boosting
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1 INTRODUCAO

Café verde, pela International Coffee Organization, € definido como o grao de
café descascado antes de passar pelo processo de torrefacdo (ICO, 2007). Fruto com
enorme importancia comercial no mundo, pois quando o grao é torrado, torna-se uma
das bebidas mais consumidas mundialmente (em média 1,3 kg/ano de café per
capita). No norte da Europa, o consumo chega a 6 kg/ano, enquanto no Brasil, que é
0 maior produtor e exportador mundial e tem como tradicdo o cultivo do cafeeiro
(Coffea sp.), o consumo € de 5,8 kg/ano (GONCALVES, 2018; AQUINO, 2019;
OECDI/FAO, 2019; ABREU et al., 2020).

O café pertence a familia Rubiaceae e se destaca por duas espécies principais,
o Coffea arabica (café arabica) e o Coffea canephora (café conilon ou robusta), que
correspondem a totalidade de café produzido no mundo (FERRAO et al., 2017;
ABREU et al., 2020; PEREIRA et al., 2020b).

A espécie Coffea arabica, originaria do Oriente Médio, apresenta maior
complexidade aromatica e gustativa por possuir 44 cromossomos, sendo tido como
de melhor qualidade: mais fino, requintado e classificado como café especial,
diferenciado ou gourmet (LIMA, 2010).

Coffea canephora, espécie originaria da Africa, detém o dobro de teor de
cafeina em relacdo ao Coffea arabica e ndo possui nuances de sabor. Os graos sao
mais utilizados para confeccdo de blends (LIMA, 2010; ROSA, 2010). Apresentam
vantagens sobre a Coffea arabica em relacdo a resisténcia a altas temperaturas,
pragas e doencas, deficiéncia hidrica, alta quantidade de compostos antioxidantes,
cafeina e solidos soluveis (FARAH, 2012; CARMO, 2019).

Os grédos verdes de café apresentam na composi¢cao importantes compostos
bioativos, como a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), que € estimulante do sistema nervoso
central e dos musculos cardiacos; os acidos clorogénicos (cafeoilquinicos,
dicafeoilquinicos, feruloilquinicos e p-coumaroilquinicos), que sdo antioxidantes com
atividade anticarcinogénica; os diterpenos cafestol e caveol, relacionados com o
metabolismo lipidico; e os tocoferbis, que possuem propriedades altamente
antioxidantes (LIMA, 2010; OLIVEIRA, 2013; JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-
GRZESKOWIA; GRZESKOWIAK, 2015; OLIVEIRA, 2016; BHANDARKAR et al.,
2019; SOUZA, 2019; DESAI et al., 2020). A cafeina, principal metilxantina encontrada

no café, é um alcaloide que age nos rins, nos musculos cardiacos e esquelético e,



22

principalmente, no sistema nervoso central, diminuindo o cansa¢co e aumentando o
nivel de alerta (BURDAN, 2015; BONETTI; BROMBO; ZULIANI, 2017).

Os compostos bioativos vém sendo estudados devido as propriedades anti-
hipertensivas, inibicdo do acumulo de gordura, controle de peso corporal e regulagédo
do metabolismo da glicose. Além disso, os polifendis, presentes no grao verde de café,
atuam na inibicdo da lipoxigenase (relacionada ao fator inflamatério), que podem
possibilitar melhoras em pacientes com sindrome metabdlica. De natureza atéxica
para o ser humano, a incorporacgéo do café verde em alimentos resulta no acréscimo
da concentracao de polifendis, antioxidantes e fendlicos totais; restricdo na perda de
acidos graxos poli-insaturados e na formacdo de acrilamida; reducdo na taxa de
sinérese; além de demonstrar 6timas propriedades sensoriais, alta bioacessibilidade
e biodisponibilidade (BUDRYN et al., 2013; BUDRYN et al., 2014; DZIKI et al., 2015;
DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017; SWIECA et al., 2017; ZAIN; BABA; SHORI,
2018; PEREIRA et al., 2020a). No grao destaca-se o acido linoleico (dmega-6), que
representa 46% de lipideos livres totais e classificado como &cido graxo essencial
(WEI; TANOKURA, 2015; GARG, 2016); os acidos clorogénicos, metabdlitos vegetais
aromaticos, ésteres dos acidos cinamicos, como os acidos caféico, ferulico e p-
coumarico e possuem multiplos potenciais biolégicos: atividades antioxidantes,
antimutagénicas, anticarcinogénicas, antibacterianas e anti-inflamatorias, pois séo
altamente absorvidos e metabolizados pelo organismo humano (FARAH et al., 2008;
DZIKI et al., 2015; SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2016; JAKUBCZYK, 2018;
BHANDARKAR et al., 2019).

Mais abundante, o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) é responsavel por conferir
adstringéncia, amargor e acidez. Associado a atividade antioxidante, antibacteriana,
hepatoprotetora, cardioprotetora, anti-inflamatoria, antipirética, neuroprotetora,
antiobesidade, antiviral, antimicrobiana, anti-hipertensiva, estimulador do sistema
nervoso central e modulador do metabolismo lipidico e da glicose (MADHAVA NAIDU
et al., 2008; DZIKI et al., 2015; FELBERG et al., 2015; SECZYK; SWIECA; GAWLIK-
DZIKI, 2016; BHANDARKAR et al., 2019; SOUZA, 2019).

A concentracdo dos &cidos clorogénicos totais e cafeina podem variar de
acordo com a espécie, grau de maturagéo, praticas agricolas, clima e solo (FARAH et
al., 2008; JESZKA-SKOWRON; ZGOtA-GRZESKOWIA; GRZESKOWIAK, 2015).
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Os diterpenos cafestol e caveol estdo presentes na fracdo lipidica
insaponificavel do Oleo extraido do café verde. Alguns estudos mostram os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios com potencial anticarcinogénico, além da inibicdo
da producdo de 6xido nitrico (correlacionado as células inflamatorias) e da ciclo-
oxigenase-2 (relacionada com angiogénese, desenvolvimento e progressao tumoral).
Capazes de reagir com radicais livres para proteger danos ao DNA e com possivel
fator positivo contra o mal de Parkinson (KIM et al., 2004; KIM; JUNG; JEONG, 2004;
CHOI et al., 2006; LEE; JEONG, 2007; HUBER, 2008; TRINH et al., 2010; TSUKUI,
OIGMAN; REZENDE, 2014; OGASAWARA, 2015; SOUZA, 2019).

Nesse contexto, o objetivo desta dissertacdo consistiu em analisar a
composi¢do quimica dos compostos em grdos verdes de café, especiais e
tradicionais, e diferencia-los por meio de ferramentas quimiométricas. Para isso, 0s
compostos fendlicos totais, os teores de cafeina, e de acucares redutores, totais e ndo
redutores foram quantificados e os perfis cromatograficos dos compostos volateis e
ndo volateis foram obtidos. Além disso, imagens multiespectrais foram exploradas
combinando com modelos de aprendizagem de maquina para classificacdo dos graos

de café verde, em especiais ou tradicionais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Classificacao do café verde

A classificacdo do café € influenciada por diversos fatores como: genética,
sistema de cultivo, época de colheita, processo de manipulacdo e conservacao,
armazenamento e torrefacdo do gréo. Café verde € o termo utilizado para o gréo seco
que ndo foi torrado e moido, mas que passou por beneficiamento prévio, conforme
Figura la. Independentemente do processamento, o beneficiamento do fruto do café,
remove 0s subprodutos (casca, polpa, pergaminho - endocarpo e mucilagem),
obtendo o gréo de café verde (Figura 1b). Recomenda-se a classificacdo dos graos
de cafés crus de acordo com a composi¢cdo, sendo que os cafés especiais sdo
constituidos de 100% de graos de Coffea arabica de origem Unica ou misturados e
sem graos com defeitos. Os cafés tradicionais sdo constituidos de Coffea arabica ou
misturados com até 30% de Coffea canephora e, com no maximo, 20% de grédos com
defeitos (ICO, 2007; MORAIS et al., 2007; LIMA, 2010; ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012;
TORRES, 2012).
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Figura 1 - Processo de beneficiamento do fruto do café. a) Tipos de processamento para
obtencao do café verde. b) Representacdo do produto oriundo do fruto do café

a)

| | 1
[ Processo seco ) [ Processo semi-seco ] [ Processo umido )
| |

Secagem J [Limpeza por ﬂutuagéo) [ Limpeza por flutuacao )

( Fermentacéao ]

[ Descascagem ]

b) Polpa

Grédo

Pergaminho

Mucilagem  Pelicula prateada

Fonte: Adaptado de: Esquivel e Jiménez (2012); Gemechu (2020).
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No Brasil, o Regulamento Técnico de ldentidade e de Qualidade para
Classificacdo do Café Beneficiado Grao Cru (IN n° 8/2003), define o café beneficiado
gréo cru como o endosperma do fruto das iniUmeras espécies Coffea sp. em especial
a Coffea arabica e Coffea canephora. A instrucdo normativa determina que as
caracteristicas utilizadas para classificar o café envolvem: a categoria; o formato e a
granulometria; o aroma e sabor, sendo avaliado pela prova da xicara; a bebida e grupo
que a pertence; a coloragdo; defeitos; matérias estranhas, e, impurezas presentes nos
graos. Além disso, ha a Resolugdo SAA n°® 19/2010, que define o café tradicional como
constituido de graos de Coffea arabica ou blends com o Coffea canephora, desde que
limpos, sendo bebida mole a rio e que apresenta 0s requisitos estipulados pela
resolucdo. Para o café especial, a Resolu¢cao SAA n° 31/2007, menciona que 0s graos
devem ser 100% Coffea arabica, de Unica origem ou blends, sendo bebida suave, de
preferéncia bebida apenas mole ou mole ou estritamente mole (BRASIL, 2003; SAO
PAULO, 2007; 2010).

A prova da xicara, que consiste em analise sensorial para avaliar a qualidade
do café, é realizada por avaliadores treinados e experientes. Para tanto, as amostras,
de 3 a 10 xicaras, sao preparadas de forma padronizadas e recebem atribuices numa
escala de 0 a 10 para os seguintes parametros: sabor, gosto residual, aroma, acidez,
corpo, equilibrio, uniformidade, limpeza da xicara, docura, defeitos e avaliacdo global.
No Brasil, os métodos utilizados para realizacdo dessa prova sao os protocolos da
Brazilian Speciality Coffee Association (BSCA) e Speciality Coffee Association of
America (SCAA); sendo este ultimo protocolo baseado na presenca e auséncia de
defeitos e docura e minimizando a subjetividade em relagdo aos outros protocolos, de
modo a torné-lo mais adequado (ALVARADO; LINNEMANN, 2010; PEREIRA et al.,
2016; BELCHIOR et al., 2019; ALCANTARA; DRESCH; MELCHERT, 2021,
BEMFEITO et al., 2021).

2.2 Compostos fenolicos

Os componentes fendlicos sdo uma ampla classe quimica de metabdlitos
vegetais aromaticos, tém propriedade de remocéo de radicais livres impedindo a
iniciagdo, propagacao e reagdes de [(-clivagem (via de decomposicdo de acidos
graxos, gerando o ran¢o oxidativo). Estdo presentes em frutos, folhas, legumes,

vegetais, cereais, temperos, graos, vinho, cerveja, café e cha. Sdo derivados dos
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acidos hidroxibenzoicos (acidos galico, vanilico e siringico) e dos &acidos
hidroxicinamicos (acidos cafeico, feralico, p-coumarico e sinaptico). Podem apresentar
na forma insolavel ou soluvel (livres ou conjugadas) nos alimentos, nos quais terdo
proporc¢des diferentes. A forma insollvel estara ligada covalentemente com a pectina,
hemicelulose, lignina, proteinas e celulose da parede celular (FARAH; DONANGELO,
2006; ANGELO; JORGE, 2007; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; ACOSTA-
ESTRADA; GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014; GAO et al., 2017).

Os principais componentes fendlicos presentes no café verde sdo os acidos
hidroxicinamicos (acidos p-coumarico, cafeico e ferdlico), acidos clorogénicos
(principais componentes na fracdo fendlica) e seus ésteres (FARAH; DONANGELO,
2006).

Os acidos clorogénicos sdo formados pela reacdo de esterificacao, reacao de
condensacdao, catalisada na presenca de acidos, na qual alcoois de baixa massa
molar reagem com os &acidos carboxilicos, formando ésteres. A reacdo de
esterificacdo do &cido quinico com os &cidos hidroxicinamicos, gera 5 grupos: 0s
acidos cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA), acidos p-coumaroilquininicos (3-
pCoQA, 4-pCoQA e 5-pCoQA), acidos dicafeoilquinodicos (3,4-diCQA, 3,5-diCQA e
4,5-diCQA), acidos feruloilquinicos (3- FQA, 4- FQA e 5-FQA) e os diésteres mistos
de acidos cafeoil-feruloil-quinico (3F,4CQA; 3C,4FQA; 3F,5-pCoQA; 3C,5FQA;
4F,5CQA e 4C,5FQA). Dentro desses grupos, séo relatados 69 componentes
presentes em graos verdes de café (SOLOMONS; FRYHLE, 2002; CLIFFORD et al.,
2003; FARAH; DONANGELO, 2006; WEI; TANOKURA, 2015).

Os acidos clorogénicos estdo relacionados com o desenvolvimento de
pigmentos, sabor e aroma dos gréos de café, principalmente na relagéo do nivel de
acidez, adstringéncia e amargura que ira conferir a bebida. Dessa forma, estdo
relacionados de maneira inversa com a qualidade do café: quanto maior o teor desses
acidos, menor sera a qualidade da bebida (AYELIGN; SABALLY, 2013; ROSTAGNO
et al., 2015; RICCI; PARPINELLO; VERSARI, 2018).

Para avaliar esses componentes, destaca-se a analise de compostos fendlicos
totais (Método de Folin-Ciocalteu) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que
analisa de forma individual os componentes fenélicos. Além disso, pode-se utilizar a
cromatografia gasosa para determinacdo de compostos fendlicos simples
(inapropriado para os conjugados com acucares), apés derivatizacdo quimica. Outra

alternativa é a utilizagdo da espectroscopia de infravermelho, que € uma ferramenta
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rapida, precisa e ndo destrutiva, mas que exige tratamento quimiométrico para
determinacdo dos compostos fendlicos em alimentos (ACOSTA-ESTRADA,
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014; BUNZEL; SCHENDEL, 2017).

A andlise mais empregada, consiste na reducdo do reagente de Folin-
Ciocalteu, constituido por mistura de acido fosfotingstico (H;PW;,0,,) € de &cido
fosfomolibdico (H;PMo,,0,,), pelos compostos fendlicos em meio alcalino formando
complexo azul de molibdénio-tungsténio [(PMoW,,0,)*"], Figura 2 (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999; OLIVEIRA et al.,, 2009; BUNZEL;
SCHENDEL, 2017; ROMERO, 2017).

Figura 2 - Reacgdo do acido galico (composto fenélico) com molibdénio

COOH COO"
N32CO3
—_—

HO OH HO OH

OH OH

CcoO coo

+2Mo% — » +2Mo®* + 2 H'

HO OH 0 OH

OH 0

Fonte: Oliveira et al. (2009).

2.3 Metilxantinas

As quatro principais metilxantinas naturais, compostos alcaloides, sdo a
teofilina  (1,3-dimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina), cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) e a paraxantina (1,7-dimetilxantina). A paraxantina é encontrada
apenas em mamiferos; a teofilina, teobromina e a cafeina estédo presentes em maior
abundéancia em ch4, cacau e café, respectivamente. Agem no sistema nervoso central,
nos rins, nos musculos cardiacos e esquelético e na musculatura lisa. A cafeina tem
a principal agdo no sistema nervoso central, aumenta o nivel de alerta e diminui o
cansaco (BURDAN, 2015; BONETTI; BROMBO; ZULIANI, 2017; GALANTER,;
BOUSHEY, 2017).
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No grdo verde de café, a cafeina € o principal alcaloide encontrado e esta
correlacionada ao amargor da bebida. Nas plantas do género Coffee, da familia
Rubiaceae, a maior concentracdo de cafeina esta nas espécies Coffea arabica e
Coffea canephora, em que a concentracéo pode variar de acordo com o cultivar e a
forma de cultivo. Estudos apontam que a espécie Coffea canephora apresenta teores
maiores de cafeina em relacdo a espécie Coffea arabica (BURDAN, 2015; JESZKA-
SKOWRON; ZGOLA-GRZESKOWIA; GRZESKOWIAK, 2015).

A andlise oficial recomendada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) de cafeina é
realizada pelo método espectrofotométrico em 274 nm. Também pode ser utilizada a
cromatografia liqguida de alta eficiéncia em modo de fase reversa com coluna
de C-18 e deteccdo em 280 nm (JESZKA-SKOWRON; ZGOtA-GRZESKOWIA;
GRZESKOWIAK, 2015).

2.4 Andalise de carboidratos

O principal carboidrato presente no gréo verde de café é a sacarose (agucar
nao redutor), que esta relacionado com as principais alteracées organolépticas que
ocorrem no grao durante o processo de torrefacdo. A maior concentracao de sacarose
encontra-se na espécie Coffea arabica (em torno de 8%), enquanto que a menor
concentracdo € notada na espécie Coffea canephora (em torno de 4%). Além da
sacarose, o grao de café verde possui agucares redutores (frutose e glicose), que em
meédia representam de 0,1% na espécie Coffea arabica e 0,4% na espécie Coffea
canephora (BRADBURY, 2001; REDGWELL; FISCHER, 2006; PINHEIRO et al.,
2021).

Para analisar agucares em amostras alimenticias, destaca-se alguns métodos
espectrofotométricos: fenol-acido sulfarico (aglUcares totais); Lane-Eynon (agucares
totais, redutores e nado redutor); acido dinitrosalicilico (DNS) (acucares totais,
redutores e nao redutor); Somogyi-Nelson (agUcares totais, redutores e nao redutor).
Além disso, pode-se utilizar a cromatografia gasosa com derivatizacdo quimica, a
cromatografia liquida, métodos enzimaticos e espectroscopia de infravermelho
préximo (BEMILLER, 2017).



31

A determinacdo de acucares redutores, totais e ndo redutores pelo método de
Somogyi-Nelson, consiste na reducdo de Cu(ll) para Cu(l) na presenca de acgUcares
redutores. Os ions de Cu(l), por sua vez, irdo reduzir o complexo de arsenomolibdato,
produzindo o azul de molibdénio (com méxima absor¢cdo em 520 nm). Para que ocorra
a determinacdo dos agucares totais, ha a necessidade da realizacéo da hidrolise dos
acucares nao redutores promovida por hidrélise enzimatica ou acida. Esse método
apresenta algumas vantagens em relacao aos outros, evitando problemas quando se
utiliza a glicose como padréo, como é o caso do método de DNS, além de ser mais
sensivel e confiavel (NELSON, 1944; BREUIL; SADDLER, 1985; BEMILLER, 2017;
SHAO; LIN, 2018).

2.5 Analise de componentes volateis

A composicdo dos compostos organicos volateis (VOCs) no café verde esta
diretamente ligada aos fatores genéticos, edafoclimaticos, colheita e pds-colheita, as
condi¢cdes de armazenamento e transporte desses graos, enquanto que a do café
torrado esta diretamente ligada ao processo de torrefacédo pelo qual o grdo passa. A
composicao dos VOCs em gréos verdes de cafés também pode estar relacionada com
a qualidade, pois o perfil volatil pode ser potencial marcador de graos defeituosos e
de baixa qualidade (LEE; SHIBAMOTO, 2002; YERETZIAN et al., 2019).

Varios trabalhos na literatura relatam a utilizacdo da cromatografia a gas, tanto
gue no café verde foram identificados mais de 300 VOCs, enquanto que no café
torrado foram mais de 1.000 VOCs (HOLSCHER; STEINHART, 1995; FLAMENT,
2001; LEE; SHIBAMOTO, 2002). Na Tabela 1, sado apresentados alguns VOCs
presentes no café verde e as respectivas concentracfes, descricdes olfativas e

limiares de odores.
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Tabela 1 - Alguns compostos volateis presentes no gréo de café verde

Concentragéo . i Limiar de odor
Compostos Descrigéo olfativa
(ppm) (ppm)
. Pungente, nauseante, acido, penetrante,
Acetaldeido 1,60 - 5,00 0,022

frutado, verde e doce.

Nauseante, penetrante em alta

Acetona 0,60 - 5,00 concentracdo e doce em baixa 300 - 500
concentragao
Metanol 5,00 - 15,00 Suave 8,00
Etanol 0,20 - 4,00 Alcodlico e doce 53 - 900

. Asfixiante, desagradavel, acre, pungente,
Iso-amilico 0,10 - 0,20 ] ] 0,20 - 0,77
alcodlico, frutado-vinho, banana e pera

o Extremamente repulsivo, forte, verde,
Dimetilsulfureto 0,10 - 3,50 ) 0,0003 - 0,06
parecido com repolho

Penetrante, sufocante e, em altas

Propanal 0,05-0,40 L ) 0,17
dilui¢cBes, café torrado

Diacetil 0,07 -0,30 Manteiga e pungente 0,0054 - 0,015

Fonte: Holscher; Steinhart (1995); Flament (2001); Gonzalez-Rios et al. (2007); Elhalis et al. (2020).

2.6 Analise quimiométrica e espectral em alimentos

A guimiometria consiste na aplicacdo da matematica, estatistica e l6gica para
0 planejamento ou otimizacdo de procedimentos experimentais e, ainda, para a
extracdo maxima de informag6es quimicas relevantes por meio da analise de dados
(IUPAC, 2019). Com a modernizacdo da instrumentacao analitica e com a grande
guantidade de dados produzidos, a analise quimiométrica € uma ferramenta de grande
importancia para obtencdo de diversas informacdes do que estd sendo avaliado
(FERREIRA, 2015).

Diante dessa importancia, realizou-se busca na base de dados Web of Science
referente a producao cientifica com as palavras-chaves “Quimiometria + Café verde”
(59 publicagdes indexadas), “Quimiometria + Grdo de café verde” (37 publicacdes
indexadas), “Quimiometria + Café torrado” (98 publicagbes indexadas) e
“Quimiometria + Grao de café torrado” (47 publicagdes indexadas), no periodo 1996 -
08/2021, Figura 3.
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Figura 3 - Producdo cientifica com as palavras-chaves “Quimiometria + Café verde”,

“Quimiometria + Grao de café verde”, “Quimiometria + Café torrado” e “Quimiometria + Grao
de café torrado”

16
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Fonte: Autor. Consulta a base de dados Web of Science em 25 agosto de 2021.

Na Figura 3 é observado que a utilizacdo da quimiometria aplicada na avaliacéo
do café torrado foi pouco explorada e, muito menos no café verde. Demonstrando que
h& espaco para pesquisa e desenvolvimento de modelos quimiométricos aplicados.

As analises quimiométricas podem ser exploradas com a analise multiespectral
(multispectral imaging - MSI) ou analise multibanda. Consiste em capturar conjunto de
imagens da mesma regido espacial em diferentes comprimentos de onda. Esses
comprimentos de onda sdo discretos e especificos e nao podem ser considerados
espectros. Esta técnica utiliza a combinacéo da espectroscopia e imagens para obter
a imagem espectral, a qual é composta de imagens bidimensionais criando um cubo
tridimensional com eixos x, y e A (regides espectrais), conforme a Figura 4. Para
aquisicdo de imagens, o sistema € integrado ao dispositivo de carga acoplada (CCD),
filtros opticos e diodos emissores de luz (LEDs), especificos na faixa espectral
ultravioleta, visivel, infravermelho, fluorescéncia e outras do espectro eletromagnético
(TRETTER; MEMON; BOUMAN, 2005; THIGPEN; SHAH, 2010; AMIGO, 2020), para

gerar imagens de reflectancia e/ou autofluorescéncia.
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Figura 4 - Representacao do cubo tridimensional das imagens espectrais

Fonte: Thigpen e Shah (2010).

Na indastria de alimentos, a MSI tem sido utilizada para verificar em tempo real
a qualidade dos alimentos quanto a autenticidade, degradacdo, contaminacao,
defeitos, aspectos naturais, quimicos e microbiologicos. A ampla aplicacéo se deve
ao fato de possibilitar a extracdo e analise de dados em bandas estreitas e
descontinuas, com maior velocidade na aquisi¢do e processamento dos dados (o que
normalmente ndo ocorre na analise hiperespectral, por exemplo), portanto, atendendo
a demanda necesséria da industria de alimentos (CALVINI; AMIGO; ULRICI, 2017,
SU; HE; SUN, 2017; SU; SUN, 2018).

Na industria do café, tem ocorrido interesse crescente no aprimoramento de
técnicas analiticas para avaliar a qualidade dos grédos de café verdes, pois a
composicdo afeta diretamente a qualidade da bebida. A qualidade é avaliada pelo
teste da xicara, no qual os cafés com notas acima de 80 séo classificados como
especiais, independentemente da espécie, cultivo ou processamento. Este teste
consiste em andlise sensorial realizada por analistas treinados e experientes. No
entanto, a precisdo dos resultados pode ser influenciada devido a expertise que
alguns analistas treinados possuem em determinados tipos de café (ABREU et al.,
2020; DE MELO PEREIRA et al., 2020; BEMFEITO et al., 2021).

Incluem nas técnicas analiticas utilizadas para avaliacdo da qualidade do gréo,
a ressonancia magnética nuclear (MONAKHOVA et al., 2015), ressonancia
magnética nuclear de carbono-13 (WEI et al., 2012), eletroforese 2-D (GIL-AGUSTI et
al., 2005), nariz e lingua eletronica (BURATTI et al., 2015), espectroscopia NIR
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(ESTEBAN-DIEZ; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO, 2004; MYLES; ZIMMERMAN;
BROWN, 2006; ESTEBAN-DIEZ et al., 2007; SANTOS et al., 2012), imagem
hiperespectral (FIORE et al., 2008; BACKHAUS; BOLLENBECK; SEIFFERT, 2011,
CALVINI; ULRICI; AMIGO, 2015), imagens digitais (ARBOLEDA; FAJARDO,;
MEDINA, 2018), sistemas de visdo computacional (KILIC et al., 2007; DE OLIVEIRA
et al., 2016; GARCIA; CANDELO-BECERRA; HOYO, 2019; HUANG; CHOU; LEE,
2019) e modelo simulando MSI (CALVINI; AMIGO; ULRICI, 2017). Verificacdo de
defeitos em café verde por andlise hiperespectral (OLIVERI et al., 2019), ou ainda, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectroscopia ultravioleta-visivel e,
espectroscopia de infravermelho médio sdo usadas para detectar diferencas entre o
café torrado especial e o tradicional (ABREU et al., 2020). No entanto, essas técnicas
analiticas apresentam algumas desvantagens, como alta complexidade e preparo de
amostras que dependem de outros métodos de analise quimica, processamento e
interpretacdo dos dados (MANLEY; BAETEN, 2018). Além disso, a literatura esta
amplamente focada na qualidade do grédo de café em relacdo as espécies Coffea
arabica e Coffea canephora ou nas caracteristicas fisicas, mas ndo foram abordadas
classificacdes especiais e tradicionais (FERREIRA et al., 2021).

O emprego da MSI é atrelado a aplicacdo de modelos de aprendizado de
magquina para desenvolver métodos analiticos que irdo verificar autenticidade,
classificacdo, adulteracdes e ndo conformidades em alimentos de forma rapida e
confiavel (JIMENEZ-CARVELO et al., 2019). Diferentes algoritmos foram testados
para esta finalidade, como o extreme gradient boosting (XGBoost) - algoritmo
robusto para variaveis com ruido ou dados redundantes, que tem mostrado precisao
preditiva e desempenho satisfatério em analises espectrais (CHENG et al., 2020) -
com a espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) para avaliar a qualidade interna
dos alimentos (LI et al., 2018); o gradient boosting with categorical features support
(CatBoost) - algoritmo que pode lidar com atributos heterogéneos e ruido
(HUANG et al., 2019) - para verificar o estado de seguranga alimentar ( WESTERVELD
et al., 2021); o random forest (RF) - algoritmo com bom desempenho para previsao
de dados complexos e néo lineares (ZHANG et al., 2020) - com NIR para prever a
concentracéo de pigmento alimentar (LIU et al., 2020); partial least squares regression
(PLS) e support vector machine (SVM) - algoritmo conhecido pela robustez em
diversas tarefas de classificacdo (PAL; MATHER, 2005; STEINWART,;
CHRISTMANN, 2008; SHMILOVICI, 2009) - para categorizar alimentos crus usando
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espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) (TSAKANIKAS et
al., 2020) e o multiscale fusion convolutional neural network (MCNN) e bidirectional
long-short-term memory network (BILSTM) com base em dados espectrais de
Fourier NIR para classificar cominho e anis (CHEN et al., 2021).

Na quimica de alimentos, o algoritmo SVM tem apresentado melhor
desempenho em comparacdo com outros algoritmos, incluindo avaliacdo da
autenticidade do café (BARBOSA et al., 2014), classifica¢do da origem geogréfica do
café (BONA et al.,, 2017), controle de qualidade da uva (LIU; WHITTY, 2015),
classificagcdo da composicao fendlica no mel (ALOGLU et al., 2017), adulteracao e
discriminacdo do suco de tomate (MAIONE et al., 2016) e classificacdo do azeite
(JIMENEZ-CARVELO et al., 2017).

A MSI é muito recente no setor cafeeiro. Chemura et al. (2018) empregaram
para mapear nitrogénio em plantacbes de café; Da Rocha Miranda et al. (2020)
utilizavam para avaliar a presenca de necrose em graos de café; De Oliveira Pires, De
Carvalho Alves e Pozza (2020) para a caracterizacao da epidemia de ferrugem em
cafés. Silva, Varela e Lezama (2020) utilizaram para verificar a presenca de pragas e
doencas na producéo de café.

O desenvolvimento de técnicas analiticas para classificar os gréos de café pode
contribuir com a industria cafeeira de forma decisiva. A aplicacdo de tecnologias de
imagem multiespectrais, em particular, pode ser interessante devido a maior agilidade
na obtencdo e processamento dos dados, auxiliando na tomada de decisdes com

rapidez e eficécia.
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Os gréos de café verde especiais e tradicionais empregados apresentaram as

caracteristicas descritas na Tabela 2. As amostras dos grdos foram moidas em

moinho de facas e padronizadas em peneira de 20 mesh. As analises foram realizadas

em triplicatas e os resultados expressos com média + desvio padrao.

Tabela 2 - Caracteristicas das amostras de café verde especiais e tradicionais

Classificacéo

Pontuacéo (prova

Cédigo Espécie Cidade Estado Altitude
da amostra da xicara)
Especial E1l C. arabica Cassia MG 740 92,25
Especial E2 C. arabica Cristais Paulista SP 996 93,08
Especial E3 C. arabica Jeriquara SP 860 84,00
Especial E4 C. arabica Ribeirdo Corrente SP 855 90,46
Especial E5 C. arabica Ibiraci MG 1054 84,00
Especial E6 C. arabica Ibiraci MG 1054 89,60
Especial E7 C. arabica Ibiraci MG 1054 86,20
Especial E8 C. arabica Ibiraci MG 1054 89,42
Especial E9 C. arabica Ibiraci MG 1054 86,20
Especial E10 C. arabica Ribeirdo Corrente SP 855 86,00
Tradicional T1 NI* Tupi Paulista SP 400 NI*
Tradicional T2 NI* Piumhi MG 793 NI*
Tradicional T3 C. arabica Varginha MG 980 NI*
Tradicional T4 NI* Murutinga do Sul SP 409 NI*
Tradicional T5 NI* Murutinga do Sul SP 409 NI*
Tradicional T6 NI* Americana SP 545 NI*
Tradicional T7 NI* Santa Cruz do Rio Pardo SP 467 NI*
Tradicional T8 C. arabica Varginha MG 980 NI*

Fonte: Autor. *NI: Nao informado.
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3.1 Reagentes e equipamentos

Todas solucdes foram preparadas com dgua deionizada (18,2 MQ cm a 25 °C)
e os reagentes utilizados de grau analitico: &cido cloridrico, &cido acético, acetaldeido,
acetona, etanol, alcool iso-amilico, metanol, acetonitrila; acido galico, reagente Folin-
Ciocalteu, glicose, cafeina, acido 3-hidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido
clorogénico, &cido cafeico, trigonelina, &cido nicotinico, 5-hidroximetilfurfural,
catequina, acido ferdlico, &cido sinapico, acido cindmico, carbonato de potassio,
sulfato de cobre, carbonato de sédio, bicarbonato de sodio, tartarato de sodio e
potassio, sulfato de sodio, molibdato de aménio, hidroxido de sddio, acido sulfurico e
arseniato dibasico de sédio.

No preparo das solucbes e andlises foram empregados estufa de secagem
(Quimis, modelo Q317M-42), banho de ultrassom (Ultra Cleaner, modelo 1450),
balanca analitica (Mettler Toledo, modelo ME104), pHmetro (MS Tecnopon, modelo
mPA-210), agitador magnético (Tecnal, modelo TE-0851), banho-maria Dubnoff
(Quimis, modelo 0226M1) e centrifuga (Quimis, modelo Q222T).

3.2 Preparo das amostras

3.2.1 Analises espectrofotométricas e de cafeina

As andlises de compostos fendlicos totais (conforme item 3.3), cafeina
(conforme item 3.4), acucares redutores e acucares totais (conforme item 3.5), foram
realizadas com 5,5% (m/v) das amostras pelo método de infusdo com agua a 93°C
em contato por 5 minutos, com posterior filtragdo convencional para obtencdo dos
extratos (SPECIALTY COFFEE ASSOCIATION OF AMERICA, 2009).

3.2.2 Andlises cromatograficas dos compostos nao volateis
Nas analises dos compostos ndo volateis (conforme item 3.6), foi utilizado

método por infusdo com avaliacdo de trés métodos de extracdes e duas diluicdes (1:15

e 1:50, v/v), conforme a Tabela 3.
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Tabela 3 - Métodos de extracbes avaliadas para realizacdo das andlises cromatogréaficas dos
componentes ndo volateis
Referéncias Descricdo de preparo

1,00 g da amostra e 150 mL de agua (90°C), permanecendo em contato
Chambel et al.

(1997) por 2 minutos. O extrato foi transferido para baléo volumétrico de 200 mL,

avolumado e filtracdo em papel de filtro convencional
Specialty Coffee i
o 5,50 g da amostra e 100 mL de agua (93°C), permanecendo em contato
Association of
America (2009)

Angeloni et al. (2018) 25,00 g de amostra no papel de filtro e 250 mL de agua (90°C)

por 5 minutos, com filtracdo posterior em papel de filtro convencional

Fonte: Autor.

3.2.3 Andlises cromatograficas dos compostos volateis

Na determinacdo de compostos volateis (conforme item 3.7), foi avaliado o
método por infusdo com emprego de 5,5% (m/v) das amostras em agua a 93°C em
contato por 5 minutos com posterior extracdo por headspace (SPECIALTY COFFEE
ASSOCIATION OF AMERICA, 2009).

3.2.4 Andlise multiespectral

Para obtencdo das imagens multiespectrais (conforme item 3.9), foram
empregadas as amostras especiais (E1 a E10) e tradicionais (T1, T2, T3, T5, T7, T8).
As amostras tradicionais T4 e T6 n&do foram utilizadas por falta de gréos. Para cada
amostra, foram separados 64 gréaos (totalizando 1024 graos, sendo 384 tradicionais e
640 especiais) de forma aleatéria e colocados em placas de Petri de vidro de 9 cm,

sem tratamento prévio.

3.3 Determinagéao dos Compostos Fendlicos Totais

A analise de compostos fendlicos foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu,
usando &cido galico como padrdo analitico e as leituras foram realizadas no
espectrofotometro UV-Vis (AGILENT, modelo Cary 60) equipado com cubeta
com 1 cm de caminho éptico. Aliquota do extrato (600 uL), da amostra diluida (1:50
(v/v)) foi transferida para tubo tipo Falcon® de 15 mL e 3000 pyL da solugéo do

reagente Folin-Ciocalteu 10% (v/v) foram adicionadas. Ap6s cinco minutos, foram
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adicionadas 2250 pL de solucdo de carbonato de potassio 7,5% (m/v). A mistura foi
mantida a temperatura ambiente e protegida da luz por 40 minutos com posterior
leitura espectrofotométrica em 770 nm (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999).

3.4 Determinacao de cafeina por HPLC

Os extratos das amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose
de 0,45 pum e diluidas na proporcdo de 1:50 (v/v). Cromatografo liquido de alta
eficiéncia foi empregado (PerkinElmer®, modelo Flexar) com detector de arranjo de
diédos (DAD), coluna PerkinElmer® Browniee Analytical C8 (100 mm x 4,6 mm -
5 um) e volume de injecédo de 20 pL por amostra. A fase movel em modo isocrético foi
constituida por agua e metanol (60:40, v/v) e vazédo de 1,0 mL mint. As leituras foram
realizadas em 274 nm (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008; BELGUIDOUM et al.,
2014).

3.5 Determinacado de acUcares redutores, ndo redutores e totais

O método de Somogyi adaptado por Nelson foi empregado para determinacao
de acUcares redutores e totais, enquanto que 0s acgUcares ndo redutores foram
determinados pela diferenca entre os redutores e totais. As leituras foram realizadas
no espectrofotometro UV-Vis (AGILENT, modelo Cary 60) equipado com cubeta com
1 cm de caminho éptico. Uma aliquota do extrato da amostra (2 mL) foi retirada para
promover a hidrélise acida com 2 mL de acido cloridrico 2 mol L* e aquecida em banho
maria em ebulicdo (100°C) por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram colocadas
em banho de gelo e adicionado 2 mL de hidréxido de sédio 2 mol L. Dessa hidrélise,
0,25 mL foi retirado para o ensaio de Somogyi-Nelson.

O ensaio de Somogyi-Nelson consistiu na adicdo de 0,25 mL da amostra
(hidrolisada ou néo hidrolisada) em tubo de ensaio com posterior adicdo do reagente
de Somogyi-Nelson | (0,5 mL), aquecimento em ebulicdo (100°C) por 6 minutos e
banho de gelo por 5 minutos. Apdés, foi adicionado 0,5 mL do reagente de Somogyi-
Nelson Il descanso de 5 minutos em temperatura ambiente, diluicdo com 6,25 mL de

agua e a leitura espectrofotométrica foi realizada em 540 nm (NELSON, 1944).
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3.6 Determinacdo dos compostos nao volateis

Para a andlise cromatografica dos compostos fendlicos ndo volateis,
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia foi empregado (AGILENT, modelo 1100) com
detector de comprimento de onda variavel (VWD - UV/Vis), coluna AGILENT Eclipse
XDB-C18 (4,6 x 250 mm - 5 um), vazéo 0,8 mL min' e fase mével constituida por (A)
5% de acido acético em agua e (B) acetonitrila, com elui¢éo isocrético: 95% A e 5%
B, adaptado de Vignoli et al. (2014). O volume de amostra injetado no sistema foi de
20 pL e leituras nos comprimentos de onda de 274, 280 e 320 nm foram realizadas.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacdo do perfil
obtido com o perfil cromatografico dos padrdes analiticos, acido 3-hidroxibenzoico
(3-HB) (280 nm), &cido 4-hidroxibenzoico (4-HB) (274 nm), acido clorogénico (320
nm), acido cafeico (320 nm), trigonelina (280 nm), acido nicotinico (280 nm) e
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) (280 nm).

3.7 Determinagdo dos compostos volateis

Cromatégrafo gasoso foi empregado (PerkinElmer®, modelo Clarus 600) com
detector de ionizacdo de chama (FID) e amostrador automatico com headspace
(CTC Analytics, Pal System), coluna NOVA-WAX (30 m x 0,25 mm - 0,25 um) da
Nova Analitica. Os gases empregados foram nitrogénio (1,2 mL mint), hidrogénio
(45 mL min) e ar sintético (450 mL mint), todos com alto grau de pureza (99,999%).
A temperatura do injetor foi 150°C e a temperatura da coluna foi programada para
45°C por 3 min, com aquecimento a uma taxa de 7,5°C min, até 60°C e, por fim, uma
taxa de 15°C min! até chegar 165°C, totalizando corrida de 12 min. A temperatura do
detector foi 300°C. As condi¢des do headspace foram massa da amostra de 0,55 ¢
em vial de 20 mL, tempo de aguecimento de 5 minutos, temperatura do forno de 80°C,
agitagdo por 500 rpm e volume de coleta e injecdo de 1,5 mL, velocidade de
500 uL s e “split” de 1:30 (LEE; SHIBAMOTO, 2002; BANDEIRA et al., 2009).

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando o perfil obtido com o
perfil cromatografico dos padrées analiticos acetaldeido, acetona, metanol, etanol e

alcool iso-amilico.



42

3.8 Limite de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ)

Os LDs (para as analises espectrofotométricas e cromatograficas) foram
estimados por meio dos parametros da curva analitica, sendo expresso pela equacao
LD =3,3 X s/a, onde s é o desvio padrdo do coeficiente linear e a é o valor do
coeficiente angular. Os LQs (para as analises espectrofotométricas e cromatograficas)
adotados foram a concentracdo mais baixa analisada (o primeiro ponto de cada curva
analitica) e adotou como critério adicional, o desvio padréo relativo inferior a 20%, a
fim de garantir a confiabilidade da quantificacéo e a qualidade da analise (ARAGAO;
VELOSO; ANDRADE, 2009; MARASCO JUNIOR et al., 2021).

3.9 Anélise multiespectral

As imagens foram capturadas e analisadas pelo sistema VideometerLab4 ™
(Videometer A/S, Herlev, Denmark) e software versdo 3.14.9. Este instrumento
garante a iluminacdo difusa e homogénea da amostra através de 19 LEDs
estroboscépicos controlados com precisdo, espacados ao redor da circunferéncia
interna de uma esfera integradora colocada na area alvo (abertura inferior). Na
aquisicao das imagens, a esfera integradora desce para envolver completamente a
amostra e eliminar a interferéncia de luz ambiente. O software VideometerLab4™
possui dois modos independentes: (i) refletancia pura ou (i) refletancia/fluorescéncia,
no qual as rodas de filtro sdo usadas para separar as emissdes fluorescentes
decorrentes da excitagcdo em cada comprimento de onda do LED.

Imagens de refletdncia monocromaticas foram capturadas primeiramente para
cada um dos 19 LEDs (estroboscépios sequenciais) - 365 (UVA), 405 (violeta), 430
(indigo), 450 (azul), 470 (azul), 490 (ciano), 515 (verde), 540 (verde), 570 (amarelo),
590 (&dmbar), 630 (vermelho), 645 (vermelho), 660 (vermelho), 690 (vermelho
profundo), 780 (vermelho profundo), 850 (NIR), 880 (NIR), 940 e 970 (NIR). Em
seguida, usando o modo de troca de filtro, imagens de autofluorescéncia foram
capturadas usando 13 LEDs de excitacao (365, 405, 430, 450, 470, 490, 515, 540,
570, 590, 630, 645 e 660 nm) e quatro long-pass (LP) (400, 500, 600 e 700 nm),
proporcionando um total de 28 combinacdes diferentes de excitacdo/emissao
(LEDf/filtro) - 365/400, 365/500, 405/500, 430/500, 450/500, 470/500, 365/600,
405/600, 430/600, 450/600, 470/600, 490/600, 515/600, 540/600, 570/600, 365/700,
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405/700, 430/700, 450/700, 470/700, 490/700, 515/700, 540/700, 570/700, 590/700,
630/700, 645/700 e 660/700.

Imagens multiespectrais de reflectancia e autofluorescéncia (2192 x 2192
pixels; 40 um pixel?) foram geradas em uma Unica sequéncia durante 1 min. A
configuracdo da luz foi calibrada usando uma amostra representativa contendo graos
de café verde especiais e tradicionais, o que resultou em melhor relacéo sinal-ruido.
O tempo de strobe para cada tipo de iluminacao foi otimizado e salvo para todas as
imagens subsequentes. As calibracdes radiométricas e geométricas foram realizadas
usando trés alvos de calibracao: (i) disco uniforme brilhante, (ii) disco uniforme escuro
e (iii) disco geométrico (pontos pretos em uma grade retangular) (GALLETTI et al.,
2020).

Técnica de segmentacdo de imagem baseada em limites foi aplicada para
separar os graos de café verde do fundo, de modo que a cada pixel do fundo fosse
atribuido um valor zero. Posteriormente, os dados de refletéancia e autofluorescéncia
(valores em tons de cinza) foram extraidos da regido de interesse (ROI) usando a
caixa de ferramentas do software blob (binary large object). Cada gota representava
um gréo de café verde.

Todas as imagens foram transformadas por andlise discriminante candnica
normalizada (nNCDA) para discriminar as diferentes classes de café verde com base
no padréo espectral. Este algoritmo emprega média aparada de 10% para eliminar a
influéncia de outliers (os 10% mais baixos e os 10% mais altos dos dados) (BARBOZA
DA SILVA et al., 2021), e transforma imagens de escala de cinza em pontuagdo com
vermelho-verde-cédigos de cores azuis (BIANCHINI et al., 2021) para destacar os
sinais de refletancia/autofluorescéncia pixel a pixel. Nas imagens de refletancia, cada
pixel contém um valor que varia de acordo com a cor, textura € composi¢ao quimica
da amostra (OLIVEIRA et al., 2021). Os valores de pixel em imagens de
autofluorescéncia dependem da concentracdo de compostos quimicos fluorescentes

(fluoréforos) (Barboza da Silva et al., 2021).
3.10 Andlise espectrofluorimétrica
Espectrofluorimetro (modelo Varian, Cary Eclipse) foi utilizado para obtencao

da fluorescéncia dos seguintes padrbes analiticos catequina; cafeina; trigonelina e

acidos ferulico, clorogénico, cafeico, sinapico, galico, cindmico e 4-hidroxibenzoico
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(SOMPORN et al., 2011; BELGUIDOUM et al., 2014; WEI;, TANOKURA, 2015;
MUNOZ et al., 2020). Cubeta de quartzo de 10 mm com emprego de larguras de fenda
dos monocromadores de excitagdo e emissao de 5,0 nm e combinacéo de excitagao-
emissao em 405/500 nm.

3.11 Andlises estatistica, quimiométrica e supervisionada

Os resultados dos teores dos compostos quantificados foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk, Levene e t de Student a nivel de significancia de a= 0,05,
utilizando o software RStudio (Versdo 1.3.1093). Os dados de 3-hidroxibenzoico,
5-hidroximetilfurfural, acetaldeido, acido cafeico e nicotinico, etanol, etanol/metanol,
iso-amilico e metanol passaram pela transformacao de Johnson (JOHNSON, 1949),
seguiram com distribuicdo normal, utilizando o software Minitab® (Versao 19.2020.1)
para posterior avaliacdo dos testes Levene e t de Student.

Para investigar as variaveis quimicas (teores finais das andlises realizadas) que
influenciaram na relacdo das amostras foi empregada a Andalise de Componentes
Principais (PCA) por meio do software OriginPro 2021 (Student Version 9.8.0.200)
(ORIGINPRO, 2021) seguindo o autoescalonamento dos dados.

3.11.1 Analise dos dados multiespectrais

A PCA (ndo supervisionada) foi aplicada inicialmente como andlise exploratéria
para avaliar as variaveis que influenciavam na diferenciacéo entre cafés especiais e
tradicionais usando o software OriginPro 2021 (Student Version 9.8.0.200)
(ORIGINPRO, 2021), seguindo o autoescalonamento dos dados. Apos, foi empregado
guatro algoritmos de classificacdo supervisionada: i) SVM - hiperparametros utilizados
foram: C = 3,0; ii) RF - hiperparametros utilizados foram: n_estimators: 500 e
max_depth: 5; iii) XGBoost - hiperparametros utilizados foram: n_estimators: 100,
max_depth: 3 e iv) CatBoost - hiperparametros utilizados foram: n_estimators: 100,
max_depth: 10. Os hiperparametros foram otimizados com base na precisdao do
modelo a partir da validagcéo cruzada de 5 vezes, logo os hiperparametros escolhidos

foram os que apresentaram melhor precisdo nos modelos.
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Os modelos foram construidos com dados separados na propor¢ao de 80:10:10
para conjuntos de calibracdo, validacdo e teste, respectivamente, e divididos
aleatoriamente. Para a validacao, foi aplicado o método de validacéo cruzada K-fold
qgue dividiu o conjunto de dados m em grupos K, ou dobras, de tamanho igual. A
primeira dobra foi tratada como conjunto de validacdo e o método foi ajustado nos K -
1 grupos restantes, ou dobras. Neste estudo, o valor de K usado foi 5 (LANGFORD,
2005; RODRIGUEZ; PEREZ; LOZANO, 2009; HAN; KAMBER; PEI, 2011). Além
disso, o desempenho dos modelos foi avaliado usando a &rea sob a curva (AUC) para
os dados do conjunto teste (MANDREKAR, 2010).

O modelo SVM apresentou a melhor AUC e foi empregado para calcular os
coeficientes para avaliacdo das varidveis mais importantes. Os coeficientes obtidos
da SVM linear representam as coordenadas vetoriais que Sao ortogonais ao
hiperplano utilizado para maximizar a distancia entre as classes. Como a direcao
indica o rotulo previsto, o tamanho absoluto dos coeficientes pode ser usado para
determinar a importéncia do recurso para a tarefa de classificagdo (HASTIE et al.,
2009).

Matriz de confuséo foi usada para obter as métricas de desempenho aplicando
os modelos de aprendizado de maquina: precisdo = TP/(TP+FP), sensibilidade =
TP/(TP+NF), especificidade = TN/(TN+FP), acuracia = (TP+TN)/(TP+TN+FP+FN) e F-
score = (2 x ((Precisdo x Sensibilidade)/(Precisdo + Sensibilidade))) (SOKOLOVA;
LAPALME, 2009). Considerando que as taxas de verdadeiro positivo (TP) e
verdadeiro negativo (TN) sdo amostras que foram classificadas corretamente como
positivas e negativas, respectivamente. Por outro lado, FN (falso negativo) e FP (falso
positivo) sédo as amostras que foram classificadas incorretamente como negativas e

positivas, respectivamente.
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As amostras dos grédos verdes foram identificadas como E1-E10 para cafés

especiais e T1-T8 para cafés tradicionais.

Nas Tabelas 4, 5 e 6, sdo apresentadas as faixas de concentracdes dos

analitos, as equacdes da reta, os coeficientes de correlacdo, os limites de

quantificacdo e de deteccdo, empregados nas andalises das amostras especiais e

tradicionais.

Tabela 4 - Curvas analiticas dos compostos ndo volateis

] Concentracéo LQ LD
Analito Amostra Equacédo da Reta R?
(mg L™ (mgL%) (mglL?
_ Area = 1058 +
Especial 0,999 5,00 0,98
51092 C
Cafeina 5-75 i
Area = 15924 +
Tradicional 0,999 5,00 1,04
41516 C
Acido 3- Especial 0,15-8/ Area=1+10C/ 0,999/ 0,15/ 0,09/
hidroxibenzoico o 4-64 Area=(-1)+11C 0,998 4,00 2,26
Tradicional
Acido 4- Especial 0,50 - 24/ Area=7+74C/ 0,999/ 0,50/ 0,13/
hidroxibenzoico 12-90 Area=33+73C 0,999 12,00 0,45
Tradicional
o _ Especial i
Acido clorogénico o 5-110 Area=54+41C 0,999 5,00 0,92
Tradicional
o ) Especial 0,50-8/ Area=(-6)+62C/ 0,999/ 0,50/ 0,11/
Acido cafeico )
- 4 -64 Area=(-70)+67C 0,999 4,00 0,41
Tradicional
) ) Especial i
Trigonelina o 2,50 - 49 Area=3+9C 0,999 2,50 0,70
Tradicional
. ) ) Especial i
Acido nicotinico o 0,40 - 9,50 Area=(-1)+5C 0,999 0,40 0,10
Tradicional
5- Especial i
] o o 0,05-1,50 Area=2+248C 0,999 0,05 0,01
hidroximetilfurfural  Tradicional

Fonte: Autor.
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Tabela 5 - Curvas analiticas das analises espectrofotométricas

. Concentragéo . LQ LD
Anélise Amostra Equacgéo da Reta R2
(mg L) (mgL?) (mglL™)
Compostos Especial A=0,018+0,011C 0,999 10,00 1,76
fendlicos o 10-50
. Tradicional A=0,008+0,011C 0,999 10,00 1,07
totais
Aclcares Especial
redutores e 50 - 800 A =(-0,036) +0,001C 0,999 50,00 13,67
totais Tradicional

Fonte: Autor.

Tabela 6 - Curvas analiticas dos compostos volateis

] Concentracéao . LQ LD
Analito Amostra Equacéo da Reta R2
(mg L™ (mgL") (mglL™?)
Especial 0,005-0,25/ Area=31+471C/ 0,998/ 0,005/ 0,001/
Acetaldeido i
. 0,25- 25 Area=143+60C 0,997 0,25 0,11
Tradicional
Especial 0,005- 0,25/ Area=9+ 143 C/ 0,992/ 0,005/ 0,001/
Acetona ;
o 0,25- 25 Area=40+67C 0,999 0,25 0,14
Tradicional
Especial .
Metanol o 5-200 Area=2+7C 0,999 5,00 1,15
Tradicional
Especial ;
Etanol o 5-200 Area=(-1)+17C 0,999 5,00 1,38
Tradicional
] Especial i
Iso-amilico o 0,005 - 0,25 Area=1+131C 0,993 0,005 0,001
Tradicional

Fonte: Autor.

4.1 Analise de compostos fendlicos totais

A Tabela 7 apresenta os resultados das analises de compostos fendlicos totais

nas diferentes amostras de café verde especial e tradicional.
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Tabela 7 - Teores de compostos fendlicos totais has amostras de café verde especial e
tradicional

Compostos fendlicos totais

Amostra
(g de acido galico 100 g* de café verde)
El 2,99 + 0,08
E2 3,83+ 0,06
E3 3,62 + 0,06
E4 3,57+ 0,07
E5 2,59+0,10
E6 2,67 £0,10
E7 3,30+ 0,01
E8 3,32+ 0,06
E9 3,51+0,07
E10 3,56 + 0,06
Tl 2,76 + 0,09
T2 3,12+ 0,03
T3 1,67 £ 0,05
T4 2,43 + 0,06
T5 2,40 £ 0,02
T6 3,32+0,05
T7 3,10+ 0,02
T8 2,26 + 0,03

Fonte: Autor.

O teor de compostos fendlicos totais para amostras classificadas como especial
variou de 2,59 = 0,10 até 3,83 + 0,06 g de acido gélico por 100 g de café verde,
enguanto nas amostras classificadas como tradicional, a variacao foi de 1,67 + 0,05
até 3,32 + 0,05 g de acido gélico por 100 g de café verde.

Ao avaliar os testes de Shapiro-Wilk e Levene (Tabela 8), os dados foram
normais e homogéneos, respectivamente, em virtude do valor-p ser maior que a= 0,05,
ao nivel de confianca de 95%. Além disso, o teste t de Student bicaudal para as duas
amostras independentes, demonstrou que existe diferenca significativa entre os teores
de compostos fenolicos totais (valor-p = 0,010, menor que a= 0,05, ao nivel de
confiangca de 95%). O teor de compostos fendlicos totais do café verde especial

apresentou, em média, teores superiores ao café verde tradicional, Tabela 8.
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Tabela 8 - Testes estatisticos para avaliacdo de efeito nos teores de compostos fendlicos
totais

- : ) Teor médio
Classificagdo Shapiro-Wilk  Levene o .
t calculado valor-p (g de &cido gélico 100 g* de

da amostra (valor-p) (valor-p) i
café verde)
Especial 0,22 3,30+ 0,42
o 0,37 2,93 0,010
Tradicional 0,67 2,63 +0,55

Fonte: Autor.

Na literatura, os valores encontrados para os compostos fendlicos totais variam
de 0,41 a 10,56 g de acido galico por 100 g de café verde (KITZBERGER et al., 2013;
BELGUIDOUM et al., 2014; VIEIRA, 2015; PALMIERI, 2017; CHENG et al., 2019;
SOUZA, 2019), o que compreendem os teores encontrados neste trabalho. A
diferenca de teores pode ser resultado dos métodos de extracéo, solventes utilizados
e fatores edafoclimaticos (LIMA et al., 2010; BUNZEL; SCHENDEL, 2017).

4.2 Andlise de cafeina

Os resultados dos teores de cafeinas nas diferentes amostras de café verde

séo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Teores de cafeina nas amostras de café verde especial e tradicional

Amostra Cafeina
(g de cafeina 100 g* de café verde)
El 0,98 + 0,07
E2 0,79 £ 0,01
E3 0,87 £ 0,01
E4 1,05+ 0,10
E5 0,73 £ 0,02
E6 0,71 +£0,01
E7 0,96 + 0,07
ES8 0,90 £ 0,01
E9 0,80 + 0,01
E10 0,92 + 0,05
T1 1,00 £ 0,01
T2 1,00 £ 0,01
T3 0,93+0,01
T4 0,93+0,01
T5 1,22 +0,01
T6 1,12+ 0,01
T7 1,09+ 0,01
T8 1,03+ 0,03

Fonte: Autor.

O teor de cafeina para amostras classificadas como especial variou de 0,71 *
0,01 até 1,05 + 0,10 g de cafeina por 100 g de café verde, enquanto que nas amostras
classificadas como tradicional, a variacéo foi de 0,93 + 0,01 até 1,22 + 0,01 g de
cafeina por 100 g de café verde.

Os testes de Shapiro-Wilk e Levene (Tabela 10), classificaram os dados em
normais e homogéneos, respectivamente, o valor-p foi maior que a= 0,05, ao nivel de
confiangca de 95%. Teste t de Student bicaudal foi aplicado para as amostras que
apresentam diferenca significativa no teor de cafeina (valor-p = 0,004, menor que
a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%). O teor de cafeina do café verde especial
apresentou, em média, teores inferiores ao café verde tradicional, conforme a Tabela
10. O maior teor de cafeina no café verde tradicional pode estar relacionado com a
presenca da espécie Coffea canephora na composicdo das amostras, que
apresentam maiores teores de cafeina em relagdo a espécie Coffea arabica, o que €
permitido pela legislacédo (SAO PAULO, 2010; PINHEIRO et al., 2021).
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Tabela 10 - Testes estatisticos para avaliacdo de efeito nos teores de cafeina
Teor médio

o Shapiro-Wilk Levene i i
Classificacéo (g de cafeina 100 g de café
(valor-p) (valor-p) tcalculado valor-p

verde)
Especial 0,85 0,87+0,11
o 0,56 -3,32 0,004
Tradicional 0,56 1,04 £ 0,10

Fonte: Autor.

Os teores de cafeina obtidos para as amostras estao dentro da faixa relatada
na literatura de 0,91 até 2,72 g de cafeina por 100 g de café verde (KITZBERGER et
al., 2013; BELGUIDOUM et al., 2014; MACHEINER et al., 2019; SOUZA, 2019).
Diferencas entre os teores obtidos podem ser relacionadas com a forma de extracao,
os solventes empregados e por fatores edafoclimaticos (LIMA et al., 2010; BUNZEL,;
SCHENDEL, 2017).

4.3 Analise de acucares redutores, ndo redutores e totais

A Tabela 11 apresenta os resultados das analises de acucares redutores, ndo
redutores e totais nas diferentes amostras de café verde.
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Tabela 11 - Teores de aclcares nas amostras de café verde especial e tradicional
AcUcares redutores AcUcares nédo redutores AcUcares Totais

Amostra
(g de glicose 100 g'de café verde)
El 0,86 £ 0,20 4,64+0,14 5,50 + 0,30
E2 0,96 + 0,05 6,07 + 0,83 7,02 +0,83
E3 0,59+0,11 5,45+ 0,19 6,05 + 0,08
E4 0,81+0,12 5,21 +0,23 6,02+ 0,17
E5 1,21+0,15 4,59 + 0,24 5,80 + 0,20
E6 0,72+ 0,05 3,47 + 0,53 4,19+ 0,52
E7 0,98 £ 0,04 4,94 + 0,43 5,92 + 0,39
E8 1,07 £ 0,03 6,92 + 0,17 7,99 + 0,20
E9 0,88+ 0,11 5,51 + 0,06 6,39+ 0,16
E10 0,88+ 0,11 4,95 + 0,40 5,83+ 0,47
Tl 0,88 + 0,15 2,01+0,45 2,89+ 0,39
T2 1,07 £ 0,08 3,33+ 0,04 4,41 + 0,04
T3 0,61+0,19 2,34 +0,27 2,95+0,12
T4 1,15+ 0,04 3,32+0,13 4,47 £ 0,11
T5 0,91 + 0,04 2,52 +0,35 3,43+0,34
T6 0,87 + 0,05 3,34 £0,22 4,21 +0,25
T7 1,02 + 0,04 2,77 £ 0,44 3,79+£0,40
T8 0,75+ 0,07 2,43 £ 0,49 3,18 +0,42

Fonte: Autor.

O teor de agucares redutores para amostras classificadas como especial variou

de 0,59 £ 0,11 até 1,21 + 0,15 g de glicose por 100 g de café verde, enquanto que nas
amostras classificadas como tradicional, a variacao foi de 0,61 + 0,19 até 1,15 *
0,04 g de glicose por 100 g de café verde. O teor de acUcares nao redutor, a variacdo
foi de 3,47 + 0,53 até 6,92 + 0,17 g de glicose por 100 g de café verde e de 2,01 +
0,45 até 3,34 + 0,22 g de glicose por 100 g de café verde nas amostras especial e
tradicional, respectivamente. Para o teor de agUcares totais, houve variacdo de 4,19
+ 0,52 até 7,99 + 0,20 g de glicose por 100 g de café verde para as amostras especial,
enguanto que para as amostras tradicional, houve a variacéo de 2,89 + 0,39 até 4,47
+ 0,11 g de glicose por 100 g de café verde.

Os testes de Shapiro-Wilk e Levene (Tabela 12) comprovaram que os dados
foram normais e homogéneos, respectivamente, sendo o valor-p foi maior que
a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%. E o teste t de Student bicaudal para as
amostras demonstrou que nao existe diferenca significativa no teor de acucares

redutores (valor-p = 0,891, maior que a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%).
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Para os teores de acgucares nao redutores e totais, houve diferenca significativa, pois

os valores de p foram menores que a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%.

Tabela 12 - Testes estatisticos para avaliagdo de efeito nos teores de acucares

Teor médio (g de
t calculado valor-p glicose 100 g de
café verde)

Shapiro-Wilk Levene

Analise Classificacéo (valor-p) (valor-p)

{ Especial 0,99 0,90+ 0,17
Aclicares p | 0,91 0,14 0,891
redutores Tradicional 0,93 0,91 +0,17
Acucares Especial 0,87 5,18 + 0,92
nao 0,35 6,60 0,001
redutores Tradicional 0,20 2,76 £ 0,52
{ Especial 0,40 6,07 + 0,98
Agucares Pef 0,81 5,95 0,001
Totais Tradicional 0,28 3,67 £ 0,65

Fonte: Autor.

Os teores obtidos para acucares redutores, ndo redutores e totais para as
amostras quantificadas nao foram diferentes dos descritos pela literatura, que variam
de 0,09 a 0,84 g, 0,04 a 8,08 g e 0,18 a 8,26 g de glicose por 100 g de café verde,
respectivamente (DE NOVAES et al., 2013; AGNOLETTI et al., 2019; KITZBERGER
et al., 2020). O fato das amostras especiais terem apresentado maior teor médio
explica, a melhor qualidade desse tipo de café, sobretudo por que a sacarose, que €
maior fracdo de acgucar ndo redutor presente no grao de café verde, é precursora de
compostos responsaveis pelo aroma da bebida, apés o processo de torrefacéo
(CAMPA et al., 2004). Vale ressaltar que existe a possibilidade de diferencas entre os
teores obtidos, que ndo interferem na avaliacdo, pois estéo relacionados a forma de
extracdo, aos solventes empregados e também aos fatores edafoclimaticos (LIMA et
al., 2010; BUNZEL; SCHENDEL, 2017).

4.4 Andlise de compostos nédo volateis

4.4.1 Avaliacdo do método de extracdo e diluicdo

A avaliagdo do método de extracdo e diluicdo (Tabela 3) foi realizada para

adocao de quais dos procedimentos seriam empregados nas analises de compostos

nao volateis.
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Os perfis cromatogréaficos sdo apresentados nas Figuras 5 e 6 com diluicbes
de 1:50 e 1:15 (v/v), respectivamente. A identificacdo dos picos 1 a 4 nao foi realizada

e 0 método de extracdo foi selecionada em funcéo da area do pico 4.

Figura 5 - Perfil cromatogréfico para o extrato obtido em 280 nm na diluicdo 1:50 (v/v).
Métodos de extracdes empregadas: a) Specialty Coffee Association of America (2009); b)
Chambel et al. (1997) e c) Angeloni et al. (2018).
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Fonte: Autor.
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Figura 6 - Perfil cromatografico para o extrato obtido em 280 nm na diluicdo 1:15 (v/v).

Métodos de extracBes empregadas: a) Specialty Coffee Association of America (2009); b)
Chambel et al. (1997) e c) Angeloni et al. (2018)
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Fonte: Autor.

A Tabela 13 apresenta os valores das areas obtidas para os diferentes métodos

avaliados para extracao.

Tabela 13 - Valores das areas para o pico 4 dos perfis cromatograficos apresentados nas
Figuras 5 e 6

Extracdo 1:15 (viv) 1:50 (viv)

Specialty Coffee Association of America (2009) 1.863.159,03 555.049,51
Chambel et al. (1997) 146.438,86 ND*

Angeloni et al. (2018) 2.410.878,02 853.136,85

Fonte: Autor. *ND: Nao detectado

Diante dos perfis cromatograficos (Figuras 5 e 6) e das areas obtidas para as
diferentes extragdes e diluicdes (Tabela 13), a extracao indicada por Specialty Coffee
Association of America (2009) foi selecionado com a diluigdo de 1:15 (v/v). Além de
apresentar area do pico satisfatoria € o mesmo procedimento de extracdo usado para

a realizacdo da avaliacdo da classificacdo do café como tradicional e como especial.
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A equacéao abaixo foi empregada para avaliacdo da resolucéo do pico 3 em
relacdo ao pico 2, na Figura 6 (Tabela 14) e acetona foi utilizada para avaliar o tempo
de um composto néo retido na coluna (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG
et al., 2017):

! !
trzs — tp2

RS -
1/2 Wpz + Wp3)

Tabela 14 - Dados cromatograficos para o célculo de resolugdo para a diluicdo 1:15 (v/v)
Specialty Coffee

o . Chambel et al. Angeloni et al.
Association of America

Dados (1997) (2018)
(2009)
Pico 2 Pico 3 Pico2 Pico3 Pico2 Pico3
Tempo de retencao ajustado (t'r) 2,80 3,29 2,50 2,94 3,10 3,30
Largura de base (wb) 0,53 0,36 0,39 0,30 0,49 0,37
Resolucéo (Rs) 1,11 1,30 1,16

Fonte: Autor.

Conforme a Tabela 14, a resolucdo do pico numero 3 em relacdo ao pico 2
(Figura 6) ficou abaixo de 1,25 na extracdo Specialty Coffee Association of America
(2009) e Angeloni et al. (2018), demonstrando separacao inadequada. A extracao de
Chambel et al. (1997) apresentou resolucdo acima de 1,25, sendo adequado para
qguantificacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). No entanto, essa extracdo
apresentou area inferior aos demais métodos (Tabela 13), optando por modificar os
parametros de eluicdo para melhorar a eficiéncia de separagcdo dos analitos nos
métodos Specialty Coffee Association of America (2009) e Angeloni et al. (2018).
Como ponto de partida, foram empregados os parametros cromatograficos descritos
por Vignoli et al. (2014) até chegar nos parametros constantes da Tabela 15, obtendo-

se o perfil cromatogréfico indicado na Figura 7.

Tabela 15 - Condi¢Bes cromatograficas otimizadas

Parametros
Modo Isocratico
Vazao 0,8 mL mint?
Fase movel A (95%) 5% (v/v) de Acido acético
Fase movel B (5%) Acetonitrila
Tempo de corrida 50 minutos

Fonte: Autor.
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Figura 7 - Perfil cromatografico para as condicbes otimizadas em 280 nm. Métodos
empregados nas extragdes: a) Specialty Coffee Association of America (2009) e b) Angeloni
et al. (2018)
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Fonte: Autor.

Na Figura 7, o perfil cromatografico obtido para as extracdes propostas por
Specialty Coffee Association of America (2009) (Figura 7a) e Angeloni et al. (2018)
(Figura 7b) apresentou diferenca apenas quanto ao pico 4.

A extracdo de Chambel et al. (1997) ndo foi realizada por apresentar as
menores areas no estudo anterior, reforcando a opcao pelo protocolo da Specialty
Coffee Association of America (2009), pois quanto mais analitos avaliados, melhor é
a busca pela diferenciagcdo entre os cafés especiais e tradicionais.

Os célculos de resolucdo das condicbes cromatograficas otimizadas para

ambas as extracdes estdo na Tabela 16.
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Tabela 16 - Dados cromatograficos para o célculo de resolucdo referente as condicbes
cromatogréficas otimizadas de Vignoli et al. (2014) para as extracBes Specialty Coffee
Association of America (2009) e Angeloni et al. (2018)

Specialty Coffee Association of Angeloni et al.
Dados America (2009) (2018)
Pico 2 Pico 3 Pico 2 Pico 3
Tempo de retencdo ajustado (t'r) 9,69 12,22 10,80 13,85
Largura de base (wy) 1,18 1,13 1,21 1,09
Resolucéo (Rs) 2,19 2,65

Fonte: Autor.

As resolugbes permaneceram acima de 1,5 nas metodologias avaliadas
(Tabela 16), a extracdo da Specialty Coffee Association of America (2009) foi a
selecionada devido a presenca do pico 4 (Figura 7a) e como mencionado
anteriormente, por ser a utilizada nas classificacdes das amostras de café (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG et al., 2017).

4.4.2 Determinacdo dos compostos nao volateis

As amostras de café verde especial e tradicional, apresentaram o mesmo perfil
cromatografico, somente diferindo a area dos picos identificados (Figura 8). A partir
dos perfis cromatograficos dos padrbes analiticos, foi possivel identificar os
compostos. Na Figura 8a, foram identificados os compostos trigonelina (2,94 min),
acido nicotinico (3,42 min), cafeina (21,48 min), e acido clorogénico (12,87 min),
mediante a diluicdo de 1:15 (v/v). Na Figura 8b, tem a identificagdo dos compostos
5-hidroximetilfurfural (6,44 min), acido 4-hidroxibenzoico (12,78 min), acido 3-
hidroxibenzoico (19,72 min) e acido cafeico (18,63 min), que foram identificados
passando as amostras sem diluicdo, pois apresentaram baixa concentragdo ou

estavam abaixo do limite de quantificacéo e deteccéo.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos das amostras especiais e tradicionais. a) Amostra com
diluicdo de 1:15 (v/v), analitos identificados: trigonelina (1), &cido nicotinico (2), acido

clorogénico (3) e cafeina (4). b)
5-hidroximetilfurfural (5), acido 3-hidroxibenzoico (6),
4-hidroxibenzoico (8)
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Fonte: Autor.
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Os testes de Shapiro-Wilk e Levene (Figura 9) demonstraram dados normais e
homogéneos, respectivamente e valor-p maior que a= 0,05, ao nivel de confianca de
95%. O teste t de Student bicaudal para as amostras, ndo apresentou diferenca
significativa nos teores de trigonelina, acido clorogénico, acido 3-HB e &cido cafeico.
Os valores obtidos de p foram maiores que a= 0,05, ao nivel de confianca de 95%.
Para os teores de acido nicotinico e 5-hidroximetilfurfural houve diferenca significativa,
com valores de p menores que a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%. E o &cido 4-
HB n&o foi comparado estatisticamente entre as amostras especiais e tradicionais,
pois apenas uma Unica amostra do café verde tradicional continha o composto,

conforme a Tabela 17.
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Figura 9 — Boxplot dos testes estatisticos para avaliacdo dos teores dos compostos nao
volateis entre os graos de café especiais e tradicionais
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Na Tabela 17, sdo apresentados os resultados obtidos para a determinacao
dos compostos ndo volateis nas diferentes amostras de café verde especial e
tradicional, os quais podem diferir da literatura, em decorréncia da forma de extragéo,
dos solventes empregados e fatores edafocliméticos (LIMA et al., 2010; BUNZEL,
SCHENDEL, 2017).
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Tabela 17 - Teores de compostos ndo volateis nas amostras de café verde especial e tradicional

Acido Acido Acido Acido Acido
Trigonelina ) ] 5-hidroximetilfurfural ) ] ] ) ) ] ) .
Amostra Nicotinico 4-hidroxibenzoico Clorogénico 3-hidroxibenzoico Cafeico
(mg 100 g de café verde)
El 355,50 £ 0,25 19,37 £ 0,79 0,35+0,01 126,05 + 3,76 1282 +1 1,60 = 0,09 1,49 = 0,09
E2 480,40 £ 9,10 20,79 £ 1,33 0,29 £ 0,01 131,79 £ 4,76 1997+ 1 12,47 £ 0,07 8,52 £ 0,22
E3 621,60 £ 3,24 21,45 +0,74 0,18 £ 0,01 14,44 + 6,28 2179+ 4 ND* 3,51+0,33
E4 475,85 + 4,47 21,58 £4,01 0,20+ 0,01 45,26 + 5,69 1701 £ 2 0,33+0,21 4,00 £ 0,24
E5 466,20 + 1,07 36,75+ 1,14 0,27 £ 0,01 ND* 1437 £ 3 0,77 £ 0,04 1,58 +0,11
E6 602,24 £ 5,34 56,44 + 6,44 0,22 +£0,01 ND* 1839 + 20 0,35+ 0,03 1,51 +0,08
E7 366,15 = 0,36 15,31 + 3,96 0,20 £ 0,01 7,71 £2,14 1199 + 260 0,29 £ 0,04 3,96 £ 0,28
E8 447,49 + 9,79 15,27 + 3,44 0,17 £ 0,01 1,16 £ 0,15 1644 + 3 0,35+ 0,02 4,76 £ 0,03
E9 381,86 = 2,60 14,37 £ 0,48 0,27 £ 0,01 76,08 £ 2,72 1457 £ 1 0,39 £ 0,06 6,74 £ 0,05
E10 818,42 £ 1,13 23,01 +£1,44 0,68 £ 0,01 9,32 + 0,56 2881 +1 1,83+0,33 18,24 + 0,60
T1 551,60 + 0,15 42,76 + 1,55 0,10+ 0,01 ND* 1111+ 1 ND* 5,01 +£0,20
T2 884,21 £19,20 65,67 £1,15 0,14 £ 0,01 ND* 1531 +1 ND* 5,25+ 0,22
T3 537,16 + 0,47 39,12 +1,19 0,11 +£0,01 ND* 1255+ 2 0,25 + 0,02 2,01+0,01
T4 612,66 £ 0,46 20,65 +1,49 ND* ND* 1010+ 1 ND* 3,57 £ 0,09
T5 954,32 £9,83 169,24 £ 8,78 ND* ND* 1468 + 2 ND* 100,79 £ 1,50
T6 663,35 £ 2,38 44,73 + 7,45 0,21 £ 0,01 70,75 £ 1,53 2390 £ 10 33,44 £ 0,36 15,46 + 1,29
T7 545,92 =+ 0,80 48,76 + 1,00 0,10 £ 0,01 ND* 1139+ 1 96,09 £ 0,36 46,57 + 0,28
T8 395,02+0,12 34,02+0,83 0,16 + 0,01 ND** 980+ 1 ND** 3,53+0,05

Fonte: Autor. *ND: N&o detectado, abaixo do LD e LQ.
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A degradacao da trigonelina durante o processo de torra é responsavel pela
formacdao de alguns compostos (como as piridinas, que séo responsaveis pelos flavors
de adstringéncia, amargor, queimado e torrado), além de ser convertida em &cido
nicotinico, como constituinte importante para qualidade final da bebida (MAZZAFERA,
1991; CAMPA et al., 2004; CARDOSO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2021). Os teores
de trigonelina encontrados para o café verde especial variaram de 366,15 + 0,36 até
818,42 + 1,13 mg por 100 g, enquanto que para o café tradicional tiveram variagéo de
395,02 + 0,12 até 954,32 + 9,83 mg por 100 g de café verde (Tabela 17).
Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre as amostras especiais e
tradicionais (Figura 9), muito embora as amostras tradicionais indicaram teores
maiores. Em razao disso, a trigonelina ndo pode ser utilizada como marcador para a
classificacdo dos gréaos de café verde. Os teores encontrados estdo de acordo com o
qgue a literatura demonstra, variando de 300 até 3.080 mg por 100 g de café verde
(MAZZAFERA, 1991; MARTIN et al., 1997; CAMPA et al., 2004; YISAK; REDI-
ABSHIRO; CHANDRAVANSHI, 2018; AGNOLETTI et al., 2019; SANTIAGO et al.,
2020; CARDOSO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2021).

O acido nicotinico é formado principalmente durante o processo de torra do
grao de café verde, conhecido como niacina, vitamina B3 ou vitamina PP (PINHEIRO
et al., 2021). Nas amostras de café especial e tradicional analisadas, a quantidade foi
entre 14,37 + 0,48 até 56,44 + 6,44 e 20,65 + 1,49 até 169,24 + 8,78 mg por 100 g de
café verde (Tabela 17), respectivamente. Diferencas significativas foram observadas
(Figura 9) nas concentracfes do acido nicotinico no café especial e tradicional,
indicando assim possivel marcador para classificacdo entre as amostras. As maiores
concentragbes de acido nicotinico nos cafés tradicionais, antes da torra, podem
resultar da forma de cultivo e processamento, pois a deficiéncia nutricional, doencas,
ma manipulacdo durante a colheita e diferentes tipos de processamento, tendem a
produzir cafés de menor qualidade e com diferentes caracteristicas de flavor (FERIA-
MORALES, 2002; MACRAE, 2012; KLEINWACHTER; BYTOF; SELMAR, 2015). A
propria literatura relata que o teor de acido nicotinico pode variar de
0,002 até 1.016 mg 100 g* de café verde (BRESSANI et al., 1959; MAZZAFERA,
1991; CASAL; OLIVEIRA; FERREIRA, 1998; CASAL; OLIVEIRA; FERREIRA, 2000;
CHIRFA; MERDASSA; GURE, 2020 GIRMA, 2020; GIRMA; GURE; WEDAJO, 2020),

0 que é condizente com os teores encontrados.
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O 5-hidroximetilfurfural (possui limiar sensorial de 100 ppm, aroma herbaceo,
semelhante ao feno e préximo do tabaco, além de sabor amargo e mofado
dependendo da concentracdo) é um marcador de tratamento térmico em alimentos,
mas presenca em graos de café verde ainda é conflitante na literatura. No entanto,
em 2019, Fowble et al. publicaram trabalho confirmando que o 5-hidroximetilfurfural
esta presente em graos verdes de café, condizente com a identificacéo realizada nas
amostras analisadas, cujos teores variaram de 0,17 + 0,01 até 0,68 + 0,01 mg por
100 g para as amostras especiais e nas tradicionais de 0,10 + 0,01 até 0,21 + 0,01 mg
por 100 g de café verde (Tabela 17). Estatisticamente, houve diferencas significativas
entre os cafés verdes especiais e tradicionais analisados (Figura 9), sendo que
o 5-hidroximetilfurfural estaria presente na pelicula prateada que cobre todo exterior
dos gréos verde e que somente desprenderia no processo de torrefacado (ALVES et
al., 2017; FOWBLE et al., 2019).

Os acidos 3-hidroxibenzoico e 4-hidroxibenzoico foram identificados em 1996
em café verde. Os limiares sensoriais sdao de 20 e 40 ppm, respectivamente
(FLAMENT, 2001). As concentracdes em graos de café verde, de acordo com a
literatura, variam de 6 a 10 ppm para ambos compostos (FLAMENT, 2001; SOMPORN
et al., 2011; MUNOZ et al., 2020). Na avaliacdo feita sobre o teor do &cido
3-hidroxibenzoico, ndo foram notadas diferencas significativas entre os cafés
especiais e tradicionais (Figura 9). A concentragcdo nas amostras especiais variou de
0,29 + 0,04 até 12,47 + 0,07 mg por 100 g, enquanto que nas amostras tradicionais a
variacdo foi de 0,25 + 0,02 até 96,09 + 0,36 mg por 100 g de café verde.
As concentracdes de acido 4-hidroxibenzoico para as amostras especiais foram de
1,16 + 0,15 até 131,79 + 4,76 mg por 100 g, enquanto apenas uma amostra de café
tradicional, apresentou o composto com teor de 70,75 + 1,53 mg por 100 g de café
verde (Tabela 17). Diante disso, ndo foi possivel avaliar estatisticamente diferenca
entre os cafés especiais e tradicionais (Figura 9). Entretanto, a ndo deteccdo dos
acidos 3-hidroxibenzoico e 4-hidroxibenzoico na maioria das amostras tradicionais,
pode ser utilizada como possivel marcador para diferenciacdo entre cafés verde
tradicional e especial.

O acido clorogénico, representado pelo acido 5-cafeoilquinico, € o principal
polifenol presente no café (TAJIK et al., 2017). Na Figura 9 e na Tabela 17, o teor
meédio no café verde especial foi maior do que no café verde tradicional, variando de
1199 + 260 até 2881 + 1 e 980 + 1 até 2390 + 10 mg por 100 g de café verde,
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respectivamente. No entanto, como estatisticamente ndo apresentaram diferencas
significativas, ndo deve ser utilizado, como marcador para diferenciar a classificacéo
entre ambos cafés. Todavia, a avaliacdo de acidos clorogénicos ndo deixa de ser
importante, esta ligado diretamente a qualidade da bebida, principalmente nas
caracteristicas de flavor, acidez final, adstringéncia, pigmentos e amargor, por conta
das reacbes de Maillard e Strecker's durante o processamento de torra do grao
(FARAH; DONANGELO, 2006; MOON; YOO; SHIBAMOTO, 2009; AYELIGN;
SABALLY, 2013). Os valores obtidos neste trabalho estdo de acordo com os
encontrados na literatura, variando de 98 até 15150 mg 100 g de café verde (FARAH;
DONANGELO, 2006; MOON; YOO; SHIBAMOTO, 2009; AYELIGN; SABALLY, 2013;
ROSTAGNO et al., 2015; NAVARRA et al., 2017; SANTIAGO et al.,, 2020;
ATLABACHEW et al., 2021).

O &cido cafeico tem impacto indesejado na qualidade da bebida; quanto maior
a concentracdo, maior € o amargor e a adstringéncia na bebida. Esse composto é
resultado da degradac&o do acido clorogénico (MUNOZ et al., 2020), o que explica as
amostras tradicionais possuirem teores médios maiores em razao maior exposi¢ao ao
sol (processamento via seca dos graos), mesmo nao existindo diferenca significativa
de teor entre amostras tradicionais e especiais (Figura 9). Na Tabela 17, as
concentracbes das amostras tradicionais variaram de 2,01 + 0,01 até 100,79 %
1,50 mg por 100 g, enquanto que nas amostras especiais, a variacao foi de 1,49 +
0,09 até 18,24 + 0,60 mg por 100 g de café verde, cujos valores sdo semelhantes aos
descritos na literatura, 6,34 + 0,01 até 359,40 + 26,40 mg de éacido cafeico por
100 g de café verde (SOMPORN et al., 2011; CHEONG et al., 2013; BELGUIDOUM
et al., 2014; DE SOUZA et al., 2020).

4.5 Andlise de compostos volateis

4.5.1 Avaliagdo do método de extracao

Embora as avaliagGes de perfis dos compostos organicos volateis em café sdo
geralmente realizadas com a microextracdo em fase sdlida com headspace (TOCI;
FARAH, 2008; BERTRAND et al., 2012; TOCI; FARAH, 2014; EROZ POYRAZ et al.,
2016) ou por pré-concentracdo, como o rotaevaporador ou destilagdo com pressao
reduzida (LEE; SHIBAMOTO, 2002; HAFSAH; IRIAWATI; SYAMSUDIN, 2020),
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optou-se previamente por avaliar a utilizacdo da extracao por headspace, conforme
adotado por Bandeira et al. (2009) e Somporn et al. (2011).

Na Figura 10 estdo apresentados os perfis cromatogréficos obtidos das duas
extracOes avaliadas (headspace): 0,55 g de amostra no vial de 20 mL (Figura 10a);
extracdo realizada conforme protocolo da xicara, 0,55 g de amostra e adicdo de

10 mL de agua aquecida (Figura 10b).

Figura 10 - Perfil cromatogréfico para extragdo dos compostos volateis. Amostra de café verde
diretamente no vial (a) e com extracdo (b)
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Fonte: Autor.

A utilizacdo da agua diminuiu a intensidade relativa dos picos cromatograficos
(Figura 10) e dificultou a quantificacdo dos compostos organicos volateis. Entédo, nos
estudos subsequentes, a extracdo com 0,55 g de amostra em vial de 20 mL foi
empregada, com tempos de agitacdo do headspace avaliados em 5 e 10 minutos. Os
perfis cromatograficos obtidos séo apresentados na Figura 11 e as area dos picos dos

analitos na Tabela 18.
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Figura 11 - Perfil cromatogréfico para extracdo dos compostos volateis. Amostra de café verde
com (a) 5 e 10 minutos (b) de agitacdo. Analitos: Acetaldeido (1), acetona (2), metanol (3),
etanol (4) e iso-amilico (5)
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Tabela 18 - Area dos picos em 5 e 10 minutos de agitacdo por headspace

Analito Tempo de retengdo (min)  Area-5min  Area-10 min Fator (10min/5min)
(1) Acetaldeido 2,15 68,28 75,32 1,10
(2) Acetona 2,89 38,76 41,32 1,07
(3) Metanol 4,03 467,00 485,00 1,04
(4) Etanol 4,66 114,39 109,98 0,96
(5) Iso-amilico 8,76 17,10 17,74 1,04

Fonte: Autor.

N&o houve diferencas no perfil cromatografico (Figura 11) e nas areas obtidas

dos picos dos analitos (acetaldeido, acetona, metanol, etanol e iso-amilico), conforme

a Tabela 18, alterando o tempo de agitacdo no headspace. Embora no trabalho de

Bandeira et al. (2009) tenha sido utilizado o agquecimento em 100°C em banho maria,

optou-se pela utilizacdo de temperatura menor para garantia da volatilizacdo dos

compostos volateis sem risco de iniciar o processo de torrefacdo das amostras

durante a extragdo, o que geralmente tem inicio em temperatura igual ou superior a
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100°C (PEREIRA et al., 2021). As condi¢cGes de extracdo realizada nas analises por

cromatografia a gas estao resumidas na Tabela 19.

Tabela 19 - Condicdes de extracdo empregadas nas analises por cromatografia a gas

Parametros
Massa da amostra 0,559
Volume do vial 20 mL
Agitacao no headspace 5 min
Aquecimento 80°C
Solvente extrator Sem utilizacéo

Fonte: Autor.

4.5.2 Determinacdo dos compostos volateis

O perfil cromatogréfico obtido na analise de compostos volateis (Figura 12) foi

similar para as amostras de cafés especiais (Figura 12a) e tradicionais (Figura 12b).

Figura 12 - Perfil cromatogréfico das amostras especiais (a) e tradicionais (b). Analitos:

Acetaldeido (1), acetona (2), metanol (3), etanol (4), iso-amilico (5) e desconhecido (D)
a) 5,15 —

5,10 H
5,05 — 3

5,00

4,95 . , . , . , . , . , . , .

o
-~

5,15 4

Intensidade relativa

5,10 H
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5,00 —
' b2 5

4,95 T

Tempo (min)
Fonte: Autor.
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Na Figura 12, foi realizada a identificacdo dos compostos acetaldeido
(2,15 min), acetona (2,89 min), metanol (4,03 min), etanol (4,66 min) e iso-amilico
(8,76 min). Para a acetona (pico 2, Figura 12), a resolucdo em relacdo ao pico
denominado “D” foi calculada, obtendo valor superior a 1,25, sendo a separacéo
classificada como adequada para fins de quantificacdo (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; SKOOG et al., 2017). Como na analise dos compostos nao volateis, o que diferiu
entre as amostras de cafés, foi somente a area obtida para os picos identificados.

Na Figura 13, estdo apresentados os resultados da avaliagdo estatistica dos
compostos volateis das amostras de café verde especial e tradicional. Nos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, os dados foram normais e homogéneos, respectivamente,
com valor-p maior que a = 0,05, ao nivel de confianga de 95%. O resultado obtido para
o teste t de Student bicaudal para as amostras né&o apresentou diferencas
significativas quanto aos teores de acetona, metanol e iso-amilico. Os valores obtidos
de p foram maiores que a = 0,05, ao nivel de confianca de 95%. Para os analitos
acetaldeido e etanol, houve diferenga significativa, em que os valores de p foram

menores que a= 0,05, ao nivel de confianga de 95%.
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Figura 13 — Boxplot dos testes estatisticos para avaliacdo dos teores dos compostos volateis,
entre os graos de café especiais e tradicionais
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Os resultados obtidos para a determinacdo dos compostos volateis nas
diferentes amostras de café verde especial e tradicional sdo apresentados na
Tabela 20. Para estimar a concentracdo dos compostos presentes nos graos de café
verde, foi utilizado como densidade média 0,630 g mL? (RAMALAKSHMI; KUBRA,;
RAO, 2007; BICHO et al., 2012; 2013; 2014). Os valores resultantes podem
diferir dos valores apresentados pela literatura, visto que o0s teores estdo
relacionados a alguns fatores, como a extracao, os solventes empregados e fatores
edafoclimaticos (LIMA et al., 2010; BUNZEL; SCHENDEL, 2017). A maioria dos
trabalhos que avaliam os compostos volateis em graos de café verde ndo apresentam
a concentracdo dos compostos, apenas valores de areas dos picos (CANTERGIANI
et al., 2001; GONZALEZ-RIOS et al., 2007; BERTRAND et al., 2012; EROZ POYRAZ
et al., 2016; LEE et al., 2017; KIM et al., 2019; TSEGAY et al., 2019).
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Tabela 20 - Teores de compostos volateis nas amostras de café verde especial e tradicional

Amostra Acetaldeido Acetona Metanol Etanol Iso-amilico
(ug 100 g* de café verde)

El 27,84 £ 0,01 1,52+0,15 0,76 £ 0,11 0,35+ 0,05 2,77 + 0,69
E2 3,66 £ 0,25 14,70 + 2,92 1,99 + 0,17 0,55+ 0,03 2,57+0,48
E3 4,59 + 0,57 29,46 + 2,13 3,01+0,14 0,24 £ 0,02 7,67 +0,72
E4 23,45+ 0,96 19,30+ 2,81 1,48+ 0,10 1,37 +0,08 7,12 + 0,50
E5 18,13 +1,51 20,66 + 1,39 1,96 £ 0,11 0,68 + 0,02 5,28 + 0,77
E6 ND* 60,54 + 9,65 4,59 + 0,36 5,80+ 0,16 3,67 +0,32
E7 34,57 £ 7,25 25,91+ 1,64 1,90 £ 0,07 2,88+ 0,10 4,06 + 0,94
E8 27,84 £ 0,01 55,61 +9,61 2,50+0,15 4,35+0,18 4,35+ 0,04
E9 37,68+ 1,90 57,08 + 6,88 3,11+0,14 2,92+0,11 3,77 £ 0,26
E10 13,59+ 0,71 37,33+0,52 2,30+0,10 2,87 + 0,09 4,13+ 0,67
T1 5,60 £ 0,41 25,44 + 0,38 2,55+0,19 0,17 £ 0,01 12,10+ 1,39
T2 11,73 +1,05 31,70+ 1,42 3,11+0,19 0,21 £0,01 16,89 + 2,28
T3 2,82 +1,26 18,56 £ 0,33 2,60 + 0,04 0,20 + 0,01 11,60 + 0,69
T4 7,99 £0,73 35,07 £ 1,42 6,42 + 0,36 0,28 + 0,01 16,04 £ 1,27
T5 ND* 6,08 + 1,68 0,69 + 0,04 0,17 + 0,01 ND*
T6 3,29+0,41 25,69+ 2,72 1,48 £ 0,09 0,37 £ 0,04 2,12+0,33
T7 1,27 + 0,30 9,78 £ 0,69 1,69 +0,10 0,18 + 0,01 ND*
T8 7,24 £ 0,17 26,13 + 2,74 3,10 £ 0,06 0,19+ 0,01 13,89 £ 2,40

Fonte: Autor. *ND: N&o detectado, abaixo do LD e LQ.
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A formacdo dos aldeidos é resultado da autoxidacdo dos &acidos graxos
insaturados. A presenca no grao de café verde pode ser considerada como indice de
deterioracdo da qualidade; quanto maior a concentracdo do acetaldeido, pior serd a
qualidade da bebida (RODRIGUEZ; FRANK; YAMAMOTO, 1969). As amostras de
café verde especial apresentaram teores variando de 3,66 + 0,25 até 37,68 + 1,90 ug
por 100 g e as amostras tradicionais apresentaram teores de 1,27 + 0,30 até 11,73 £
1,05 ug por 100 g de café verde. Diferencas significativas entre as amostras foram
determinadas, sendo o acetaldeido um possivel marcador para diferenciar a
classificacdo dos cafés em especial ou tradicional (Figura 13 e Tabela 20). O fato de
algumas amostras especiais apresentarem maior teor de acetaldeido em relacdo as
amostras tradicionais, ao contrario do relatado por Rodriguez, Frank e Yamamoto,
(1969), pode ser indicativo de que tenham passado pelo processo de desmucilagem
por fermentacéo (processo por via umida). Além disso, o acetaldeido é um indicador
de cafés produzidos em altitudes elevadas, o que condiz com as amostras especiais
(Tabela 2) (RODRIGUEZ; FRANK; YAMAMOTO, 1969; FLAMENT, 2001; BERTRAND
et al., 2012). Os teores obtidos neste trabalho, por diferirem dos valores (de 38,95 até
572,30 ug por 100 g e 0,24 até 0,54 ug por 100 g de café verde, respectivamente,)
obtidos por Procida et al. (2020) e Elhalis et al. (2021), sugerem que a quantidade do
composto esteja relacionada as caracteristicas edafoclimaticas e ao processo de
extracdo da amostra (LIMA et al., 2010; BUNZEL; SCHENDEL, 2017).

A acetona, como o acetaldeido, é formada devido a oxidacéo lipidica e pode
resultar de processo fermentativo na desmucilagem (processo de via umida), no qual
pode haver a presenca da bactéria Clostridium acetobutylicum, produtora de alguns
compostos responsaveis pelo flavor do café. Na presente andlise, o teor (Tabela 20)
variou de 1,52 + 0,15 até 60,54 + 9,65 ug por 100 g para as amostras especiais,
enguanto que para as amostras tradicionais, foi de 6,08 + 1,68 até 35,07 + 1,42 ug
por 100 g de café verde. Mesmo com essa variagdo, ndo ocorreu diferenca
significativa nos teores (Figura 13), o que inviabiliza a utilizagdo da acetona como
marcador de diferenciacdo. As amostras especiais apresentaram teor médio maior
gue as amostras tradicionais (Tabela 20), o que pode ser explicado pelo cultivo em
maiores altitudes (Tabela 2) e pelo fato das amostras especiais geralmente passarem
pelo processo de via umida (FLAMENT, 2001; BERTRAND et al., 2012; CARDOSO
et al., 2021). No trabalho de Procida et al. (2020), os valores obtidos foram de
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16,38 até 186,10 pug por 100 g de café verde, sendo valores proximos dos
guantificados nas amostras analisadas.

O etanol e o metanol, presentes no café verde, ndo possuem fun¢des definidas
descritas na literatura (FLAMENT, 2001; GONZALEZ-RIOS et al., 2007; YERETZIAN
et al., 2019; PROCIDA et al., 2020; ELHALIS et al., 2020; ELHALIS et al., 2021). Em
1974, Gibson (apud FLAMENT, 2001) relatou que a relagéo etanol/metanol em café
verde confere flavor conhecido como “Solai” ou “up-country”, cuja caracteristica &
desejavel, pois alta relagédo proporciona melhor qualidade ao café.

A Tabela 21 apresenta o fator da relacdo dos teores etanol/metanol para as

amostras de cafés especiais e tradicionais.

Tabela 21 - Fator de relacdo dos teores de etanol/metanol

Amostra Fator (Etanol/Metanol) Amostra Fator (Etanol/Metanol)
El 0,46 + 0,01 T1 0,07 £ 0,01
E2 0,28 £ 0,01 T2 0,07 £ 0,01
E3 0,08 £ 0,01 T3 0,08 £ 0,01
E4 0,92 £ 0,01 T4 0,04 £ 0,01
E5 0,35+ 0,01 T5 0,25 + 0,01
E6 1,27 +0,08 T6 0,25 £ 0,02
E7 1,52+ 0,01 T7 0,11 +£0,01
E8 1,74 + 0,03 T8 0,06 + 0,01
E9 0,94 £ 0,01
E10 1,25+ 0,02

Média 0,88 £ 0,57a* Média 0,12 + 0,09b*

Fonte: Autor. *Os dados foram transformados por Johnson (1949) para distribuicdo normal
(Valor-p 0,74) e no teste Levene apresentou valor-p maior que a = 0,05, ao nivel de confianga de 95%.
Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de t de Student ao nivel de confianca
de 95% (a = 0,05).

Conforme afirmacédo de Gibson (1974 apud FLAMENT, 2001), as amostras
especiais analisadas apresentaram, na grande maioria, fatores superiores em relagéo
as amostras tradicionais. A amostra E3 apresentou a menor relagéo etano/metanol, o
gue também apresenta menor pontuacao (84,00) e altitude (860 m). Diante disso, a
relagcdo etanol/metanol pode ser utilizada com uma forma de diferenciacdo de
amostras especiais e tradicionais.

Quanto a origem, o metanol no café verde pode ser resultado da presenca de
microrganismos codificadores de enzimas responsaveis pela desmetilesterificacao da

pectina, visto que a mucilagem que reveste o grao de café verde é rica nesse
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composto (DOROKHOV et al., 2015; HAILE; KANG, 2019). Diante disso, 0 metanol
pode servir como um importante marcador de presenca de contaminagao
microbiolégica devido ao menor controle no processamento do fruto (DOROKHQV et
al., 2015).

Os teores de metanol nas amostras analisadas variaram de 0,76 + 0,11 a 4,59
+ 0,36 pg por 100 g para cafés especiais, enquanto que para as amostras tradicionais
foide 0,69 £ 0,04 a 6,42 £ 0,36 g por 100 g de café verde (Tabela 20), diferentemente
de Procida et al. (2020) que obtiveram de: 33 amostras de café verde avaliadas teores
de 26,74 até 242,20 ug por 100 g. Como nao houve diferenca significativa entre as
amostras analisadas (Tabela 21), o metanol ndo pode ser empregado como marcador
para diferenciar as amostras em especial e tradicional.

O etanol é proveniente dos processos de fermentacdo que pode ocorrer
durante o processamento do café, sendo condizente aparecer em maior concentracao
e com diferenca estatistica (Figura 13), em amostras especiais, que passam por
processo de via umida (CARDOSO et al., 2021). Na literatura foi descrito variagédo do
teor de etanol de 14,70 até 384,10 ug por 100 g de café verde, diferentemente dos
teores obtidos nas amostras analisadas. As especiais variaram de 0,24 + 0,02 a 5,80
+ 0,16 pg por 100 g, enquanto que as amostras tradicionais apresentaram teores de
0,17 £ 0,01 a 0,37 = 0,04 pg por 100 g de café verde (Tabela 20) (PROCIDA et al.,
2020; ELHALIS et al., 2021).

O iso-amilico, que tem como fung&o contribuir com o flavor de frutado, é um
dos alcoois mais abundantes encontrados em grdos de café devido as reacodes
metabdlicas de microrganismos (ELHALIS et al., 2021). Conforme a Tabela 20, o
alcool iso-amilico apresentou teores de 2,57 + 0,48 até 7,67 + 0,50 pg por 100 g para
as amostras especiais e para as amostras tradicionais os teores variaram de 2,12 +
0,33 até 16,89 + 2,28 ug por 100 g de café verde, consequentemente as amostras
tradicionais apresentaram teor médio maior, porém sem diferenca significativa em
relacdo as amostras especiais (Figura 13). As altas concentracdes presentes nas
amostras tradicionais podem contribuir para classificagdo, pois caracteristicas

sensoriais de asfixiante, desagradavel, acre e pungente sdo predominantes.
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Em baixas concentracbes, como € o caso das amostras especiais, caracteristicas
sensoriais frutado-vinho, banana e pera, sdo predominantes (FLAMENT, 2001;
ELHALIS et al., 2021). Os teores obtidos nas amostras analisadas condizem com o0s
valores descritos na literatura, que variam de 0,83 até 14,69 ug por 100 g de café
verde (PROCIDA et al., 2020; ELHALIS et al., 2021).

4.6 Andlise quimiométrica

Buscando avaliar diferencas entre amostras de cafés especiais e tradicionais
foi explorada andlise multivariada. Para isso, Analise de Componentes Principais
(PCA) foi empregada para correlacionar as variaveis (altitude, compostos fendlicos
totais (CFT), acucares redutores (AR), ndo redutores (ANR) e totais (AT), cafeina,
acido 3-hidroxibenzoico (3-HB), acido 4-hidroxibenzoico (4-HB), acido clorogénico
(CGA), acido cafeico (AC), trigonelina, acido nicotinico (AN), 5-hidroximetilfurfural
(5-HMF), acetaldeido, acetona, metanol (MeOH), etanol (EOH) e iso-amilico) com as
amostras estudadas.

As PCAs foram geradas combinando dois critérios, a variacdo percentual
cumulativa e a regra de Kaiser, que apresentam pontos de corte dos autovalores.
(WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987; FERRE, 1995; VALLE; LI; QIN, 1999;
JOLLIFFE, 2005; TZENG; BERNS, 2005). Os autovalores selecionados foram os que
possibilitaram maior varidncia dos dados e permitiram diferenciacéo dos gréos de café
verde em especial ou tradicional.

As PCAs das Figuras 14a-c foram geradas com todas as variaveis obtidas das

amostras de café verde especial e tradicional.
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Figura 14 - Biplot das trés primeiras componentes principais para as amostras de café verde
especial (cor laranja) e tradicional (cor verde) correlacionadas com todas as variaveis estudas

Fonte: Autor.
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As trés primeiras componentes principais foram selecionadas devido aos
autovalores maiores que 2 (Tabela 22) e por terem sido responsaveis por 64,18% da

variagao total dos dados (Figuras 14a-c).

Tabela 22 - Autovalores obtidos para cada componente obtida na PCA

Componente 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Autovalor 6,27 3,45 2,47 1,53 1,45 1,08 0,77 0,66 0,48

Componente 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Autovalor 0,27 0,20 0,15 0,13 0,06 0,03 0,01 0,00 0,00

Fonte: Autor.

Houve a formacao de dois grupos nas PCAs (Figuras 14a e 14b), um formado
pelas amostras de cafés especiais (cor laranja) e outro pelas amostras de cafés
tradicionais (cor verde), ambos ao longo do eixo x (Componente principal 1) e no qual
as amostras especiais possuem maior valor do que as amostras tradicionais. As
variaveis que permitiram a caracterizacao dos grupos foram associadas a componente

principal 1, com valores de loadings diferenciados, conforme Tabela 23.
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Tabela 23 - Loadings de cada variavel nas trés primeiras componentes principais

Variavel PC1 PC2 PC3

Acucares ndo redutores (ANR) 0,34 0,17 -0,07
AcUcares totais (AT) 0,34 0,17 -0,08
Altitude 0,30 -0,11 -0,02

Etanol/ Metanol (EOH/MeOH) 0,30 0,02 0,26
Etanol (EOH) 0,29 -0,12 0,37
Acetona 0,25 -0,26 0,22
5-hidroximetilfurfural (5-HMF) 0,25 0,19 0,04
Compostos fendlicos totais (CFT) 0,24 0,31 -0,03
Acidos clorogénicos (CGA) 0,17 0,24 0,25
4-hidroxibenzoico (4-HB) 0,13 0,29 -0,27
Acetaldeido 0,10 -0,22 0,39

Metanol (MeOH) 0,04 -0,44 0,03
Acucares redutores (AR) 0,00 0,04 -0,07
Iso-amilico -0,09 -0,40 -0,23
3-hidroxibenzoico (3-HB) -0,12 0,22 -0,01
Trigonelina -0,18 0,07 0,38

Acido cafeico (AC) -0,24 0,26 0,33
Acido nicotinico (NA) -0,27 0,09 0,37
Cafeina -0,28 0,22 0,03

Fonte: Autor.

Além disso, nas Figuras 14a e 14b os compostos cafeina, acido nicotinico (AN),
acido cafeico (AC), trigonelina, &cido 3-hidrozibenzoico (3-HB) e o alcool
iso-amilico foram os que representaram melhor os cafés tradicionais (cor verde), o
gue esta de acordo com as caracteristicas asfixiante, desagradavel, acre, pungente,
amargor, adstringéncia, processos com temperaturas elevadas e pelo processamento
por via seca (FLAMENT, 2001; MACRAE, 2012; MUNOZ et al., 2020). Enquanto,
gue as amostras especiais (cor laranja) foram melhores representadas pelos atributos
acucares nado redutores (ANR), acUcares totais (AT), altitude, etanol/metanol
(EOH/MeOH), etanol (EOH), acetona, 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), compostos
fendlicos totais (CFT), acido clorogénicos (CGA), 4-hidroxibenzoico (4-HB),
acetaldeido e metanol. Espécies responsaveis por serem precursores
aromaticos devido as reagdes de Maillard e Strecker’s, acidez final e pelos flavors
doces, herbaceo, frutado, odores suaves e “Solai”, sendo fatores que irdo
influenciar as caracteristicas finais da bebida (HOLSCHER; STEINHART, 1995;
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FLAMENT, 2001; FARAH; DONANGELO, 2006; GONZALEZ-RIOS et al., 2007;
MOON; YOO; SHIBAMOTO, 2009; AYELIGN; SABALLY, 2013; ELHALIS et al., 2020;
CARDOSO et al., 2021).

Ao plotar a PC2xPC3 (Figura 14c), ndo houve separagcdo entre as amostras
especiais e tradicionais, visto que a componente principal 1 foi realmente a
responsavel pela maior variacdo dos dados e que permitiu a classificacdo das
amostras.

As altitudes dos cultivares das amostras de cafés foram correlacionadas com
0s grupos de analises instrumentais realizadas, espectrofotométrica (Figura 15a),

cromatografia gasosa (Figura 15b) e cromatografia liquida (Figura 15c).
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Figura 15 - Biplot das duas primeiras componentes principais para as amostras de café verde
especial (cor laranja) e tradicional (cor verde) correlacionadas com as analises instrumentais
(a) espectrofotométricas; (b) cromatogréficas a gas e (c) a liquido

a)_ 04 02 00 02 04 06 o
AR
— 27 T4
=
=) ™ 05
] T2
~ 5 =8 CFT E8
@ m T6
8 A—- AT
c 0 = 0,0
= 1 E10 E7 ANR
© E4 E9
f=
Q
[ =
a
g L E6 E3 Altitude 05
O
-2
T3
T v ¥ T 1-10
2 0 2 4
Componente principal 1 (59,64%)
02 0,0 0,2 04 06
b) 4 -
T4 MeOH
Iso-amilico
;\5- 0,5
)
o 5|
©
o~
;" Acetona
T ™
E T3 E3 Acetaldeids EB
a
o E9 0,0
c EOH
7] ES5. ;
£ T6 E4 Ei E8" Altitude
o T7 E2
g E7 EOH/MeOH
Q
T5 E1
24
05
T T T T T T T 1
2 0 2 4 6
Componente principal 1 (48,21%)
04 02 0.0 02 0.4 0,6 08 1.0
o Bl el e e e
CGA
4 E10
06
) 5-HMF
5{ Trigonelina
g 04
o~ 24
g T6
o
2 E2. 2 g
= 3 T2 AN
o Alitude EB
=30 0,0
o E9 'E_1 E4 \r:i;;_-hcafeina
g E5 ES
£
8 19 T LI 4 0.2
L E7 T8 -
04
T T T T
Especial -2 0 2 4 8
Tradicional Componente principal 1 (41,45%)

Fonte: Autor.



84

A PCA (Figura 15a) elaborada com as determinacfes de acucares redutores
(AR), acucares néo redutores (ANR), acUcares totais (AT), compostos fendlicos totais
(CFT) atreladas a altitude, permitiu diferenciar as amostras em especiais e
tradicionais. Enquanto, as PCAs (Figuras 15b e 15c) elaboradas com as
determinacdes cromatograficas ndo possibilitaram a diferenciacéo entre as amostras.
As determinacdes espectrofotométricas atreladas as altitudes podem ser empregadas
para classificacdo de amostras de cafés em especiais e tradicionais. E apresentam
vantagens, principalmente no equipamento empregado, além das andlises de
acucares redutores, totais, ndo redutores e compostos fendlicos totais que sdo mais
simples por utilizar reagentes mais comuns e com menor custo quando comparadas
com andlises que necessitem de cromatografos.

Na Tabela 24 sdo apresentados os coeficientes de correlacéo de Pearson entre
0S compostos quimicos determinados para os cafés especiais e tradicionais. A
magnitude do coeficiente pode ser interpretada como: 0,00 até 0,10 - “insignificante”;
0,10 até 0,39 - “fraco”; 0,40 até 0,69 - “moderado”; 0,70 até 0,89 - “forte” e 0,90 até
1,00 - “muito forte” (SCHOBER; BOER; SCHWARTE, 2018).

A correlacdo entre os atributos altitude-agucares néo redutores (0,58), altitude-
etanol/metanol (0,54), compostos fendlicos totais-aclcares ndo redutores (0,74),
acucares nao redutores-etanol/metanol (0,62) e &cido clorogénico-5-
hidroximetilfurfural (0,67), foram atributos com correlagdo moderada e estédo
relacionados aos cafés especiais, pois sdo compostos precursores aromaticos das
reagoes de Maillard e Strecker’s, acidez final e pelos flavors doces, herbaceo, odores
suaves e “Solai” (HOLSCHER; STEINHART, 1995; FLAMENT, 2001; FARAH;
DONANGELO, 2006; GONZALEZ-RIOS et al., 2007; MOON; YOO; SHIBAMOTO,
2009; AYELIGN; SABALLY, 2013; ELHALIS et al., 2020; CARDOSO et al., 2021).

Os atributos altitude-cafeina (-0,68), altitude-acido cafeico (-0,53), cafeina-
etanol (-0,50), trigonelina-altitude (-0,47), acido nicotinico-agucares nao redutores (-
0,53), acido nicotinico-trigonelina (0,70), acido cafeico-cafeina (0,61), acido cafeico-
trigonelina (0,58) e acido cafeico-acido nicotinico (0,86), afetam as caracteristicas
asfixiante, desagradavel, acre, pungente, amargor e adstringéncia, e sofrem influéncia
da utilizacado de processos com temperaturas elevadas e por via seca (FLAMENT,
2001; MACRAE, 2012; MUNOZ et al., 2020), devendo ser minimizados em cafés

verdes, sobretudo por estarem associadas as caracteristicas indesejadas.
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Tabela 24 - Matriz de correlacdo de Pearson entre 0s compostos quimicos obtidos nas andlises espectrofotométricas e cromatograficas

Composto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 1,00
2 0,17 1,00
3 -0,17 0,10 1,00
4 0,54* 0,73* 0,27 1,00
5 0,58* 0,74 0,16 0,99* 1,00
6 0,26 -0,14 -0,26 -0,12 -0,09 1,00
7 044 019 006 040 040 037 1,00
8 0,03 -0,24 0,06 -0,11 -0,12 0,38 0,56* 1,00
9 0,55* 0,24 -0,03 043 045 0,67 0,76* 0,24 1,00
10 -0,05 -0,40 0,00 -0,34 -035 -0,14 0,14 0,61* -0,30 1,00
11 0,54+ 039 0,08 0,61* 062* 034 060* -005 0,89 -0,40 1,00
12 -0,68* -0,14 -0,04 -047* -0,48* -045 -0,51* -0,44 -0,50* -0,04 -0,30 1,00
13 -0,47* -0,09 003 -034 -03 0,04 -008 004 -017 0,09 -0,26 0,36 1,00
14 -046 -0,39 0,01 -052* -053* 0,11 -0,33 -0,26 -0,21 -0,18 -0,28 0,51* 0,70* 1,00
15 0,16 0,58 -0,22 039 043 0,12 0,29 -0,17 0,27 -0,38 0,29 -0,15 0,40 -0,08 1,00
16 -0,53* -0,14 0,09 -0,30 -0,32 -0,13 -0,38 -0,41 -0,21 -0,46 -0,17 0,61* 0,58* 0,86* 0,00 1,00
17 0,42 048* -0,08 045 047 004 0,213 -0,23 034 -032 043 -035 -0,06 -0,41 0,67* -0,27 1,00
18 0,11 o049 -0,0r o041 043 -0,15 -027 -036 -0,12 -0,39 -0,02 -0,11 -0,35 -0,29 0,23 -0,16 0,35 1,00
19 -0,39 0,14 0,16 -0,19 -0,22 -0,09 -0,30 -0,23 -022 -040 -0,23 0,32 0,00 005 -0,04 0,33 -0,12 0,02 1,00

Fonte: Autor. (1) Altitude, (2) Compostos fendlicos totais, (3) Aglcares redutores, (4) Aclcares totais, (5) AgUcares ndo redutores, (6) Acetaldeido, (7) Acetona,
(8) Metanol, (9) Etanol, (10) Iso-amilico, (11) Etanol/Metanol, (12) Cafeina, (13) Trigonelina, (14) Acido nicotinico, (15) Acido clorogénico, (16) Acido cafeico,
(17) 5-hidroximetilfurfural, (18) 4-hidroxibenzoico e (19) 3-hidroxibenzoico. *Significativo a 5% de probabilidade.
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4.7 Analise multiespectral

As médias de reflectancia e intensidade de autofluorescéncia obtidas em 19
comprimentos de onda e 28 combinacdes de excitagdo/emisséo, respectivamente,
para todos os graos de café verde, tradicionais e especiais, sdo apresentadas na

Figura 16.

Figura 16 - Assinatura espectral (média + desvio padrao) de gréos de café verde especial e
tradicional (n = 1024) para reflectancia de 365 a 970 nm (a) e autofluorescéncia de 365/400 a
660/700 nm combinacdes de excitacdo/emisséao (b)
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Os graos de café verde tradicionais apresentaram maior reflectancia (Figura
16a) e autofluorescéncia (Figura 16b). Entretanto, as diferengas foram mais evidentes
para a intensidade da autofluorescéncia, principalmente, na combinacdo de 405/500
a 540/600 nm, em que também apresentaram maiores valores de desvio padrdo. As
amostras de graos de cafés especiais apresentaram desvios menores, 0 que era
esperado, pois esse tipo de gréo é considerado de alta qualidade, com poucos ou

nenhum defeito fisico. Isso resulta em amostras mais uniformes, diferentemente das
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amostras tradicionais (DA SILVA TAVEIRA et al., 2014; ALCANTARA; DRESCH,;
MELCHERT, 2021; BEMFEITO et al., 2021).

Os dados de refletancia e autofluorescéncia obtidos de gréos de café verde
especial e tradicional foram inicialmente testados usando PCA. A variagao espectral
entre as classes explicadas nas PCAs (Figuras 17a-c) foi de 92,01% (PC1 + PC2 +
PC3), em que PC1 explica 62,93% da variacao total. A PCA, porém, ndo separou de
forma eficiente as classes de grdos de café especiais e tradicionais, conforme
sobreposicao das elipses (nivel de significancia de 95%). No entanto, a PC1 indicou
que a variavel 405/500 nm teve maior influéncia na variabilidade dos dados,

evidenciado pelos valores de loadings (Figura 17d).
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Figura 17 - Analise de componentes principais biplot para reflectancia em 19 comprimentos
de onda e autofluorescéncia usando 28 combinacdes de excitacdo/emissao obtidas de café
verde especial ou tradicional (n = 1024) (a-c). Valores de loadings de cada variavel na analise
do componente principal para diferenciacdo do café verde especial e tradicional com base em
dados de reflectancia e autofluorescéncia (d)
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Como ndo houve separagdo das amostras de café por meio da analise nédo
supervisionada (PCA), quatro algoritmos de aprendizado de maquina foram
empregados (SVM, RF, XGBoost e CatBoost) para identificagdo dos modelos com
melhor desempenho na busca da discriminacdo dos graos de café verde especial e
tradicional, conforme Tabela 25.
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Tabela 25 - Desempenho de diferentes modelos usando reflectancia (dados de 365 a 970 nm)
e autofluorescéncia (dados de 365/400 a 660/700 nm) para classificar café verde especial e
tradicional para o conjunto teste

Algoritmo  AUC  Acuréacia  Precisao Sensibilidade Especificidade F-score
SVM 0,97 0,96 0,86 1,00 0,95 0,93

XGBoost 0,84 0,86 0,69 0,80 0,88 0,74
RF 0,80 0,88 0,84 0,64 0,96 0,73

CatBoost 0,84 0,86 0,69 0,80 0,88 0,74

Fonte: Autor.

Os resultados mostraram que o SVM obteve a melhor acurécia para o conjunto
de dados teste (0,94) e os melhores valores na area sob a curva (AUC) (0,97) (Tabela

25), para discriminacdo de café especial ou tradicional, (Figura 18).

Figura 18 — Grafico ROC/AUC para verificagcdo do desempenho do modelo SVM para o
conjunto teste dos graos de café verde especiais e tradicionais (n = 1024)
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Quanto mais préoximo de 1,00, melhor € o modelo na validagéo cruzada, pois
valores de 0,7 a 0,8 séo considerados aceitaveis, entre 0,8 e 0,9 excelentes e maiores
que 0,9 séo tidos como excepcionais na curva caracteristica de operacao do receptor
(curva ROC) (MANDREKAR, 2010). O valor AUC foi calculado, pois a sensibilidade
(avaliacédo do valor positivo verdadeiro) e a especificidade (avaliagdo do valor falso
positivo) foram parametros de desempenho (GORDINI; VEGLIO, 2017). Portanto, o
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modelo desenvolvido possuiu alto potencial para classificacdo das amostras como
verdadeiro positivo (FAWCETT, 2004).

Na Tabela 26 é apresentando a matriz de confuséo obtida para o algoritmo
SVM.

Tabela 26 - Matriz de confuséo para conjunto de dados de teste usando modelo SVM para
classificar grdos de café verde tradicionais e especiais

Valor previsto

Especial Tradicional
Especial 74 4
Valor verdadeiro
Tradicional 0 25

Fonte: Autor.

Na matriz de confusdo (Tabela 26), para o conjunto de dados teste, foram
utilizadas métricas de desempenho conforme item 3.11.1. O modelo SVM atingiu 0,96;
0,86; 1,00; 0,95 e 0,93 para exatidao, precisdo, sensibilidade, especificidade e F-
score, respectivamente, evidenciado ter grande potencial para discriminacao de graos
de café verdes especiais e tradicionais. As métricas de desempenho obtidas no
modelo SVM foram consistentes com aquelas obtidas em estudos anteriores sobre
graos de café verde quando utilizado aprendizagem de maquina (KILIC et al., 2007;
ARBOLEDA; FAJARDO; MEDINA, 2018; GARCIA; CANDELO-BECERRA; HOYO,
2019; OLIVERI et al., 2019).

Conforme demonstrado para PCA, a predicao por modelo SVM também revelou
gue a variavel 405/500 nm foi importante para constru¢cdo do modelo (Figura 19), a
qual representa a fluorescéncia na regido verde. Em grdos de café verdes, a
fluorescéncia verde é associada aos compostos fendlicos, que sao fluoréforos naturais
(SOMPORN et al., 2011; BELGUIDOUM et al., 2014; WEI; TANOKURA, 2015;
MUNOZ et al., 2020).
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Figura 19 - Importancia de cada variavel com base no algoritmo SVM para discriminagéo de
café verde especial ou tradicional usando dados de reflectancia e fluorescéncia
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A fluorescéncia verde foi avaliada a partir de 10 compostos fendélicos em
concentracdo de 0,1 mg L (Tabela 27).

Tabela 27 - Fluorescéncia emitida por diferentes fluor6foros usando a combinagdo de
excitacao/emissao de 405/500 nm

Analitos Intensidade

405/500 nm
Acido 4-hidroxibenzoico 0,100
Acido caféico 0,000
Acido cinamico 0,000
Acido clorogénico 0,077
Acido ferdlico 0,000
Acido galico 0,000
Acido sinapico 0,025
Cafeina 0,048
Catequina 0,100
Trigonelina 0,000

Fonte: Autor.
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As maiores intensidades de fluorescéncia foram observadas para os acidos
4-hidroxibenzoico, sinapico e clorogénico, cafeina e catequina na combinacéo
excitacdo/emissao de 405/500 nm. Apesar da complexidade da matriz da amostra e
das condic¢des quimicas na fluorescéncia, essas espécies quimicas podem influenciar
na discriminacdo dos grdos de café verde especial ou tradicional (SIKORSKA;
KHMELINSKII; SIKORSKI, 2019).

As imagens RGB (ou seja, imagens capturadas no espectro visivel) de gréos
de café verde especiais e tradicionais e imagens de autofluorescéncia (escala de cinza
e nCDA) foram capturadas na combinacédo de 405/500 nm, com valores médios de
autofluorescéncia obtidos para ambas as classes, Figura 20. Essas imagens foram
selecionadas para ilustrar o padréo de autofluorescéncia usando a variavel que mais
influenciou a PCA e o modelo SVM (405/500 nm) para discriminagéo de graos de café

verde especial ou tradicional.
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Figura 20 - Imagens RGB brutas (espectro visivel) de graos de café verde tradicionais ou
especiais; imagens de autofluorescéncia correspondentes capturadas na combinagdo de
excitacdo/emissdo de 405/500 nm (escala de cinza e imagens transformadas pelo algoritmo
nCDA) (a). Intensidade média de autofluorescéncia referente aos gréos especiais (n=640) e
tradicionais (n=384) na combinagcdo 405/500 nm, onde as médias seguidas de letras
diferentes diferem pelo teste t de Student ao nivel de confianga de 95% (a = 0,05) (b).
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Nas imagens RGB, Figura 20a, o café especial apresentou melhor uniformidade
de formato em relacdo ao café tradicional. Enquanto, as imagens de autofluorescéncia
(imagens em tons de cinza e nCDA), revelaram maior intensidade de
autofluorescéncia na classe de café tradicional (Figura 20a). Essa diferenca foi
significativa a um nivel de significancia de 95% pelo teste t de Student (Figura 20b),
relembrando que mudancas nos padrdes espectrais do café verde especial e
tradicional podem resultar de fatores edafocliméaticos, composicdo quimica e
processamento. Por exemplo, os cafés especiais caracterizam-se pela alta qualidade,
sabor superior, potencial de aroma e auséncia de defeitos, enquanto o café tradicional
apresenta baixo potencial de sabor e aroma e também pode apresentar defeitos na
composicdo (DA SILVA TAVEIRA et al., 2014; BEMFEITO et al., 2021).

Com os resultados da andalise MSI combinados com o modelo de aprendizado
de maquina, foi possivel fornecer abordagem rapida, eficiente, ndo destrutiva e
guimicamente amigavel para classificacdo dos graos de café verde em especial ou
tradicional. O que pode também ser perfeitamente adotado, vantajosamente, pela
propria industria cafeeira, maior interessada em avaliages rapidas e ndo destrutivas.

No futuro, porém, investigacbes com amostras de café de outras regides
deverdo desenvolver novos modelos matematicos de classificacao e de predi¢cdo, com
a indicacdo da pontuacéo de classificacdo de acordo com o protocolo da prova da

xicara (para graos especiais).
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5 CONCLUSAO

Nas analises de composi¢ao quimica dos compostos em gréos verdes de cafés
especiais e tradicionais foi observado que os parametros avaliados estdo presentes
em ambos os cafés e que a diferenciacdo ocorre em relacéo a concentracao.

Dos dezenove parametros avaliados houve diferenca estatistica somente entre
0s compostos fendlicos totais, cafeina, aglcares ndo redutores, agucares totais, acido
nicotinico, 5-hidroximetilfurfural, acetaldeido, etanol e etanol/metanol. O café verde
tradicional apresentou maiores teores de cafeina e acido nicotinico, enquanto que o
café verde especial apresentou maiores teores dos demais parametros.

O acido 4-hidroxibenzoico pode ser utilizado como marcador de café verde
especial, pois foi quantificado apenas em uma das oito amostras do café verde
tradicional analisadas.

Quanto ao perfil cromatografico obtido nas analises de compostos volateis e
nao volateis ndo foram observadas diferencas significativas entre as amostras.

Nas andlises de componentes principais foi possivel realizar a diferenciacao
dos graos de café verde em especial e tradicional, tanto utilizando os 19 parametros
avaliados, quanto utilizando apenas os parametros das analises espectrofotométricas
(em ambos casos, sempre considerando o fator altitude de cultivo). Além disso, os
atributos cafeina, acido nicotinico, acido cafeico, trigonelina, acido 3-hidrozibenzoico
e 0 alcool iso-amilico sédo atribuidos aos graos de café verde tradicional e estédo
relacionados com caracteristicas indesejadas e com a forma de processamento
(por via seca), influenciando negativamente na qualidade. Os grdos de café verde
especial sdo correlacionados aos aclUcares nao redutores, acUcares totais,
altitude, etanol/metanol, etanol, acetona, 5-hidroximetilfurfural, compostos fendlicos
totais, acido clorogénico, 4-hidroxibenzoico, acetaldeido e metanol, que sé&o
responsaveis por caracteristicas desejadas que influenciam positivamente quanto a
qualidade.

A analise multiespectral demonstrou as diferencas espectrais entre os graos de
café verde tradicionais e especiais, em que os padrbes de autofluorescéncia na
combinacao de excitagdo/emisséo de 405/500 nm, contribuiram mais para diferenciar
as classes. O modelo SVM apresentou melhor desempenho com precisdo de 0,96
para o conjunto de dados teste e 0,97 para a AUC. Na matriz de confusédo, o modelo

SVM também apresentou resultados satisfatérios para precisdo, exatidao,
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sensibilidade, especificidade e F-score. Além disso, alguns possiveis fluoroforos foram
identificados com fluorescéncia verde que podem influenciar na discriminacgéo do café
verde pela tecnologia de imagem de autofluorescéncia. Assim, o uso de imagens
multiespectrais combinado com o0 modelo de aprendizado de maquina pode ser um
meétodo vantajoso para a triagem de graos de café verde tradicionais e especiais, com

resultados rapidos que néo requerem pré-tratamento ou destruicdo das amostras.
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