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RESUMO

O café é um dos mais importantes produtos alimentares na economia mundial. O Brasil
¢ o maior produtor e exportador do grao e o segundo maior consumidor do produto no
mundo. A maior parte do café disponivel comercialmente sdo as espécies do tipo café
arabica (Coffea arabica L.) e café robusta/conilon (Coffea canephora L.), além de
suas misturas. O café arabica tem maior valor comercial e suas caracteristicas sensoriais
gerais sao mais apreciadas quando comparadas ao robusta. O objetivo deste trabalho
é diferenciar as espécies de café apds a torrefacdo por espectroscopia éptica. Assim,
misturas com diferentes proporgoes de cafés ardbica/robusta torrado e moido, em trés
graus de torrefagao (claro, médio e escuro) foram estudados utilizando as técnicas de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), fluorescéncia e
fluorescéncia resolvida no tempo (TCSPC). Notéria a similaridade existente na composi¢ao
quimica das amostras, dois métodos multivariados foram aplicados para avaliacdo dos
espectros de infravermelho: andlise de componentes principais (PCA) e regressao por
minimos quadrados parciais (PLS). A partir dos espectros avaliados com o PCA, foi possivel
diferenciar as espécies de café e identificar compostos que sdo bons discriminantes entre elas,
como a cafeina e os lipideos, presentes em quantidades maiores no café robusta e arabica,
respectivamente. Além disso, ao associar os espectros do FTIR ao PLS, foi desenvolvido
um modelo capaz de predizer quantitativamente a proporcao de cada espécie nas amostras
estudadas, com coeficiente de determinagao superior a 0,99. As andlises de fluorescéncia e
fluorescéncia resolvida no tempo foram realizadas utilizando-se comprimentos de onda de
excitacdo/emissao em 280/480 nm, 310/470 nm e 400/605 nm. Os espectros de emissao
obtidos pela técnica discriminam as espécies e indicam a presenca de fluoréforos em
apenas um dos cafés analisados. Ja pela contagem de fo6ton tinico correlacionado no tempo
(TCSPC), obteve-se intensidade média do tempo de vida de emissao, no qual o conjunto
310/470 nm apresentou diferenga entre as espécies superior a 20%. Os resultados obtidos
neste trabalho, evidenciam o fato de que as técnicas empregadas sao promissoras, uma
vez que sao capazes de distinguir com rapidez as espécies ou até mesmo quantificar a

porcentagem das misturas.

Palavras-chave: Café, Ardbica, Robusta, FTIR, TCSPC.



ABSTRACT

Coffee is one of the most important food products in the world economy. Brazil is the
largest producer and exporter of the grain and the second largest consumer of coffee in
the world. Most commercially available coffee is arabica coffee (Coffea arabica L.) and
robusta/conilon coffee (Coffea canephora L.) type species as well their blends. The
arabica coffee has higher commercial value and its general sensorial characteristics are more
favorable when compared to robusta coffee one. This work aimed to differentiate coffee
species after roasting by optical spectroscopy. Thus, blends with different ratios of roasted
and ground arabica/robusta coffees in three grades of roasting (light, medium and dark)
were studied using the Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), fluorescence and
time resolved fluorescence (TCSPC) spectroscopy techniques. Notably similar in their
chemical composition, two multivariate methods were used to analyze the sample spectra:
principal component analysis (PCA) and partial least squares regression (PLS). From
the spectra analyzed with PCA, it was possible to differentiate the coffee species and to
identify compounds that are good discriminants among them, such as caffeine and lipids,
present in larger quantities in the robusta and arabica coffee, respectively. In addition,
by associating the FTIR spectra to the PLS, a model capable of quantitatively predict
the proportion of each specie in the studied samples was developed, with a determination
coefficient higher than 0.99. Time resolved fluorescence and fluorescence analyzes were
performed using excitation/emission wavelengths at 280/480 nm, 310/470 nm and 400/605
nm. The emission spectra obtained by the technique discriminate the species and indicate
the presence of fluorophores in only one of the coffees analyzed. As for the time-correlated
single photon count (TCSPC), the mean intensity of the emission lifetime was calculated,
in which the set 310/470 nm showed a difference between species of more than 20%.
The results obtained in this work demonstrate the fact that the techniques employed
are promising since they are able to quickly distinguish the species or even quantify the

percentage of the blends.

Keywords: Coffee, arabica, robusta, FTIR, TCSPC.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO 1
1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café e o segundo maior consumidor
mundial do produto [1]. De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteci-
mento (MAPA) [2] entre os anos de 2016 e 2017 foram produzidas 45 milhdes de sacas de
60 kg, dos quais 33,7 milhoes foram exportados e o consumo nacional foi aproximadamente
20 milhoes de sacas no mesmo periodo. A maior porcentagem das exportacoes sao de
graos verdes [2]. A baixa participagao brasileira no mercado internacional de café torrado
e moido se deve, principalmente, a falta de padrao de qualidade do produto, que esta
diretamente associada a dificuldade de identificar impurezas e, principalmente, misturas

entre as espécies apds a torrefagdo, impossibilitando a autenticagdo do produto [3].

Os cafés disponiveis comercialmente sao as espécies do tipo ardbica (Coffea
arabica L.) e robusta/conilon (Coffea canephora L.), além de suas misturas. O café
arabica é cultivado predominantemente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana,
Bahia, Rio de Janeiro e em parte do Espirito Santo [1]. Sua bebida possui aroma e dogura
intensos com muitas variagdes de acidez e sabor, além de atributos sensoriais superiores se

comparado ao robusta [4].

Ja o café robusta prevalece nas lavouras do Espirito Santo, em Rondonia, em parte
da Bahia e de Minas Gerais [1]. Seus graos apresentam menos acidez, sabor amargo
e o teor de cafeina é maior, quando comparados aos graos de café ardbica [4,5]. Tais
caracteristicas influenciam diretamente no valor de cada café. De acordo com o tltimo
relatério da Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada (CEPEA) [6], as sacas
de 60 kg do café verde custam cerca de R$ 445,71 para o café ardbica e R$ 316,38 para o

café robusta.

Essas espécies sao usualmente misturadas para comercializagao, conhecidos como
blends, e ndo ha problemas em realizar essas misturas. Eles sdo realizados a fim de obter
caracteristicas adequadas aos consumidores do produto, como, coloracao, sabor, preco,
dentre outras caracteristicas. O problema é realizar misturas e nao informar ao consumidor,
rotulando os cafés como 100% arabica e cobrando o valor referente a um café puro, quando

na realidade ha mistura das espécies.

Metologias analiticas sao capazes de identificar compostos quimicos e consequente-
mente diferenciar as espécies de café [7-11], porém esses métodos costumam ser na maioria
das vezes de dificil elaboracao, alto custo de preparo e processo lento de analise. Técnicas
espectroscopicas associadas a quimiometria podem ser empregadas como alternativa rapida
e simples na identificacdo de adulterantes como, cascas de café, milho e cevada [12,13],

discriminagao de graos defeituosos [14,15] e de espécies [16-18].
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1.1 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Esse trabalho tem como objetivo classificar e discriminar as espécies de café do
tipo arabica e robusta a partir das técnicas espectroscépicas — absorcao no infravermelho
médio, fotoluminescéncia e fotoluminescéncia resolvida no tempo no Grupo de Espectros-
copia e Engenharia de Materiais (GE2M) , dentro do qual estd o LEM (Laboratério de

Espectroscopia de Materiais).

As classificacoes sao feitas inicialmente para as espécies 100% arabica e 100%
robusta, submetendo-as a técnicas espectroscopicas citadas anteriormente, com intuito de

identificar o perfil de cada espécie e discrimina-las apds a torrefacao.

Também foram analisados misturas de café arabica e robusta em diferentes propor-
¢oes a fim de quantificar a presenca de cada espécie nas amostras. Assim, o método podera
ser empregado para fiscalizar possiveis fraudes em cafés distribuidos comercialmente e que
rotulam-se como graos 100% arabica. Com este intuito, os graos avaliados em trés niveis
de torra que geralmente sdo encontradas no mercado, pois eles mudam consideravelmente

sua composicao durante este processo.

E importante destacar que estes cafés puros ou cafés especiais, possuem alto valor
agregado comparado aos demais. Assim, industrias que visam apenas lucros poderiam
adicionar café robusta, sem informar ao consumidor em suas embalagens, pois a legislagao
atual possui restrigoes apenas ao que se refere a impurezas como galhos, milho, insetos,

dentre outros.

A principal motivacdo para este trabalho estd relacionado com a caréncia de
métodos rapidos e precisos, empregados em analises rotineiras no setor cafeeiro, desde o
grao verde até o produto final entregue aos consumidores, que certifiquem a espécie do

grao.

Portanto, a espectroscopia surge como resposta para este problema, pois empregada
ao setor seria capaz de identificar com objetividade e rapidez as espécies, defeitos e

adulteracoes.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Esta dissertagao estd estruturada em cinco capitulos que pospoe-se a presente

introducgao.

O capitulo 2 apresenta de maneira breve a histéria da producao de café, com
destaque para a producao no Brasil. Mostra-se quais regioes sao possiveis encontrar cada
espécie, seu valor comercial, as classifica¢oes e as técnicas espectroscopicas aplicadas para

o estudo do café.

O capitulo 3 expoe os conceitos fundamentais das técnicas utilizadas para o processo
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de medida das amostras. Na sequéncia tém-se o capitulo 4 apresentando o material utilizado

e como ¢ o procedimento de cada técnica.

No capitulo 5 sdo analisadas as medidas referentes a cada procedimento aplicado
nas amostras de café. Por fim, no capitulo 6 sdo apresentadas as conclusoes e trabalhos

futuros.
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2 CAFE

2.1 HISTORIA

Evidéncias concretas sobre a origem do café sao desconhecidas. Algumas lendas
contam que o pastor Kaldi, que viveu na Absinia, hoje Etiopia, ao observar suas cabras,
percebeu que o rebanho ficava alegre, saltitante e conseguia andar por varios quilémetros
quando consumiam um fruto de coloracao amarelo-avermelhada, existentes em alguns
arbustos dos campos de pastoreio. Intrigado com o assunto, Kaldi comentou o fato com
um monge que decidiu testar a eficicia dos frutos. No monastério, ele comegou a utilizar
os frutos in natura na forma de infusdo e constatou que eles eram capazes de ajuda-los
a resistirem ao sono durante suas oragoes. O fato se espalhou pelos monastérios, que

culminou na necessidade da produgao do fruto [19].

De acordo com manuscritos mais antigos, que datam de 575 d.C., o café foi cultivado
pela primeira vez nos monastérios islamicos no Iémen e somente no século XIV, os primeiros
graos de café foram torrados para o consumo. A planta de café é origindria da Africa,
onde ainda hoje faz parte da vegetagao natural [19]. O nome café vem da palavra drabe

Kahwah, cujo significado quer dizer forca [20].

Posteriormente a bebida se espalhou pelo continente Europeu trazido por viajantes,
mas até o século XVII apenas os arabes detinham controle sobre o cultivo e preparagao da
planta. Assim alemaes, franceses e italianos buscavam maneiras de cultivar a planta em
suas colonias. No entanto, os holandeses conseguiram as primeiras mudas e as cultivaram
nas estufas do jardim botanico de Amsterda, passando a ter em maos o segredo dos arabes,
que foi repassado a outros paises e levou a expansao do cultivo de café tao repentinamente

quanto o crescimento do mercado consumidor [20].

No Brasil, as primeiras sementes e mudas chegaram pelas maos de Francisco
Meio Palheta, em 1727, na regiao do Para. A planta encontrou condigoes adequadas
para seu cultivo e por isso se espalhou rapidamente, tornando-se o produto base da
economia brasileira. Desta forma, por muitas décadas o café foi a grande riqueza brasileira,
responsavel por acelerar o desenvolvimento do Brasil e o inserir nas relagoes internacionais
de comércio. O cultivo do café dominou o pais e estimulou o surgimento de cidades e
centros urbanos em todo o interior do estado de Sao Paulo, sul de Minas Gerais e norte
do Parand, além de impulsionar a construgao de ferrovias para otimizar o escoamento
da produgao [21]. Assim, a unido de sucesso entre o café e o povo brasileiro tornou-se

irrevogavel.



CAPITULO 2. CAFE 5

2.2 PROCESSO DE PRODUCAO E CLASSIFICACAO

A planta café é um género da familia Rubiaceae com intimeras espécies. A maior
parte do café disponivel comercialmente sao as espécies do tipo Coffea arabica L. (café
arabica) e Coffea canephora L. (café robusta var. conilon), além de suas misturas,
denominadas blends [4,22].

O café arabica é cultivado em regides montanhosas e temperaturas amenas e
representam cerca de 70% do café produzido no mundo. A espécie é mais sensivel a
doencas, pestes e geadas e produz graos maiores que os de robusta. Ja o café robusta é
mais resistente, produzido em maiores temperaturas e sua produgdo mundial é inferior a
30%, pois sua bebida nao é tao apreciada, o que influéncia diretamente no preco dos graos,

tornado-os mais baratos [3].

O processo de producao dessas espécies inicia-se com o plantio da semente, que
necessita de uma série de cuidados, até a planta comecar a produzir, o que acontece
efetivamente em cerca de cinco anos. Antes de produzir os graos, a planta passa por um
periodo de florada. Estas flores dao origem ao "chumbinho", pequeno grao de café, que
ird desenvolver-se ao longo de 6 a 8 meses, formando o grao de café. Na Figura 1 estao

dispostas as etapas do grao de café.

0 - Gema dormente 1 - Gema entumecida 2 - Abotoado 3 - Florada 4 - Pos-florada 5 - Chumbinho

6 - Expansdo dos frutos 7 - Gréo verde 8 - Verde cana 9 - Cereja

11 - Seco

10 - Passa

Figura 1: Escala das Fases Fenoldgicas Reprodutivas do Cafeeiro. Adaptado de: [23].

O gréao é colhido, preferencialmente, na fase cereja (etapa 9 da Figura 1), e sua
secagem pode ser via seca (sem eliminagao da casca resultando no café natural) ou via
umida (com eliminagao da casca e da mucilagem resultando no café despolpado). Apés a
secagem, os graos de café ainda com cascas podem ser estocados em tulhas e pouco antes
da comercializagao os graos sao submetidos ao beneficiamento com maquinas, que fazem a

separagao entre a casca e o grao e sao embalados em sacos de aniagem.

Segundo a Instru¢do Normativa n°® 8 desenvolvida pelo MAPA [4] existe uma
classificacao oficial para comercializagdo dos graos que determina critérios especificos,
como a espécie, o formato do grao, a coloracao, a umidade (tolerdncia de até 12,5%),
impurezas, o aroma e o sabor. O aroma e o sabor sao definidos pela "prova de xicara',

onde sao provadas de 3 a 10 xicaras da mesma amostra de café preparadas de maneira
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padronizada. Esta avaliacdo é uma classicacao sensorial dos graos, que classificam os cafés
cafés em duas categorias: Grupo I (café proveniente da espécie Coffea arabica) e Grupo
IT (café proveniente da espécie Coffea canephora) e em subgrupos, listado a seguir, que

interferem diretamente no valor das sacas de café [4].

Bebidas Finas do Grupo I - Café Arabica

e Estritamente mole: Café que apresenta, em conjunto, todos os requisitos de aroma e
sabor “mole”, porém mais acentuado;

e Mole: Café que apresenta aroma e sabor agradavel, brando e adocicado;

e Apenas mole: Café que apresenta sabor levemente doce e suave, mas sem adstrin-

géncia ou aspereza de paladar;

e Duro: Café que apresenta sabor acre, adstringente e dspero, porém nao apresenta

paladares estranhos.

Bebidas Fenicadas do Grupo I - Café Arabica

e Riado: Café que apresenta leve sabor, tipico de iodoférmio;
e Rio: Café que apresenta sabor tipico e acentuado de iodoférmio;

e Rio Zona: Café que apresenta aroma e sabor muito acentuado, assemelhado ao

iodoférmio ou ao acido fénico, sendo repugnante, ao paladar.

Grupo II - Café Robusta

e Excelente: Café que apresenta sabor neutro e acidez mediana;
e Boa: Café que apresenta sabor neutro e ligeira acidez;
e Regular: Café que apresenta sabor tipico de robusta sem acidez;

e Anormal: Café que apresenta sabor nao caracteristico ao produto.
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2.3 COMPOSICAO QUIMICA DO CAFE

A espécie e a variedade do café influenciam fortemente na composicao quimica
dos graos, mas outros fatores como, condi¢oes de cultivo, grau de maturacao, métodos de
colheita, condi¢bes de armazenamento, processamento do grao (secagem e beneficiamento)

e niveis de torra, também devem ser considerados [5].

Dentre estes fatores, o processo de torrefacado promove mudancas consideraveis
nos graos e é essencial para a producao de compostos que conferem as caracteristicas da
bebida. Durante a torra, diferentes compostos sdo degradados ou modificados, formando
novos compostos, como os aromaticos, responsaveis pelas caracteristicas de sabor e aroma
do produto final [3].

Na Tabela 1, sdo apresentados os teores de alguns componentes quimicos presentes

no grao cru e torrado de café ardbica e robusta.

Tabela 1: Composicao (% em base seca) de graos de café ardbica e robusta, crus e torrados [5].

Componente Aréabica Robusta
Cru Torrado Cru Torrado
Minerais 3,0-4,2 3,5- 4,5 4,0- 4,5 4,6- 5,0
Cafeina 0,9-1,2 1,0 1,6- 2,4 2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5- 1,0 0,6- 0,75 0,3- 0,6
Lipideos 12,0- 18,0 14,5- 20,0 9,0- 13,0 11,0- 16,0
Acido Clorogénico Total — 5,5-8,0 1,2-2.3 7,0- 10,0 3,9- 4,6
Acidos Aliféticos 1,520  10-1,5 15-20 1,0-15
Oligossacarideos 6,0-8,0 0- 3,5 5,0- 7,0 0- 3,5
Polissacarideos Totais ~ 50,0-55,0 24,0- 39,0 37,0- 47,0 -
Aminoacidos 2,0 0,0 2,0 0,0
Proteinas 11,0-13,0 13,0- 15,0 11,0-13,0  13,0- 15

O mercado interno brasileiro possui inimeros cafés de qualidade. A torra é uma das
etapas importantes para alcancar essa qualidade e é realizada de acordo com a aceitacao
da bebida pelo consumidor. No entanto, o nivel de torra elevada pode estar associada
a necessidade de mascarar a presenca de defeitos ou alteracoes comuns em alguns cafés

comerciais [24].

2.4 ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DO CAFE (ABIC)

A Associacao Brasileira da Industria de Café (ABIC) foi fundada em margo de 1973
e representa as industrias de torrefacao e moagem de café de todo o pais. O surgimento
desta associacao fez-se necessario quando o setor vivenciou uma queda no nimero de sacas
industrializadas entre os anos de 1965 a 1985 , cerca de 1,65 milhoes de saca/ano foram
processadas a menos [25]. Dentre os motivos que geraram esta queda, tem-se a proliferacao

de empresas que adulteravam seus produtos.
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Empenhada em melhorar a qualidade do café consumido no Brasil, a ABIC lancou
em 1989, o Programa de Autofiscalizacao da Industria de Café, mais conhecido como Selo
de Pureza ABIC. Esta decisao reverteu o quadro de queda do consumo, a tal ponto que o

mercado interno brasileiro é o que mais cresce em todo o mundo atualmente [25].

A ABIC possui uma série de recomendacoes técnicas para melhoria da qualidade
dos graos comercializados, como os graos de café tipo 8 na Classificagdo Oficial Brasileira
(COB). Esta classificagdo compreende sete tipos de café ardbica (se¢do 2.2), que variam de
2 a 8, e dizem respeito a quantidade de defeitos (grao de café preto, ardido, pedra ou pau)
encontradas em uma amostra de 300 g de grao de café verde. As recomendagoes técnicas
deliberam ainda que os graos podem ser 100% arébica ou blendados (combinados) com
robusta/conilon, ou 100% robusta/conilon, torrados em grao ou torrados e moidos, que
obtenham a nota de qualidade global igual ou maior 4,5 pontos numa escala sensorial (de
0 a 10) conforme metodologia do Programa de Qualidade do Café (PQC) [26].

A legislagao vigente [4] permite, no méximo, 1% de impurezas e matérias estranhas
(cascas e paus), em g/100g. Adicionalmente, pode-se exigir como forma de comprovar a
pureza, o Selo de Pureza ABIC [26]. Os testes séo realizados em laboratérios credenciados

e a metodologia oficial empregada é a microscopia.

2.5 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS APLICADAS AO CAFE

Analises sensoriais sao utilizada para classificar as bebidas. No entanto, esta técnica

é subjetiva, demorada e necessita de pessoas treinadas.

Em contrapartida, métodos analiticas para avaliar a composicao quimica dos graos
e identificar diferencas tém sido desenvolvidos e vém alcancando étimos resultados [7-11].
No entanto, ambos nao sao adequados para analises rotineiras em larga escala, pois sao
técnicas trabalhosas, que demandam tempo e dinheiro para sua execucao. Em vista disso,
tem-se buscado novas técnicas analiticas, que fornecam dados rapidos e confiaveis sobre a
qualidade do café [15].

Nos 1ltimos anos a espectroscopia ganhou destaque como ferramenta analitica para
avaliagao objetiva de café por sua rapidez, simplicidade e seguranca. Especialmente, os
métodos de espectroscopia na regiao do visivel, infravermelho médio e préximo, que sao
técnicas de baixo custo, nao destrutivas, sem o uso de produtos quimicos, ou processamento

de amostras e adequadas a andlises de rotinas [3, 15].

Existem intimeros estudos relacionando café e espectroscopia, eles buscam identificar
adulterantes presentes no café torrado e moido como, casca de café, milho, cevada, etc.
(FTIR, DRIFTS) [12,13,15,27], apontar compostos presentes nos cafés, principalmente os
que sao bons discriminantes (FTIR) [3,28], diferenciar graos defeituosos e sadios (FTIR e
NIR) [3,14,15], discriminar o café ardbica do café robusta (FTIR, NIR, NMR) [15-17,29,30]
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e quantificar a presenca de arabica e de robusta em misturas (UV-Vis, Fluorescéncia,
Raman, FTIR) [15,18,31]. E importante observar que a maior parte desses trabalhos estdo

associados a andlises estatistica devido a complexibilidade dos espectros [3].

O presente trabalho faz uso da Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR) para diferenciar as espécies de café, quantificar a presenga de cada
espécie em misturas e analisar a influéncia de diferentes torras na composicao quimica
dos graos. Além disso, o trabalho propoe o estudo da fluorescéncia, a fim de averiguar a
emissao dos graos e o tempo de vida caracteristico de cada espécie de café. E importante
destacar que poucos trabalhos foram encontrados na literatura sobre fluorescéncia do

café [18,32] e nenhum dado sobre o tempo de vida do café foi encontrado na literatura.
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3 CONSIDERACOES TEORICAS

3.1 COLORIMETRIA

A cor nao é uma caracteristica absoluta de um objeto, mas sim, uma percepc¢ao
humana. Os seres humanos distinguem cores por meio de células sensiveis a luz presentes na
retina. Essas células sao nomeadas bastonetes, responsaveis pela percepcao de intensidade
luminosa e cones, responsaveis por proporcionar melhor distingao entre as cores. Ha trés
tipos de cones (L, M e S), os quais sao diferenciados pelo comprimento de onda que sao
capazes de estimula-los. Os cones dos tipos L, M e S sdo sensiveis a comprimentos de onda
longos (espectro de cores avermelhadas), médios (espectro de cores esverdeadas) e curtos
(espectro de cores azuladas), respectivamente. As cores que percebemos estao relacionadas

ao numero de cones estimulados de cada tipo [33].

Para expressar as cores numericamente, um sistema analogo ao olho humano foi
desenvolvido, denominado espagos de cor. Dentre os varios espacos de cor existentes na
literatura [33], a Commission Internationale de I’Eclairage (CIE), érgao internacional de
padronizacao de cor e luz definiu trés espacos de cor, CIE XYZ, CIE L*a*b* e CIE L*C*h
para a comunicac¢ao e expressao das cores. O primeiro deles, CIE XYZ, foi desenvolvido
baseando-se em um experimento para analisar como os seres humanos percebem a cor.
Neste experimento o observador deveria formar uma dada cor por meio da projecao de
trés fontes de luz de cores diferentes (vermelho, verde e azul) em uma tela. No entanto, o
método desenvolvido se mostrou ineficiente para reproduzir qualquer cor, ja que utilizava

apenas combinagoes positivas das cores primarias (X, Y, Z).

Posteriormente, foi desenvolvido o espaco de cor L*a*b*, também conhecido como
espacgo de cor CIELAB. Esse sistema tem sido mais utilizado para avaliar as cores, por
associar coerentemente os valores de cor com a percepcao visual e foi criado apds a teoria
de cores opostas, na qual duas cores nao podem ser verdes e vermelhas ao mesmo tempo,
ou amarelas e azuis ao mesmo tempo [33]. Como ilustrado na Figura 2 , o L* indica
a luminosidade, que pode variar de 0 a 100, representando o preto absoluto e o branco
total, respectivamente. J& o a* e b*, sdo as coordenadas cromaticas, no qual a* indica a

coordenada vermelho (+a) e verde (-a), e b* indica a coordenada amarelo (+b) e azul
(-b) [34].
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Figura 2: Espacgo de cor CIELAB [33].

J4 o espaco de cor L*C*h, semelhante ao CIELab, é preferido por alguns profissio-
nais, pois seu sistema se correlaciona melhor com a forma como o olho humano percebe a
cor. O sistema L*C*h utiliza o mesmo diagrama que o espaco de cor L*a*b*, como visto na
Figura 2. A luminosidade L* é a mesma que no espaco de cor L*a*b*, o croma/saturagao,

denominado C* e o 4ngulo de tonalidade h sdo definidos pelas seguintes expressoes:

C* = (a* + b*?) (3.1)
h = tan_lz—* (3.2)

onde, a* e b* sao as coordenadas de cromaticidade no espaco de cor L*a*b*. O valor de
croma C* é zero no centro e aumenta conforme se distancia deste. O angulo de tonalidade
(h) comega no eixo +a*, e sua variagdo ocorre em sentido anti-horario, como ilustrado na

Figura 3, indicando a variacao da tonalidade.

(Amarelg)
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Figura 3: Diagrama de cromaticidade, plano a*, b* do espago de cor apresentado na Figura 2. Fonte: [34]

A diferenga de cor é calculada pela distdncia Euclidiana (distancia geométrica)
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entre dois pontos no espago de cor CIE L*a*b, conforme Equagao 3.3 [35]:

AByy = /(L — L3)? + (af — a3)? + (b — b3)? (3.3)

em que AFEj, é a diferenca de cor entre duas amostras quaisquer.

3.2 ABSORCAO

3.2.1 Lei de Lambert-Beer

A propagacgao de luz em um material pode ser descrita pela lei de Lambert-Beer,

que descreve a interagdo da radiacdo eletromagnética com a matéria [36].

Quando a luz interage com a matéria, parte da intensidade de luz incidente (Iy) no
material é absorvida pela amostra (14), parte é refletida (Ig), parte é espalhada (Ig) e o

restante é transmitida (), como ilustrado na Figura 4.

Iy Ig

Amostra

Figura 4: Interagio da radiagdo eletromagnética com a matéria [37].

A transmitancia (T), é dada pela razdo entre a intensidade de luz que atravessa o

material e a intensidade de luz que incide sobre o material [38].

I
T=— 3.4
- (34)
A porcentagem da transmitancia [38] é dada pela relagao:
I
%T = 100(—) (3.5)
Iy

Quando a porcentagem de radiacdo transmitida for igual & radiagao incidente,
nenhuma porcentagem de luz foi absorvida, transmitida ou espalhada. Portanto, quando
T < 1, alguma parte da radiacao foi absorvida pelo material. A intensidade de absorcao

do material, denominada Absorbancia (A), depende do niimero de moléculas que possuem
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iguais capacidades de absorc¢ao e estao situados no caminho 6ptico do feixe de radiacao

eletromagnética [38]. Essa relagao é conhecida como Lei de Lambert-Beer:

1
A=— 1og(]—0) =¢lc (3.6)

onde £(\) é o coeficiente de absorgao molar [L mol™! em™'], que depende do comprimento
de onda dado por A, 1 é o caminho éptico [cm] e ¢ é a concentragdo molar da amostra [mol

LY. A relagdo entre a absorbancia (A) e a concentragio da amostra é linear.

O coeficiente de absorcao, a = ec [cm_l], Assim, a equagao 3.6 pode ser expressa

pela relacao:
I = Ipe ™ (3.7)

Vale destacar que a lei de Lambert-Beer ¢é limitada por alguns parametros como,

mudangas no indice de refracdo e mudancgas na concentra¢ao quimica da amostra [38].

3.2.2 Espectroscopia Molecular

A espectroscopia consiste no estudo da interacao da radiacao eletromagnética com

a matéria como uma fungiao dependente do comprimento de onda ou da frequéncia [38].

Parte do espectro eletromagnético esté ilustrado na Figura 5. Para este trabalho
o interesse consiste principalmente na regiao do infravermelho, que inclui radiacdo com

comprimentos de onda (A) entre 2,5 ym e 25 um [38].

alta Frequéncia (v) baixo

alta Energia baixo

m Ultravioleta m Infravermellho Micro-ondas | Ondas de Radio

103m 10%m 10°m 400 nm 700 nm 10° m 10Mm 107m

Infravermelho préximo | Infravermelho médio Infravermelho longo

curto Comprimento de onda (A) longo

Figura 5: Representagdo das regides do espectro eletromagnético [39].
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A Figura 5 mostra também que a energia é diretamente proporcional a frequéncia

E=hv (3.8)

em que h é constante de Planck, e que o comprimento de onda A é inversamente proporcional
a frequéncia v por meio da relagao:

v=— (3.9)
onde ¢ é a velocidade da luz.

Cada regiao do espectro esta associada a um diferente tipo de energia molecular
e por questdao de conveniéncia é comumente utilizado uma relacdo entre frequéncia e

comprimento de onda, conhecida como nimero de onda (v) e definida por:

. = (3.10)

Além disso, o nimero de onda é diretamente proporcional a energia. A regiao do infraver-

melho vibracional vai de 4000 & 400 em™!.

Em uma molécula os atomos nunca estao fixos. Mesmo a baixas temperaturas
eles possuem oscilagoes continuas em torno da posicao de equilibrio. Em uma dada
molécula com N dtomos hé 3N graus de liberdade (movimentos nas diregoes x, y e z).
No movimento vibracional, pode-se desconsiderar os graus de liberdade para movimentos
translacionais do centro de massa e os movimentos rotacionais da molécula, ou seja,
teremos 3N-6 graus de liberdade restantes, correspondentes aos movimentos vibracionais.
Ja para moléculas lineares ha apenas 2 graus de liberdade rotacionais, pois ao considerar
os nucleos como pontuais, ndo ocorre rotacao no eixo da molécula e havera 3N-5 graus de

liberdade vibracionais [40].

Os graus de liberdade correspondem aos diferentes modos normais de vibragao em
uma molécula e podem apresentar diferentes tipos de vibracao, os modos mais simples sao
os de estiramento e dobramento, Figura 6 (a) e (b), respectivamente, e podem apresentar

outros modos mais complexos, também ativos nesta regiao, Figura 6(c) a 6(h).
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N 7
C—H \\C/H b /“\‘
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Figura 6: Representagao dos diferentes tipos de vibragoes moleculares. (a) Estiramento, (b) Dobramento,
(c) Vibragao de estiramento simétrico, (d) Vibragdo de estiramento assimétrico, (e) Vibracao de
deformagéo tipo tesoura (scissoring), (f) Vibragdo de deformacdo tipo oscilagdo, rotagdo (rocking), (g)
Vibragao de deformagéo tipo balango (wagging), (h) Vibracdo de deformacao tipo tor¢ao (twisting) [39].

A radiagao eletromagnética é uma oscilacao em fase dos campos elétrico e magnético,
perpendiculares entre si e que podem ser entendidas como a propagacao de uma onda
transversal. Do ponto de vista da Mecanica Quantica, pode ser entendida, ainda, como
o deslocamento de pequenas particulas, os fotons. A energia de um féton associado a

radiacao eletromagnética ¢ dada por:

EFE=— 3.11
. (3.11)
Quando a radiagao eletromagnética no infravermelho interage com a matéria, ela
pode ser absorvida se sua frequéncia corresponder a frequéncia de vibragao natural da

molécula que a compde, aumentando sua energia vibracional.

Cada molécula apresenta um espectro de absorcao caracteristico. As ligagoes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragao especificas, que dependem da
forma da superficie de energia potencial da molécula, da geometria, das massas dos atomos

e da forma de vibragao. Tais frequéncias correspondem a niveis de energia da molécula [38].

O espectro infravermelho fornece informacgao estrutural de uma molécula. A
absorcao de cada tipo de ligacao, geralmente sao encontradas apenas em certas pequenas

regides do infravermelho vibracional, como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7: Regides aproximadas em que varios tipos comuns de ligagdo absorvem (apenas vibragoes de
estiramento) [39].

3.3 QUIMIOMETRIA

Anaélises com instrumentos modernos em amostras complexas, como de farmacos,
alimentos ou amostras biologicas, fornecem medidas instrumentais (espectros) com um
numero elevado de variaveis e que precisam ser analisadas simultaneamente para gerar
uma percepcao integral do sistema. A Quimiometria surgiu a partir da necessidade de
analisar e extrair dados quimicos de natureza multivariada por intermédio de métodos
matematicos e estatisticos [42]. Além disso, faz-se necessario métodos estatisticos, pois
sem tratamentos especificos, os espectros obtidos neste estudo nao apresentam diferencas
perceptiveis, o que impossibilita a obtencao de resultados conclusivos na distingao das
espécies. Portanto, serao apresentados dois métodos de analise multivariadas, que foram

utilizadas no tratamento de dados deste trabalho.

3.3.1 Anadlise de Componentes Principais (PCA)

Anélise de Componentes Principais, do inglés Principal Component Analysis (PCA)
é uma técnica exploratéria multivariada que propoe um novo espaco de variaveis, de menor
dimensao e que contenha a informagao mais relevante dos dados originais. O novo sistema
de eixos para representar as amostras sao denominados: componentes principais, variaveis
latentes, fatores ou ainda autovetores [43], sendo que o primeiro eixo do novo subespago
tem a caracteristica de ser a direcdo que contém a maior variagdo dos dados originais e
as demais varidveis deste subespaco sao ortogonais as anteriores e descrevem a variagao
restante dos dados originais. O PCA busca combinagdes lineares das variaveis iniciais que
expliquem ao maximo a variacao existente nos dados e os permitam descrever e reduzir

dimensoes.

Os dados de entrada numa andlise PCA podem ser organizados numa matriz X (n
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X p), de variaveis independentes,

T11 T12 ... Tip
To1 T2z ... T2p

x| . (3.12)
Tn1 Tp2 .. Tpp

onde cada linha representa uma amostra e cada coluna corresponde a um ntimero de onda
especifico [43]. Assim, a andlise de componentes principais ird transformar a matriz X em
um novo conjunto de dados, representado pelas varidveis Y7, Y3, ..., Y}, nao correlacionadas
e com variancias ordenadas, para que seja possivel comparar os individuos usando apenas

as variaveis de maior variancia.

A interdependéncia entre as variaveis da matriz X é representada pela matriz de

de correlagdo R ou pela matriz covaridncia S, simétrica e de ordem ‘p x p’

Normalmente essas matrizes sao expressas em unidades de medidas distintas entre
si, e neste caso, é apropriado normalizar as varidaveis X; (i=1, 2,...,p). A normalizacao
pode ser feita com varidncia 1 e média zero ou variancia 1 e média qualquer, que é descrita

com detalhes por Varella [44]. A normalizagao gera uma nova matriz Z:

211 *12 ... Zlp
221 R22 ... Z9p

Z = ] ) ) (3.13)
Znl Rn2 .-+ Znp

E importante destacar que, o resultado obtido pela normalizacao a partir da matriz
S pode ser diferente do resultado encontrado a partir da matriz R. A matriz padronizada,

Z, é igual a matriz de correlagdo da matriz de dados X.

Os componentes principais sao determinados a partir da equacgao 3.14.

detlR—X]=0o0u|R—X|=0 (3.14)

Se a matriz R nao apresentar nenhuma coluna que seja combinagao linear de outra,

a equacao |R — AI| = 0 tera p raizes, chamadas de autovalores.

Sejam Ai, Mg, ..., A, as raizes caracteristicas da matriz R ou S, entao:
AL > )\2, ceey /\p

Para cada autovalor )\;, existe um autovetor a:

q = : (3.15)
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Um autovetor corresponde a uma direcao e um autovalor, um escalar, indica o
quanto de varidncia hé nos dados ao longo do autovetor (ou componente principal). Os
autovetores a; sao normalizados, isto é, a soma dos quadrados dos coeficientes é igual a 1,

e ainda sao ortogonais entre si. O i-ésimo componente principal é dado por:
Yi=an X1+ apXo+ -+ aipX, (3.16)
e apresenta as seguintes propriedades [44]:
1. A varidncia do componente principal Y; é igual ao valor do autovalor A;:
Var(Y;) = \i
2. O primeiro componente é o que apresenta maior variancia e assim por diante:
Var(Yy) > Var(Yy) > --- > Var(Y,)

3. O total de varidncia das variaveis originais é igual ao somatorio dos autovalores que

¢ igual ao total de variancia dos componentes principais:
Z\A/ar(Xi) =Y\ = ZV@T(Y})
4. Os componentes principais nao sao correlacionados entre si:
Cov(Y;,Y;) =0

A contribuicao de cada componente principal é expressa em porcentagem e sua
importancia é avaliada segundo essa contribuicao, ou seja, a parcela de variancia total
explicada pelo componente. A soma dos primeiros k autovalores representa a proporcao de
informacao retida na redugao de p para k dimensoes e assim inferir quantos componentes
serdao utilizados na andlise [44]. Comumente, o nimero de componentes utilizadas explicam

70% ou mais da variancia total.

Outro resultado importante dessa técnica sao os graficos dos pesos das varaveis
(Loading Plot), que estimam quais niimeros de onda estao influenciando o posicionamento
de cada amostra naquele componente principal. Assim, cada ponto no grafico dos loadings

corresponde a um nimero de onda especifico.

3.3.2 Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

A Regressao por Minimos Quadrados Parciais, do inglés "Partial Least Squares”
(PLS) é também uma técnica de andlise de dados multivariados utilizada para relacionar

uma ou mais varidveis resposta (Y) com diversas varidveis independentes (X).
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A criacao do modelo, denominado processo de calibragao consiste em duas etapas:
A primeira etapa é descritiva, ela estabelece uma correspondéncia matematica entre uma
grandeza fisica conhecida, Y, e as leituras de um instrumento no qual esta grandeza é
medida, X [43]. Estes dados, sdo geralmente organizados em matrizes, sendo Y uma
matriz concentracao contendo valores determinados por um método de referéncia confidvel
e independente, neste trabalho o método de referéncia é a balanca analitica, e X uma
matriz contendo os espectros obtidos, nos quais o nimero de linhas corresponde ao niimero
de amostras e o de colunas ao de componentes, ou seja, cada coluna corresponde a um

numero de onda especifico.

A segunda etapa é a validacdo, onde pretende-se validar o modelo. Esta etapa
contém medidas de amostras conhecidas que sejam independentes das amostras usadas
no conjunto para descricao do modelo, utilizado para avaliar o desempenho da calibra-
¢ao. Refere-se as amostras de validacao como se seus valores de concentracao fossem
desconhecidos e utiliza-se a calibragao construida com o conjunto treinamento para estima-
los. Ao fim, compara-se os valores estimados com os valores tedricos (determinados pelo
método de referéncia), para avaliar o desempenho da calibracdo em amostras realmente
desconhecidas [43].

Neste trabalho adotou-se o método de minimo quadrados, no qual busca-se encontrar
o melhor ajuste a um conjunto de dados, isto é, tenta-se minimizar a soma dos quadrados

das diferencas entre o valor estimado ; e os valores observados v;.

X

Figura 8: Ajuste por minimos quadrados.

Uma relacao linear entre uma variavel aleatéria y e uma variavel nao aleatéria X é

descrita pelo modelo:

y=po+ X +e (3.17)

onde [y e (1 sao os parametros do modelo e € é o erro aleatorio associado a determinacao

de y. Geralmente, y é o sinal ou a resposta dada por um instrumento e X a concentragao
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se quer determinar [45]. Neste trabalho, a quantidade de interesse foi o café robusta

adicionado as amostras.

Para cada sinal y; observado numa concentracao X;, o modelo linear fornece uma

estimativa ¢;, dada pela equacao:

i = bo + b1 X; (3.18)

onde onde by e by sdo as estimativas dos parametros 3y e 31, obtidas na etapa descritiva
da calibragao. As diferencas entre os valores observados e os valores estimados sao os

residuos, dado por 3.19:

i =y — Ui (3.19)

Em um modelo bem ajustado os residuos estao distribuidos aleatoriamente. O erro relativo

percentual (ER(%)) entre o método de referéncia e o método desenvolvido:

ER(%) = (%;@100 (3.20)

Os valores by e b; sdo estimados minimizando-se a soma quadratica dos residuos,

dada por:

SQr=> (&) => (yi—9:)* = _(yi — by — b1 X;)* (3.21)

Para simplificacdes na notacao, os indices foram omitidos da equagao 3.21, mas
o somatorio deve ser feito sobre todas os valores experimentais, ou seja, de i = 1 até i
= n, onde n é o nimero total de amostras. Comumente, SQ), é denominado PRESS, e
a partir dele obtém-se a raiz quadrada do erro médio quadratico, do inglés “Root mean
square error” (RMSE) [46], dado por:

SQr

n

RMSE = (3.22)
Para minimizar a soma quadratica residual deriva-se a equacgao 3.21 em relacao
a by e by e iguala-se as derivadas a zero. Apds manipular algebricamente os resultados,

obtemos:
Y — b Xi)

n

b():<

(3.23)

b, = nyyiXi — 2 Xi Xy (3.24)

[0 22(X0)? = (X))

E importante observar que o tratamento estatistico dos resultados obtidos com o

método dos minimos quadrados exige que sejam validas (pelo menos aproximadamente)
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algumas suposigoes sobre a natureza dos erros associados as medidas. Resumidamente,

elas sdo:

e Os tUnicos erros nas medidas sao devidos a flutuagoes na variavel dependente y;

e Os erros ¢; sao varidveis aleatérias com média zero e variancia constante o (Homo-

cedasticidade);
e Os erros €; nao sao correlacionados;

e Os erros € seguem a distribuigdo normal.

Na presenca de violagdes grosseiras dessas suposi¢oes, amostras diferentes extraidas
do mesmo sistema podem levar a equagoes bastante diferentes, isto é, a modelos sem
estabilidade.

O maior interesse do modelo é prever o valor da concentragao a partir de uma
resposta analitica medida, além, de ter uma estimativa do erro associado a essa previsao.

Esse procedimento é chamado de regressao inversa.

(Xe)o = (yol)_lb‘)) (3.25)

A validade do modelo e a significincia estatistica da curva ajustada podem ser
testadas por meio de andlise da variancia, cujos parametros estao descritos na Figura 9.

Detalhes sobre esta andlise sao encontradas na referéncia [45].
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Figura 9: Dados para andlise de varidncia para o ajuste, pelo método dos minimos quadrados, de um
modelo linear nos pardmetros. n; = nimero de repeti¢ées no nivel i; m = ntmero de niveis distintos da
varidvel independente; n = Y n; = ndmero total de observagoes; p = ntimero de pardmetros do
modelo [45].

O coeficiente de determinacdo, ou coeficiente de correlacao multipla, R?, ¢ a razao

entre a soma quadratica explicada pela regressao e a soma quadratica total:

_ 5Qx
SQr

O coeficiente de determinacao ¢ comumente chamado de variagdo percentual

R? (3.26)

explicada pelo modelo e quanto mais préximo de 1 estiver R2, mais o modelo consegue

descrever a variacdo em y.

A validagao tem por objetivo testar a capacidade preditiva do modelo, prevendo
concentracoes de amostras. Para realizar a validacao do modelo aplicou-se aqui o método
de validacao cruzada, feita pela comparacao das previsoes das concentragoes previamente

conhecidas ¢;, que em resumo consiste nas seguintes etapas:

1. Remove-se uma ou mais amostras do conjunto de calibragao e constréi-se um novo

modelo;

2. Usa-se o modelo pra prever os dados removidos ¢r;
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3. Calcula-se o erro de previsao (¢; — ¢r);

4. Calcula-se a soma dos quadrados dos erros, que é na realidade um desvio padrao,

ZI(CI - 51)2

n

(3.27)

onde n ¢ o nimero de amostras do conjunto de calibragdo. O processo ¢ repetido até

descobrir o melhor resultado, com menores erros de predicao [43].

3.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A luminescéncia é o processo que ocorre quando um elétron, num estado excitado,
decai para o estado fundamental emitindo um féton. O fenémeno se divide em dois tipos:

a fosforescéncia e a fluorescéncia.

A fosforescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado tripleto, no
qual o elétron excitado modifica sua orientagao de spin, emparelhando-se com o elétron
que permaneceu no estado fundamental. Assim, transi¢cbes para o estado fundamental
sao proibidas e o tempo de vida desse tipo de emissao ¢ da ordem de milissegundos
(1073s) [47]. J4 a fluorescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado singleto,
no qual o elétron excitado nao muda a orientagao de spin, continuando desemparelhado,
consequentemente, o retorno ao estado fundamental é permitido e ocorre rapidamente via
emissao de um f6ton [47]. Seu tempo de vida é da ordem de nanossegundo (10~%s), mais

rapido quando comparado com a emissao anterior.

Os componentes responsaveis pela fluorescéncia em uma molécula sao denominados
fluoréforos, que geralmente emitem luz na faixa de comprimentos de onda do espectro
visivel. Em compostos organicos, o fenomeno da fluorescéncia ocorre tipicamente em

estruturas aromaticas.

Os processos monomoleculares de absorcao e emissao da luz estao representados
no Diagrama de Jablonski ou ainda, Perrin-Jablonski (Figura 10), desenvolvidos por
Alexander Jablonski, denominado o pai da espectroscopia de fluorescéncia. As transigoes
eletronicas mostradas na Figura 10 representam os processos de absorcao da radiagao
eletromagnética, e de dissipagao de energia por conversao interna, neste processo nao

ocorre emissao de foton. Ja na fuorescéncia e fosforescéncia ha emissao de fotons.
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Figura 10: Diagrama de Jablonski com estados eletronicos singletos, fundamental, Sy, primeiro, S, e
segundo, Sy [47].

A energia de emissao é menor que a energia de absorcao, ou seja, a fluorescéncia
acontece em energias menores, ou ainda, comprimentos de onda maiores, fenémeno

conhecido como deslocamento de Stokes, observado por G. G. Stokes [47].

A determinacao do tempo de permanéncia da molécula no estado excitado, chamado
posteriormente de tempo de vida (7) [48], fornece informagoes sobre a ocorréncia de

processos de transferéncia de energia.



CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS 25
4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Este trabalho caracteriza-se como um estudo exploratério. Apds testes iniciais,
optou-se pelo estudo detalhado de duas técnicas espectroscopicas, Infravermelho Médio,
do inglés Medium Infrared (MIR) e Luminescéncia e a Contagem de Féton Unico Correla-
cionada no Tempo, do inglés Time-Correlated Single Photon Counting (TCSPC), para
caracterizacao inicial do café. Além disso, trabalhos derivados deste terao como objetivo a
investigacao de fraudes em cafés comercializados. Portanto, preferiu-se estudar os graos

torrados e moidos, por serem similares aos disponivel no mercado para os consumidores.

As amostras sao compostas das duas espécies de café comercialmente disponiveis,
o café tipo ardbica (Coffea arabica L.) e robusta (Coffea canephora L.), ilustrados
respectivamente a esquerda e a direita da Figura 11. Para garantir resultados fidedignos, é
indispensavel conhecer a procedéncia dos graos, por este motivo, todo o estudo foi realizado
a partir dos graos verdes, garantindo a procedéncia das espécies. Os graos arabica foram

coletados no municipio de Caparad-MG e os robusta no municipio de Vila Valério-ES.

Figura 11: Amostra de café em graos verdes: ardbica (esquerda) e robusta (direita).

Os graos foram submetidos ao mesmo processo de producao, colheita, secagem e
beneficiamento, com o intuito de diminuir o niimero de variaveis que poderiam influenciar

em sua composi¢ao quimica.

Os graos verdes (Figura 11) foram recebidos e selecionados, onde foram removidos
impurezas presentes. A selecao foi realizada de modo a uniformizar a amostra, eliminando

assim graos defeituosos, cascas, galhos, pedras, etc.

Os graos foram submetidos a andlise de umidade a fim de se ajustar os parametros
de torra. A umidade representa a relagao percentual entre a quantidade de agua e a
massa total da amostra, e gerou resultados de 11,7% para arabica e 13,9% para robusta.
Em seguida, foram submetidas ao processo de torra, em torrador da marca Paline Alves,
mostrado na Figura 12. A temperatura das amostras e do torrador foram verificadas com

o auxilio de um termometro a laser, pois este torrador fornece apenas o controle para a
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pressao do gas. Este procedimento foi realizado no Instituto Federal do Espirito Santo
(IFES) - Campus Alegre/ES no Laboratério de Classificacao e Degustagao de Café.

Figura 12: Torrador de amostras - Paline Alves.

Para verificar o ponto de torra de maneira eficaz a empresa Agtron desenvolveu um
equipamento que possui um principio de funcionamento similar ao colorimetro apresentado
na se¢ao 3.1, que determina a coloragao da amostra em ntmeros e utiliza como base o
padrao produzido pela Specialty Coffee Association of America (SCAA) e pela Agtron,
chamado Sistema Agtron/SCAA Roast Classification Color Disk, constituido por 8 discos
com diversos tons de marrom, onde cada uma possui um numero referente aos graus de

torra do café.

Com o intuito de difundir o conhecimento, a ABIC langou uma pequena régua
(Figura 13), que reproduz os discos do conjunto SCAA-Agtron, destacando os pontos de

torra mais presentes nos cafés brasileiros.

|

Padréo de Torra |

Figura 13: Referéncia Agtron para classificagdo dos padrdes de torra de café [49].

A torra é uma etapa importante do café, nela parte dos compostos quimicos podem

ser perdidos, transformados ou até mesmo formados durante este processo. No mercado
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ha varias torras disponiveis e por isso, as amostras para este trabalho foram avaliadas em
trés niveis: torra clara, torra média e torra escura, com tempos de aproximadamente 9, 13
e 17 minutos, respectivamente, a cerca de 150°C. Apds o processo de torra, as amostras

foram moidas em um moedor elétrico para café.

No Grupo de Espectroscopia e Engenharia de Materiais (GE2M) da UFJF, dentro
do qual estd o LEM (Laboratério de Espectroscopia de Materiais), o p6é obtido apds a
torra e moagem foi transformado em pastilha. Para fabricacao das pastilhas foi utilizado

o seguinte procedimento:
1. Tamisagao;
2. Pesagem em balanca analitica nas corretas proporc¢oes descritas na Tabela 2;

3. Homogeneizagao das misturas com gral e pistilo;

4. Prensa das amostras com trés toneladas durante trés segundos, utilizando uma
prensa hidraulica automatizada (AtlasTM Power Hydraulic Press T25, SPECAC
INC, Fort Washington, PA, USA).

O resultado deste procedimento foram pastilhas, similares a mostrada na Figura

14, com espessura média de 1,4 mm e diametro de 12,7 mm.

1A 1B 1C

11A 11B 11C

Figura 14: Pastilha produzida com café torrado e moido.

O conjunto final de amostras 4.1.1 e as técnicas utilizadas nesta dissertacao, serao
descritas nas proximas secgoes deste capitulo.
4.1.1 Conjunto de Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho foram das espécies de café arabica (C.

arabica L.) e robusta (C. canephora L.) e suas misturas. Foram feitas 11 pastilhas,
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como mostrado na Tabela 2, que indica a massa de cada espécie, a incerteza da medicao e
a porcentagem de café robusta adicionado nas amostras. Apds o preparo das misturas,

foram utilizadas técnicas espectroscopicas (MIR e TCSPC) para sua caracterizagao.

Tabela 2: Conjunto de amostras utilizado nas analises.

Amostras Arabica £0,001 (g) Robusta £0,001 (g) Rﬁgﬁig ?‘;o )
1 0,200 0,000 0,0 £0,1
2 0,180 0,020 10,0+0,1
3 0,160 0,040 20,040,2
4 0,140 0,060 30,0%0,2
) 0,120 0,080 40,0+£0,3
6 0,100 0,100 50,0+0,3
7 0,080 0,120 60,0+0,3
8 0,060 0,140 70,0+£0,4
9 0,040 0,160 80,0£0,4
10 0,020 0,180 90,0+0,5
11 0,000 0,200 100,0+0,5

Estes blends foram feitos para trés niveis de torra, clara (A), média (B) e escura (C),
ou seja, analisou-se trés conjuntos de amostras separadamente. E importante destacar que
as pastilhas foram feitas diariamente, antes de cada medida, sem estocagem de amostras e

todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

4.2 ANALISE COLORIMETRICA

As andlises colorimétricas foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de Ali-
mentos da UFJF, utilizando um colorimetro CR-400 (Konica Minolta Sensing Americas),

ilustrado na Figura 15, um instrumento de medigao portatil.

g |

Figura 15: Cabecgote de medigao de cor, modelo CR-400 - Konica Minolta [50].
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As amostras de café em pé foram distribuidas em placas de Petri, de modo a cobrir
completamente o fundo da placa, Figura 16. Para realizagdo da medida, o colorimetro

estava posicionado perpendicularmente a placa de Petri.

1A 1B

Figura 16: Placa de Petri com amostra de café utilizada para medigdo de cor.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Nesta técnica a porcentagem
de adulteragao segue o mesmo parametro descrito na Tabela 2, mas a massa de cada
amostra é maior (5,00 g) e elas nao foram transformadas em pastilhas. Assim, as anélise
foram realizadas no préprio pé da amostra, nas torras clara (A), média (B) e escura (C),

totalizando 99 leituras.

O colorimetro fornece as coordenadas de luminosidade (L*), que assume valor 0
para o preto absoluto, e 100 para o branco total e a tonalidade, expressa pelas cores
primérias nas coordenadas do eixo horizontal vermelho-verde (+a*, -a*) e coordenada do
eixo vertical amarelo-azul (+b*, -b*). Os valores para a saturagao ou cromaticidade (C*),
e o angulo de tonalidade (h), derivado dos valores de a* e b*, também sao fornecidos pelo

equipamento.

4.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOU-
RIER (FTIR)

As medidas na regiao do infravermelho médio (MIR, do inglés Medium Infrared)
deste trabalho foram feitas utilizando-se um espectrofotémetro VERTEX-70 FTIR (Fourier
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Transform Infrared Spectroscopy) fabricado pela Bruker. A Figura 17 ilustra o equipamento
FTIR utilizado no LEM.

Figura 17: Espectrometro FTIR modelo Vertex 70 - Bruker.

O espectrofotometro Vertex 70 trabalha numa regido de 8000 cm ™! & 400 em ™ e
sua resolucao espectral é de 0,1 em™!. As medidas foram realizadas na regidao de 4000

em™t a 400 em ™.

Espectrofotometros que trabalham na regiao do infravermelho, operam baseados
nos principios de um interferémetro de Michelson, cujo funcionamento é fundamentado
na interferéncia da luz. Neles, o tragado do caminho 6ptico produz um padrao chamado
interferograma, que é representado em um grafico de intensidade versus tempo, que nao é
muito 1util para o estudo espectroscopico. Em espectroscopia, é mais esclarecedor obter o
espectro que relaciona intensidade versus nimeros de onda. Se a forma matemética do
interferograma & conhecida, é possivel calcular o espectro correspondente usando a técnica
matemaética conhecida como Transformada de Fourier. Este tipo de instrumento é um
espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier, do inglés, Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), que produz interferogramas rapidamente, possibilitando a

realizacao de varias medidas em um curto intervalo de tempo [39].

O FTIR usa um interferémetro de Michelson para manipular a energia enviada
a amostra. O interferometro é composto fundamentalmente por dois espelhos planos,
posicionados perpendicularmente um ao outro, em que um deles é fixo e o outro é mével, e
por um espelho semitransparente posicionado em um angulo de 45° em relacao a radiacao
incidente, denominado divisor de feixes. Quando a energia da fonte MIR (infravermelho
médio) incide sobre o divisor de feixes, metade dos feixes segue na diregao original, e a
outra metade é desviada por um angulo de 90°, em direcao ao espelho estaciondrio. Ambos
sdo refletidos novamente para o divisor de feixes, onde ha uma recombinacao das ondas,
gerando um padrao de interferéncia. [38,39,41]. A Figura 18 ilustra o funcionamento de
um FTIR.
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Figura 18: Diagrama representando os principais componentes de um espectrometro de infravermelho por
transformada de Fourier [39)].

A radiacao que emerge do divisor de feixes que vai em direcao a amostra e, em
seguida, ao detector, denominada radiacdo transmitida, contém informagoes sobre a
intensidade de energia absorvida em cada comprimento de onda (frequéncia). O programa
compara o interferograma modificado com o interferograma produzido por um feixe de
laser de referéncia para obter um padrao de comparacao. O interferograma final contém
toda a informacao de um sinal de dominio temporal. Nele é aplicada a transformada
de Fourier pelo préprio computador para extrair as frequéncias individuais que foram
absorvidas e, entao, reconstruir o tipico espectro infravermelho (intensidade versus nimero

de onda) [39].

Vale destacar que a calibragao e o alinhamento desses equipamentos com trans-
formada de Fourier sao feitos automaticamente pela utilizacdo de um laser de He-Ne,
que monitora a posi¢do do espelho moével durante a varredura. Outro fato importante
é que antes da troca de pastilha seja feito um espectro da propria emissdo da amostra,
denominado background, que remove os fatores que influenciam negativamente no espectro,

como contribuigoes do equipamento e do meio ambiente.

4.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

Os dados espectrais de absorbancia obtidos no FTIR foram organizados em uma
matriz de 11 linhas e 708 colunas, onde cada linha representa uma amostra (11 misturas,
descritas na se¢ao 4.1.1) e cada coluna representa uma variavel de nimero de onda distinto.

As andlises foram feitas nas regides entre 3000 e 2800 cm™!, e entre 1800 e 700
cm~! e os dados foram submetidos a célculos de andlise de componentes principais
(PCA) utilizando o software MINITAB 16, no qual obteve-se um novo sistema de eixos
(componentes principais), cujos graficos ilustram a correlagao entre as amostras (scores)
e a influéncia dos ntimeros de onda (loadings) [43]. O método foi repetido para os trés

conjuntos de amostras, nas torras clara (A), média (B) e escura (C).
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4.5 RECGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS)

Os dados espectrais obtidos no FTIR também foram utilizados na construgao das
curvas de calibracao. Num primeiro instante, as curvas foram construidas com os trés

conjuntos (A,B,C) de 11 amostras cada um, mas sem validagoes, como teste inicial.

Posteriormente, para a torra clara, realizou-se outro grupo de medidas, no qual
a cada nova pastilha foi acrescido 2,5% de café robusta e retirado a mesma propor¢ao
de café arabica. Essas misturas forneceram um conjunto de 41 amostras, das quais 30
foram utilizadas na calibragdo e 11 na validacdo do modelo. As andlises foram realizadas
no software OriginPro 2015, na regidao entre 3060 e 2800 cm™!, e entre 1800 e 700 cm™!,
no qual os dados foram organizados em duas matrizes. A primeira possui os valores de
referéncia (balanga), em porcentagens de substituicao e a segunda possui 30 linhas e 708
colunas, onde cada linha representa uma amostra e cada coluna uma variavel de nimero
de onda distinto [43].

As amostras foram divididas em dois conjuntos, um de calibragao (30) e outro de
validagao (11). Para validagdo do modelo foram escolhidas amostras aleatérias, mas de
maneira que tais pontos ficassem uniformemente distribuidos entre as demais amostras. A

localizagdo desses pontos pode ser observada na Figura 19.
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Figura 19: Pontos utilizados para a calibracdo e validacdo da curva na regressao PLS.

Na determinacao no nimero de fatores empregados no modelo, denominada PRESS
é feita uma validagao cruzada [46] , descrita na se¢ao 3.3.2. Nesta secao também estao

descritos os parametros de erro empregados no modelo.
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4.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As analises de fluorescéncia foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia de
Materiais (LEM), que faz parte do Grupo de Espectroscopia e Engenharia de Materiais
(GE2M) e foram obtidas excitando as amostras com uma lampada de gds hidrogénio ultra
rapida de nanosegundos (nF920 Ultrafast Nanosecond Flashlamp, Edinburgh Instruments,
Livingston, UK), que opera na frequéncia de 40 kHz, tensao de 6,8 kV e pressao variavel
entre 0,4 e 0,7 bar. A deteccdo da emissao de fotons foi realizada em espectrometro modelo
FL920, Edinburgh Instruments (Livingston, UK) com fotomultiplicadora que opera na

regiao do azul, como ilustrado na Figura 20.
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Figura 20: Espectrometro de Fluorescéncia - Edinburgh Instruments.

A espectroscopia de fluorescéncia foi realizada com uma fonte de iluminacao que
constantemente irradia um feixe de luz monocromatico na amostra. Para detec¢ao da luz
emitida pela amostra foi utilizado um detector posicionado a um angulo de 90° da fonte,
responsavel por detectar a intensidade de emissao da amostra em fun¢do do comprimento

de onda na regiao do visivel, como representado na Figura 21.

A técnica de fluorescéncia possui alta sensibilidade & estrutura quimica dos fluoré-
foros e apresenta como resposta uma curva de intensidade versus comprimento de onda
(nm) [47].
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Figura 21: Representacao de um espectrofluorimetro.

O tempo de exposicao a fonte foi de 0,1 segundo, e para cada emissao, o resultado
obtido foi a soma de 3 varreduras. A excitacao da lampada pode variar entre 200 a 400
nm. Para as medidas testes, os cafés ardabica e robusta foram submetidas a toda regiao
de excitagao do equipamento com intervalos de 10 nm. A partir dos resultados obtidos
foram escolhidos 3 comprimentos de onda (que apresentaram maior intensidade de emissao)
para analises mais detalhadas. Os comprimentos de onda de excitagdo que produziram as
maiores intensidades de emissao foram 280 nm, 310 nm e 400 nm, como sera mostrado

nos resultados.

4.6.1 Espectroscopia de Fluorescéncia Resolvida no Tempo

A fluorescéncia resolvida no tempo também foi realizada utilizando os mesmos
equipamentos da Edinburgh Instruments, uma lampada de gas hidrogénio ultra rapida de
nanosegundos, que opera na frequéncia de 40 kHz, tensao de 6,8 kV e pressao variavel
entre 0,4 e 0,7 bar. A deteccdo da emissao de fétons foi realizada com espectrometro
modelo FL920 e fotomultiplicadora que opera na regiao do azul, porém configurada para
realizar medidas no modo de contagem de féton tinico correlacionado no tempo, do inglés,
Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC).

As amostras de café foram expostas a um pulso de luz, ilustrado em verde na Figura
22, que é particularmente mais curto que o tempo de decaimento da amostra. A curva
de decaimento, em vermelho, é formada pelo acimulo de fétons no detector em funcao
do tempo de deteccdo. A técnica é ajustada de tal modo que no maximo um féton seja
detectado por pulso de luz, ou seja, apenas um féton pode ser observado. A intensidade
do decaimento foi registrada com um sistema de alta velocidade de deteccao (107'%s). O

tempo é medido entre o pulso de excitagao e o féton observado. O resultado obtido pode
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ser visto no histograma ilustrado na Figura 22, no qual o eixo x representa a diferenca de

tempo e o eixo y o niimero de f6tons detectados para esta diferenga de tempo [47].

Detector Tempo (ns)
de sinal:

Foton 1

[y
ZroWoNON~WN
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a coleta de
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Tempo (ns)

Figura 22: Representacao do principio de funcionamento da contagem de féton tnico correlacionado no
tempo (TCSPC). Adaptado de: [47].

Para realizar a medigao do tempo de atraso entre a excitagao e a emissao é necessario
uma eletronica especializada. O experimento inicia-se quando um pulso de luz é utilizado
para excitar a amostra e envia este sinal para a eletronica. Simultaneamente, outro canal
possui um pulso elétrico utilizado como referéncia. Ambos os sinais sdo enviados a um
discriminador de fragao constante (CFD), que mede o tempo de chegada de cada pulso com
alta precisao. Em seguida, os sinais sdo enviados para um conversor de tempo/amplitude
(TAC). O pulso de excitagao é usado para iniciar o TAC e gera uma rampa de tensdao que
aumenta linearmente com o tempo. Ja o foton detectado no pulso de emissao ativa um

sinal eletronico, o qual ird parar o TAC e consequentemente a rampa de tensao.

O TAC agora contém uma tensao proporcional ao tempo de atraso (At) entre os
sinais de excitagao e de emissdao. A tensao é amplificada por um amplificador de ganho
programéavel (PGA) e convertida em um valor numérico pelo conversor analdgico-digital
(ADC). Para minimizar leituras falsas o sinal ¢ limitado a uma dada faixa de tensoes. Se o
sinal nao esta dentro desse intervalo, o evento é suprimido por uma janela discriminadora
(WD). A tensao é convertida em um valor digital, e o valor de At é armazenado [47]. O
esquema completo do experimento esté ilustrado na Figura 23. Um histograma do nimero
de contagens em func¢ao do tempo é construido repetindo-se este processo até detectar um
determinado niimero de fétons para um elevado niimero de pulsos de excitagao sobre a

amostra.
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Figura 23: Arranjo experimental para medidas do tempo de vida. Adaptado: [47].

Para calcular o tempo de vida o software FI00 (Edinburgh Instruments) faz o

ajuste da curva de decaimento de fluorescéncia da amostra, utilizando a equacgao 4.1:

I(t)=A+Y Ben (4.1)

i=1
onde, I é a intensidade de luz irradiada, A é uma constante de ajuste, B; sao os fatores
pré-exponenciais, t é o tempo e 7 é o tempo de vida no estado singleto. A confiabilidade do
ajuste é adquirida através do qui-quadrado reduzido x?, também fornecido pelo software.
Valores de x? préximos de 1 indicam bons ajustes. Os resultados do ajuste sao obtidos
pela equacao 4.1. O software também fornece os fatores pré-exponenciais By, By e Bs, e

os fatores pré-exponenciais normalizados B,,1, B,21 € B,3, cuja soma ¢é igual a 1.

Os valores de excitacdo e emissao encontrados anteriormente nas analises fluores-
céncia 4.6 permanecem fixados afim de visualizar o tempo decaimento de uma ou mais
moléculas. As medidas foram realizadas com excitagoes fixadas em 280, 310 e 400 nm e
suas respectivas emissoes, 480, 470 e 605 nm, pois tais comprimentos de onda possuem

maior intensidade de fluorescéncia, como sera mostrado posteriormente nos resultados.

Para o processamento de dados obtidos, calculou-se a intensidade média de tempo

de vida através da equagao 4.2 [51-53]:

> Bz‘TiQ
>. BT

onde < 7; > é a intensidade média de tempo de vida, (; sdo coeficientes obtidos pelo

< T >= (42)

ajuste dos decaimentos referentes a cada i-ésimo tempo de vida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE COLORIMETRICA

Os resultados desta secao foram utilizados apenas para caracterizagao inicial das
amostras, explicitando a tonalidade de cada torra e como elas influenciaram nos resultados
finais. As tabelas 3, 4 e 5 apresentam os valores médios e o desvio padrao obtidos para as
torras clara (A), média (B) e escura (C) utilizando um colorimetro. Foram observados
maiores valores de luminosidade nas amostras de torra clara, seguidos da torra média e

escura.

Em cada torra os valores de luminosidade aumentam a medida que adiciona-se
café robusta nas amostras, indicando que a torra clara do café arabica nao foi idéntica a
torra clara do café robusta. Este fato ja foi observado por outros autores [7]. Segundo eles,
mesmo quando as espécies sao submetidas aos mesmo parametros de torra, as amostras

de café robusta sao de cor mais clara e amarelada do que as amostras de arabica.

Tabela 3: Parametros médios de cor para pé de café com amostras em torra clara (A).

Amostra L*¥(x10)  a*(x10)  b¥(x10)  C*(x10) h(x10)
1A 3,63£0,06 1,414£0,05 1,99+021 3,4440,17 5,45+0,19
2A  3,7840,07 1,35+0,02 1,7620,18 2,22+0,16 5,2340,26
3A 3.8240,02 1344002 1,7540,12 2.20+0,11 5,2440,16
4A 3924051 1,3140,01 1,64+0,06 2,1040,04 5,14+0,10
A 4,0240,08 1,30+0,01 1,6320,08 2,08+0,07 5,1340,13
6A  4,074£0,03 1,3240,03 1,8140,12 2,24+0,11 5,3940,13
7TA  4,1440,08 1,32+0,01 1,9040,10 2,32+0,08 5,5140,11
SA  4,1140,01 1,33+£0,01 2,00£0,10 2,39+0,08 5,6120,12
9A  4,1940,04 1,3240,01 2,03+0,08 2,42+0,07 5,690,09
10A  4,23+0,02 1,31+0,01 2,14+0,03 2,51+0,02 5,860,05
11A 4,304£0,04 1,3140,00 2,1340,02 2,50+0,01 5,850,021

L*: luminosidade; a*: coordenadas cromaticas do eixo horizontal; b*: coordenadas crométicas do eixo
vertical; C*: saturacao ou cromaticidade; h: dngulo de tonalidade; 1A: 100% ardbica; 2A: 90% arédbica;
3A: 80% aréabica; 4A: 7T0% ardbica; 5A: 60% ardbica; 6A: 50% ardbica; 7A: 40% ardbica; 8A: 30%
arabica;9A: 20% arabica; 10A: 10% arabica; 11A: 100% robusta.



Tabela 4: Parametros médios de cor para pé de café com amostras em torra média (B).
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Amostra  L*(x10) a*(x10) b*(x10) C*(x10) h (x10)
1B 3454001 1371003 1444010 1,994009 4.66+013
2B 3,57+£0,03  1,35+0,05 1,35%+0,23 1,91+0,19 4,46+0,39
3B 3,59+0,05 1,32+0,05 1,454+0,23 1,96+0,20 4,74+£0,35
4B 3,68+0,01 1,33+£0,04 1,5940,09 2,07+0,09 5,00+£0,08
5B 3,5640,01 13,1040,04 1,5140,12 2,0040,12 4,92+0,18
6B 3,660,056 1,32£0,04 1,59£0,22 2,07+0,19 5,01+£0,30
B 3,57+0,09 1,33£0,03 1,64+£0,20 2,12+0,17 5,08+0,31
8B 3,59+0,03 1,32+0,01 1,77£0,10 2,21+0,09 5,33+0,14
9B 3,61+0,02 1,33+£0,01 1,854+0,06 2,2840,06 5,43£0,08
10B 3,64+0,01 1,31+£0,01 1,8640,09 2,2840,07 5,49+0,11
1B 37140,02 12314001 2,0040,02 2,4040,01 5,68+0,03
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L*: luminosidade; a*: coordenadas cromdticas do eixo horizontal; b*: coordenadas crométicas do eixo
vertical; C*: saturacdo ou cromaticidade; h: angulo de tonalidade; 1B: 100% arabica; 2B: 90% arédbica;
3B: 80% ardbica; 4B: 70% arabica; 5B: 60% arabica; 6B: 50% arédbica; 7B: 40% arabica; 8B: 30%
ardbica;9B: 20% ardbica; 10B: 10% arabica; 11B: 100% robusta.

Tabela 5: Parametros médios de cor para pé de café com amostras em torra escura (C).

Amostra  L*(x10) a*(x10) b*(x10) C*(x10) h (x10)
1C 2,17+0,03 1,08+0,04 0,50£0,03 1,20£0,05 2,4940,07
2C 2,30+0,07 1,02+0,03 0,22+0,03 1,04£0,03 1,2340,14
3C 2,584+0,04 0,91+£0,01 0,13£0,08 0,92+0,01 0,8340,05
4C 2,62+0,06 0,91+£0,03 0,14£0,08 0,924+0,04 0,9040,09
5C 2,5240,15 0,9540,07 0,2040,15 0,97+0,07 1,18-40,16
6C  2,59+0,08 0,91-40,05 0,1340,07 0,92+0,06 0,82-0,37
7C 2,54+0,07 0,94+£0,04 0,14£0,07 0,95£0,05 0,83+0,38
8C 2,556+0,07 0,91+£0,03 0,24£0,14 0,95£0,05 1,484+0,38
9C 2,656+0,06 0,89+0,04 0,14£0,11 0,914+0,06 0,8440,10
10C  2,6240,07 0,93+0,04 0,1040,01 0,9440,05 0,62+0,38
11C 2,6040,04 0,95+0,03 0,160,10 0,964+0,03 0,97+0,12

L*: luminosidade; a*: coordenadas cromdticas do eixo horizontal; b*: coordenadas cromaticas do eixo
vertical; C*: saturacao ou cromaticidade; h: angulo de tonalidade; 1C: 100% arédbica; 2C: 90% arabica;
3C: 80% arabica; 4C: 70% ardbica; 5C: 60% arabica; 6C: 50% ardbica; 7C: 40% arabica; 8C: 30%
arabica;9C: 20% ardbica; 10C: 10% ardbica; 11C: 100% robusta.

A Figura 24 ilustra a diferenga de cor entre as amostras de uma mesma torra,
calculada a partir da equacao 3.3. Nela tem-se barras em trés cores, azul, vermelho e
verde, refentes as torras clara, média e escura, respectivamente. Cada torra foi comparada

apenas a sua propria torra.

O eixo y representa a diferenca de cor entre duas amostras e o eixo x especifica
quais sdo essas amostras. Por exemplo, na torra clara (barras azuis) a diferenga de cor
entre as amostras 1 e 2, que representam respectivamente as amostras com 100 e 90% de
café arabica, foi de aproximadamente 2,8%. Nas amostras seguintes, 2 até 10, as diferencas

nao foram superiores a 2%. No entanto, a diferenca de cor entre as amostras 11 (café 100%
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robusta) e 1 (100% arédbica) foi cerca de 7,0%, ou seja, hd uma diferenga de cor evidente
entre as amostras 1 e 11 na torra clara e mesmo que ambas tenham sido submetidas ao
mesmo tempo de torra, como descrito na secao 4.1, elas atingiram niveis distintos de torra,

possivelmente devido a umidade presente em cada espécie de café.

A mesma andlise deve ser feita para torra média (barras vermelha) e torra escura
(barras verdes). A maior diferenca encontrada na torra média e na torra escura foi entre

as amostras 1 e 11, cerca de 6,2 e 5,7% respectivamente.

{1 I A - Torra Clara
71 I B - Torra Média
7 Il C - Torra Escura

4

34

Diferenca de cor

2 ]

12 23 34 45 56 67 78 89 910 10-11 11-1
Amostras

Figura 24: Diferenca de cor entre as amostras. 1-2: 100% e 90% arabica; 2-3: 90% e 80% arébica; 3-4:
80% e 70% ardbica; 4-5: 70% e 60% ardbica; 5-6: 60% e 50% ardbica; 6-7: 50% e 40% arabica; 7-8: 40% e
30% ardbica; 8-9: 30% e 20% arabica; 9-10: 20% arabica e 10% arabica; 10-11: 10% ardbica e 100%
robusta; 11-1: 100% robusta e 100% arédbica.

5.2 ABSORCAO NO INFRAVERMELHO MEDIO

Os conjuntos de amostras foram submetidos ao FTIR-ATR, com faixa espectral
entre 4000 e 400 cm ™! a qual foi analisada por possuir varios picos relacionados a distintas
ligagoes moleculares dos componentes do café que interagem com a radiacao no infraver-
melho. Os picos mais relevantes foram encontrados entre 3000 e 2800 cm ™!, e entre 1800 e
700 cm ™!, sendo cada espectro resultado de medidas em triplicata. Estas amostras sao
blends entre os cafés arabica e robusta. As principais bandas de absorcao para cada estao

destacados nas Figuras 25, 26 e 27 para cada ponto de torrefagao.

A regiao entre 2800 e 1800 cm ™! ndo apresenta picos de absorcao e assim nao traz
contribuigoes para estas andlises, por isso a regiao foi removida do espectro e das analises,

em conformidade com a literatura [14,29].

Uma andlise comparativa entre os espectros de café, desde arabica puro (1A) até
robusta puro (11A) em torra clara, (Figura 25) revela que, independente da espécie de

café ou da porcentagem de café robusta presente na amostra, todas as regioes de absor¢ao
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foram observados nos trés niveis de torra. Este fato é aceitavel, uma vez que o café possui
0s mesmos compostos [5] em ambas as espécies ap6s o processo de torrefagio, o que varia
sao as quantidades desses compostos e por isso, os espectros apresentam variagoes nas

intensidades.

No conjunto de espectros da Figura 25, pode-se observar as principais bandas de
absorcao em 2921, 2852, 1743, 1646, 1456, 1375, 1240, 1155, 1025 e 811 e 711 cm ™!, que
estao associados a compostos presentes nos graos de café [5,14] e seus respectivos modos

vibracionais [14,39], resumidamente ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6: Modos vibracionais e compostos encontrados em cada regido de absorcao [14].

de Absi{:gzo(cnfl) Modos de Vibracao Compostos
835-800 Dobramento CH fora do plano Compostos Fendlicos
1039 Estiramento C-O Celulose
1099 Estiramento C-O Carboidratos
1132-1118 Estiramento C-O Carboidratos
1165-1138 Estiramento C-O Polissacarideos, Celulose
1365-1334 Dobramento O-H no plano Compostos Fendlicos
1589-1504 Dobramento simétrico de NHz e Amida IT Proteinas
1645-1610 NH,, NH e dobramentos de Amida II e Lactona Proteinas
1646-1610 NH,, NH e dobramentos de amida II Cafeina
1670-1649 Amida I Proteinas
1701-1674 Estiramento C=0 em &cidos conjugados com arilo Acidos Aromaticos e Acidos Clorogénicos
1720-1705 Estiramento C=0 Acidos Alifaticos
1759-1722 Estiramento C=0 Lipideos, Aldeidos
2848-2810 Estiramento simétrico C-H e CH, Lipideos
2877-2850 Estiramento simétrico de C-H e CHj Cafeina
2921-2908 Estiramento assimétrico CHy Lipideos
2970-2935 Estiramento assimétrico CHy Cafeina

Ao avaliar a intensidade dos picos de absorgao da torra clara (Figura 25), pode-se
verificar que as maiores intensidades estao relacionadas as amostras de arabica puro ou
a misturas com maiores proporgoes de arabica e que as bandas de absorcao diminuem a
intensidade na mesma proporc¢ao em que é retirado café arabica e adicionado café robusta,
exceto em 811 ecm™!, onde os espectros nao possuem ordenacio, e em 1025 cm™!, onde a

maior intensidade ¢ proveniente da amostra de café robusta puro (11A).

Os espectros das Figuras 26 e 27 representam as torras média e escura, respec-
tivamente, neles pode-se observar as mesmas bandas de absorcao citadas para a torra
clara (Tabela 6). O que varia entre as trés torras estudadas sao as intensidades dos
picos, e o comportamento da intensidade quando relacionado a amostras com diferentes
concentragoes de cada espécie, elucidando o fato que o teor de cada composto é diferente
para as espécie [5], pois a intensidade estd diretamente relacionada a concentragao de

moléculas que absorvem em certa regiao.

As maiores intensidade dos picos de absor¢ao da Figura 26 (torra média) continuam
vinculadas as amostras de café arabica ou a misturas com maiores proporc¢oes de arabica e

as bandas de absorcao diminuem a intensidade na mesma proporcao em que ¢é retirado

1

café arabica e adicionado café robusta, exceto em 811 e 1025 cm™, onde as maiores
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intensidades estao relacionadas as amostras de café robusta puro (11A). Na regido entre
1155 e 1646 cm ™!, nao é possivel ordenar as intensidades de acordo com a concentracao de

cada espécie.

As bandas de absorgao em torra escura (Figura 27), também possuem maiores
intensidades associadas as amostras de café arabica puro ou a misturas com maiores
proporcoes de arabica e a intensidade das bandas de absor¢cao diminuem a medida em
que o café robusta é adicionado as amostras. No entanto, neste nivel de torra, os picos
811, 1025, 1646, e 2921 cm~! perdem completamente o padrdo que associa quantidades de
robusta e arabica. Na torra escura, em nenhum dos picos de absorc¢ao, o café puro robusta

(11A) é mais intenso que o ardbica.

Autores destacam que as diferengas nos espectros sao causadas pela quantidade de
cada composto nas espécies, tais como tococromanéis, polifendis e clorofilas [18], dcidos
graxos [9, 18] e os tocoferdis o e 3, componentes da vitamina E [10] podem ser utilizados
como discriminantes entre as espécies e eles apresentam pequenas variacoes durante a torra,
mas em amostras de café robusta, o grau de degradagao é maior, segundo estudos [10],
devido ao tamanho menor dos graos dessa espécie, eles oferecem menor resisténcia a

transferéncia de calor, facilitando a degradacao do composto.

E importante observar que o teor de cafeina s6 depende da espécie e pode ser
considerada uma ferramenta importante para a discriminacao espécies, independentemente
do grau de torra [7]. Os lipideos, presentes em quantidades maiores nos graos de café
arabica [5], também sdo bons discriminantes e apenas uma pequena porcentagem é perdida
durante a torra. Em geral, eles exibem uma caracteristica de banda resultante da vibracao
de carbonila (C=0), que pode ser identificado nas duas espécies de café. O fato do café
arabica apresentar picos mais intensos que o café robusta é justificado pela diferenca

notoria nos teores de lipideos e composigao de polissacarideos entre as duas espécies [29].

Através de simples andlise dos espectros, foi possivel demonstrar um comportamento
similar entre os diferentes niveis de torra e de espécies. A medida em que se realizou a
substituicao de arabica por robusta, houve também diminuicao na intensidade da maioria
dos picos dos espectros. Para validar as observacoes visuais descritas nesta secdo, fez-se
necessario uma analise estatistica multivariada. Devido a similaridade e complexidade dos
espectros foi utilizada a Andlise de Componentes Principais (PCA) para verificar se os

conjuntos amostrais estudados diferem entre si por suas caracteristicas espectrais.
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5.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A analise PCA foi realizada nas 11 amostras distintas, a fim de caracterizar os
espectros de cada um dos blends nas trés diferentes torras, diferenciando as amostras
de acordo com sua espécie. Nos trés tipos de torra estudados, o primeiro (PC1) e o
segundo (PC2) componentes principais, descrevem mais de 75% da varidncia acumulada

dos espectros.

Na torra clara (Figura 28), o PC1 e PC2 descrevem 46,9 e 30,8%, respectivamente, e
a correlacao PC1 x PC2 explica mais de 75% das alteragoes observadas entre os espectros das
amostras. Na Figura 28 pode-se verificar que os blends estao distribuidas preferencialmente
nos quadrantes superiores do grafico. Horizontalmente, as amostras distribuem-se de
maneira regular, desde 100% arabica (1A), eixo positivo do PC1, até 100% robusta (11A),

eixo negativo do PC1 e, portanto, indicam distin¢ao entre as duas espécies de café.

O espectro da amostra 8 nao foi salvo durante as medic¢oes, devido a um erro
operacional. Posteriormente foi feita a tentativa de reanalise da amostra, mas o espectro
apresentou grande diferencas das medidas iniciais, possivelmente devido ao tempo de
estocagem da amostra, que sofreu modificagdes com o tempo, por isso nao foi possivel

utilizar o espectro dessa amostra e optou-se por retirar esta amostra das analises.

Faz-se necessario destacar que o tempo de estocagem causa mudancgas significativas
nas amostras e que amostras submetidas a torrefacdo e moagem, mas com diferentes

tempos de estocagem nao podem ser comparadas.
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Figura 28: Andlise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra clara (A):
Correlacdo entre as amostras (scores). 1A: 100% ardbica; 2A: 90% arédbica; 3A: 80% ardbica; 4A: 70%
arabica; 5A: 60% ardbica; 6A: 50% arédbica; 7TA: 40% arébica; 8A: 30% ardbica;9A: 20% ardbica; 10A:
10% arédbica; 11A: 100% robusta.

Nos loadings (Figura 29) observou-se a influéncia dos nimeros de onda no posi-

cionamento das amostras no grafico de scores. As amostras preferencialmente robusta

sao influenciadas por valores que fazem mengao a cafeina (2970-2935 cm™') [14,29] e a

compostos fendlicos (835-800 cm™!), as amostras centrais fazem mengao a celulose (1039,
1165-1138 cm™ 1), carboidratos (1099, 1132-1118 cm™!), polissacarideos (1165-1138 cm™!),
protefnas (1670-1649, 1645-1610, 1589-1504 cm™!) e cafeina (2877-2850 cm™!). Por fim,

as amostras preferencialmente arabica, apresentam valores que representam compostos

como, a proteina (1670-1649 cm™!), acidos clorogénicos e aromdticos (1701-1674 cm™!) | e
de modo bastante intenso a cafeina (2970-2935, 2877-2850 cm™!) e lipideos (2921-2908,
2848-2810 cm™1) [14]. Todas essas regides estao descritas na Tabela 6, na segio 5.2.
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Figura 29: Anélise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra clara (A):
Influéncia dos nimeros de onda (loadings).

Na torra média, os scores (Figura 30), PC1 e PC2 descrevem 51,2 e 28 8%, respecti-

vamente, e a correlacao PC1 x PC2 explica cerca de 80% das alteragoes observadas entre os

espectros das amostras. Neste grafico, diferente da Figura 28, as amostras distribuiram-se

de maneira contraria. Aqui, as amostras preferencialmente ardbica estao no quadrante

negativo do PC2, e as demais amostras distribuem-se de maneira regular no sentido

positivo do eixo do PC1. A mesma inversao ocorre no eixo y. A principio, este fato é

justificavel, uma vez que o software escolhe a melhor organizacao dos quadrantes.
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Figura 30: Anélise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra média (B):
Correlacdo entre as amostras (scores). 1B: 100% ardbica; 2B: 90% ardbica; 3B: 80% arabica; 4B: 70%
arabica; 5B: 60% arabica; 6B: 50% arabica; 7B: 40% arédbica; 8B: 30% ardbica;9B: 20% arabica; 10B: 10%
arabica; 11B: 100% robusta.

Contudo, mesmo apresentando comportamento inverso, na Figura 31, as amostras
preferencialmente ardbica continuam a ser influenciadas por compostos como cafeina,
lipideos e proteinas, as amostras centrais e preferencialmente robusta, por acidos alifaticos,
clorogénicos, cafeina, proteinas, aromaticos, aminoacidos, lipideos e compostos fendlicos
[3,14,29]. As regioes de absor¢ao de cada composto estao descritos na Tabela 6, na segao
5.2.
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Figura 31: Anélise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra média (B):
Influéncia dos niimeros de onda (loadings).

Na torra escura, os scores (Figura 32), PC1 e PC2 descrevem 57,7 e 21,9%,
respectivamente, e a correlacao PC1 x PC2 explica mais de 75% das alteracoes observadas
entre os espectros das amostras. Neste nivel de torra, uma porcentagem elevada dos
compostos sdo degradados ou transformados [54], dificultando a distingdo entre as espécies
de café. Pode-se observar este fato analisando as amostras 1A e 11A, que estao dispostas
no mesmo quadrante, ou seja, a correlacao entre elas é maior, e indicam que a diferenciagao

entre café robusta e arabica nao é mais tao evidente, como nos casos anteriores.
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Figura 32: Anélise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra escura (C):
Correlagdo entre as amostras (scores). 1C: 100% arabica; 2C: 90% ardbica; 3C: 80% arabica; 4C: 70%
arabica; 5C: 60% arabica; 6C: 50% arabica; 7C: 40% arébica; 8C: 30% arabica;9C: 20% arabica; 10C: 10%
ardbica; 11C: 100% robusta.

Nos loadings (Figura 33) ainda observa-se a presenga de cafeina e lipideos [7,29].
Na regiao onde encontra-se este compostos, (lado superior do gréfico - Figura 33), estao
localizadas as amostras preferencialmente arabica. De acordo com a literatura, degradam
menos os compostos, se comparadas as amostras de cafés robusta [29]. As amostras ainda
sao influenciadas por cetonas, acidos alifaticos, aromdticos, clorogénicos, proteinas [14,29],

cafeina e aminoacidos, mas nao mais de modo definitivo, como nas torras clara e média.
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Figura 33: Anélise dos componentes principais dos espectros das onze amostras em torra escura (C):
Influéncia dos nimeros de onda (loadings).

O fato da torra ser escura pode omitir fraudes entre espécies distintas de café,
pois compostos que antes eram discriminantes entre as espécies sao perdidos em torras

elevadas.

54 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS)

A regressao foi realizada na torra clara (A) para o conjunto de 41 amostras, e os
espectros foram divididos em dois subconjuntos, calibracao e valida¢ao, como mencionado

na secao 4.5.

O valor minimo de fatores, PRESS, exibido pelo método foi igual a 8, ou seja, oito
fatores sao mais indicados na construgao do modelo de regressao PLS para determinar
a quantidade de café robusta adicionado nas amostras. A Tabela 7 traz os valores de
variancia para cada fator, e mostram que a estrutura dominante dos dados, nos eixos X e

Y sao descritas basicamente pelo primeiro fator.
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Tabela 7: Porcentagem de varidncia para cada fator do modelo PLS.

fljtoii;s Variancia X (%) Variancia Acumulada X (%) Variancia Y (%) Variancia Acumulada Y (%)
1 78,93 78,93 93,91 93,01
2 5,35 84,29 4,00 97,91
3 5,39 89,68 0,91 98,82
4 2,42 92,10 0,33 99,15
5 2,67 94,78 0,11 99,26
6 0,76 95,54 0,25 99,52
7 1,37 96,91 0,06 99,58
8 0,75 97,66 0,08 99,67
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Os resultados da calibracao podem ser visualizados na Figura 34, que apresenta

os valores observados (atuais) versus os valores preditos pelo do modelo PLS. Os pontos

representam os valores medidos e a reta em vermelho representa a previsao do modelo. O

coeficiente de determinacao obtido para o modelo foi R? = 0, 99669, valor que representa a.

variacdo percentual explicada pelo modelo, ou seja, o modelo explica 99,66% da variacao

em y.
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Figura 34: Regressao linear dos valores observados e preditos pelo modelo para a adulteracao de café
robusta para o conjunto de calibragao.
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Figura 35: Gréfico de residuos do conjunto de calibragao.

Similarmente, para a validacao tem-se a regressao, ilustrada na figura 36. Os pontos
pretos também representam os valores medidos, desconhecidos pelo programa e a linha em
vermelho representa a previsao do modelo, cuja coeficiente de determinagao obtido para o

modelo foi R? = 0, 96784, indicando que o modelo explica 96,78% da variacdo em y.
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Figura 36: Regressao linear dos valores observados e preditos pelo modelo para a adulteracao de café
robusta para o conjunto de validagao.

Os erros também seguem o principio da aleatoriedade, como ilustrado na Figura
37.
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Figura 37: Gréfico de residuos do conjunto de validagao.

E importante observar que temos um erro grande na extremidade superior direita,
provavelmente associado a um erro do método, que pode ser reduzido se o niimero de

pontos for maior.

Os resultados gerados pelo modelo sao apresentados na tabela 8, com valores do
coeficiente de determinagio (R?), raiz quadrada do erro quadratico médio (RMSE), e o

erro relativo percentual (RE%) para os conjuntos de dados de calibracao e validagao.

Tabela 8: Modelo PLS relativo a quantificacao de café robusta adicionado nas amostras.

. Calibracao n= 30 Validagao n= 11
Medidas R? RMSE RE R? RMSE RE
Proporc¢ao de Robusta
Adicionado 0,99669 1,73067 0,03094 0,96784 4,80044 0,07548

Quanto mais préximo de zero a raiz quadrada do erro quadratico médio (RMSE) e
o erro relativo percentual (RE%) estiverem, melhores previsoes o modelo fara, pois ele
estard bem ajustado. Para melhorar os resultados obtidos, faz-se necessario aumentar o

numero de medigoes.

5.5 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Inicialmente, realizou-se uma analise exploratéria das possiveis regioes de interesse,
fazendo a varredura de toda a faixa da lampada (200-400 nm). Nesta etapa, foi realizado
uma conjunto de medidas iniciais, nas quais buscava-se identificar regioes de maior

fluorescéncia. Assim, alguns comprimentos de onda de excitacao foram escolhidos com
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base nos espectros que apresentaram maior intensidade de emissao. Os comprimentos de
onda de excitacao escolhidos para andlise e comparacao das amostras foram 280 nm, 310

nm e 400 nm.

Na Figura 38 pode-se observar o grafico de intensidade de emissao versus compri-
mento de onda para diferentes excitagoes. Para as excitagoes de 280 nm foram obtidos
emissoes em 423 nm e 480 nm, ja para excitacao em 310 nm e 400 nm foram observados
emissoes em 470 nm e 605 nm, respectivamente. Observou-se também que as excitagoes
em 340 nm e 370 nm nao apresentam picos significativos de emissao e por isso foram

retirados dos resultados.

E importante destacar que o equipamento possui uma alta sensibilidade de deteccio
(contagem de fotons), devido a isso pode-se analisar amostras que apresentem baixa

intensidade de emissao.

700 — 423 nm Ex.280nm/1A
i Ex.310nm/1A
Ex.340nm/1A

Bo0= 470 nm Ex.370nm/1A
] Ex.400nm/1A

Intensidade (u.a.)
N
8
|

T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm)

T T
300 350

Figura 38: Mapa de Emissao das amostras de café ardbica puro (1A) excitadas em diferentes
comprimentos de onda.

Apés a realizagao da analise exploratéria para identificacdo dos comprimentos de
onda de excitagdo que geravam melhores emissoes para as amostras de café, iniciou-se
as medidas para o conjunto de amostras em torra clara, com amostras de café arabica e

robusta puro e variagoes de suas misturas.

Os comprimentos de onda de excitagao e emissao observados anteriormente foram
utilizados, e todas as amostras do conjunto foram submetidas ao mesmo procedimento de
medidas. As Figuras 39, 40 e 41 mostram os resultados obtidos para as excitagdes em 280
nm, 310 nm e 400 nm, respectivamente. Cada figura compara a intensidade de emissao

para diferentes amostras.
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Figura 39: Mapa de Emissdo do conjunto de amostras em torra clara (Tabela2) excitadas em 280 nm.

Estudos sobre a cafeina pura, revelam que ela apresenta maxima absorcao em
272 nm e emissao em 397 nm [18]. No presente trabalho, ao excitar as amostras em 280
nm, foram observados bandas de emissao em 423 e 480 nm. Assim, ha indicios que a

fluorescéncia observada na Figura 39 estd relacionada a presenca de cafeina nas amostras.
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Figura 40: Mapa de Emissdo do conjunto de amostras em torra clara (Tabela2) excitadas em 310 nm.

Também foram observadas emissoes em torno de 470 nm, ao excitar as amostras
em 310 nm. Nesta regiao ha indicios que o fluoréforo responsavel pela fluorescéncia,
ilustrado na Figura 40, seja o dcido clorogénico ou écido 5-cafeoilquinico (5-CQA), que

puro, apresentam méxima absor¢ao em 324 nm e emissao em 455 nm [55].
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Figura 41: Mapa de Emissdo do conjunto de amostras em torra clara (Tabela2) excitadas em 400 nm.

Por fim, a Figura 41 ilustra a excitacao em 400 nm e emissao em 605 nm. O
candidato a fluoréforo neste caso, é a clorofila, cuja absor¢ao ocorre em 430 nm e emissao

em 685 nm.

Nos trés casos, os conjuntos de absor¢ao e emissao encontrados apresentam de-
fasagens em ralacao aos candidatos a fluordforos da literatura. Este fato é justificavel e
esperado, uma vez que os resultados da literatura sao referentes aos compostos puros. Ja
as amostras de café, possuem iniimeras compostos que podem interferir nos resultados

finais de fluorescéncia.

Em todas as excitagdes analisadas, a amostra 11A, que representa o café 100%
robusta afasta-se nitidamente das misturas e do café 100% arabica. Estes resultados suge-
rem que amostras de robusta contenham fluoréforos, sensiveis a diferentes comprimentos
de onda ou que algum deles sofre supressao quando as amostras sdo misturadas [56]. Por
exemplo, 16-O-metilcafestol, tipico do café robusta e ausente no café arabica [18]. A
presenca desse composto nas amostras de café robusta indicam que misturas com maiores

quantidades de café arabica irao distanciar-se do café robusta puro.

Autores destacam que compostos como os tococromandis, clorofilas [18], dcidos
graxos [9, 18] e os tocoferdis a e 3, componentes da vitamina E [10,57] sdo bons discri-
minantes entre as espécies e portanto podem apresentar emissoes distintas por estarem
presentes em quantidades distintas nas espécies. Além disso, as variacoes de intensidade
nos espectros, confirmam que ha quantidades diferentes de cada composto de uma espécie

para outra, como era esperado [5].

Alguns trabalhos utilizam a técnica Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do
inglés, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) que faz a separacao de compostos
da amostra analisada, também pode detectar fluorescéncia, através do acoplamento de

um detector ao equipamento, escolhido de acordo com o interesse do pesquisador, para
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detectar a presenca de diversos compostos em amostras de café.

Por exemplo, os tocoferéis, responsaveis por boa parte das propriedades antioxi-
dantes presentes no café, foram investigados por essa técnica [10]. Nesta pesquisa, as
amostras foram excitadas em 290 nm, com o intuito de detectar tais compostos, presentes
na vitamina E. Segundo eles, 90% dos tocoferdis permanecem apos a torra, com excegao
do [-tocoferol em robustas, cuja degradacao média foi de 25%. Por fim, o estudo conclui
que a quantidade de vitamina E presente no café arabica é maior que no café robusta.
Tais compostos estao diretamente relacionados a quantidade de lipideos nos graos de café,

sendo que o café ardbica atinge quase o dobro da quantidade de lipideos do robusta.

Os resultados desta secao mostraram maiores intensidades para os graos de café
robusta, independente da excitagao, indicando que as emissoes observadas nao facam
referéncia a lipideos, uma vez que eles estao presentes em maiores quantidades no café
ardbica [10].

Outro estudo evidéncia a importancia dos acidos graxos como discriminantes para
as espécies de café [9]. A cromatografia gasosa foi a técnica utilizada para a separacao dos
compostos e quantificacido de diferentes acidos como o miritico, oléico, linoléico e linolénico.
Deles, o acido oléico encontrado no café robusta, representa cerca de 12,3%, e no café
arabica, 8,3%. J4 o 4cido linolénico estd presente no café robusta em menor quantidade,

0,9%, enquanto no café ardbica 1,5%.

Um fator importante é que nos acidos graxos nao ha diferencas significativas entre
as amostras verde e torrada [9]. No entanto, este trabalho néo cita o comprimento de
onda de excitacao e emissao em que foram encontrados estes compostos, o que inviabiliza
comparagoes, mas como o acido oléico esta presente no café robusta em maiores proporgoes,

levando a indicios que ele pode ser um dos fluoréforos procurados.

Usualmente faz-se o mapa de emissao da amostra numa técnica de absorcao, a fim
de averiguar a amostra e identificar suas moléculas constituintes. Em seguida, identifica-se
qual molécula é referente a um comprimento de onda de absor¢ao e excita-a neste mesmo
local, para investigar a emissdo da molécula. Assim, amostras de café foram submetidas ao
UV-Vis e a cafeina encontra méaxima absor¢ao em torno de 275 nm e em bandas em torno
de 290 e 320 nm estao relacionadas a presenca de acidos clorogénicos e a trigonelina [18],

valores proximos aos escolhidos por este trabalho.

As andlises de fluorescéncia sdo um estudo preliminar, por este motivo realizou-se
as medidas nesta técnica apenas para a torra clara, onde as diferencas sdo mais evidentes,
devido a maior presenca de compostos. Posteriormente, pretende-se ampliar os resultados

para as demais torras.
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5.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO

Na fluorescéncia resolvida no tempo, analisou-se a curva de decaimento da intensi-
dade de fluorescéncia, apos a deteccao de um féton num intervalo de tempo. Na excitagao
de 280 nm optou-se por analisar a emissao em 480 nm, pois mesmo com pico em 423 nm
mais intenso, ele ndo apresentava diferencas no tempo de vida para amostras distintas. As
outras excitac¢oes foram 310 nm e 400 nm, com emissoes em 470 e 605 nm, respectivamente,

como ja mencionado anteriormente na sec¢ao 5.5.

Os decaimentos estao ilustrados nas Figuras 42, 43 e 44.
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Figura 42: Curvas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo das amostras de café com diferentes
proporgoes de café ardbica e robusta (1A: 100% ardbica; 2A: 90% arabica; 3A: 80% ardbica; 4A: 70%
arabica; 5A: 60% arabica; 6A: 50% ardbica; 7A: 40% ardbica; 8A: 30% ardbica;9A: 20% ardbica; 10A:

10% ardbica; 11A: 100% robusta.), com excitagio em 280 nm e emissao em 480 nm.
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Figura 43: Curvas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo das amostras de café com diferentes
proporgdes de café ardbica e robusta (1A: 100% ardbica; 2A: 90% arébica; 3A: 80% arabica; 4A: 70%
arabica; 5A: 60% arédbica; 6A: 50% arédbica; 7TA: 40% arébica; 8A: 30% arébica;9A: 20% ardbica; 10A:

10% ardbica; 11A: 100% robusta.), com excitagdo em 310 nm e emissdo em 470 nm.
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Figura 44: Curvas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo das amostras de café com diferentes
proporgoes de café ardbica e robusta (1A: 100% arédbica; 2A: 90% ardbica; 3A: 80% arabica; 4A: 70%
arabica; 5A: 60% ardbica; 6A: 50% arédbica; 7TA: 40% arébica; 8A: 30% arébica;9A: 20% ardbica; 10A:

10% ardbica; 11A: 100% robusta.), com excitagdo em 400 nm e emissdo em 605 nm.

Para a excitagao em 280 nm, os decaimentos foram bem ajustados a trés parametros
(Tabela 9). Nas excitagoes em 310 nm e 400 nm, dois pardmetros foram suficientes para
bons ajustes, Tabelas 10 e 11, respectivamente. Os pardmetros sao ajustados pela equacao
4.1 e foram obtidos quando as amostras foram submetidas as excitagoes de 280 nm, 310
nm e 400 mn, onde foram analisados os tempos de vida de decaimento de suas respectivas

emissoes (480 nm, 470 nm e 605 nm).

As medidas foram realizadas em todos os blends da torra clara (A), tendo como

resposta um grafico de intensidade de emissao versus tempo.

O fato das amostras de café possuirem emissdes em diferentes comprimentos de
onda e tempos de vida diferentes, esta diretamente relacionado com a presenca de diferentes
moléculas e tipos de ligagoes moleculares nas amostras. Além disso, o comportamento
de decaimento de uma excitagao especifica pode conter informacgoes referentes a quebra
molecular [56]. O nimero de tempos de vida associados a uma emissio estard relacionado
ao numero de compostos que estao interagindo para ocorrer emissao. Dessa forma é
interessante analisar separadamente os valores de tempo de vida de emissao, dados pelo
ajuste da curva exponencial. A média dos tempos de vida (equagdo 4.1) também fornecem

valores importantes e que merecem ser estudados [51-53].

Na tabela 9, referente a excitagao em 280 nm e emissao em 480 nm, pode-se
observar um indicativo da diferencga entre as espécies de café. Nota-se no primeiro tempo
de vida (71) que a diferenga entre as duas espécies é aproximadamente 19%. J4 a diferenga
entre um café 100% robusta e um blend 50% é superior a 30%. Quando analisou-se a

diferenca entre o 100% arédbica e o blend, nota-se uma variagao de 16%.

As mudancas observadas nos valores de 7; sdo um indicativo de que ha compostos
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presentes no café que variam com as espécies. Esses compostos, quando identificados e
bem caracterizados podem ser bons indicadores na avaliacdo de pureza e na identificacao

da concentracao de certa espécie em um blend.

E interessante notar que os tempos de vida diminuem de 100% arabica até préximo
do blend de 50%, em seguida voltam crescer até tornarem-se maiores do que o valor
observado na amostra 100% arabica, indicando que a amostra capaz de emitir por mais
tempo é a composta apenas pela espécie robusta. Este fato indica também uma maior

proximidade entre os valores observados nos blends e a amostra de arabica pura.

Na Tabela 10, referente a excitacao em 310 nm e emissao em 470 nm, também foi
possivel verificar a diferenca entre as espécies. No primeiro tempo de vida a diferenca
apresentada é cerca de 24% e a tendéncia dos blends em se aproximarem da amostra
100% arabica também é mais evidente. A diferenca no tempo de vida 7, entre a amostra
100% arébica e o blend de 50% ¢é aproximadamente 6%, mas entre 50% a 100% robusta
a diferenca ¢é superior a 18%. Neste caso, o comportamento observado foi andlogo ao
anterior, onde os tempos também diminuem até 50% e voltam a crescer, a medida que

maiores quantidades de robusta sao acrescidas nos blends.

Por fim, a Tabela 11 | referente a excitagdo em 400 nm e emissao em 605 nm, exibe
comportamento andlogo aos demais. No entanto, a diferenciacao entre as espécies no
primeiro tempo de vida é menor comparado as outras excitacgoes, cerca de 15% e ainda
menor no 72 (0,5%). Mesmo assim, as amostras de arabica se aproximam dos blends com
diferenca de 18%. Em contrapartida, quando comparado o blend de 50% e a amostra 100%

robusta observa-se variacao superior a 30%.

Analisando de modo geral o decaimento para as trés excitagoes, pode-se verificar
que o primeiro tempo de vida (71) nas excita¢oes 280 e 310 nm e (72) na excitacdo em
400 nm sao bons indicadores para identificar a qual espécie uma dada amostra se refere,
desde que a mesma possa ser comparada a uma amostra que se saiba a origem, ou seja,

por enquanto, faz-se necessario um método comparativo para obtencao dos resultados.

As intensidades médias do tempo de vida, < 7 >, calculadas para as trés excitagoes
sao apresentadas nas Tabelas 9, 10 e 11. Para a excitagdo/emissao (280/480 nm) apresen-
tada na Tabela 9, os menores tempo de vida de vida médio observados foram 3,02 e 3,01 ns,
para as amostras 100% arabica e 90% ardbica, respectivamente, e o tempo de vida médio
mais longo foi 3,33 ns, observado para a amostra 40% ardbica. Ao comparar o tempo de
vida médio das amostras puras (1A-100% arabica e 11A-100% robusta), observou-se a

diferenca de apenas 3,51%.

Para a excita¢do/emissao (310/470 nm), Tabela 10, o maior tempo de vida média
2,88 ns foi observado para a amostra 9A (20% arabica) e o menor tempo de vida média de

2,46 ns para a amostra 11A (100 % robusta). A diferenca de tempo de vida média entre



Tabela 9: Coeficientes obtidos através da equacdo de ajuste referente & 280/480 nm (excitagdo/emissdo) para o conjunto de amostras em torra clara (A).

Parametros 1A* 2A* 3A* 4A%* 5A* 6A* TA* SA* 9A* 10A* 11A*
71 (ns) 0,57 £ 0,01 0,51 £ 0,01 0,51 £ 0,01 0,50 £ 0,01 0,52 £ 0,01 0,47 £ 0,01 0,52 £ 0,01 0,54 £ 0,01 0,52 £ 0,01 0,57 £ 0,01 0,69 £ 0,01
75 (ns) 2,17 + 0,06 2,02 + 0,05 2,01 + 0,03 2,00 + 0,05 2,10 + 0,05 2,03 + 0,04 2,20 + 0,05 2,14 + 0,05 2,06 + 0,04 2,15 + 0,05 2,42 + 0,07
75 (ns) 77402 73402 7.3 + 0,02 73402 77402 75402 8,1+ 072 77402 75+ 0,2 7.8 40,2 8,2+ 0,2
<7> 3,02 3,01 3,09 3,11 3,24 3,98 3,33 3,98 3,32 331 3,13
A 0,41 0,45 0,48 0,45 0,45 0,48 0,44 0,50 0,51 0,48 0,38
B 0,127 + 0,001 0,193 + 0,002 0,192 & 0,061 0,194 & 0,002 0,188 + 0,002 0,200 + 0,002 0,188 + 0,002 0,181 + 0,002 0,181 + 0,051 0,171 + 0,002 0,155 + 0,001
B, 0,012+ 0,000 0,015+ 0,001 0017 40,001 0017 + 0,001 0,063 + 0,00 0,068 + 0,001 0,016 + 0,001 0,017 + 0,001 0,019 + 0,001 0,018 + 0,001 0,448 + 0,001
By 0,0007 4+ 0,0007 0,0008 + 0,0008 0,0010 + 0,0009 0,0009 + 0,0008 0,0008 £ 0,0007 0,0009 + 0,0007 0,0007 & 0,0006 0,0009 & 0,0007 0,0010 % 0,0008 0,0009 + 0,0008 0,0007 %+ 0,0007
By (%) 77,25 72,79 70,60 70,78 70,63 67,81 71,02 69,43 66,60 68,10 75,46
By (%) 18,82 22,73 24,70 24,54 24,72 27,21 24,69 25,81 28,03 97,01 20,64
Bs (%) 3,93 4,51 4,70 4,68 4,65 497 4,29 476 5,37 489 3,90
2 0,95 1,05 1,04 0,08 0,99 0,91 0,95 1,03 1,02 1,04 0,95

Tabela 10: Coeficientes obtidos através da equagdo de ajuste referente & 310/470 nm (excita¢do/emissdo) para o conjunto de amostras em torra clara (A).

Parametros 1A* 2A% 3A* 4A* 5A* 6A* TA* SA* 9A* 10A* 11A*
1 (us) 0,44 £ 0,01 0,44 £ 0,01 0,43 £ 0,01 0,41 £ 0,01 0,42 £ 0,01 0,46 £ 0,01 0,42 £ 0,01 0,44 £ 0,01 0,45 £ 0,01 0,45 £ 0,01 0,58 £ 0,01
7y (ns) 5,75 £ 0,08 541 £ 0,07 5,08 £ 0,06 5,01 £ 0,06 4,95 £+ 0,05 4,92 £+ 0,05 4,90 £+ 0,05 4,89 £+ 0,05 4,88 + 0,05 4,77 £+ 0,05 5,09 £ 0,06
<7 > 2,72 2,70 2,66 2,68 2,76 2,75 2,83 2,84 2,88 2,83 2,46
A 0,23 0,31 0,32 0,41 0,36 0,43 0,47 0,49 0,52 0,50 0,27
B, 0,212 + 0,004 0,205 + 0,04 0,200 + 0,004 0,202 + 0,005 0,195 + 0,004 0,179 + 0,004 0,193 + 0,005 0,182 + 0,004 0,173 + 0,004 0,173 + 0,004 0,167 + 0,002
By 0,00093 + 0,00003 0,00111 £ 0,00003 0,00133 £ 0,00003 0,00135 4+ 0,00003 0,00154 £+ 0,00004 0,00163 + 0,00004 0,00162 £+ 0,00004 0,00171 £ 0,00004 0,00179 &+ 0,00004 0,00186 + 0,00004 0,00155 + 0,00004
B (%) 94,56 93,70 92,73 92,57 91,57 91,07 91,00 90,48 89,90 89,70 92,47
Ba (%) 5,44 6,30 7,27 7,43 8,43 8,93 9,00 9,52 10,10 10,30 7,53
x? 3,01 2,10 1,54 1,35 1,47 1,44 1,38 1,32 1,39 1,13 1,37

Tabela 11: Coeficientes obtidos através da equagdo de ajuste referente & 400/605 nm (excita¢do/emissdo) para o conjunto de amostras em torra clara (A).

Parametros 1A* 2A% 3A* 4A* 5A* 6A* TA* 8A* 9A* 10A* 11A*
7 (ns) 0,321 + 0,004 0,302 + 0,04 0,302 + 0,004 0,275 + 0,004 0,281 £ 0,005 0,259 + 0,004 0,284 + 0,004 0,286 + 0,004 0,274 + 0,004 0,304 + 0,004 0,383 + 0,004
7> (ns) 4,03 + 0,39 3,67 £ 0,07 3,57 £ 0,04 3,59 £+ 0,06 3,62 + 0,06 3,65 £+ 0,05 3,77 £ 0,04 3,78 £ 0,05 3,70 £ 0,05 3,67 + 0,04 4,05 + 0,07
<T> 1,16 1,29 1,43 1,52 1,60 1,82 1,75 1,82 1,93 1,93 1,51
A 0,33 0,31 1,44 0,41 0,43 0,42 0,44 045 0,47 0,53 0,38
B 0,326 + 0,004 0,342 + 0,05 0,346 + 0,004 0,256 + 0,005 0,367 + 0,006 0,393 + 0,006 0,365 + 0,005 0,361 + 0,005 0,370 + 0,005 0,340 + 0,004 0,281 + 0,003
By 0,00060 £ 0,00004 0,00096 £ 0,00005 0,00129 £ 0,00005 0,00132 £+ 0,00005 0,00146 = 0,00005 0,00169 £ 0,00005 0,00150 % 0,00005 0,00163 £ 0,00005 0,00193 £+ 0,00005 0,00219 = 0,00006 0,00113 £ 0,00004
81 (%) 97,74 96,70 95,75 95,60 95,16 94,29 94,84 94,36 93,43 92,77 95,94
By (%) 2,26 3,30 425 4,40 4,84 5,71 5,16 5,64 6,53 7.23 4,06

X2 0,72 0,79 0,92 0,92 0,97 1,08 0,99 1,10 1,17 1,21 0,78
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as amostras opostas (1A e 11A) foi 9,56%.

Para tltima excitagao/emissao (400/605 nm) estudada, Tabela 11, menor tempo
de vida média foi de 1,16 ns observado na amostra 1A e o maior tempo de vida média
de 1,93 ns para as amostras 9 e 10A. Aqui, diferenca entre as amostras de arabica puro e
robusta pura é mais evidente, cerca de 23,17%, devido ao segundo tempo de vida, que

apresentava grandes variagoes.

Assim, caso as amostras sejam analisadas pelo tempo de vida médio [51-53], o

ultimo conjunto de valores traré resultados mais eficazes na diferenciagao das espécies.

Todavia, ou resultados sao inconclusivos na identificagdo das moléculas que estao
fluorescendo nos comprimentos de onda estudados neste trabalho. Para trabalhos futuros,
pretende-se separar os compostos presentes nos graos de café e analisar cada um separa-
damente, a fim de identificar os compostos, seus valores de excitacao e emissao, além do

tempo de vida caracteristico de cada espécie.
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6 CONCLUSOES

As espécies de café arébica (Coffea arabica L.), robusta (Coffea canephora
L.) e suas misturas foram caracterizadas com as técnicas espectroscdpicas — absorgao
(FTIR), fotoluminescéncia e fotoluminescéncia resolvida no tempo (TCSPC) e colorimetria,
com o intuito de estudar as caracteristicas das espécies, discrimina-las e quantifica-las

posteriormente.

Na absor¢ao, mediu-se o comportamento da luz incidente no material na regiao
do infravermelho médio do espectro eletromagnético. Como resultado obteve-se espectros
caracteristicos do café, que apresentaram bandas de absorcao similares para as espécies,
de acordo com o esperado, pois elas possuem composi¢ao quimica semelhante. Na maior
parte das analises a intensidade dos espectros variou conforme a porcentagem de cada
espécie presente na amostra e conforme o nivel de torra, pois o teor dos compostos pode

variar de uma espécie para outra e pode variar ainda mais quando submetido a torrefacao.

Para obter resultados conclusivos dos espectros, utilizou-se duas técnicas estatisticas,
PCA e o PLS. O PCA foi capaz de distinguir as espécies e o PLS foi capaz de predizer as
quantidades adicionados em cada amostra, com coeficiente de determinacao superior a
0,99, ou seja, a espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier é eficaz e

produz resultados no que tange a discriminacao e quantificacdo das espécies.

A colorimetria foi realizada para classificar a cor inicial das amostras avaliadas
neste estudo e para futuras comparagoes. Com os resultados dessa técnica indicam que a
torra clara do café arabica ndo apresenta a mesma cor que a da espécie robusta, mesmo

sendo submetidos aos mesmos parametros de torra.

Na fluorescéncia, observou-se o comportamento das amostras de café na torra clara
quando submetidas as excitagdes/emissoes em 280/480 nm, 310/470 nm e 400/605 nm. A
auséncia de literatura comparativa impossibilitou concluir quais fluoréforos emitiam nessas
regioes, encontrou-se apenas indicios e sugestoes. Para excitacoes em 280 nm, 310 nm e
400 nm, os possiveis candidatos a fluoréforos sao a cafeina, dcido clorogénico (5-CQA) e a

clorofila, respectivamente.

Faz-se necessario trabalhos futuros que facam analises dos compostos presentes no
café separadamente. O mesmo fato repetiu-se para o TCSPC, no qual mediu-se o tempo
de vida das espécies de café e suas misturas em torra clara, mas nessa técnica nao ha

dados comparativos na literatura.

Observou-se que as maiores intensidades de emissao sao do café robusta e a
intensidade de emissdo de todos as misturas aproximam-se do café arabica e distanciam-se
do café robusta. Além disso, a diferenca de intensidade média do tempo de vida na

excitacao 400 nm e emissao em 605 nm entre as espécies foi superior a 20%. De modo geral,
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o trabalho desenvolvido nesta dissertacao foi um estudo exploratério, mas que apresentou
resultados positivos, e indicam que técnicas espectroscopicas sao rapidas e promissoras

para avaliacdes do café.

6.1 TRABALHOS FUTUROS

e Estender o PLS e o TCSPC para as torras média e escura, a fim averiguar as
possiveis variagoes e desenvolver um método que seja capaz de distinguir as espécies,

ou identificar as porcentagens de blends em qualquer torra.

e Identificar quais fluordéforos sdo responsaveis pelas emissoes em 470, 480 e 605 nm, e
quais deles causam as diferencas nos tempos de vida. Para fazer essas afirmacoes

sera necessario analisar a fluorescéncia dos compostos separadamente.

e Padronizar o método, para que o setor cafeeiro e a industria do café possam for-
necer resultados mais objetivos e seguros sobre a qualidade do café consumido

nacionalmente e dos graos exportados.

e Reproduzir o estudo em varias regides produtoras de cafés arabica e robusta, para que
o estudo alcance o maior nimero de varidveis que possam influenciar na composicao

quimica dos graos.
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