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RESUMO

O café é um produto fundamental para a economia brasileira. Em 2018 foram
exportadas aproximadamente 58 milhdes de sacas, mais de um terco da producao
global do gréo, o que equivale a mais de US$5,3 bilhdes. Dessa maneira, € necessario
um rigido controle de qualidade desse tipo de produto. Atualmente, a autenticacao de
amostras de café é feita por meio da técnica de microscopia, e, infelizmente, os
resultados s&o subjetivos e a técnica é obsoleta. No presente trabalho propde-se a
utilizacdo de metodologias espectroscopicas como alternativa para autenticacdo de
amostras de café torrado e moido; as técnicas utilizadas foram a Ressonancia
Magnética Nuclear e absorcdo no Infravermelho em conjunto com ferramentas
quimiométricas. A técnica de NMR mostra-se bastante robusta e permite identificar
diretamente pela analise dos espectros amostras adulteradas, principalmente quando
se trata de adulterantes com amido, atingindo limites de deteccéo que variam de 0,32
a 0,86% (g/100 g de café); contudo, as técnicas de espectroscopia no infravermelho,
tanto proximo quanto meédio, permitem uma maior frequéncia analitica e néo
necessitam etapas de pré-tratamento de amostra, tal qual ocorre com NMR; todos
resultados das trés técnicas analiticas foram submetidos a analises quimiométricas e
obtiveram classificacdo correta em 100% dos casos, conforme o modelo SIMCA
desenvolvido para cada uma delas. Um subproduto do café que vem ganhando
espaco e atencdo do mercado comercial € o 6leo de café verde, extraido dos gréaos
de café nao torrados, e possui uma série de beneficios associados ao seu consumo
ou utilizacdo devido a varios compostos benéficos em sua composicao; o 6leo de café
verde possui elevado valor comercial e, com isso, sua autenticagdo se faz necesséria
tal qual ocorre com o proprio café ou com demais 6leos vegetais de elevado valor
comercial. Neste trabalho, propfe-se a autenticacdo de amostras comerciais de 6leo
de café verde utilizando espectroscopia vibracional associada com ferramentas
guimiométricas e equipamentos portateis e de facil operacdo. O modelo SIMCA
desenvolvido permitiu diferenciar amostras puras de amostras adulteradas com niveis
de adulteracéo de até 1%. Também foi avaliada a conversao de componentes do 6leo
de café verde como marcadores do tempo de estocagem. As metodologias
desenvolvidas sdo robustas, confidveis, precisas e requerem minimo ou nenhum
preparo de amostra.

Palavras-chave: café, 6leo de café, espectroscopia vibracional, RMN, controle de
qualidade



ABSTRACT

Coffee is a fundamental commaodity for Brazilian economy. In 2018, 58 million of coffee
bags were exported, which is equivalent to more than a third of global coffee
production, generating a revenue of US$5.3 billion. That is why is necessary a rigid
quality control of this kind of product. Nowadays, coffee authentication is performed by
microscopy technique and, unfortunately, the results obtained are subjective and the
technique used is obsolete for the purpose. In this work, we propose the use of
spectroscopic methodologies as alternative for microscopy techniques; Nuclear
Magnetic Resonance and Infrared absorbance were used together with chemometric
tools. NMR technique showed itself quite robust and allowed the identification of coffee
fraud by the observation of NMR spectra, mainly when the adulterant utilized was
starch-based, with detection limits ranging from 0.32 up to 0.86% (g each 100g of
coffee); however, infrared spectroscopy techniques, both near and medium, allow a
higher analytical frequency and they do not need any sample preparation steps, as
occurs with samples in *H-NMR method; the results from all three methods were
submitted to chemometric analysis and obtained a correct classification rate of 100%
in all cases. A coffee by-product that has been gaining attention of commercial markets
is the green coffee oil, which is obtained from unroasted coffee beans and has
innumerous health benefits associated with its consumption and utilization due to its
several compounds associated with beneficial properties; green coffee oil has a high
commercial value and, with it, its authentication is necessary because, as occurs with
coffee itself or other vegetable oils with high commercial value, green coffee oil may
be subject of fraud. In this work, we intent to authenticate green coffee oil commercial
samples using vibrational spectroscopy associated with chemometric tools and
portable equipment with easy handling. The developed SIMCA model allowed us to
differentiate adulterated samples from pure one with 1% adulteration limit. Also, it was
evaluated the conversion rate from triacylglycerols in free fatty acids as markers of
storage time. The methodologies developed proved to be robust, trustable, precise and
require minimum or no sample preparation steps.

Keywords: coffee, coffee oil, vibrational spectroscopy, NMR, quality control.
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1. Introducéo

1.1 Café

O café é o fruto do cafeeiro, que é um arbusto da familia Rubiaceae e do género
Coffea L. e, atualmente, sdo conhecidas mais de 100 espécies diferentes deste
mesmo género. Contudo, somente duas dessas espécies possuem interesse
comercial: Coffea arabica, popularmente conhecido como café arabica e Coffea
canephora, também chamado de café robusta ou conilon (Kemsley, Ruault e Wilson,
1995).

As diferencas entre essas duas espécies de café sao inUmeras, desde a altura
do pé e temperatura ideal de plantio até a aparéncia do grao. Os graos de café arabica
sdo mais alongados enquanto os graos de café robusta sdo mais arredondados
(Figura 1). O café arabica responde melhor a temperaturas entre 15 e 25°C enquanto
o café robusta suporta temperaturas mais elevadas, entre 20 e 30°C. Em relacao a
altitude de cultivo, o café arabica exige uma elevacdo de 1500 a 2500 metros acima
do nivel do mar, ja o café robusta pode ser cultivado em elevacdes entre 0 e 900
metros acima do nivel do mar. Os teores de lipideos, acucares e cafeina também
diferem entre as duas espécies; enquanto no café arabica os valores encontrados sao
15-17% de lipideos, 6-9% de acucares e 0,8-1,4% de cafeinas; os teores do café
robusta sdo 10-12%, 3-7% e 1,7-4%, respectivamente. Essas distincdes sao
responsaveis pelas diferencas sensoriais e econdémicas entre as duas espécies;
enquanto o café arabica possui sabor mais complexo, maior teor de acidez e também
um valor econémico mais elevado, o café robusta possui maior teor de fendis o que
confere a bebida um sabor metalico e mais amargo (Moldvaer, 2016). Atualmente,
cerca de 70% da producao mundial de café é referente ao café arabica, porém, o café
robusta € importante pois € utilizado para constru¢do de blends da bebida e, dado ao

seu maior teor de sélidos soluveis, é responsavel por dar mais “corpo” a bebida.
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Coffea arabica

Coffea canephora

Figura 1 — A esquerda, gréos crus de café arabica e robusta, a direita, gréos torrados de
cafés arabica e robusta
Fonte: adaptado de http://arabicarobustacoffeesupplier.com/differences-arabica-and-robusta-coffee/

O grao de café vem do fruto do cafeeiro conhecido como cereja, pois quando
atinge o ponto ideal de maturacdo possui uma casca lisa e fina e coloracédo vermelho
escuro. Na Figura 2 a seguir, é possivel observar os varios estagios de maturacao do
fruto do cafeeiro.

Figura 2 — Fruto do cafeeiro (cereja) em diferentes estdgios de maturacdo. Em (A) tem-se o
fruto verde, em (B) no estagio ideal de maturacao para colheita e em (C) o gréo seco.
Fonte: adaptado de https://karibukahawa.wordpress.com/2018/06/03/harvesting-post-harvesting-
practices-green-coffee-guide/

Como é possivel observar na Figura 3 a seguir, o fruto do café € composto,
basicamente, por exocarpo (casca), mesocarpo (polpa), endocarpo (pergaminho) e
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endosperma (grao). A casca envolve o fruto do cafeeiro e, quando madura, possui
coloracdo vermelho escura. A polpa do fruto possui sabor adocicado devido ao alto
teor de acgucares. O pergaminho trata-se de uma fina pelicula que envolve o grédo de
café, produto de interesse comercial.

Casca (exocarpo) Polpa (mesocarpo)

Gra d
rdo (endosperma) Pergaminho (endocarpo)

Figura 3 — Seccao transversal de uma cereja de café madura.
Fonte: adaptado de https://www.tibaagan.com/coffea-arabica-rubiaceae/

Apbs a colheita dos frutos de café, da-se inicio ao processo de beneficiamento
que, resumidamente, trata-se de secar os frutos de café para retirada dos gréos de
café prontos para comercializacao.

Inicialmente tem-se o processo de limpeza, no qual sdo separadas possiveis
impurezas trazidas da lavoura juntamente com os frutos, como folhas, gravetos e etc.
entdo, d4-se o processamento no qual o café pode ser processado de trés maneiras:
por via Umida, via seca ou via semiumida; no preparo por via imida, o café é separado
€ lavado e segue entdo para o despolpador onde € descascado e despolpado, para
eliminar quaisquer resquicios do fruto, estes sdo submersos em tanques de
fermentacdo e sdo, em seguida, lavados; no processo por via seca, a secagem do
café é feita com o grédo ainda na casca, em seguida, da-se o processo de lavagem,
separacao e secagem; ja no processo por via semiumida os frutos sao limpos e
separados por densidade, sendo que o café que boia é o menos denso e vai
diretamente para a secagem. Apdés as etapas de lavagem e separacao, nas quais as
impurezas sdo eliminadas e sdo separados conforme o grau de maturacédo, tem-se 0
processo de secagem dos graos sendo que esta pode ser feita em terreiros, secadores
mecanicos ou a partir da combinacgéo entre os dois; apos a secagem dos graos, o café
esta pronto para ser ensacado e comercializado. Na Figura 4, pode ser observado um

esquema explicativo das etapas de beneficiamento do café (Degaspare, 2013).
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Colheita

l

Limpeza

Wia tmida
Wia semiumida
Wia seca

1

Processamento

L

Lavagem

1

Separacdo

1

Secagem

1

Armarzenamento

Figura 4 — Esquema dos processos que envolvem o beneficiamento do café.
Fonte: elaborado pela autora.

Ha diversos relatos na literatura que associam o consumo moderado e regular
de café a varios beneficios a saude, como a diminuicdo do risco de doencas
cardiovasculares, diminuicdo da incidéncia de doencas como Parkinson e Alzheimer,
reducao no risco de desenvolver diabetes do tipo 2, auxilia na diminuigdo da pressao
arterial e também previne a formacao de alguns tipos de tumores (O’Keefe et al., 2013;
Samoggia e Riedel, 2019) o que torna um café um produto Unico, o qual combina
beneficios para a saude do consumidor com a reconfortante sensacéo associada ao
consumo da bebida.

O café teve origem na Etidpia, onde as tribos da regido, desde a Antiguidade
(4000 a.C. — 476 d. C.), conheciam seu poder estimulante; os nativos consumiam 0s
frutos obtidos das plantas de café devido a sua polpa adocicada; também as folhas
da planta eram mastigadas ou utilizadas para o preparo de chas (Associacéo
Brasileira da Industria de Café, 2010; Martins, 2008).

Mesmo tendo sua origem no continente africano, foi o povo arabe quem
dominou as técnicas de plantio e preparacao do café. Ha indicios que desde 575 d. C.
na regiao atualmente denominada como Iémen, habitantes locais foram os primeiros
a cultivarem as plantas de café fora da Africa. Até ent&io, os povos arabes, assim como

os etiopes, também consumiam o café em sua forma crua, fervendo os frutos do café
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com finalidade medicinal (Associacéo Brasileira da Industria de Café, 2010; Martins,
2008).

O café popularizou-se ao redor do mundo depois que chegou ao continente
europeu. No Brasil, a primeira muda de café foi trazida da Guiana francesa em 1727
pelo sargento-mor Francisco de Mello Palheta a pedido do entdo governador do
estado do Grao-Para. As primeiras mudas foram plantadas na regido norte e nordeste,
mais especificamente nos atuais estados do Para, Maranhdo bem como na Bahia. No
entanto, como o clima da regido ndo é muito propicio ao plantio do café, no inicio do
século XIX deu-se inicio ao cultivo do café na regido sudeste, principalmente nos
estados de Minas Gerais e Sao Paulo, onde o clima, altura e solo séo ideais para o
plantio do café arabica, conforme enunciado anteriormente.

Desde entdo o café representa um papel fundamental na economia brasileira.
Ao longo dos anos o Brasil se mantém como lider na producéo e exportacéo de graos
de café. Somente no ano de 2018, a producéo brasileira de café foi de 58 milhdes de
sacas! de café, enquanto a producdo global do grdo foi de aproximadamente 160
milhdes de sacas de café, ou seja, a producdo de café no Brasil representa cerca de
36,3% da producéo global (Associacéo Brasileira da Industria de Café, 2018; Ferreira
e Santos, 2018). De acordo com a Organizacao Internacional do Café (ICO), a respeito
dos paises exportadores de café, se somadas as producbes do 2° (Colébmbia) e 3°
(Vietnd) colocados no ranking de paises exportadores, ndo se equivale a producao de
café do Brasil (International Coffee Organization, 2019).

Quanto a safra de 2018/2019, as exportacdes de café aumentaram cerca de
30% em relacédo ao ano anterior, sendo assim, cerca de 41 milhdes de sacas de café
foram exportadas, gerando uma receita de cerca de 5,3 bilhdes de délares, o que
representa um aumento de quase 10% em relacao a safra anterior (Caetano, 2019).

Em relacdo ao mercado interno, o consumo de café vem crescendo
gradativamente ao longo dos anos; em 2018, o brasileiro consumiu, em média, 6,02
kg de café ao ano, equivalente a 99,5L da bebida pronta, um aumento de 4,8% em
relacdo ao ano anterior, em que o consumo médio foi de 5,81 kg (REUTERS, 2019).

Pelo exposto, é possivel considerar o café como um valioso produto comercial,
dado os beneficios a saude relacionados ao seu consumo, bem como a complexidade

da obtencé&o do produto comercial, desde o plantio dos cafeeiros até o beneficiamento

1 Cada saca equivale a 60 quilogramas.
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dos graos. Usualmente uma Unica saca de café é exportada a valores que ultrapassam
R$ 500. Sendo assim, ndo ha estranhamento quanto surgem relatos que amostras de
café sao objetos de fraude.

Segundo a Comisséo Europeia de Normalizacéo, a fraude alimentar é definida
como a alteracdo intencional do conteudo ou formacdo de um produto alimentar. A
fraude alimentar é ocasionada por motivacdo econdmica e consiste em acdes
propositadas tomadas para enganar 0s consumidores, comprometendo a
autenticidade, seguranca, qualidade ou confiabilidade dos alimentos (Meng et al.,
2020).

Ha indmeros exemplos na literatura que podem ser citados a respeito de fraude
alimentar como por exemplo a adulteracao de leite com adicdo de melamina (Bittar et
al., 2017; Yang et al., 2013) adicionada para falsificar um aumento no teor de
proteinas, ou peréxido de hidrogénio (Abbas et al., 2010; Lima et al., 2020) utilizado
para aumentar o tempo de prateleira do produto; adulteracdo de mel com xarope de
alta frutose (Sobrino-Gregorio et al., 2018; Wang et al., 2015); adulteracao de azeite
de oliva com 6leos vegetais de menor valor comercial (Mendes et al., 2015), com 6leo
de cozimento (Li et al., 2018); ou mesmo a adulteracdo de extrato de tomate com
adicdo de sacarose para ocasionar o aumento da viscosidade do produto (Liu et al.,
2017). Esses sao alguns exemplos encontrados na literatura de adulteracdo de
alimentos, préatica que, além de ser prejudicial a economia por gerar produtos de baixa
qualidade, é danosa ao consumidor que, além de adquirir um produto com menor
qualidade, pode ser vitima de sérias doencas ou alergias associadas ao consumo dos
alimentos fraudados.

Em relacdo ao café, infelizmente a situacdo ndo € diferente. A adulteracdo
deste tipo de produto se déa pela adicao de materiais de menor valor comercial; esses
materiais geralmente sdo graos ou sementes, mas também podem ser as cascas do
proprio café ou mesmo terra, galhos e folhas. A titulo de comparacéo na Tabela 1 a
seguir é possivel observar o valor de cada saca dos grdos comumente utilizados na

adulteracao do café.
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Tabela 1 — Comparacéo entre o valor da saca de café e demais graos.

Gréo Valor da saca (R$)
Café arabica 506,80
Café robusta 306,00
Milho 47,37
Soja 85,29
Arroz 46,25
Cevada 48,01
Trigo 47,94

Fonte: elaborado pela autora com base nas informagdes retiradas de
https://www.noticiasagricolas.com.br/cotacoes e https://www.agrolink.com.br/cotacoes
(em 26/11/2019)

Diversas metodologias retratadas previamente relatam a determinacdo de
adulterantes em amostras de café (Toci et al., 2016). Podem ser citados Vvarios
exemplos como a adulteracdo com milho e autenticacdo por meio de metodologia
cromatografica com deteccdo por fluorescéncia (Jham et al., 2007) ou por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (Jham et al., 2008);
metodologias cromatograficas também foram utilizadas para determinar adulteracéo
em amostras de café com soja e trigo com auxilio de anélise quimiométrica (Pauli et
al., 2014). A quimiometria também foi aplicada a andlises espectroscopicas como
analise de infravermelho para determinacdo de diversos adulterantes como casca de
café, milho, cevada e borra de café (Reis, Franca e Oliveira, 2016; Reis, Franca,
Adriana S e Oliveira, 2013), ou mesmo a utilizacdo de infravermelho préximo (NIR, do
inglés Near-Infrared) para deteccdo de adulteracdo por milho (Winkler-Moser et al.,
2015); outro exemplo de adulteracdo de amostras de café é a presenca de café
robusta em amostras declaradas como sendo “100% arabica”, sendo assim, é
importante destacar o uso de metodologias para determinar a presenca da espécie
robusta em amostras de café como, por exemplo, com deteccdo por NIR (Pizzaro,
Esteban-Diéz e Gonzéalez-Séiz, 2007) ou mesmo por NMR (Monakhova et al., 2015),
dentre outros exemplos.

No Brasil, o 6rgao responsavel pele controle da qualidade do café é a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que estabelece um limite de 1% (1 g a cada

100 g de café) para impurezas nas amostras de café (ANVISA - Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria, 1999a; Burns e Walker, 2019), porém, as impurezas tratam-se de
pedacOs de pau, folhas, pedras ou residuos de terra, correspondentes a colheita e
beneficiamento do café, portanto, ndo ha um limite minimo permitido para adi¢éo de
outros grdos ou sementes as amostras de cafés, como milho, cevada, arroz, soja ou
mesmo cascas de café.

Desde 1989, a ABIC (Agéncia Brasileira da Industria de Café), uma agéncia
nao governamental, prové a marcas que solicitam o seu “selo de pureza”. O selo de
pureza ABIC é fornecido a marcas que possuem somente café em sua composicao.
Mesmo nédo sendo obrigatdrio para comercializacao de café no Brasil, uma marca que
possui 0 selo de pureza ABIC pode passar maior confiabilidade ao consumidor.
Contudo a metodologia utilizada pela ABIC para autenticacdo de amostras de café,
microscopia 6tica ou eletrdnica, é bastante inapropriada para autenticacao desse tipo
de amostra (Amboni, Francisco e Teixeira, 1999; Menezes Jr., de e Bicudo, 1951).

Sendo assim, no presente trabalho, pretende-se utilizar metodologias limpas e
confidveis para autenticacdo de amostras de café torrado e moido. As metodologias
selecionadas, e discutidas posteriormente, foram a Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear bem como a Espectroscopia no infravermelho com Transformada
de Fourier, tanto nos comprimentos do infravermelho préximo (NIR) quanto do

infravermelho médio (Mid-IR).

1.2 Oleo de café verde

Nem todos os graos de café produzidos sdo adequados para 0 consumo e
estima-se que cerca de 28% desses graos serdo descartados pois hdo apresentam
as caracteristicas apropriadas para comercializacao (Turratti, 2001). Como alternativa
ao desperdicio desses grdos de café defeituosos, € possivel utilizad-los para a
producdo de uma matéria-prima de alto valor agregado e com propriedades Unicas: 0
Oleo de café verde.

O 6leo de café verde é obtido a partir dos gréos crus de café, que possuem
uma coloracéo esverdeada. Contudo, ndo se deve supor que o 6leo de café verde é
obtido através dos frutos imaturos.

Ha diversos meios que podem ser utilizados para obtencdo do 6leo de café

verde, dentre os quais podem ser citados a extracdo com fluido supercritico utilizando
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CO2 (Araujo e Sandi, 2006; Azevedo et al., 2008), a extracdo com auxilio de ondas
ultrassonicas e éter de petrdleo como solvente (Tsukui et al., 2014), Soxhlet no qual
hexano é geralmente usado como solvente e, 0 mais popular, a prensagem a frio; em
média sdo necessario de 12 a 15 kg de café cru para producao de um litro do éleo de
café (Casagrande, 2016).

O d6leo de café verde apresenta propriedades Unicas quando comparado aos
demais Oleos vegetais. Dentre seus constituintes (Tabela 2) estdo os diterpenos
cafestol e caveol (Figura 5), duas substancias associadas a redugcao de tumores,
como cancer colorretal, por exemplo; sendo assim, pode-se afirmar que o consumo
desses diterpenos possui um efeito quimopreventivo (Cavin et al., 2002). Esses
diterpenos também estdo associados a apoptose celular? de tumores como
mesotelioma pleural maligno, um tipo severo de cancer que envolve a membrana
pulmonar, também conhecida como pleura; de acordo com estudos a presenca de
cafestol e caveol suprime a viabilidade das células do mesotelioma (Lee, Chae e Shim,
2012).

Tabela 2 — Principais constituintes do 6leo de café verde.

Componentes %em matéria seca
Triacilglicerois 75,2
Esteres de alcoois de diterpenos e acidos graxos 18,5
Alcoois de diterpenos 0,4
Esteres de esterdis e acidos graxos 3,2
Esterois 2,2
Tocoferdis 0,04-0,06

Fonte: adaptado de (Speer e Kdélling-Speer, 2006)

OH OH

OH OH

S S

9] O

Cafestol Caveol

Figura 5 — Formulas estruturais do cafestol e caveol.
Fonte: adaptado de (Silva et al., 2012)

2 Morte celular programada.
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Outra caracteristica singular do 6leo de café verde, que o difere dos demais
Oleos comerciais € a presenca de cafeina (Figura 6) em sua composicao. A cafeina é
um poderoso estimulante do sistema nervoso central sendo também responséavel por
melhorar a memoaria e a concentragdo, bem como um melhor desempenho fisico do

consumidor de produtos contendo cafeina (Cappelletti et al., 2014).

N |
A A
>
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Figura 6 — Férmula estrutural da cafeina.
Fonte: elaborado pela autora.

A composicao de acidos graxos encontrados no 6leo de café verde é bastante
singular quando comparado com os demais 6leos vegetais, na Tabela 3, é possivel
observar mais detalhadamente essas diferencas, dentre as quais destacam-se as
porcentagens de acido palmitico (C16:0) e acido araquidico (20:0) que séo superiores

a dos demais 6leos vegetais avaliados.

Tabela 3 — Composigéo de acidos graxos do 6leo de café verde e de diferentes
Oleos vegetais

0,
PAG Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico | Araquidico Referéncia
Sleo (C16:0) (C18:0) | (C18:1) | (C18:2) (C18:3) (C20:0)
Café
verde 30,2 8,0 10,6 46,3 16 2,3 (WZ?eg‘oalkle)r et
(arabica) B
Café
verde 31,3 5,9 12,5 44,0 15 2,4 (WZ?eg‘oalkle)r et
(robusta) "
(Gunstone,
Canola 4,1 1,8 63,2 211 8,6 0,65 1996)
(Coelho e
Chia 6,7 2,7 10,6 17,4 62,0 0,09 Salas-Mellado,
2014)
. (Gunstone,
Milho 11,5 1,6 55,8 29,6 0,92 0,35 1996)
. (Orsavova et
Gergelim 9,7 6,5 415 40,9 0,21 0,63 al., 2015)
. (Gunstone,
Soja 111 4,7 20,5 53,9 8,9 0,34 1996)
. (Orsavova et
Girassol 6,4 2,6 28,0 62,2 0,16 0,60 al., 2015)

Fonte: elaborado pela autora.
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O dleo de café verde é alvo de grande interesse das industrias cosmética e
farmacéutica por uma série de fatores. Primeiramente, o 6leo de café verde auxilia na
manutencdo da umidade natural da pele, melhorando sua hidratagdo; também possui
a capacidade de absor¢do da radiacdo UV na faixa do UVB (que é a radiacao que
causa os maiores danos a pele humana) (Wagemaker et al., 2011, 2015). Um dos
acidos graxos presentes na composicao do 6leo de café verde, o acido linoleico
(C18:2) promove o alivio para eczemas, bem como representa um importante papel
no tratamento de casos de dermatite (Grollier e Plessis, 1988). Outras propriedades
importantes do 6leo de café verde séo devido a presenca dos diterpenos que, além
de possuir acado antioxidante, previnem diversos tipos de cancer como de coélon e
figado e também previnem o estresse oxidativo e danos ao DNA (Cardenas, Quesada
e Medina, 2011).

O consumo do oleo de café verde também estd associado a uma série de
beneficios a saude, devido ao alto teor de acidos clorogénicos, que desempenham
um importante papel no sistema circulatorio. Também o consumo deste tipo de
produto esta associado a prevencdo de uma série de doencas, como a prevencao de
obesidade, hipertensdo e tumores gastrointestinais (Garg, 2016).

Tendo em vista os fatores anteriormente expostos, justifica-se o porqué do
elevado valor comercial do 6leo de café verde: enquanto uma saca de café (de 60 kg)
é vendida por cerca de R$ 500,00, um litro de 6leo de café pode custar mais de US$
400,00. Sendo assim, nao seria inusitado surgirem adulteracdes nesse tipo de produto
tal qual ocorre com o préprio café, ou mesmo com outros 6leos vegetais de valor
comercial consideravel.

Dentre os exemplos de adulteracdo de 6leos vegetais de interesse comercial é
possivel citar a adulteracéo de amostras de azeite de oliva extra virgem com 6leos de
baixo valor comercial como soja, girassol e milho (Aroca-Santos et al., 2015; Durme,
Van e Vandamme, 2016; Oussama et al., 2012); éleo de argan adulterado com 6leo
de girassol, soja ou oliva (Oussama, Elabadi e Devos, 2012; Salghi, Armbruster e
Schwack, 2014); 6leo de coco extra virgem adulterado com gordura de porco, gordura
de frango, sebo bovino, sebo de carneiro (Xu et al., 2015), ou éleo de girassol e milho
(Rohman e Che, 2011) ou também 6leo de gergelim adulterado com éleo de milho,
amendoim soja, girassol ou colza (Seo et al., 2010; Zhang et al., 2016).

No entanto, por se tratar de um produto relativamente novo, ndo ha relatos na

literatura que abordem a adulteracdo em amostras de 6leo de café verde e, conforme
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estabelecido anteriormente, ha indicios suficientes para supor que ocorram (ou
venham ocorrer) esse tipo de pratica. Sendo assim, pelo exposto, no presente projeto
propde-se o0 desenvolvimento de metodologias analiticas para determinacdo de
adulterantes em amostras de 6leo de café verde. As metodologias selecionadas foram
a cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) para
determinacao dos acidos graxos e espectroscopia vibracional, mais especificamente
infravermelho e Raman para determinacao do padréo espectroscopico das amostras.
A técnica de GC-FID foi também utilizada para avaliagdo da decomposicao da fragéo

de triacilglicerdis (TAG) em funcdo do ano de producéo.

1.3 Metodologias analiticas

Aqui serdo descritas as técnicas e ferramentas analiticas selecionadas para
autenticacdo das amostras de café torrado e moido bem como das amostras de 6leo

de café verde.

1.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os primeiros estudos de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) foram
realizados no inicio da década de 1930. A descoberta da NMR € creditada a Isidor
Isaac Rabi (1898-1988), um fisico americano de origem polonesa laureado com o
Prémio Nobel de Fisica em 1944 por suas pesquisas a respeito do fenbmeno de
ressonancia magnética nuclear. Posteriormente, no final da década de 1940 e inicio
da década de 1950, grupos de pesquisa das universidades de Stanford a Harvard
desenvolveram, independentemente, a espectroscopia de NMR; como resultados, as
pesquisas de Edward Mills Purcell (1912-1997) de Harvard e Felix Bloch (1905-1983)
de Stanford foram laureados com o Prémio Novel de Fisica em 1952 por seus estudos
no desenvolvimento de novas maneiras e métodos para medidas precisas do
magnetismo nuclear (Dieguez et al., 2018).

Os nucleos atdmicos apresentam uma propriedade intrinseca denominada spin
nuclear que faz com que os nucleos estivessem girando em torno de um eixo. Na

realidade, qualquer ndcleo atbmico que possua massa impar, numero atdémico impar
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(ou ambos), possui momento angular magnético e momento angular de spin; os
nlcleos mais comuns com essas caracteristicas sdo 'H, 13C, *N, 'O e 1°F,

Se um nucleo atdmico possui momento angular de spin, o nimero de estados
de spin permitidos € determinado pelo seu numero quantico de spin nuclear I. Para
cada nudcleo, o numero de | € uma constante fisica e existem 2I+1 estados de spin
permitidos variando de +l a — | (Pavia, Donald L. et al., 2010). Como os estados de
spin permitidos ndo possuem a mesma energia em um campo magnético aplicado
(Bo), ja que o nucleo pode ser considerado uma particula carregada e qualquer carga
gue se move gera seu préprio campo magnético, o nucleo atdbmico tem um momento

magnético (1) que é ocasionado por sua carga e seu spin. O nlcleo de 'H pode ter
dois estados de spin: em sentido horario (+1/,) e em sentido anti-horario (—1/,),

sendo que os 1 de ambos apontam em dire¢des opostas. Em Bo, todos os prétons tém
seus W alinhados sendo eles contra ou a favor de Bo (Pavia, Donald L. et al., 2010),

essas duas situacdes estdo descritas na Figura 7. Das duas orientacdes permitidas

para o nlcleo de 'H, o estado de spin + 1/2 tem menor energia que o estado de spin

- 1/2, pois o primeiro caso esté a favor de Bo, enquanto no segundo caso o estado de

spin é contréario a Bo.

Direcdio de By

spin=1/  spin+1/y

Figura 7 — Ambos os estados de spin permitidos para o nlcleo de *H
Fonte: elaborado pela autora.

O fendbmeno de ressonancia magnética nuclear da-se quando os nucleos
alinhados com o campo aplicado séo induzidos a absorver energia e, assim, trocam a
sua orientacdo de spin em relacdo a Bo (Pavia, Donald L. et al., 2010), conforme

esquematizado na Figura 8. Como a absorgéo de energia é um processo quantizado?,

8 Quantizacdo: relativo a absorcdo de valores exatos de energia para transicdo entre subniveis
energéticos.
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a energia absorvida deve ser equivalente a diferenca de energia entre os dois estados

envolvidos, tendo em conta que a energia de um foton é dada por E = hv.

_lfz - "lf"z _l_ W
-ty = =

T lfrg _T_ + -l{'{g — Direcio de By

Figura 8 — Processo de ressonancia para o nucleo de *H.
Fonte: elaborado pela autora.

A diferencga de energia (AE) € uma fungao da intensidade do campo magnético
aplicado (Bo), portanto, AE = f(Bo). Quando maior a magnitude de Bo, maior sera o
valor da diferenca entre os dois estados de spin permitidos. A amplitude dos niveis de
energia também é dependente do nucleo atbmico envolvido, pois cada nucleo possui
uma diferente relacdo entre o momento magnético e o momento angular, uma vez que
cada nucleo possui carga e massa diferentes; essa relacdo é conhecida como razéo
giromagnética (y) e € constante para cada nucleo e determina a dependéncia da

energia com o campo magnético. Como o0 momento angular do nucleo é quantizado

em termos de h/2m, € possivel reescrever a equacgao AE = y% B, = hv em func¢éo da

frequéncia (v) da energia absorvida como v = %BO. Ao introduzir o valor da razéo

giromagnética do nucleo atbmico na equacédo anterior e, tendo em vista a magnitude
do campo magnético utilizado, é possivel descobrir em qual frequéncia o nucleo do
atomo estudado ira absorver energia (Pavia, D. L. et al., 2010).

Os nucleos dos atomos entram em ressonancia quando absorvem energia e
realizam transi¢cdes de spin; essas transi¢coes nucleares de spin ocorrem quando 0s
nacleos atdbmicos absorvem energia e comegam a mudar sua orientagdo no campo
magnético aplicado, tem-se entdo o fendmeno de precessdo, ou seja, 0 nucleo
atdmico girando sob influéncia de Bo, como pode ser visto na esquematizacdo da
Figura 9. Quando um campo magnético é aplicado, o nucleo do atomo comeca a
alterar sua direcdo sobre seu eixo de rotacdo com uma frequéncia angular o que €

proporcional a magnitude de Bo.
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Figura 9 — A precessdao do nucleo girando como resultado da influéncia de Bo.
Fonte: elaborado pela autora.

Uma vez que o nucleo apresenta carga, a precessdo resulta em um campo
elétrico oscilatério com frequéncia angular equivalente a ®. Caso as ondas
eletromagnéticas de radiofrequéncia incidentes dessa mesma o forem direcionadas
ao nucleo atdmico que esta em processo de precessdo, pode ocorrer absorcao de
energia por parte do nucleo. Ou seja, quando a frequéncia do componente do campo
elétrico oscilatério da radiacao incidente é igual a frequéncia do campo elétrico gerado
pelo nucleo precessando, ambos os campos elétricos podem acoplar e assim sera
possivel transferir a energia da radiacdo incidente para o nucleo do &atomo,
ocasionando uma alteracdo no spin. Esse fenbmeno é denominado ressonéancia e
entdo é possivel afirmar que o ndcleo entra em ressonancia com a onda
eletromagnética de radiofrequéncia que incide sobre ele (Pavia, Donald L. et al.,
2010).

_1/12

Figura 10 — Processo de ressonancia magnética de um nucleo atbmico quando v = .
Fonte: elaborado pela autora.
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Em relacdo ao 'H-NMR, sdo investigados os nucleos de hidrogénios na
substancia analisada e nem todos os nucleos de 'H possuem a mesma ressonancia
na mesma frequéncia, isso deve-se ao fato de que os prétons em uma mesma
molécula sdo rodeados por elétrons e estdo em ambientes eletrénicos (e magnéticos)
levemente distintos em relacédo aos demais. As densidades eletronicas da camada de
valéncia variam de um 'H para outro. Diz-se que os prétons sédo blindados pelos
elétrons em torno deles. Em Bo, 0s elétrons da camada de valéncia sao forgcados a
circular, esse fendmeno ocasiona a corrente diamagnética local e ocasiona um campo

magnético em direcdo oposta a Bo, esse fendbmeno é denominado como blindagem

By

Oposto a By
diamagnética ou anisotropia (Pavia, D. L. et al., 2010) e esta ilustrado na Figura 11.

Figura 11 — Blindagem diamagnética de um nucleo causada pela circulagéo de elétrons.
Fonte: adaptado de (Raja e Baron, 2019)

Em consequéncia da blindagem diamagnética, cada ntcleo de H é blindado
contra Bo com um a intensidade que dependera da densidade eletrbnica a sua volta;
ou seja, quanto maior a densidade eletrbnica em volta do nicleo, maior sera o campo
magnético induzido contrario a Bo.

Como o campo magnético contrario que blinda o nucleo diminui a intensidade
que Bo aplica no nucleo atbmico, consequentemente, esse nucleo ir4 precessar com
uma frequéncia mais baixa e € nessa frequéncia que o nucleo absorve radiacdo das
ondas eletromagnéticas de radiofrequéncia. Cada *H de uma molécula encontra-se
num ambiente quimico ligeiramente diferente, logo, sua blindagem sera ligeiramente
diferente o que ocasiona em uma frequéncia de ressonancia ligeiramente distinta.

Uma vez que as diferencas de frequéncias de ressonancia sdo muito pequenas,
elas sdo mensuradas para obtencdo de resultados precisos; ao invés de mensurar

essas pequenas diferencas de frequéncia € utilizada uma solugdo contendo um
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padrao de referéncia e a substancia a ser analisada. A frequéncia de ressonancia de
cada nulcleo de 'H é mensurada em relagdo a frequéncia de ressonancia do material
de referéncia, sendo assim, o que é medido é a diferenca entre as frequéncias da
substancia de interesse e do material de referéncia. Um exemplo de material de
referéncia bastante utilizado € o tetrametilsilano (TMS), representado na Figura 12,
seus hidrogénios dos grupamentos metila sdo bastante blindados e quimicamente
equivalentes; sendo assim, quando a medida de um composto € realizada, a
ressonancia de seus protons € dada em funcéo do deslocamento (em Hz) em relacao
aos préotons do TMS. Outro exemplo € o TSP, geralmente utilizada para solventes

aguosos nas analises de NMR.

H3C @ CHy ®)
\ /
Si—CHjz HC—S! 0
/ \ CH

HsC CHj .

Figura 12 — Formula estrutural do (a) tetrametilsilano (TMS) e (b) Acido
trimetilsililpropanoico (TSP).
Fonte: elaborado pela autora.

Ja que o deslocamento do nucleo atbmico é dependente da intensidade de Bo,
€ usual expressar as medidas de ressonancia em termos de deslocamento quimico
(8) que é dado em partes por milhdo (ppm) pois, para obter esse parametro divide-se
o valor do deslocamento do nudcleo (em Hz) pela frequéncia de operacdo do
equipamento (em MHz). Sendo assim, § expressa o0 quanto a ressonancia do nucleo
atdmico é deslocada em relacdo ao padrdo TMS e, por definicdo, drys = 0,00 ppm,
bem como demais padrbes de NMR (Pavia, D. L. et al., 2010).

Uma importante observacao a ser feita sdo os solventes utilizados no preparo
de amostra para uma analise de NMR, principalmente quando o nucleo em questédo é
o 'H. Para que o hidrogénio presente nos solventes nao interfiram na andlise da
amostra, é necessario que eles sejam substituidos pelo is6topo 2H, também conhecido
como deutério (ou D). Como os atomos de D ressoam numa frequéncia diferente dos
nucleos de H, o solvente deuterados sera “invisivel” ao equipamento e somente os
'H da substancia analisada serdo vistos no espectro de NMR.

A ressonancia magnética nuclear é uma importante ferramenta de analise, uma

vez que a partir dela é possivel elucidar estruturas de moléculas organicas bastante
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complexas (Tavares e Ferreira, 2006). No presente trabalho, a versatilidade da NMR
sera explorada ao utiliza-la como ferramenta analitica na autenticacédo e quantificacao
de amostras de café torrado e moido.

Quando se trata de fraude alimentar, a técnica de NMR mostra-se bastante
promissora para analise de adulteracdo de uma série de matrizes, sejam elas
alimentos ou mesmo bebidas (Hachem et al., 2016; Hatzakis, 2019; Hong et al., 2017;
Hu et al., 2015; Monakhova, Kuballa e Lachenmeier, 2013). H& inimeros exemplos
gue podem ser citados dos mais variados tipos de matrizes, como a adulteracéo de
amostras de azeite de oliva extra virgem com 6leo vegetais de menor valor comercial,
como aveld, amendoim, soja e girassol (Mannina et al., 2009; Smejkalova e Piccolo,
2010; Vigli et al., 2003); a adulteracdo de suplementos alimentares de origem natural
com inibidores de apetite sintéticos (Vaysse et al., 2010); adulteracdo de acafrdo com
corante vermelho Sudan (Petrakis e Polissiou, 2017), adulteracdo de mel, cerveja e
especiarias (Kuballa et al., 2018; Lindner, Bermann e Gamarnik, 1996) ou mesmo
autenticacdo de amostras de suco de laranja (Vogels et al., 1996) e vinho tinto (Ferrari
et al., 2011).

Alguns estudos de NMR com amostras de café demostraram o potencial desta
técnica para andlise desse tipo de matriz. Dentre os estudos realizados € possivel
citar a quantificacdo da fracdo de café robusta em amostras de café arabica por meio
do sinal marcador da presenca de café conilon, 16-O-metilcafestol, em 3,165 ppm
(Monakhova et al., 2015), variacdo do grau de torra e sua influéncia nos principais
compostos presentes no café desde o café cru, passando pelos graus de torra claro,
meédio e escuro (Wei et al., 2012), determinacdo de origem do café de diferentes
continentes: América, Africa e Asia (Consonni, Cagliani e Cogliati, 2012), dentre outros
estudos (Moura Ribeiro, de et al., 2017; Tavares e Ferreira, 2006; Toci et al., 2018). A
técnica de 'H-NMR foi utilizada para analises com equipamento de alta resolugéo em
amostras de 6leo de café (D’Amelio et al., 2013) e a analise metaboldémica do mesmo
tipo de matriz (Kwon et al., 2015) para identificacéo sinais dos constituintes desse tipo
de amostra.

Aqui sera descrito desenvolvimento de uma metodologia para autenticagéo de
amostras de café torrado e moido com seis diferentes adulterantes (arroz, cascas de
café, cevada, milho, soja e trigo) em dois graus de torra distintos (torra média e torra
escura) utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e ferramentas

guimiométricas.
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1.3.2 Espectroscopia Vibracional

A espectroscopia vibracional € um conjunto de técnicas ndo destrutivas que
mensura a energia vibracional das ligacdesem dado composto. Cada ligagdo quimica
possui uma energia de vibracdo Unica e devido a singularidade dessa energia cada
composto tera sua “impressao digital” (ou fingerprint, em inglés). Esse fingerprint pode
ser utilizado para determinar estruturas de compostos, identifica-los, caracteriza-los
ou mesmo para identificar impurezas.

Existem dois tipos de espectroscopia vibracional: a espectroscopia no
infravermelho (IR) e a espectroscopia Raman. A principal diferenca entre elas sao os
tipos de transicdes e vibracdes medidas; geralmente, essas técnicas sdo usadas de

forma conjunta para obter informacdes complementares sobre uma mesma amostra.

1.3.2.1 Espectroscopia no infravermelho

A radiacdo na regido do infravermelho foi detectada por Fredereick William
Hershel (1738-1822), um astrbnomo e compositor aleméao, em 1800 quando notou que
filtros de diferentes cores deixavam passar quantidade diferentes de calor em suas
observacdes da luz solar (Lovell, 1969). Todos os compostos que possuem ligacdes
covalentes, sejam eles organicos ou inorganicos, apresentam absor¢cao na regiao do
infravermelho do espectro eletromagnético (400 — 800 nm); a regido vibracional do
infravermelho (2,5 — 25 um, correspondentes a 4000 — 400 cm-?) é a qual sera utilizada
para a realizacdo de medidas relacionadas a técnica de infravermelho como

ferramenta espectroscopica, esta regido estd em destaque na Figura 13.
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Figura 13 — Representacgéo de parte do espectro eletromagnético mostrando a relacdo do
infravermelho vibracional com outros tipos de radiacao.
Fonte: adaptado de (Pavia et al., 2014)

Como é possivel observar na Figura 13, o comprimento de onda () &
inversamente proporcional a frequéncia (v) de acordo comv = ¢/ A, com ¢ sendo a
velocidade da luz. No entanto, a energia é diretamente proporcional a frequéncia, de
acordo com E = hv. No intuito de utilizar uma relacao direta entre o comprimento de
onda e a energia, nas medidas de infravermelho, utiliza-se o nimero de onda (v), cuja
unidade é dada em cm™ e é facilmente convertido em frequéncia apenas pela
multiplicagdo de v por ¢ (cm s). O nimero de onda é utilizado por ser diretamente
proporcional a energia e, assim, tornar mais facil a interpretacdo das informacdes

adquiridas pelos equipamentos de infravermelho (Pavia, D. L. et al., 2010).
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Conforme ocorre em outros tipos de absorcdo de energia, as moléculas,
guando absorvem radiacdo na regiao do infravermelho do espectro eletromagnético,
sofrem excitacdo para atingir um estado de maior energia. Como em outros processos
de absorcao, a absor¢cdo de energia no infravermelho é um processo quantizado; a
radiacdo nessa faixa de energia (8 — 40 kJ molt) corresponde as frequéncias
vibracionais de estiramento e dobramento das liga¢des, conforme ilustrado na Figura

14, de grande parte das moléculas covalentes.

Deformacdes axiais

-— o —p -—
@ o o @ °

Simétrica Assimeétrica

Deformacdes angulares

~ 2 ~

Simétrica Assimétrica
Simetrica fora do plano Assimetrica fora do plano

Figura 14 — Modos de vibragédo das moléculas no infravermelho. X é vetor que indica o
movimento para dentro do campo e e é o vetor indica 0 movimento para fora do campo.
Fonte: elaborado pela autora.

Héa dois tipos de deformacbes em relagcdo as moléculas no infravermelho:
deformacfes axiais e angulares. As deformacdes axiais envolvem alteracdes no
comprimento de ligacdo das moléculas e ocorrem na regido do eixo dela; ja as
deformacbes angulares ocasionam alteracbes nos éangulos de ligacdo e
correspondem ao movimento de um grupo de atomos em relacdo ao restante da
molécula, sem que as posicdes relativas dos atomos dos grupos se alterem.
Deformacdes podem também ser simétricas ou assimétricas; as deformacdes
simétricas possuem menores valores de niumeros de onda do que as deformacgbes

assimétricas e, consequentemente, envolvem menos energia também.
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Apenas ligacbes que tem momento de dipolo que mudam em funcao do tempo
sdo capazes de absorver radiacdo no infravermelho. Para transferir energia, uma
ligacdo deve apresentar um dipolo elétrico que mude na mesma frequéncia da
radiacdo que estad sendo introduzida. O dipolo elétrico oscilante da ligacdo pode,
entdo, acoplar-se com o campo eletromagnético da radiacao incidente. Sendo assim,
pode-se afirmar que a técnica de infravermelho é bastante sensivel as moléculas e
estruturas que possuem uma diferenca de polaridade, porém, ndo apresenta boa
resposta no caso de moléculas simétricas e apolares.

Na instrumentacéo classica de infravermelho, tem-se que o aparelho dispersivo
no espectro é registrado a medida que a frequéncia da radiacdo no infravermelho é
alterada pela rotacdo da rede de difracdo, logo o espectro € obtido no dominio da
frequéncia. Em equipamentos mais atuais, ao invés de registrar a variacdo da
frequéncia, a radiacdo de infravermelho, emitida pela fonte (com todos os
comprimentos de onda da faixa usada), € colimada por um espelho e, entdo, é
introduzida em um interferdmetro, formado por um divisor de feixes e dois espelhos,
sendo um deles mével e o outro fixo. A radiagdo que incide no divisor € separada em
dois feixes que sdo novamente refletidos, um por cada espelho em direcéo ao divisor
de feixes. Dessa forma, quando as duas partes voltam a se combinar ocorre o
processo de interferéncia (Rangel et al., 2017). Um esquema do equipamento pode
ser observado na Figura 15. Depois de passar pela amostra, o sinal medido forma o
interferograma que consiste num grafico de intensidade em funcdo do tempo e, por
meio dele sdo obtidos resultados de dificil interpretacdo, mas, ap0s a operacao
matematica de transformada de Fourier, o resultado é convertido em um grafico de
intensidade em funcdo da frequéncia que é virtualmente idéntico aos resultados
obtidos com os equipamentos dispersivos, porém, é utilizado um equipamento mais
barato e mais rapido. Comumente refere-se a técnica de infravermelho como FTIR,

ou seja, o infravermelho associado a transformada de Fourier.
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Fonte de IR

Divisor de feixe

Espelho fixo
Amostra

Espelho mévelI

Detector

Figura 15 — Esquema do equipamento de infravermelho com interferébmetro.
Fonte: elaborado pela autora.

Muitas das técnicas abordadas no presente trabalho utilizam-se do algoritmo
matematico da transformada de Fourier para obtencdo de seus espectros, desde a
técnica de NMR, j& mencionada anteriormente, como também as técnicas de NIR e
Raman, a serem discutidas posteriormente. A transformada de Fourier € bastante
popular pois, através dela, foi possivel desenvolver equipamentos mais baratos e mais
rapidos com a mesma eficiéncia, isso porque ela possibilita a conversao de dados
obtidos no dominio do tempo em dados no dominio da frequéncia que, nada mais sao
do que os espectros associados a cada uma das citadas técnicas.

De acordo com o que foi anteriormente mencionado, a técnica de FTIR usa a
transformada de Fourier para converter dados brutos de comprimentos de onda
coletados pelo detector num espectro de infravermelho; sendo assim, o espectro € um
produto das vibrac¢des das ligacdes de uma molécula, essas vibragdes sdo produzidas
pela passagem do feixe de radiacdo de infravermelho através da amostra e entéo, a
informacé&o resultante é coletada sob a forma de um espectro.

Tradicionalmente amostras solidas, para analises de FTIR, sdo misturadas a
KBr para formacdo de uma pastilha feita com auxilio de uma prensa hidraulica. O
brometo de potassio (KBr) é utilizado para o preparo de amostra pois possui uma
ampla faixa espectral de trabalho e ndo apresenta sinais significativos na regiao do
Mid-IR (Ferraro e Krishnan, 1989).
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Outro método para amostragem no infravermelho é a ATR (reflexdo total
atenuada) que apresenta uma série de vantagens em relacéo a utilizacao da pastilha
de KBr. O preparo de amostra é mais simples e menos laborioso, a variacdo espectral
devido ao preparo de amostra € minimizada pois os efeitos relacionados ao preparo
da pastilha de KBr, como o tamanho das particula e grau de moagem, séo eliminados
(Thompson, Gauthier e Islam, 2009). Um feixe de luz na faixa do infravermelho passa
através do cristal ATR (que pode ser ZnSe ou diamante) de maneira a refletir ao
menos uma vez fora da superficie interna em contato com a amostra. Essa reflexdo
forma a onda evanescente que se estende para a amostra. A profundidade de
penetracdo na amostra é tipicamente entre 0,5 e 2 um. O nimero de reflexdes pode
variar de acordo com o angulo de incidéncia. O feixe é ent&o coletado por um detector
quando sai do cristal (Figura 16). A maioria dos espectrometros infravermelhos
modernos pode ser convertida para caracterizar amostras por meio de ATR. Ao invés
de misturar a amostra com KBr como no FTIR de transmisséo, ela € colocada
diretamente na placa de amostragem do dispositivo sobre a janela 6tica com o cristal
ZnSe (ou diamante) (Subramanian e Rodriguez-Saona, 2009).

Onda evanescente

— .
g < -

ZnSe

(ou diamante) . , s T
// Saida do feixe de IR \

Entrada do feixe de IR

Figura 16 — Representacdo do fendbmeno da ATR em analises de IR.
Fonte: adaptado de https://rtilab.com/techniques/ftir-analysis/

Um terceiro método utilizado para a amostragem na técnica de IR é conhecido
como reflectancia difusa para infravermelho com transformada de Fourier ou DRIFT.
A técnica de preparacdo DRIFT é comumente usada em quimica para preparar
amostras de p6 e sdélidos. Quando as amostras sao penetradas com um feixe de
radiacdo na faixa do infravermelho, ha dois tipos de energia refletida gerada:
refletancia especular e difusa. A refletancia especular ocorre na superficie da amostra
e ndo possui interacdo de absorcdo com a amostra, enquanto a refletancia difusa
resulta da penetracdo na amostra interagindo com as particulas da amostra (Milani et

al., 2017), conforme ilustrado na Figura 17.
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Reflectdncia especular Reflectdncia difusa

Figura 17 — Representacao dos fenbmenos de reflectancia especular e reflectancia difusa.
Fonte: adaptado de (Luiz et al., 2015)

A refletancia difusa contém as informacdes espectrais da absorcdo no
infravermelho. O acessoério DRIFT otimiza a coleta da energia refletida de maneira
difusa a0 mesmo tempo em que minimiza a energia refletida especular. A técnica de
preparacao DRIFT ainda exige que as amostras sejam misturadas com KBr, porém,
evita a necessidade formacdo de uma pastilha com uma prensa hidraulica. Os
resultados de DRIFT podem ser afetados adversamente por diferencas no tamanho
das particulas e comprimentos de onda IR incidentes. Para compensar esses
problemas, as amostras sdo misturadas com o KBr para obtencdo dos espectros
DRIFT precisos na regido de 1200 — 400 cm da regido do Mid-IR. A técnica DRIFT
pode resultar em maior resolucéo dos espectros e menor interferéncia das bandas de
agua em comparacgao com as técnicas de transmissdo, na qual a amostra é preparada
somente com o KBr (Haberhauer e Gerzabek, 1999; Subramanian e Rodriguez-
Saona, 2009).

Dada a versatilidade da técnica de FTIR, sua utilizacdo para deteccao de
fraudes alimentares € bastante abrangente, gerando metodologias confiaveis para os
mais diversos tipos de matrizes (Rodriguez-Saona e Allendorf, 2011). A técnica de
Mid-FTIR ja foi descrita para autenticacdo de amostras de 0leo de abacate com 6leos
vegetais de menor valor comercial, como girassol, soja e canola (Quifiones-Islas et
al., 2013); autenticacdo de amostras de suco concentrado de rom& com suco
concentrado de uva (Vardin et al., 2008); analise de possiveis adulterantes em
chocolate e seus subprodutos com gordura (Che Man et al., 2005); a adulteracao de
alméndegas de carne bovina com carne de porco (Rohman e Che, 2011); bem como
a adulteracédo de azeite de oliva extravirgem com 6leo de palma (Rohman e Man,

2010), dentre outros exemplos em diferentes matrizes.
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A analise de amostras de cafeé torrado utilizando técnicas de FTIR foi realizada
para determinacdo de multiplos adulterantes com DRIFTS por meio da observacao de
sinais caracteristicos das amostras de café que permitiam diferencid-las dos
adulterantes analisados utilizando ferramentas quimiométricas de PCA e LDA (Reis,
Franca e Oliveira, 2013), analise do grau de torra por meio da analise do café coado
utilizando ATR-FTIR, por meio da regido entre 1800-1600 cm™ responsavel pelos
sabores caracteristicos de cada grau de torra estudado (Lyman et al., 2003);
determinacdo de acido clorogénico e capacidade antioxidante dos graos de café
(Liang et al., 2016) e estimacao do teor de cafeina em amostras de cafés e chas
(Paradkar e Irudayaraj, 2002). Em relacdo ao Oleo de café verde ha analise da
capacidade antioxidante e comparacédo desses perfis em amostras de 6leo de café
verde e Oleo de café torrado durante o aguecimento (Raba et al., 2015).

No presente trabalho, a técnica de infravermelho sera utilizada para analise de
amostras de 6leo de café verde e amostras de café torrado e moido para auxiliar na
autenticacao e determinacéo dos respectivos perfis, associado ao uso de ferramentas

quimiométricas.

1.3.2.2 Espectroscopia no infravermelho préximo

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) € um tipo de espectroscopia
vibracional cuja faixa compreende os comprimentos de onda variando de 750 a
2500 nm, que correspondem a 13300 — 400 cm™. Essa faixa de energia é superior
aguela necesséaria para excitar a molécula para estados vibracionais de maior energia,
porém, ainda é inferior a valores necessarios para ocasionar excitacao dos elétrons
da molécula (Pasquini, 2003).

A técnica de NIR apresenta uma série de vantagens, dentre elas analises ndo
destrutivas, ndo invasivas, rapidez, requer um preparo de amostra simples, é
facilmente aplicavel a equipamentos portateis para analise in situ bem como para
analise online e possui uma aplicacdo bastante ampla, sendo considerada
praticamente universal, pois € sensivel as ligagbes C-H, S-H, N-H ou O-H.

Enguanto a espectroscopia no infravermelho se desenvolve desde o século
XIX, os avancos da técnica de NIR ocorreram a partir da década de 1980, juntamente
com 0s avancos de técnicas quimiomeétricas que possibilitam a melhor interpretacéo

dos resultados obtidos.
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Para mensurar o nivel da interacdo eletromagnética com atomos e moléculas,
€ necessario ter em vista a energia dos fétons (E = hv) constituintes da radiacéo;
esses fotons podem excitar as vibracdes das ligacdes quimicas das moléculas da
amostra a ser analisada. As transicfes energéticas vibracionais fundamentais séo
correspondentes a regido do infravermelho médio e os overtones (sobretons) e
combinacgdes dessas transi¢coes correspondem a regido de infravermelho préximo.

Inicialmente, para entender o conceito de overtone, deve-se ter em mente o
conceito do oscilador harmdénico, uma vez que a ligagdo quimica entre dois atomos
vibora em uma frequéncia caracteristica semelhante a uma mola que pode ser
representada pelo modelo do oscilador harménico, representado esquematicamente
pela Figura 18. No modelo do oscilador harménio diatbmico, dois atomos de massas
ma1 e mz, estdo ligados por uma mola perfeitamente elastica; ambos os &tomos oscilam

em torno da distancia de equilibrio e a expresséo da energia dos niveis vibracionais é
descrita por E, = hu(v + 1/2), na qual v é o nimero quantico vibracional (v =0, 1, 2,
3,...) e v é a frequéncia do oscilador harménico; de acordo com este modelo, os niveis

de energia de um oscilador estao igualmente espacgados, sendo a diferenca entre eles
igual a hv (Pasquini, 2003).

Energia Potencial

Dustancia interatomica

Figura 18 — Representacao esquematica do modelo de oscilar harménico ideal.
Fonte: adaptado de (Pasquini, 2003)

Os overtones na espectroscopia de NIR sdo formados por bandas de
combinacdo, que sdo excitacbes dos elétrons aos niveis de energia maiores. O
espectro do NIR contém até 4 overtones. Em termos do numero quantico vibracional
(v) os overtones assumem as transicoes de v = 0 para v = 2 no primeiro overtone, v =

0 para v= 3 no segundo overtone, e v = 0 para v = 4 no terceiro overtone, o quarto



46

overtone é geralmente ignorado por ser pouco intenso (Subramanian e Rodriguez-
Saona, 2009). Geralmente os espectros de NIR séo bastante complexos, sendo dificil
a atribuicdo precisa de suas bandas, tal qual é feito para a espectrometria do
infravermelho médio. Por isso, geralmente a utilizacdo da técnica de NIR esta
associada ao uso de ferramentas quimiométricas que s&8o capazes de extrair
informacdes e facilitar a interpretacdo dos dados de NIR. A utilizacdo de diferentes
ferramentas quimiométricas associada a técnicas espectroscopicas sera discutida
posteriormente.

O equipamento de infravermelho préximo com transformada de Fourier é
bastante semelhante ao equipamento de FTIR e é composto de basicamente de uma

fonte de emisséo infravermelha, divisor de feixe e espelhos (moveis e fixos).

Espelho fixo

1

Divisor de feix&

Amostra pm——m

1]

Detector

Fonte de
Infravermelho

Espelho mével I

Laser

Figura 19 — Esquematizacdo do equipamento de espectroscopia de NIR.
Fonte: adaptado de (Catelani, 2017).

As aplicacGes da espectroscopia de NIR as analises de fraudes alimentares
sdo diversas (Downey, 1996), alguns exemplos que podem ser citados sdo da
utilizacdo de NIR na autenticacdo da origem botéanica de amostras de mel (Ruoff et
al., 2006), autenticacdo de diversos tipos de bebidas alcodlicas, ndo alcodlicas e
laticinios (Wang et al., 2017); autenticacdo de amostras de leite organico (Liu et al.,
2018); autenticacdo de filé de peixe (Alamprese e Casiraghi, 2015); controle de
qualidade e autenticacao de pimentdes (Sanchez et al., 2019) e amostras de cha preto
(Firmani et al., 2019).

Em relacdo as andlise de café utilizando a espectroscopia de NIR h& trabalhos
relatando a utilizacdo da técnica para determinacao do teor de aclcares em gréaos de
café verde utilizando a ferramenta quimiométrica de regressdo dos minimos

quadrados por meio da determinacédo do teor de proteinas totais (Morgano et al.,
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2005); avaliacdo da origem geogréafica de graos de café ardbica (Marquetti et al.,
2016); monitoramento online do processo de torra do café (Catelani et al., 2018);
quantificacdo de gréo de café defeituosos por meio da analise quimiométrica de partes
dos espectros de graos de café saudaveis e graos de café improprios para 0 consumo
(Craig et al., 2015) bem como a quantificacdo de ocratoxina A em amostras de café
cru (Taradolsirithitikul, Sirisomboon e Dachoupakan Sirisomboon, 2017).

No presente trabalho, pretende-se avaliar a adulteracdo em amostras de café
torrado e moido por meio de equipamento portétil de espectroscopia no infravermelho
préximo sem preparo de amostras utilizando quatro tipos diferentes de adulterantes:

soja, cevada, milho e cascas de cafeé.

1.3.2.3 Espectroscopia Raman

A descoberta do chamado “espalhamento Raman” foi feita pelo fisico indiano
Chandrasekhara Venkata Raman (1888 — 1970) em 1923 e trata-se do fendmeno de
espalhamento inelastico da luz através da matéria; devido a sua descoberta C. V.
Raman foi laureado em 1930 com o prémio Nobel de Fisica. A técnica de Raman é
um tipo de espectroscopia vibracional que faz uso da interacéo da luz com a matéria
para determinar a constituicdo e/ou composi¢cao de amostra; enquanto na analise da
espectroscopia no infravermelho utiliza o processo de absorc¢éo da radiacao incidente,
na espectroscopia Raman, faz-se uso do espalhamento da radiacdo incidente para
realizacdo das medidas.

O processo de difusdo Raman, conforme descrito pela mecanica quantica,
ocorre quando os fétons interagem com uma molécula que pode evoluir para um
estado virtual de maior energia. A partir desse estado de maior energia, podem ocorrer
diferentes resultados. Um desses resultados seria o relaxamento da molécula até um
nivel de energia vibracional que é diferente do nivel de energia do seu estado inicial,
produzindo um féton de energia diferente. A diferenca entre a energia do féton
incidente e a energia do foton propagado é chamada de efeito Raman. Quando a luz
interage com a matéria, a maior parte dos fotons dispersos ou propagados possui a
mesma energia dos fotons incidentes, esse fenbmeno € conhecido como
espalhamento elastico ou espalhamento Rayleigh, como pode ser observado na
Figura 20. Contudo cerca de 1 a cada 107 fétons é propagado com energia diferente

daquela do foton incidente, a esse efeito da-se o nome de espalhamento inelastico
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gue pode ser do tipo Stokes ou anti-Stokes; quando a mudanca na energia do foton
propagado é menor que a energia do féton incidente, a espalhamento inelastico é
chamado de Stokes. Algumas moléculas podem comecar em um estado de excitacdo
vibracional e, quando passam ao estado virtual de energia elevada, elas podem
relaxar até um estado final de energia que € menor que a do estado de excitacao
inicial e esse espalhamento inelastico € chamado de anti-Stokes (Ferraro e

Nakamoto, 2003), conforme exemplificado no diagrama da Figura 20:
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Figura 20 — Diagrama de niveis de energia com os estados de energia na

espectroscopia Raman.
Fonte: elaborado pela autora.

A fonte de emissédo de radiacdo no caso da espectroscopia Raman é um feixe
de luz monocromaética, geralmente um laser que, ao atingir a amostra, € espalhado
por ela gerando radiagdo de mesma energia ou de energia diferente daquela que
incide, o espalhamento inelastico da radiacdo resultante possibilita a obtencdo de
muitas informacdes relevantes sobre a composicdo quimica da amostra em questédo
e 0 espectro resultante equipare-se a uma impressao digital da amostra estudada,
pois cada amostra espalha a energia incidente de uma maneira singular (Ferraro e
Nakamoto, 2003).

O espectrdmetro de Raman constitui-se basicamente em uma fonte de emissao

de radiagdo, que geralmente € um laser, um filtro para coletar a radiacido espalhada,



49

uma rede de difracdo e o detector, como é possivel observar no esquema da Figura
21.

Detector

Laser e filtro R_ede Ele

de linha difracdo

Espelho amplificador
do feixe
Divisor
I O de feixe | / Espelhos
Amostra  Lente Filtro Fenda de entrada ajustavel

Figura 21 — Esquema do espectrometro Raman.
Fonte: adaptado de https://www.sas.upenn.edu/crulli/TheRamanSpectrophotometer.html

Conforme afirmado anteriormente, a técnica de Raman é considerada
complementar a técnica de infravermelho; isso ocorre porque enquanto o
infravermelho possui boa resposta a grupamentos polares e moléculas assimétricas,
a espectroscopia Raman é bastante sensivel as moléculas apolares e ciclicas, que
nao apresentam boa resposta na espectroscopia no infravermelho. Isso ocorre porque
na técnica de Raman mensura as mudancas na polarizabilidade das ligactes
moleculares, enquanto o infravermelho investiga alteraces nos momentos dipolares
das moléculas. As ligacBes moleculares tém transicdes de energia especificas nas
quais ocorre uma mudanca na polarizabilidade, dando origem aos modos ativos em
Raman. As moléculas que contém ligacdes entre &tomos homonucleares sofrem uma
mudanca na polarizabilidade quando fotons interagem com elas e resultam nas
bandas espectrais no espectro de Raman, porém, essas mesmas bandas seriam
dificeis de visualizar no espectro de infravermelho (Ferraro e Nakamoto, 2003).

Os espectros de Raman séo praticamente um fingerprint da amostra analisada,
sendo assim, essa técnica apresenta grandes vantagens desejaveis a autenticacao
de amostras alimentares, como sensibilidade, pouca ou nenhuma necessidade no

preparo de amostra, rapidez e analises ndo invasivas ou destrutivas.
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O emprego da espectroscopia Raman na identificacdo de adulterantes e
autenticacdo de amostras alimentares evidencia a versatilidade dessa ferramenta
analitica (Danezis, Tsagkaris, Brusic, et al., 2016; Danezis, Tsagkaris, Camin, et al.,
2016), como por exemplo na autenticagcédo de amostras de azeites de oliva extravirgem
(Wang et al., 2016; Zou et al., 2009) ou 0Oleo vegetais (Park et al., 2017), autenticacao
da origem geogréfica de arroz (Sha et al., 2019); autenticacdo da origem botanica de
amostras de mel (Oroian e Ropciuc, 2018), autenticacdo de 6leo de peixe como
suplemento alimentar (Ellis et al., 2005); autenticacdo de amostras de pisco em
relacdo a origem das uvas (Rathmell, Rodriguez-saona e Meneseovglu, 2018) e a
autenticacdo de queijo e derivados (Sowoidnich e Kronfeldt, 2016).

Em relacdo as analises de amostras de café utilizando a espectroscopia
Raman, alguns exemplos sdo a utilizagdo da técnica para o monitoramento da
qualidade dos gréos de café crus durante a estocagem em até 18 meses utilizando
diferentes materiais de embalagem, sendo que a espectroscopia Raman mostrou-se
mais sensivel que a andlise sensorial as variagdes na composicao dos graos de café
(Abreu et al., 2019), diferenciacdo de gendtipos de café arabica, um da variedade
Novo Mundo e trés da variedade Bourbon (Figueiredo et al., 2019) também para o
controle de qualidade do café utilizando lasers de diferentes comprimentos de onda e
também variando a poténcia desses, porém, foi necessario extrair a fracdo oleosa das
amostras de café analisadas pois, devido ao laser, ocorre a degradacdo das amostras
de café (Dias e Yeretzian, 2016).

No presente trabalho, a espectroscopia Raman foi utilizada para autenticacao
frente a seis tipos diferentes de adulterantes (6leos de chia, canola, milho, gergelim,

soja e girassol) em amostras comerciais de 6leo de café verde.

1.3.3 Quimiometria

Quimiometria € uma area da Quimica que faz uso de ferramentas matematicas
e estatisticas para planejar e/ou determinar condi¢cdes ideias de analise e de
experimentos e extrair o maximo de informacdes dos dados quimicos obtidos
experimentalmente. A quimiometria surgiu e se popularizou a medida que
equipamentos analiticos se modernizaram e passaram a gerar uma grande
quantidade de dados que precisavam ser analisados de maneira mais eficiente; dessa

forma, a quimiometria, aliada as técnicas analiticas convencionais, possibilita, de
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forma rapida e eficiente, a andlise e tratamento de um grande volume de dados.

Atualmente ha uma série de ferramentas analiticas quimiométricas disponiveis
para os mais distintos conjunto de dados e com as mais diferentes finalidades. Ha trés
subconjuntos de ferramentas quimiométricas: andlise exploratéria, métodos de
regressao e calibracdo e métodos de classificacdo (ou métodos supervisionados para
reconhecimento de padrées).

No presente trabalho duas ferramentas quimiométricas foram exploradas para
o tratamento dos dados experimentais referente as andalises de amostras de café
torrado e moido e 6leo de café verde, utilizando as técnicas de 'H-NMR e as

espectroscopias vibracionais de infravermelho (médio e proximo) e Raman.

1.3.3.1 Anélise dos componentes principais (PCA)

A analise dos componentes principais € uma ferramenta quimiométrica utilizada
para analise exploratoria multivariada de uma grande quantidade de dados analiticos.
Essa ferramenta reduz a dimensionalidade do conjunto de dados, resultando em
combinacgdes lineares das variaveis independentes originais sem afetar a relacao
entre as amostras analisadas. A formacdo dos componentes principais, também
chamados de PCs, resulta em um arranjo ortogonal que representa uma quantidade
maxima de variaveis e cada componente principal € formado pela combinacao linear
das variaveis originais.

Na PCA, a matriz original de dados (X) é transformada num produto de duas
matrizes, menores que a primeira de acordo com: X = TP! + E, na qual T é a matriz de
scores que sdo as coordenadas das amostras recalculadas em um novo sistema de
eixos das PCs e representam a variancia das amostras; P! é a matriz transposta dos
loadings que séo coeficientes da combinacao linear, representando a importancia de
cada variavel no sistema e E é a matriz de erro (Ferreira, 2015; Ferreira et al., 1999;
Silva, da et al., 2019).

1.3.3.2 Modelagem Independente por Analogia de Classe (SIMCA)

A ferramenta analitica também conhecida como SIMCA (Soft Independent
Model of Class Analogy) que, ao contrario da PCA, € uma analise ndo supervisionada,

ou seja, em SIMCA é necessario atribuir classes as amostras analisadas e uma PCA
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é feita em cada classe do conjunto de dados, entdo certo numero de PCs séo
selecionados para representar apropriadamente a maior parte da variancia dentro de
cada classe. Sendo assim, um modelo de componentes principais é usado para
representar cada classe no conjunto de dados. O numero de PCs selecionados em
cada classe geralmente varia de uma classe para outra e € fundamental determinar o
namero correto de PCs pois, caso haja poucas PCs para representar o conjunto de
dados, pode haver distor¢édo das informacdes contidas no modelo de classes; se 0
namero de PCs for maior do que o necessario, pode ocorrer diminuicdo da razao
sinal/ruido (Ferreira, 2015).

Para garantir que o numero correto de PCs sejam utilizados no modelo de
SIMCA é necessério realizar um procedimento conhecido como validagdo cruzada, no
qual parte dos dados experimentais sdo omitidos do modelo e entdo sdo comparados
com os valores “oficiais” (que nao forma retirados), esse processo é repetido até que
todos os dados experimentais tenham sido excluidos uma vez do modelo. Dessa
maneira, a validacao cruzada pode ser utilizada para descrever os dados do modelo
SIMCA e assegurar um alto valor para a razéo sinal/ruido. A variancia explicada por
SIMCA é dita variancia modelada e descreve o sinal analitico, enquanto o ruido é
descrito pela variancia residual (que ndo é levada em consideracdo no modelo)
(Ferreira, 2015).

Ha uma série de vantagens associadas a SIMCA que ndo se encontram em
outras ferramentas de modelagem quimiométricas (como KNN ou LDA), como, por
exemplo, o mapeamento dos dados por componentes principais o que, para amostras
gue sao descritas por um espectro ou cromatogramas (elevado niamero de variaveis)
possuem seus dados associados descritos numa menor dimensao para classificacao
na SIMCA. Quando uma amostra € semelhante a outra pertencente a mesma classe,
elas estardo proximas no grafico de PCs definido pelas amostras de uma mesma
classe (Ferreira, 2015).

Outra vantagem apresentada € o fato de caso haja uma amostra
“‘desconhecida”, ou seja, que nao pertence e nenhuma das classes previamente
determinadas no modelo, essas amostras somente sera associada a uma das classes
se possuir uma alta porcentagem de similaridade. Do contrério, se a variancia residual
for maior do que o limite pré-estabelecido para todas as classes modeladas no
conjunto de dados essa amostra desconhecida ndo sera designada a nenhuma das

classes, podendo ser considerada como uma amostra an6mala (outlier) ou
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pertencente a uma classe nao representada no conjunto de dados (Ferreira, 2015).
Também, o modelo SIMCA possui ferramentas de diagndstico responsaveis por
avaliar a qualidade dos dados utilizados para constru¢cdo do modelo, como a
“capacidade de modelagem” que descreve o quao bem uma variavel auxilia as PCs a
explicarem a variagdo do modelo SIMCA; também ha a “capacidade discriminatéria”
gue descreve o quao bem uma variavel auxilia as PCs a classificarem as amostras no
conjunto de dados, de maneira analoga ao grafico de loadings no caso da PCA.
Variaveis que possuem valores baixos das capacidades de modelagem e
discriminatodria geralmente sédo excluidas do modelo por contribuirem unicamente com

o aumento do ruido (Ferreira, 2015).

1.3.4 Cromatografia gasosa com detector por ionizagao em chama (GC-FID)

A cromatografia gasosa separa 0os componentes de uma amostra de acordo
com seus respectivos pontos de ebulicdo, desde que esses componentes evaporem
até 300°C. A amostra é injetada na coluna capilar revestida por um filme finamente
depositado (fase estacionaria) e passa através do cromatografo com auxilio de um
gas de arraste inerte de elevada pureza (fase moével). Para que uma amostra seja
compativel com analises de cromatografia gasosa € necessario que ela seja volatil ou
semi-volatil, que possua estabilidade térmica e que seja ao menos parcialmente
soluvel no gas de arraste. Por vezes, os compostos de interesse ndo apresentam
essas caracteristicas, entdo € necessario realizar um processo de derivatizacdo no
qual, por meio de uma reacao quimica apropriada, os analitos de interesse tornam-se
compativeis com andlises em cromatografia gasosa (Poole, 2012).

A cromatografia gasosa € bastante versatii e compativel com diversos
detectores com diferentes finalidades. No presente trabalho, foi utilizado o detector
por ionizacdo em chama que responde a grande maioria das substancias organicas,
sendo bastante sensivel a presenca de hidrocarbonetos e compostos organicos
volateis de uma maneira geral. Na Figura 22, € possivel visualizar um esquema do

equipamento de GC-FID.
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Figura 22 — Diagrama de um equipamento de cromatografia gasosa com detector por
ionizagdo em chama.
Fonte: adaptado de (Soria et al., 2014)

Em um FID, a amostra sofre combustdo em uma chama de Hz/ar sintético. Os
ions e elétrons livres sdo formados na chama e as particulas carregadas produzem
um fluxo de corrente mensuravel no espaco entre dois eletrodos no detector. O fluxo
de corrente resultante é mais forte que o sinal produzido pelo gas portador puro e
somente pela chama do gas combustivel. Esse diferencial de sinal fornece
informacdes sobre a amostra, a corrente é proporcional & informacéo que depende da
composicdo da amostra separada (Poole, 2012). Na Figura 23 é possivel observar um

desenho esquematico do funcionamento do detecto por ionizacdo em chama.
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N2 NZ + CuH(2n+2)

Figura 23 — Esquematizagao do funcionamento de um detector de ionizagdo em chama.
Fonte: elabora pela autora.

O detector de ionizacdo em chama (FID) utilizado € praticamente universal,
uma vez que responde a presenca de ligacdes entre carbono e hidrogénio presentes
nas amostras (Collins, C. H.; Braga, G. L.; Bonato, 2006). O FID é sensivel ao fluxo
de massa e a ionizagdo quimica que ocorre no detector da-se conforme:
CH + O — CHO + e7, como a espécie CHO ¢ instavel reage rapidamente com a agua,
de acordo com: CHO + H20 — HsO* + CO (Visentainer, 2012). A reacdo anterior
ocorre para 100000 atomos de carbonos introduzidos na chama do detector, dessa
maneira, é possivel afirmar que a magnitude do sinal gerado pelo FID é proporcional
ao numero de a&tomos de carbono e hidrogénio presentes na amostra analisada
(Collins, C. H.; Braga, G. L.; Bonato, 2006; Visentainer, 2012).

No presente trabalho a técnica de GC-FID foi utilizada com duas finalidades.
Primeiramente, para confirmacdo da composicdo de acidos graxos de amostras de
Oleo de café verde e seus possiveis adulterantes: 6leos de girassol, soja, gergelim,
milho, canola e chia. Também foi realizado estudo da decomposi¢do da fracdo de
triacilglicerois em acidos graxos livres de diferentes anos nas amostras de 0leo de

café verde.
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5 Conclusodes

Observando os resultados obtidos, apés a realizacdo dos experimentos de
'H-NMR, foi possivel concluir que 100% das amostras de cafés comerciais
adulteradas foram corretamente classificadas utiizando o modelo SIMCA
desenvolvido. Também foi possivel avaliar 'H-NMR como ferramenta analitica,
permitindo a quantificagéo de seis diferentes adulterantes em dois graus de torra
diferentes com parametros analiticos compativeis com aqueles exigidos pelos 6rgéos
responsaveis pelo controle desse tipo de alimento no Brasil e sem a utilizacdo de
preparo de amostra elaborado e moroso, resultando em resultados confiaveis,
diferentemente daqueles fornecidos pela metodologia atualmente em vigor.

Também em relacdo as andlises de café por meio de espectroscopia
vibracional com auxilio de modelos classificatorios SIMCA foi possivel enquadrar
corretamente 100% das amostras analisadas e diferenciar amostras puras de
adulteradas com niveis de adulterantes de até 5% por meio de equipamentos portateis
e nenhum preparo de amostra. A utilizacdo de equipamentos portateis vem se
popularizando nos ultimos anos pois fornece resultados rapidos e confiaveis utilizando
equipamentos de facil manipulacdo e relativamente mais baratos que aqueles
usualmente encontrados em laboratorios de andlise de controle de qualidade; outra
vantagem € a possibilidade de andlises in situ, tornando o controle de qualidade de
alimentos e bebidas muito mais facil.

Em relacdo a determinacao da autenticidade de amostras comerciais de 6leo
de café verde com a utilizacdo de espectroscopia vibracional e da ferramenta
quimiométrica de SIMCA foi possivel diferenciar amostra puras de adulteradas com
niveis de adulteracdo de até 1% sem qualquer tipo de preparo de amostra. Dentre as
amostras comerciais analisadas praticamente metade encontra-se adulterada e,
dentre as amostras adulteradas, 80% nao apresenta sequer 6leo de café verde em
sua composicao. Dado o alto valor econémico do 6leo de café verde, bem como suas
inUmeras propriedades apreciadas tanto pelas industrias cosmética e farmacéutica é
de extrema necessidade que haja um rigido controle de qualidade para esse tipo de
produto. Aqui, mais uma vez, prova-se a eficacia da utilizacdo de equipamentos
portateis para o controle de qualidade de produtos de interesse comercial os quais
podem ser operados sem a necessidade de operadores altamente qualificados e de

maneira bastante simples para a obtencdo de resultados comprovadamente
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confiaveis.

Em relacdo as analises cromatograficas, além de determinar a composicéo dos
acidos graxos e, consequentemente, autenticar a adulteracdo das amostras
comerciais de 6Oleo de café verde, foi possivel confirmar que, ao longo do tempo, a
fracao de triacilglicerol presente em amostras de 6leo de café verde em acidos graxos
livres utilizando um preparo de amostra relativamente simples e equipamentos
comuns a diversos laboratorios de controle de qualidade. As fragbes de TAG e AGL
representam marcadores do tempo de estocagem do 6leo de café verde, o que é
fundamental para assegurar a qualidade de um produto de elevado valor comercial.

Das metodologias empregadas para a analise de amostras de café torrado e
moido, o método de 'H-NMR apresenta maior robustez e confiabilidade nos
resultados, uma vez que a partir da observacdo dos espectros obtidos é possivel
afirmar se a amostra estd ou ndo adulterada, principalmente quando ha amido na
composicdo do adulterante. Porém, as técnicas de espectroscopia no infravermelho,
tanto préximo quanto médio, possuem uma frequéncia analitica maior e os dados
obtidos podem ser interpretados por meio de ferramentas quimiométricas, também
nao ha etapas de preparo de amostras como ocorre nas analises de ressonancia,
outro ponto positivo € a auséncia de solventes necessario para realizacdo das
analises, o que torna a analise menos custosa dado o elevado valor dos solventes
deuterados fundamentais para as analises de NMR.

Em relacdo as andlises das amostras de 6leo de café verde, as técnicas de
espectroscopia vibracional apresentam um menor custo e maior frequéncia analitica
do que a analise cromatogréafica também empregada. Pela observacéo dos espectros
obtidos, principalmente utilizando a espectroscopia Raman, € possivel observar se ha
Oleo de café na composicdo da amostra estudada, mais uma vez que ndo ha
necessidade de preparo de amostra, como se da para as analises cromatograficas.

Em suma, a autenticacdo de amostras de café e dleo de café obtidos por meio
das metodologias desenvolvidas permite rapido acesso aos resultados utilizando
pouco ou nenhum preparo de amostra possibilitando a andlise dessas duas matrizes

de forma rapida, precisa e ambientalmente amigavel.
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