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Sumario

As capsulas de café t€m permitido facilitar ¢ democratizar o consumo de café,
simplificando o processo de extracgdo para consumo doméstico. A qualidade e consisténcia do
processo de extracgdo do café encapsulado permite obter a quantidade exacta de café moido ¢ a
mistura de arabica/robusta desejada, simplificando o processo de extrac¢do para consumo. A
marca Mocoffee tem como base do seu negocio a venda de maquinas e capsulas de café,
contudo, uma vez que ndo produz directamente o café nem as cépsulas, tornou-se crucial o

desenvolvimento de um método para a detecgdo de capsulas fraudulentas.

Com este objectivo, foi efectuado o estudo da composicao volatil das varias misturas de
café encapsulado da marca Mocoffee. Embora ja exista um vasto historial na literatura, a
Mocoffee nao detém esta informagdo referente as suas capsulas. Com base no estudo da
composi¢ao volatil, dos 222 compostos volateis detectados (172 compostos identificados
tentativamente), ¢ proposta a possibilidade de discriminar diferentes misturas em capsulas com

base no racio da mistura de arabica/robusta, origem geografica e conjuntos de capsulas.

O estudo foi efectuado através da analise do espago de cabeca (headspace) por
microextrac¢do por fase solida (HS-SPME) e posterior andlise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC/MS), tendo sido posteriormente usada a analise por
multivariavel e analise de aglomerados hierarquicos para a determina¢do de compostos volateis

que caracterizassem cada um dos blends.

Neste trabalho observou-se que entre blends, existem diferengas com base na origem
geografica, mistura de arabica/robusta e degradagdo temporal. Estas diferengas foram detectadas
com base em PCA e HCA, tendo-se verificado que com a normalizacdo da area total ¢ possivel
distinguir mistura de arabica/robusta (87,22% da variancia total) € com normalizagdo de
logaritmo de base 10 ocorre uma separacdo pelo ano de lote, origem geografica e mistura

arabica/rousta (57,82% da variancia total).
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Summary

The coffee capsules have allowed to facilitate and democratize the consumption of
coffee, simplifying the extraction process for home consumption. The quality and consistency
of the encapsulated coffee extraction process allows obtaining the exact amount of ground
coffee and the desired arabica/robusta blend, simplifying the extraction process for
consumption. The basis of Mocoffee brand business is selling machines and coffee capsules,
however, since it does not directly produce coffee or capsules, it has become crucial to develop

a method for the detection of fraudulent capsules.

For this purpose, the volatile composition of the various mixtures of encapsulated
coffee brand Mocoffee was studied. Although there is already a long history in literature,
Mocoffee does not hold this information regarding its capsules. Based on the study of the
volatile composition of the 222 volatile compounds detected (tentatively identified compounds),
the possibility of discriminating different mixtures in capsules based on the Arabica / Robusta

mixture ratio, geographic origin and capsule sets is proposed.

The study was performed using headspace analysis by solid phase microextraction (HS-
SPME) and subsequent gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) analysis,
the multivariable and hierarchical clusters analysis was then used for the determination of

volatile compounds that characterized each of the blends.

In this work it was observed that between blends, there are differences based on the
geographical origin, mixture of arabica / robusta and temporal degradation. These differences
were detected based on PCA and HCA, and it was verified that with the normalization of the
total area it is possible to distinguish arabica / stout mixture (87.22% of total variance) and with
normalization of base 10 logarithm a separation occurs by lot year, geographical origin and

arabica/robusta mixture (57.82% of total variance).
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AA — Actividade antioxidante

CE — Café espresso
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EI — Electron ionization

eV — electron volt

GC — Gas chromatography

GC/MS — Gas chromatography coupled with mass spectrometry
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1 Introducao

1.1 Café

1.1.1  Origem do Café

Desde o fim do século XV que o café tem vindo a tornar-se uma pega central na
sociedade mundial, sendo hoje em dia a segunda bebida ndo alcodlica mais consumida em todo

o mundo.[1]

A planta do café teve origem, muito provavelmente, em Africa e Madagascar, e as
primeiras culturas estdo relatadas nos planaltos Etiopes. [2] As primeiras referéncias ao café na
literatura surgem de cientistas arabes e datam dos séculos IX ¢ X.[2] Desde entdo, o café tem
sido cada vez mais valorizado e até ao século XVII o cultivo deste estava restrito a Arabia,
principalmente aos planaltos do Iémen.[2] O monopodlio do café foi mantido sob uso de
proibi¢cdes na exportagdo das plantas e dos gridos que apenas eram exportados depois de
tornados inférteis.[2] Durante estes séculos de proibig¢do, os peregrinos de Meca contribuiram
para a divulgacdo do café, levando a que mais tarde o uso do café se espalhasse com o Império
Otomano, mais propriamente pela regido do mediterraneo.[2] Contudo, s6 em 1615 é que o café
comecou a ser uma mercadoria (“commodity”) para comércio, aquando da chegada dos

primeiros carregamentos a Veneza.[3]

Deu-se entdo uma generalizagdo geografica da producdo do café ao longo dos séculos
seguintes, estando nos dias de hoje distribuido pela regido tropical, onde as condi¢des para o seu

cultivo sdo ideais.[3]

1.1.2 O cultivo do café

Dentro da familia Rubiaceae, Coffea é o género mais popular, estando distribuido pela
Africa, América do Sul e Central, Asia ¢ em algumas ilhas do Oceano Indico, tais como as
Comores, Mauricias, Reunido ¢ Madagascar. O género foi subdividido em dois subgéneros:
Baracoffea, restrito ao Madagascar Oeste e a largamente distribuida Coffea. Consequentemente,
o género Coffea inclui um total de 124 espécies, das quais 66 sdo nativas das ilhas do Oceano

fndico.[4]



As plantas do café (Coffea sp.) sdo lenhosas, de folha perene (ndo cai todos os anos) e
de plantagdo tropical, cultivadas em aproximadamente 80 paises (Figura 1.1), tornando-as num
dos produtos agricolas mais comercializados em todo o mundo.[5][6] Esta caracteristica
econdmica deve-se ao grao de café, a semente do fruto do cafeeiro.[7] O grdo, no seu estado
verde, tem um aroma a terra e herbaceo, pelo que devem ser processados com tratamento de
calor (processo de torra) antes de estarem aptos a consumo.[8] Sdo também ricos em
antioxidantes vegetais eficazes, tais como, acido clorogénico, acidos fenolicos, polifendis e
alcaloides, cujas quantidades podem variar consoante a espécie da planta de café ¢ a sua

origem.[9]
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Figura 1.1 - Distribuicdo geogrdfica de Coffea ardbica e Coffea robusta.

Os processos de plantagdo, colheita e processamento (despolpagem, secagem e
armazenamento) dos graos de café sdo cruciais para a sua qualidade na prepara¢do da bebida,
uma vez que podem introduzir aromas ¢ sabores negativos. Os principais tipos de defeitos na
cadeia de processamento do café sdo os grdos pretos, parcialmente pretos, fermentados e
imaturos. Os grdos pretos resultam dos frutos de café que cairam sobre o solo por ac¢do da
chuva ou sobreamadurecimento. O grao fermentado provém da ocorréncia de fermentagdo
durante o processo de secagem ou da apanha de frutos sobreamadurecidos. Os graos imaturos
sdo os que provém de frutos que foram colhidos ainda em estagio de amadurecimento.[10] A
presenca de grao defeituoso durante o processo de torra tem grande influéncia no perfil
organoléptico da bebida uma vez que pode introduzir aromas e sabores indesejaveis (odores

medicinais, mofados, sulfurosos e sabores metalicos entre outros).



1.1.3 Atorrado café

Os graos s@o submetidos a uma série de transformagdes quimicas induzidas pelo
processo de torra, essencial para a formacdo do aroma e corpo (concentrac¢do de solidos
soluveis).[7] A torra € controlada pelo tempo, temperatura, mecanismo de transferéncia de calor
e ¢, muitas vezes, avaliada qualitativamente apenas pela cor, que pode ser classificada na giria
como clara, média, média-escura e escura.[11] No entanto, a cor da torra € apenas um parametro
de controlo. O nivel de cor da torra ndo pode ser descorrelacionada de uma analise sensorial
rigorosa ¢ esta pode ser alcangada de multiplas maneiras, tais como, duracdo, temperatura e
mecanismos de transferéncia de calor. Esquematicamente, é possivel identificar quatro etapas

principais no processo de torra: secagem, desenvolvimento, decomposigdo e torra completa.|[8]

De um ponto de vista tecnologico, a torra consiste num fluxo de gases quentes
produzidos electricamente, ou em grande escala mais recorrentemente pela queima de
combustiveis fosseis que produzem ar quente que passa através de um leito de café em
movimento. O calor é transferido do ar quente para o grdo por mecanismo convectivos e,
dependendo da técnica, também por radiagio e/ou por condugdo devido ao contacto directo com

as paredes do torrador.[12]

O processo de torra dos grios consiste em aquecé-los a temperaturas que podem ir
desde 180 até aos 250 °C durante um periodo variavel de tempo, induzindo assim alteragdes
relevantes: os graos aumentam de volume (50 a 80%) e a sua estrutura e cor ¢ modificada (o
tom de verde altera para castanho), observa-se a perda de 13 a 20% do seu peso e cerca de 800
substancias responsaveis pelo seu caracteristico gosto ¢ aroma a café sdo formadas.[8] A
eficiéncia e qualidade do processo de torra do café depende de varios factores, tais como: a
composicao do gas, temperatura, pressao, tempo, velocidade relativa dos grdos e o fluxo de

gas.[12]

Durante a torra, as mudangas provocadas por reacgdes quimicas incluem a reacgdo de
Maillard ou reacgdo ndo enzimatica, a browning reaction ¢ a degradagdo de Strecker de
proteinas, agucares, polissacarideos, caramelizagdo de hidratos de carbono, pirdlise de
compostos organicos ¢ outros componentes.[9][13] Para além das mudangas na composi¢do
quimica, ocorrem também alteragdes na actividade bioldgica: enquanto compostos fendlicos
naturais podem ser perdidos, outros compostos antioxidantes sdo formados.[14] Esta variacdo
pode provocar uma perda de actividade antioxidante (AA) caso ocorra sobre-torra, sendo que a

AA maxima foi observada com a torra média (240 °C por 3 min) enquanto que a menor AA



ocorre com a torra escura (240 °C por 3 min) para o caso dos graos de café¢ arabica

colombiana.[9]

Durante a torra, existe a formac¢do de compostos heterociclicos volateis que tém sido
descritos como potenciais antioxidantes, como o hidroximetilfurfural, um intermediario na
reacc¢do de Maillard, que demonstrou ter uma AA semelhante ao 2,6-dibutil-4-metilfenol ¢ ao a-
tocofenol.[14] Neste processo ocorrem alteragdes dos macroconstituintes que, durante as
reac¢bes de Maillard, promovem a formagdo de melanoidinas que tém influéncias nas
propriedades organoléticas do café proporcionando sabores agradaveis (caramelo, tostado,
maltado, etc) e aromas positivos (malte fino, cheiro a pdo, etc), mas também alguns sabores
desagradaveis (amargo e queimado) ¢ aromas desagradaveis (queimado, cebola, solvente, rango
e suor).[11] As melanoidinas sdo polimeros heterogenos de grande massa molecular que se
formam quando o agucar e aminoacidos se combinam e que podem absorver a luz em
comprimentos de onda até 420 nm sendo, por isso, predominantemente responsaveis pela cor

acastanhada caracteristica dos alimentos.[15]

A torra influencia especialmente o aroma, sendo este um atributo importante para
definir a aceita¢ao do café¢ por parte do consumidor, que também ¢ influenciado pela variedade

boténica, origem natural e historial de processamento.[9]

1.1.4 Caracterizacdo do café

Uma variedade ou blend de café é, normalmente, avaliada com base em vérios
parametros (humidade, tamanho do grdo, cor, contetido de cafeina, entre outros) através de
testes organolépticos por um painel de provadores experientes.[16] Existem centenas de
compostos volateis com aroma que t€ém um limite de percepgdo sensorial baixo o suficiente para
contribuir para o aroma do café torrado, mas que sdo responsaveis apenas por uma fracgdo
reduzida do total do aroma.[17] Assim, um aroma volatil equilibrado ¢ que confira sabor, ¢ um

pré-requisito essencial para um café de primeira classe.[17]

O perfil de headspace (compostos no espago de cabega por resultarem da sua libertagdo
da matriz de café, vulgarmente designado como cheiro) nem sempre ¢é suficiente para definir a
qualidade do café. Em particular ndo ¢ tdo exacto como a prova, em virtude dos componentes

do headspace caracterizarem principalmente o aroma.[16]

Na avaliacao sensorial do café feita por provadores, o fim da boca e as passagens nasais

gravam as primeiras impressoes ¢ auxiliam na classificacdo de “aroma”, enquanto que a parte



posterior da lingua ¢ sensivel aos sabores amargos e frescos e a parte lateral da lingua contribui

para a deteccdo de degradacdo [18]

Embora a prova seja a forma mais usada para caracterizagdo do café, muitas vezes ¢
considerada objectivamente insuficiente. A solucdo serd usar as analises quimicas para auxiliar
na avaliagdo da qualidade do café. Porém, tal ndo ¢é feito, provavelmente, porque existem
demasiados componentes quimicos que devem ser considerados de forma a que o sabor ¢ aroma
possam ser avaliados tdo completamente como ¢ possivel por degustagdo.[16] Isto pressupde
técnicas analiticas avancadas com elevada resolugdo e sensibilidade bem como operadores

especializados.

1.1.5 Propriedades do café

O consumo de café ¢ motivado principalmente pelo sabor e aroma agradaveis, as
sensacOes positivas que produz e os seus efeitos fisiologicos. Relativamente a este ultimo, o
café destaca-se entre outras bebidas pela sua AA, pois encontrou-se maior quantidade de AA em

cafés soluveis e espresso do que em vinho tinto e cha verde. [8][14]

Muitos dos efeitos positivos do café sdo atribuidos aos acidos clorogénicos e aos seus
derivados (CGAs), tais como, proteccdo contra a doenga de Alzheimer, actividade anti
carcinogénica, efeitos anti-inflamatorios, inibicdo da integrase do HIV-1, actividade
antiespasmodica, inibicdo da accdo de compostos mutagénicos e carcinogénicos, tais como -

Nitroso-n-metilurea ¢ uma melhor utilizag@o de glicose hepatica, entre outros.[11][19]

Os CGAs sdo um grupo de compostos que resultam da esterificagdo de um ou mais
residuos de acido fenolico (principalmente acido cafeico, feralico ou p-cumarico) com o acido
quinico ¢ que sdo comumente encontrados ¢ diferentemente distribuidos em plantas
superiores.[20] O contetido de CGAs também varia fortemente com o processo de torra, sendo
que os mais habituais sdo o acido cafeoilquinico, acido dicafeoilquinico, acido feruloilquinico,
acido diferuloilquinico, acido p-cumaroilquinico e os diésteres de acidos cefeico e fertlico com

acido quinico.[11][19]

As lactonas de acido clorogénico resultantes da ciclizagdo dos CGAs, que se formam
durante o processo de torrefacdo pela perda de uma molécula de agua a partir de uma porgéo de
acido quinico e formagdo de uma ligacdo éster intramolecular, tém recebido atengdo devido aos

seus potenciais efeitos sobre a funcdo cerebral independente dos efeitos farmacologicos da



cafeina como, por exemplo, inibir o transportador de adenosina humana e poder,

potencialmente, neutralizar o efeito estimulante de cafeina no cérebro.[19]

O consumo de café regular pode reduzir a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade

humana (LDL), diminuindo assim o risco de aterosclerose.[9]

Contudo, o café também pode ter efeitos negativos. Quando o café é preparado por uma
ebuli¢do prolongada ¢ a bebida ndo ¢ filtrada através de papel ou de uma cama de café, os
terpenodides, cafestol, caveol ¢ o 16-O-metil-cafestol, que ocorrem como ésteres de acidos
gordos, passam para a mistura de café final.[21] Estes compostos sdo responsaveis pela
elevagdo reversivel do colesterol LDL plasmatico observado em algumas populagdes,

nomeadamente na Escandinavia e Italia.[21]

1.1.6  As duas espécies dominantes

A industria do café esta avaliada mundialmente em mais de 90 mil milhdes de euros por
ano, tornando o café numa das mercadorias mais valiosas do mundo, sendo apenas ultrapassado

pelo petroleo.[22][23]

A produgdo do café envolve cerca de 500 milhdes de pessoas, desde o cultivo até ao
consumo final.[24] Embora na natureza existam cerca de 70 espécies pertencentes ao género
Coffea, trés delas sdo as maioritariamente cultivadas e vendidas: Coffea arabica Linnaeus
(arabica), Coffea canephora Pierre (robusta) e Coffea liberica Hiern.[8] Destas, destacam-se a
Coffea arabica (arabica) ¢ Coffea canephora (robusta) que diferem consideravelmente em
preco, qualidade e aceitacdo do consumidor, sendo cultivadas em 80 paises de quatro

continentes. [23][25][26]

Devido ao crescente aumento da diferencga de prego entre ardbica e robusta, ha cada vez
mais tentativas de fraude em substituir o café arabica de alta qualidade por um robusta de menor
qualidade e preco.[27] Em consequéncia disso, ha a necessidade de ter um método analitico
sensivel, rapido, simples e confidvel para determinar o racio entre as duas espécies nas misturas
(blends) de café. [26][27] As duas espécies sdo relativamente faceis de diferenciar com base no
seu tamanho, forma e cor quando ainda em grdos verdes ¢ quando torrados também & possivel
distinguir com base no tamanho, mas ap6s a moagem torna-se dificil essa distincao.
[26][27][28] A estimativa da fracc¢ao arabica pode ser realizada apenas por meios sensoriais ou
quimicos e os componentes volateis, apesar de constituirem apenas 0,1% dos componentes

totais, revelaram caracterizar diferencas significativas no aroma final do café.[29] Por outro



lado, a composi¢do noutros compostos quimicos de arabica e robusta ¢ distinta, como por
exemplo no teor em diterpenos, tocoferol, acido clorogénico, cafeina, aminoacidos livres, acidos
gordos e polissacaridos.[28] Na analise sensorial por um provador experiente a sua precisdo de
estimagdo para o grau de mistura para um lote de arabica/robusta ¢ de 20%.[28] Assim, de
forma a detectar o racio de composi¢cdo de misturas de arabica/robusta, foram desenvolvidos
métodos para distinguir uma espécie da outra, tais como, técnicas cromatograficas,
espectroscopia proxima do infravermelho (NIRS) e o uso de espectroscopia de Raman para

identifica¢do do caveol, que é praticamente exclusivo do arabica.[26][28]

1.1.6.1 Coffea arabica

O café arabica ¢ responsavel por 60% de todo o café produzido mundialmente e tem
uma qualidade organoléptica superior a das outras espécies de café comercialmente usadas,
como da robusta.[30] Esta espécie foi originalmente introduzida na América Latina e nas

Caraibas, proveniente de alguns exemplares da ilha de Java.[30]

Esta espécie tem um perfil de sabor doce e floral/frutado pronunciado, ¢ também
normalmente cultivada em encostas de montanhas, o que aumenta o seu prego.[27] O café
arabica ¢ conhecido pela sua qualidade superior, com aroma intenso, baixo contedo de cafeina
(1,16 a 4% no total de matéria seca), menor sabor amargo e, como tal, tem um preco
acrescido.[31][32] A variedade arabica caracteriza-se também pela quantidade de caveol (1,2 a
2,1 mg/kg), pela auséncia de 16-O-metilcafestol que pode servir para detectar a mistura de
robusta em quantidades de >2%, contém também menos pirroles alquilados e mais

furfurilpirroles do que o robusta. [26][32]

Os cafés arabica lavados sdo caracterizados por alguma acidez ¢ aroma intenso,
enquanto que os cafés arabica processados a seco sdo menos acidos e t€ém um aroma menos

marcado, mas um corpo mais rico.[25]

Desta forma, os blends, que podem ser feitos antes ou apos a torra, t€m o intuito de
obter preparagdes de café (coffee brews) de uma maior qualidade que as variedades

individuais.[25]



1.1.6.2 Coffea canephora — Robusta

Esta espécie ¢ mais resistente a doengas, cresce em terras planas possibilitando uma
produgdo mecanizada mais facil e resulta num sabor mais forte e achocolatado.[26] Devido ao
seu baixo custo, os cafés robusta sdo usados como enchimento em misturas torradas e moidas,
adicionando notas de terra e fenolicas a alguns cafés com torras escuras, dando assim corpo e

sabor.[29]

Nesta variedade, o caveol é residual, cerca de 0,1 mg/kg, apresenta quantidade de 16-O-
Metilcafestol entre 0,6-1,2 mg/kg, contém maior quantidade de A’-avenasterol relativamente ao

arabica.[32]

Os cafés robusta sdo caracterizados pela sua amargura e um tipico sabor a terra ¢ a

madeira.[25]

1.1.7 Armazenamento do café

A variedade e origem dos graos de café, as condi¢des de armazenamento bem como o
processo de torra, sdo controlados pelos produtores e fabricantes, mas, uma vez distribuidos
para milhares de lojas e milhdes de consumidores, a oportunidade de realizar uma verificagdo de

qualidade deixa de ser possivel.[17]

Os principais factores na prevencdo do rango no café¢ s3o a temperatura de
armazenamento, penetracdo de oxigénio e a perda de volateis através da difusdo, sendo que a
perda fisica de volateis pode exceder a contribuicdo da oxida¢do para a alteracdo da

qualidade.[17]

Testes com diferentes tipos de materiais de embalamento e atmosferas modificadas

mostraram claramente a sua importancia para a selagem hermética da embalagem.[17]

1.1.8 Sistema de Capsulas

A preparagdo do café ¢ um processo de extrac¢do solido-liquido em trés passos:
absorcdo de aguas das moagens de café, transferéncia de massa de soluveis das moagens de café
para a agua quente e a separagdo da mistura resultante da moagem de café.[1] Sdo usados uma

variedade de métodos de preparacdo de café, cada um com as suas caracteristicas proprias de
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extrac¢@o e que proporcionam propriedades de sabores Unicos.[1] As propriedades sensoriais do
café de filtro, preparadas gravimetricamente por passagem de dgua quente através de moagens
de café¢ soltas num filtro, sdo fortemente afectadas pelo tamanho de particula, relagdo
solido/agua, tempo de contacto e temperatura da agua.[1] Devido a sua solubilidade diferente
em agua, os compostos quimicos no café torrado sdo extraidos para a mistura a velocidades
diferentes e, como resultado, o rendimento individual de cada componente na extraccdo, ird
determinar as propriedades sensoriais da mistura.[1] Devido as diferentes formas de preparagio
de café, é possivel agrupa-las de acordo com o seu conteido de heterofases, desde solugdes
puras ¢ suaves (café de filtro), emulsdes (café fervido ndrdico) e suspensdes espessas (café

turco).[33]

A medida que a 4gua entra em contacto com o café, os primeiros sabores que sdo
extraidos sdo os sabores doces, acidos e frutados e, em seguida, os sabores terrosos e
caramelizados, na maioria hidrocarbonetos e 6leos mais complexos e, por ultimo, os compostos
amargos ¢ adstringentes.[1] Assim, de forma a criar um equilibrio no perfil de sabor da bebida

de cafg¢, é geralmente aceite um rendimento total de extraccdo ideal entre os 18 a 22%.[1]

O tempo de preparagao do café¢ em capsula ¢ consideravelmente mais curto que a
preparacao do café por gotejamento (30 a 60 segundos versus 8 a 12 minutos, respectivamente)
e, consequentemente, o tempo de contacto com a agua € mais curto.[1] Além disso, uma vez que
o tempo de preparagdo, temperatura da agua, volume da mistura e parametros da velocidade de
fluxo sdo controlados por um microprocessador ¢ tanto a mistura como o tamanho da moagem
ja foram definidos para a capsula, a intervengdo do utilizador ¢é praticamente eliminada durante

o processo de preparacdo do café a extrair.[1]

O sistema de capsulas permite padronizar o café espresso (CE) que, por definigdo, é
“uma bebida obtida por percolacdo de agua quente sob pressdo através de um bolo compacto de
café moido torrado, onde a energia da pressdo da agua ¢ gasta dentro do bolo”.[34] A
quantidade de liquido na extraccdo de café varia culturalmente, podendo ir dos 15 mL de
expresso concentrado na Sicilia até aos mais de 250 mL nos Estados Unidos da América, ¢ a
quantidade de café usado pode ser desde 5 g até mais de 15 g, contudo é comum definir-se que
um CE consiste em cerca de 35 mL de bebida escura, geralmente servido num copo pequeno

com uma camada de espuma marrom designado por crema, que cobre o liquido. [33][34]

A temperatura a qual se procede a extracgdo ¢ critica para a preparacdo de um bom café,
sendo a 92°C quando se consegue obter o melhor perfil odorante, notas de sabor e maior
aceitabilidade. Caso a temperatura seja inferior obtém-se menos odor, sabor e intensidade
corporal e caso seja superior obtém-se um sabor queimado ¢ um maior teor de odorantes

negativos.[34]



Devido a facilidade de controlar todos os parametros referidos, comodidade de compra,
armazenamento ¢ utilizacdo, em conjunto com as vantagens de preservacdo do café que a
capsula permite, o café em capsula ¢ cada vez mais o método de preparagdo de café de

elei¢do.[34]

1.2 Mocoffee

1.2.1 Histéria da Mocoffee

Em 1976 ocorre a invencao da capsula da Nespresso e, 10 anos mais tarde, ¢ fundada a
Nespresso S.A., sendo Eric Favre o primeiro director executivo que, apos trés anos, deixa a

Nestlé. Em 1991, Eric Favre cria a empresa Monodor e 19 anos mais tarde funda a Mocoffee.

1.2.2 Mercado

A Mocoffee divide-se em duas formas de abordagens no mercado:

I.  Através da marca “Made with MO” que permite a licenciagdo da tecnologia da
marca a terceiros de forma a permitir o uso do café de alta qualidade;
II. Usando a propria marca Mocoffee onde comercializa a propria marca,

permitindo assim obter uma experiéncia de café de alta qualidade.

1.2.3  Maquinas e capsulas

A tecnologia patenteada das capsulas Mocoffee (Figura 1.2) permitiu obter uma forma
optimizada, sem a necessidade de adicionar filtros, uso apenas de polipropileno (PP) que
permite a inceneragdo completa e uma carga maior de café (6,5 g) comparativamente as das
marcas concorrentes. Todos estes atributos permitem que a capsula da Mocoffee tenha custos de
produgdo reduzidos, um racio maior de café por quantidade de material de capsula e, devido ao

uso dos materiais em PP, ¢é totalmente reciclavel.

O funcionamento das capsulas de café consiste numa extrac¢do a 9-12 bar de pressdo,
sendo a capsula, hermeticamente selada, furada por 18 pontas ¢ um injector dindmico permite

equilibrar a distribuicdo da agua dentro da capsula.
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Figura 1.2 - Desenho gerado a computador da tecnologia de extraccdo e da cdpsula Mocoffee.

1.3 Metodologia Analitica

Na analise analitica de amostras um dos passos mais determinantes para a qualidade dos
resultados finais é a preparagdo de amostra, sendo esta muitas vezes menosprezada quando
comparada com a cromatografia.[35] Este problema agrava-se quando se trabalha com amostras
bioldgicas, neste caso o café, onde a diversidade quimica é grande e em diferentes

concentracdes.[35]

O uso da cromatografia gasosa (GC) permite obter uma representacdo verosimil do
perfil volatil de uma matriz, se bem que se tenha de atender ao facto que nem todos os
compostos analisados sdo estaveis no processo de GC e que os procedimentos de preparacdo de
amostra exercem efeitos profundos, tanto quantitativa como qualitativamente, na amostra

injectada.[36]

1.3.1 Métodos de extracgdo

Para que uma amostra possa ser injectada em GC ¢ necessaria a preparacao de amostra
adequada, concentragdo ou/e isolamento da matriz ndo volatil, e no caso de aromas ou
fragrancias estes procedimentos sdo criticos.[37] Existem varias técnicas de preparagdo de
amostra como o soxhlet, extrac¢do liquido-liquido, extracg¢do por fase solida (SPE), micro-
extracgdo por fase solida (SPME), destilacdo a vapor, extrac¢do-destilagdo simultinea, entre
outras, sendo que no caso de volateis a SPME quando usada em headspace (HS) permite o

isolamento e concentrag@o por adsor¢do/absor¢do dos analitos da amostra num tinico passo.[37]

11



1.3.1.1 SPME

1.3.1.2 Visdo geral

A técnica de SPE envolve a absor¢dao do analito a partir da amostra para o suporte
solido modificado e depois a desor¢do do analito por duas vias: termicamente ou por uso de um
solvente, tornando esta técnica numa alternativa eficaz a extracgdo liquido-liquido.[38] Embora
a SPE reduza o consumo de solventes com um elevado grau de pureza, reduzindo assim os
custos ¢ a necessidade da elimina¢do dos mesmos, € 0 tempo necessario para isolar o analito,
existem problemas associados como a variabilidade dos produtos de diferentes fabricantes, a
adsorcdo do analito e o aumento de interferentes na analise por parte do plastico com que os

cartuxos de SPE sdo fabricados.[38]

A SPME surge como um melhoramento da SPE, mantendo as vantagens enquanto
elimina os problemas associados como: os solventes sdo eliminados por completo e o tempo de

extracc¢ao € reduzido a alguns minutos.[38]

1.3.1.3 Descricdo e uso

O instrumento de SPME consiste numa fibra de silica fundida revestida com um
polimero absorvente/adsorvente, como poliamida, carbowax, polidimetilsiloxano, entre outros,
podendo haver uma mistura de dois ou trés tipos para maximizar o poder de
adsorcdo/absor¢do.[35][38] Esta fibra esta conectada a um émbolo de ago inoxidavel e montada
num suporte tipo seringa, que permite mudar a fibra consoante a necessidade e controlar a

exposicdo da fibra durante a extrac¢do e desorgdo.[35][39]

A técnica de SPME foi desenvolvida com o intuito de permitir uma preparagdo de
amostra rapida, tanto em laboratdrio como directamente no local a investigar, sendo que a sua

forma de uso consiste em:

I. A fibra revestida com a fase de extracgdo € exposta a amostra por um periodo
de tempo definido;

II. ~ Ocorre um equilibrio de particdo entre a matriz da amostra e a fase de
extracgdo, ou pode ser usado um pré-equilibrio e, seguidamente, efectuar-se a
extrac¢do em que a quantidade de analito extraida esta relacionada com o tempo

se a convecgao/agitacao for constante;
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III.  Apods a extracgdo, a fibra € inserida no injector € ocorre a desor¢do com base na

temperatura,

Embora existam muitas formas distintas de aplicar o conceito de SPME, a forma mais
usada ¢ a técnica em fibra.[40] Experimentalmente, a desorgdo térmica da técnica de SPME ¢
mais simples quando comparada a SPE, pois a SPME usa uma fibra com uma geometria de
superficie cilindrica muito bem definida ¢ menos complexa que as embalagens de SPE.[38] A
espessura de filme das fibras (100 a 300 um) torna-as convenientes para as injec¢des on-column
e 0 método ndo requer uma remogdo completa do analito da matriz liquida, isto permite que

possa ser aplicada a uma gama mais vasta de aplicagdes do que a SPE.[38]

1.3.1.4 Breves Fundamentos tedricos

Existem trés tipos basicos de extracgdo por SPME: a extrac¢do directa, extrac¢do de HS
e uma extrac¢do envolvendo uma membrana.[40] Na extrac¢do directa a fibra ¢ imersa
directamente na amostra e os analitos sdo transportados directamente da matriz da amostra para

a fase extractora.[40]
A SPME quando usada em HS funciona com base em dois processos de equilibrio:

i. o equilibrio entre os analitos volateis ¢ a matriz onde estes se encontram, sendo
este dependente da volatilidade e propriedades da matriz;
ii. o equilibrio entre os analitos na fase gasosa e o revestimento da fibra, que

depende da afinidade dos analitos com o revestimento da fibra;

Desta forma, a SPME ¢ um método de extrac¢do ndo exaustivo e que atinge o poder
maximo de extrac¢do quando a concentragdo dos analitos atinge o equilibrio de distribuicdo

entre a matriz ¢ a fibra.[35]

A quantidade de analitos extraidos, em equilibrio, é descrita na equacdo 1-1:

(K Vi Vs Co)

=——"" ]
(Kis Vi + Kis Vs + V3)

Onde:
n = quantidade de analitos extraidos pela fibra

Ky = revestimento da fibra/constante de distribuicdo do analito [Ky = (quantidade de

analito na fibra) / (quantidade de analito na matriz)]

V¢ = volume do revestimento da fibra
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V; = volume da amostra
Co = concentracdo inicial do analito
Vi = volume do HS

Kis = constante de distribui¢do do analito entre a matriz € o HS.

Pela equagdo deduz-se que a quantidade extraida de analitos é proporcional a sua
concentragdo inicial, a constante de distribui¢do do revestimento da fibra com o analito (sendo
por isso fulcral uma boa escolha de fibra relativamente a amostra em estudo), ao volume de

amostra, o volume do revestimento da fibra e o volume do HS.[35]

De forma a calcular-se o tempo necessario para se atingir o equilibrio, sendo este

dependente da difusdo de massa do sistema, ¢ necessario usar-se a equagao 1-2:

2
(1)
Te =~ T95% = sz 1-2

Onde:

T, = tempo necessario para atingir o equilibrio

Tosy, = tempo de equilibrio alcangcado quando 95% da quantidade do analito ¢ extraida
da amostra

L¢= espessura do revestimento da fibra

D¢ = coeficiente de difusdo do analito na camada de revestimento

Como a técnica de SPME tem um erro experimental intrinseco associado de 5%, uma
alteracdo da massa extraida ndo pode ser determinada se for menor do que esse mesmo erro,
assim, assume-se que o tempo de equilibrio pratico ¢ alcangcado quando 95% da quantidade de

equilibrio do analito € extraido da amostra.[35]

Nas amostras reais, a adsor¢do/absor¢ao dos analitos as fibras variam, isto deve-se a
factores como a agitacao e temperatura e forga iénica do meio, implicando assim uma diferenca

no acesso dos analitos a fibra.[35]
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1.3.1.5 Optimizacao

A extrac¢do dos analitos depende primeiramente da fibra escolhida, pois cada fibra tera
uma polaridade, espessura e comprimento distintos, mas os pardmetros operacionais como a
agitacdo da amostra, pH, salting out, a propria amostra, volume do HS, tempo de extrac¢do

entre outros, irdo contribuir para a eficiéncia, precisdo e eficacia do processo.[35]

A escolha da temperatura acertada para a amostra ¢ fundamental, especialmente quando
0 objectivo ¢ a extrac¢do dos volateis, pois esta influencia a cinética da extrac¢do ¢ a
sensibilidade.[34] Desta forma, um aumento na temperatura aumenta a eficiéncia da extracc¢do
enquanto que, a0 mesmo tempo, diminui a constante de distribui¢do, o que torna fundamental

um estudo da temperatura optima de extrac¢do.[35]

A agitagdo durante a extracdo promove o contacto ¢ a transferéncia dos analitos da
amostra para o revestimento da fibra, o salting out consiste em adicionar sal para saturar a
amostra e desta forma promover a libertagcdo dos analitos para o HS e o controlo do pH permite
melhorar a selectividade da extrac¢do, onde amostras acidificadas promovem a extracgdo de

analitos acidos e as amostras alcalinas a extrac¢ao de analitos alcalinos.[35]

O volume da amostra ira influenciar as constantes de distribuicdo estimadas, pois caso o
Ky dos analitos seja elevado, a sensibilidade ira ser afectada pelo volume (n = V; Cy), e também

se o volume da amostra aumentar a concentragao inicial ird diminuir.[35]

A desorcdo dos analitos ¢ efectuada directamente no injector do GC a uma temperatura
elevada, pois a desor¢do dos analitos ¢ dependente do seu ponto de ebulicdo, mas também ha
que ter em conta o seu tempo de desorgcao, da espessura da fibra, do volume do liner, a

profundidade de inser¢do da fibra no injector ¢ da geometria do injector.[35]

1.3.2  Métodos Cromatograficos

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) ¢ uma técnica de
eleicdo quando aplicada a analise dos analitos volateis e semi-volateis em produtos alimentares
entre outras matrizes, sendo comummente usada para analise de graos verdes e torrados de café.

[6][41]

Um sistema de GC consiste num gés de arraste, um injector para se introduzir as
amostras, um forno com temperatura controlada, uma coluna analitica € um detector, estando o
sistema conectado a um computador com software de aquisi¢ao e tratamento de dados.[35]
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1.3.2.1 Deteccao

Num sistema de GC/MS os analitos sdo separados na coluna e posteriormente
fragmentados no espectrometro de massa (MS), isto produz um conjunto de informagdes que
sdo reconstruidos por software em forma de um cromatograma reconstruido de ides (TIC). A
informacdo obtida por estes sistemas contém a informagao estrutural em forma de um racio de
massa sobre carga (m/z), podendo esta informagdo ser comparada com bibliotecas de espectros,

tais como a NIST ou a Massbank.[35]

1.3.3  Espectrometria de massa

Num sistema de GC/MS, a amostra injectada ¢ separada na coluna, onde cada um dos
analitos € separado e elui em diferentes tempos de retengdo (RT) para a cdmara de vacuo,
através da linha de transferéncia. De seguida, na fonte de ionizagdo, os analitos sdo
bombardeados com eletrdes que promovem a sua fragmentacdo, originando ides, e sdo
direcionados para o quadrupolo. No quadrupolo, os ides sdo selecionados com base na m/z,
durante ciclos de radiofrequéncia (RF) de curtos intervalos de tempo de milissegundos € num

intervalo de m/z previamente determinado.

Por fim, o detector regista cada um dos ides que se ajustaram a RF ¢ assim conseguem
alcangaram o detector. Isto permite obter informa¢do da abundancia relativa de cada m/z que é
normalmente disposta num histograma das intensidades dos i0es vs a sua m/z, sendo designado

de espectro de massa.[35]

1.3.3.1 lonizacgdo electronica

O método mais comum de ionizagdo associado a GC/MS ¢ a ionizagao electronica (EI),
que consiste em bombardear as moléculas com electrdes de alta energia (-70 eV) emitidos a
partir de um filamento. Esta técnica origina um conjunto de ides fragmentos com carga positiva
que terdo, normalmente, um padrdo de fragmentacdo caracteristico de cada molécula e que
depende tanto da energia aplicada como da estrutura quimica do analito. Com base no padrdo de
fragmento caracteristico de cada molécula ¢ possivel usar-se bibliotecas de espectro para a sua
caracterizacao, identificagdo, semiquantificagdo e quantificagdo (se utilizados padrdes marcados

isotopicamente dos compostos alvo).[35]
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1.4 Andlise Quimica

1.5 Andlise estatistica e tratamento de dados

Devido ao avango no poder de computacdo nos ultimos anos, o uso de métodos

estatisticos multivariaveis tem vindo a ser aplicado ao dominio da espectroscopia.[26]

Em virtude do grande volume de dados (compostos, origem geografica, variedade, ano
de colheita) obtidos com as amostras de café, o uso de analise de componentes principais (PCA)
torna-se crucial de modo a identificar padroes, semelhancas, diferencas, compressao dos dados e
redugdo do nimero de dimensdes (ou variaveis necessarias para descrever um sistema) sem que
ocorra perda de informacdo significativa.[42][43] E fundamental recorrer a normaliza¢do dos
dados obtidos antes da analise estatistica devido a grande amplitude de escala dos valores
observados, em especial nos compostos volateis dos cafés, para que a influéncia de cada

composto reflicta a verdadeira medida da sua contribuicdo.[43]

1.6 Objectivo

Neste trabalho pretende-se avaliar diferentes blends de café utilizando a metodologia
analitica HS-SPME GC/MS. Este trabalho ¢ um estudo prévio para avaliar da exequibilidade
futura, desta metodologia associada a metodologias de analise por multivaravel no sentido de
controlar a origem ¢ qualidade de diferentes misturas de café a encapsular. Nesse momento, as
misturas de café a estudar terdo de ser de origem controlada, o que ndo aconteceu neste trabalho

pois foi meramente exploratorio nesse sentido.
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2 Materiais e métodos

Este estudo foi conduzido de forma a analisar um conjunto de capsulas de alguns dos

blends comercializados (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Lista dosblends analisados.

Categoria Cadigo Nome % Arabica  Lote
Dec-A-16 Deca 70 L0632/16
§ Dec-B-16 Oswald Decaffeinato 70 L4873/16
“;’ Tra-A-16 Tradizone 100 L2399/16
Fir-A-16 Finesso 80 L2069/16
o Cre-A-16 Cremoso 95 L2543/16
S Cre-B-16 Oswald Crema 95 L4507/16
§ Cre-C-16 Oswald Crema 95 14518/16
= Ric1-A-16 Richard Ne1 95 | L5620/16
Lun-A-16 Oswald Lungo 100 L2601/16
o Lun-B-16 Lungo 100 L2948/16
$:=: Lun-C-16 Lungo 100 L3111/16
= Lun-D-16 Lungo 100 L5211/16
Ric8-A-16 Richard N28 100 L5454/16
Ris-A-16 Ristretto 45 L2592/16
2 Ris-B-16 Ristretto 45 L4905/16
2 Ris-C-16 Ristretto 45 14905/16
& Ris-D-15 Ristretto 45 | 10419/15
Ris-E-15 Ristretto 45 L0398/15
g Ric3-A-16 Richard N23 80 L5489/16
%’_ Ric3-B-16 Richard N23 80 L5464/16
90 Esp-A-16 Espresso 80 L1171/16
€ Sid-B-16 F. Sidamo 100 L0869/16
= Bel-B-16 F. Bella Vista 100 L0868/16
5 Bel-A-15 F. Bella Vista 100 L4086/15
e Sid-A-15 F. Sidamo 100 L4065/15
© Cos-A Costa Rica 100
f-% Cos-B Costa Rica 100
@ o Cub-A Cuba 100
L Col-A Colombia 100
£ Bra-A Brazil 100
2 Méx-A México 100
<) Ind-A India 0
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2.1 Meétodos de extraccao

2.1.1  Microextraccdo por fase sélida

Apds o agrupamento das capsulas conforme descrito no ponto 2, cada uma das capsulas
foi aberta e pesou-se, em duplicado, aproximadamente 1 grama de café para um vial de 20 mL

(Specanalitica) e selado com tampa metalica e septo PTFE/silicone (Specanalitica).

O HS dentro do frasco foi analisado por SPME wusando uma fibra de
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), 1 cm, 50/30 pm de
espessura de filme (df) produzida pela Supelco, Bellefonte, PA, USA. A extrac¢do por HS foi
efectuada a 40°C durante 12 min e os compostos foram desorvidos a 260°C no injector do
cromatografo durante 3 min. Antes das analises, a fibra foi condicionada segundo o

procedimento padrao do fabricante.

2.2 Instrumentacao

2.2.1 Andlise dos volateis

2211 GC/MS

A analise dos volateis de todos os blends foi efectuada usando um sistema de GC/MS
constituido por um Bruker GC 456 acoplado a um detector de massas Scion TQ da Bruker. Foi

usado como injector automatico um CTC Analysis autosampler CombiPAL.

A separagdo e analise dos volateis dos blends foi efectuada com uma coluna capilar ZB-

WAX PLUS (60 m x 0,32 mm i.d., 1 um dy).
As condi¢des de operagdo do GC/MS foram as seguintes:

e Temperatura inicial de 40 °C durante 5 min, seguido de uma rampa de 4 °C/min
até aos 240 °C onde se manteve por 10 min;

o Fluxo de 1,7 mL/min;

e Modo de injec¢do de splitless durante 2 min;

e Temperatura do injector a 260 °C;

e lonizagdo de impacto electronico (EI) a 70 eV;

e Modo de full scan, massas: 40 a 450 u;

e Temperatura da fonte a 220 °C;

e Temperatura da interface a 240 °C.
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2.3 Andlise quimica

Os compostos individuais foram identificados por comparagdo do espectro de massa
obtido com o correspondente da base de dados da NIST MS search program version 2.0g.
Todos os picos foram comparados com os espectros da biblioteca ¢ foi efectuada uma
identifica¢do tentativa para todos os que se obteve uma correspondéncia espectral acima de
80%. A identificagdo tentativa dos compostos foi efectuada por comparacdo dos espectros
experimentais, apds uma avaliagdo critica, com bases de dados de espectros e respectivos

indices de retencdo.

Sempre que necessario, as atribuicdes de identifica¢des tentativas foram fundamentadas
com os indices de retengdo lineares (LRI) na literatura. Estes LRIs foram calculados para cada
composto com base numa mistura de hidrocarbonetos Cs a Cy (Sigma Aldrich, Suiga) e de

acordo com a equagdo 2-1 de Van den Doon e Kratz [44]:

[=1007n 4+ 100 (w) 2-

Tr(N)-Tr(n)

onde:

I =indice de retencgao calculado;

n = nimero de carbonos do n-alcano menor;

Tr(i) = tempo de retengdo do composto identificado;
Tr(n) = tempo de reten¢do do n-alcano menor;

Tr(N) = tempo de retengdo do n-alcano maior.

A comparagdo dos resultados de identificacdo e deteccdo, entre blends, foi efectuada
sobrepondo os respectivos cromatogramas ou parcelas de forma a detectar/identificar
componentes que 3o comuns ou que sdo Unicos para as amostras. Como critério, definiu-se que
compostos com 0 mesmo tempo de retengdo ou na proximidade do tempo de retengdo (+/- 3 s) e

com um espectro de massa idéntico representam o mesmo composto.
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2.4 Tratamento de dados e andlise estatistica

O tratamento de dados foi efectuado com o software MS Datareview (Bruker), para a

determinagdo manual de cada um dos picos.

A analise estatistica de dados multivariados foi efectuada com o programa Unscrambler
X 10.4 (CAMO). A percentagem de area relativa de cada um dos compostos presentes nas
frac¢des volateis de cada um dos blends foi utilizado na andlise de dados. Os dados obtidos
foram submetidos em forma de matriz, estando cada um dos blends (objectos) dispostos por
linhas e cada um dos compostos (varidveis) dispostos por colunas. Antes da analise multivariada

de dados, efectuou-se a sua normalizag@o por percentagem de area e logaritimica de base 10.
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3 Discussao de Resultados

3.1 Volateis

A composicao das fracgdes volateis de cada um dos blends de cafés foi analisada. A
identificacdo dos componentes volateis foi efectuada através de cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massa (GC/MS).

3.1.1 Identificacdo dos componentes das fracgdes volateis de cada um dos blends.

A quantidade relativa de cada composto volatil de cada uma das blends estudadas foi
determinada por GC/MS. O célculo de areas foi efectuado manualmente de forma a ndo excluir

picos devido a uma baixa intensidade, forma ndo gaussiana ou a coeluigéo.

Os resultados mostram (sec¢do de tratamento estatistico 3.2) que a composi¢do de
blends estudada estava dominada por derivados de furanos, pirazinas, piridinas e ésteres que
contabilizaram em média cerca de 45,4%, 25,6%, 8,1% ¢ 7,3%, respectivamente. Os restantes
13,6% sdo constituidos por acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, hidrocarbonetos aromaticos,
cetonas, hidrocarbonetos, piperidinas, oxazoles, pirroles, pirrolidinas, sulfurados, terpenos,

tiazoles, tiofenos (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Grdfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais entre todas as amostras.
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Area

A relacdo das quantidades das familias de grupos funcionais entre amostras de

caracteristicas semelhantes foi também verificada, tendo-se observado pequenas variagGes entre

si (Anexo C).

Os derivados de furanos com maior area, tais como 2-furanometanol (com o n° de pico

164, Tabela 6.1), acetato de furfuril (139), 5-metil-furfural (151) e furfural (132), e pirazinas

9

tais como metilpirazina (89), 2,6-dimetilpirazina (101), etilpirazina (102) e 2-etil-6-metil-

pirazina (115), foram encontrados em todos os blends (Tabela 6.1, Anexo A).

O composto mais intenso em todos os blends foi o 2-furanometanol (164), seguido do

acetato de furfuril (139), metilpirazina (89) e a piridina (68), tendo as intensidades relativas

entre si variado ao longo das amostras. Por fim, o 5-metilfurfural (151) foi o quinto composto

mais intenso em todos os blends excepto Cos-B, Col-A, Bra-A e Méx-A (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Grdfico dos cinco compostos (n® de pico segundo a Tabela 6.1) mais intensos em todos osblends.

A Tabela 6.1, Anexo A, mostra os compostos detectados e tentativamente identificados
em todos os blends, usando a biblioteca de espectros NIST e o critério de indices de retencdo
lineares. Os tempos de retencdo e os indices de retengdo linear (LRI) atribuidos foram obtidos
com uma coluna ZB-Wax (fase polar) e com a injec¢do de uma mistura de hidrocarbonetos de

Cs a Cyo (Figura 6.1 - Anexo A).

Usou-se os indices de retengdo linear experimentais (LRIcac) e os indices de reteng@o
linear da literatura (LRIy;) para a criagdo de um grafico, como ilustrado na Figura 3.3. Os LRIcaic
apresentam uma relagdo linear quando correlacionados com os LRI, descrita pelo coeficiente

de determinagdo (R?) de 0,9933.

Dado que os LRI estdo correlacionados com os LRIy, para os compostos onde o

LRIy existe, a adigdo deste dado em conjugacdo com a correspondéncia da biblioteca de
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LRI literatura

espectros da NIST torna a identificagdo tentativa mais provavel, designadamente para os
compostos cuja correspondéncia é superior a 850. Desta forma, foi possivel encontrar na

literatura LRI para 121 compostos dos 222 detectados.
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Figura 3.3 - Relacdo entre os indices de retengdo linear calculado com os indices de retengdo lineares da literatura.

O cromatograma tragado de corrente ionica total (TIC) obtido para a amostra Cre-C-16,
dado que ¢ a amostra com mais picos presentes ¢ apresentado como exemplo da Figura 6.2 a

Figura 6.8 do Anexo B.

A anélise de dados revelou varias zonas de coeluicdo, em especial na janela de tempos
de retengao onde surge o acido acético (130, entre tr 36,75 min a tr de 38 min) que apresenta um
pico ndo gaussiano, muito largo e intenso. Este facto leva a que outros picos menos intensos nao
possam ser detectados, embora existam, em algumas amostras em que o pico 130 se revela

menos intenso (Figura 3.4).

Devido a intensidade dos picos do 2,3-dimetil-5-etilpirazina (132), furfural (133) e
formato de furfuril (134) ser muito intensa, foi sempre possivel identifica-los em todos os
cromatogramas, mesmo estando a coeluir. Contudo, o 131 néo foi possivel identificar em 23 das
amostras (conforme indicado na Tabela 6.1 — Anexo A) por ter uma intensidade inferior a do

pico 130 quando ocorria coeluigdo.
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134 133 132 131 130

Figura 3.4 - Representacdo 3D do TIC em funcdo de m/z. Ordem do eixo do tempo de retencdo
invertida.

Em outros segmentos do TIC podem ocorrer coelui¢cdes devido aos picos sairem em RT
proximos, dando origem a picos sem forma gaussiana e sobrepostos ao longo do TIC. Contudo,
usando o cromatogramas de extrac¢do de ido (EIC) (Figura 3.5), torna-se possivel verificar a
existéncia de outros compostos que nao partilhem os mesmos m/z num curto intervalo de RT.
Com o método de EIC conseguiu-se identificar o composto 52 e¢ 53, contudo o composto entre
ambos ndo foi adicionado a tabela, pois encontrava-se em pouca quantidade tanto para
semiquantificar pela drea como para efectuar a identificag@o tentativa do mesmo.

111.0(TIC), Cre-C-18.xms; Filtered (£}
é‘ 1150 (TIC). Cre-C-18.xms; Filtered €|
94 A 940 (TIC). Cro-C-16 xms; Fillored =1
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i T e

[ =)
o
=
o
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Figura 3.5 - Cromatograma EIC do composto 52 (ido 94), composto ndo identificado (ido 115) e
composto 53 (ido 111).
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No intervalo 27,70 min aos 29,00 min, quando comparados trés blends de ristrettos
(Ris-A-16, Ris-B-16 e Ris-E-15) obtivemos uma zona de coelui¢do distinta entre os trés.

TIC: Ris-A-16.xms; Filtered [5]
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Figura 3.6 - Comparagcdo de cromatograma EIC no intervalo 27,70 a 29,00 min com identificacdo
do niimero de compostos presentes e identificados dosblends Ris-A-16, Ris-B-16 e Ris-E-16.

3.1.2 Caracterizacdo olfativa dos compostos volateis identificados

Apdés a identificacdo tentativa dos compostos volateis, foi efectuada a atribui¢do da
percepcdo olfactiva dominante, segundo a literatura [45], para cada um dos compostos volateis
identificados, tendo sido possivel encontrar estes dados para apenas 52% dos compostos, Tabela

6.2 — Anexo A.

Foram identificados 16 compostos com aroma a nozes, 11 com aroma frutado, 9 com
aroma a caramelo, 8 com aroma verde, 6 com aroma a café e 4 com aroma a chocolate. Sendo
estes os principais aromas positivos identificados. Relativamente aos aromas negativos, foram
identificados 6 com aroma sulfuroso, 6 com aroma a éter, 4 com aroma a peixe € 3 com aroma

fendlico.

Embora esta atribuigdo dos aromas possa ser considerado um indicador, ndo leva em
conta a concentragdo dos mesmos nem 0s aromas que possam adquirir quando em mistura com

outros compostos por efeito sinérgico de mistura.
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3.2 Tratamento de dados

Nesta seccdo é efectuado o tratamento de dados de cada um dos blends. Foram

escolhidos dois tipos de normalizacdo das areas identificadas de cada um dos compostos:

I.  Percentagem de area total — Cada area é normalizada com base na area total do
cromatograma.

II.  Base logaritmica — Todas as areas sdo multiplicadas pelo logaritmo de base 10.

Com base nestes dois tipos de normalizagao, foi efectuado dois tipos de estudo: analise

de hierarquicos (HCA) e analise de componentes principais (PCA).

3.2.1 Analise com base na percentagem de area total

3.2.1.1 Analise de aglomerados hierarquicos

Primeiramente, a tabela de todos os blends com todas as variaveis foi normalizada com
base no valor total de area do TIC para cada blend, originando uma tabela com todos os valores
compreendidos entre 0 e 100%. Foi entdo efectuada a analise de aglomerados hierarquicos
(HCA), usando o método de aglomerados de ligagcdes completas usando o quadrado das
distancias euclideanas, com o objectivo de encontrar semelhangas entre os blends de cafés. O
dendograma obtido, baseado nas areas de cada um dos compostos volateis identificados, ¢é

mostrado na Figura 3.7.

Os resultados mostram que de acordo com a sua composi¢ao quimica volatil, os blends
podem ser divididos em dois grupos, sendo posteriormente subdivididos em 8 grupos a distancia
de euclidiana ao quadrado de 3. O primeiro grupo € composto maioritariamente de blends de
uma origem Unica ¢ 100% arabica, embora existam outliers, nomeadamente Lun-B-16, Ris-A-

16 e Tra-A-16.

O segundo grupo contém dois subgrupos bem definidos a distancia de euclidiana ao
quadrado de 6, sendo que o primeiro subgrupo contém a amostra Bra-A individualizada, um
subgrupo que contém blends entre 100% a 80% de arabica e de diferentes origens geograficas
(com excepgdo de Sid-A-15 e Bel-A-15) ¢ um subgrupo constituido apenas por um blend de
100% arabica e descafeinado (Dec-A-16). O ultimo subgrupo ¢ constituido por blends
compostos por 80% a 100% de arabica, um subgrupo onde se verifica a inclusdo da blend Ind-

A, que ¢ constituida por 100% robusta e de uma unica origem geografica, e do blend Dec-B-16,
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que ¢ constituido por 100% arabica e descafeinado. Por fim, observa-se o agrupamento dos

blends de ristretto, com excepgdo do Ris-A-16, e a separac¢do destes com base no ano do lote.

A analise do HCA sugere uma existéncia de semelhancas entre os blends de origem
geografica unica e 100% arabica, com excep¢do do blend Bra-A. Verificou-se também a
separagdo dos ristrettos, inclusive por ano de lote, com expec¢do do Ris-A-16. Verifica-se
também um distanciamento do blend 100% robusta e de origem geografica unica Ind-A dos

outros blends de origem geografica inica e 100% arabica.

10
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Figura 3.7 - Dendograma da andlise de aglomerados hierdrquicos de todos os blends, baseado em todos os
compostos voldteis.
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3.2.1.2 Analise de componentes principais

Com o objectivo de identificar os compostos associados com a hierarquizagdo das
amostras, uma analise de componentes principais (PCA) foi efectuada, tratando os blends como
objectos ¢ os compostos volateis como variaveis. Os resultados para a PCA nos dados das

percentagens da area total estdo referidos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Eigenvalues e varidncia total da andlise de componentes principais a partir da percentagem da
drea total dos compostos voldteis dos blends.

) % Variancia Eigenvalue %
Factor Eigenvalue ) )
total cumulativo cumulativa
1 46,90 66,32 46,90 66,32
2 8,63 12,21 55,53 78,53
3 6,14 8,69 61,67 87,22
4 3,05 4,32 64,73 91,54
5 1,85 2,61 66,57 94,14
6 1,25 1,77 67,82 95,91
7 0,67 1,72 68,50 97,64

Os trés primeiros factores explicam 87,22% da variancia total, com 66,32%, 12,21% e
8,69% para os componentes 1, 2 e 3, respectivamente. Os dados da percentagem da area total
produziram o grafico com os primeiros dois componentes conforme mostrado na Figura 3.8,

onde 78,53% da variancia ¢ explicada.

No grafico de PCA podemos observar trés grandes grupos. O grupo a verde, no
quadrante I, refere-se aos ristrettos, entanto entre eles separados com base no ano do lote, com
excepcdo ao ristretto Ris-A-16. O segundo grupo a laranja, quadrante I e IV, refere-se aos
blends com 80% de arabica. Por ultimo, obtemos um grande grupo, quadrante II e III, onde
temos os blends com 100% arabica claramente separados dos restantes e na segunda metade do
grafico, com excepcdo de trés que se encontram juntos (Ris-A-16, Cre-A-16 ¢ Dec-A-16) e

estando trés blends fora deste agrupamento (Lun-D-16, Ric8-A-16 ¢ Bra-A).

Esta separagdo torna-se mais clara quando conjugamos as trés primeiras componentes
num grafico em 3D, Figura 3.9, obtendo assim uma separa¢do completa entre blends de
diferentes percentagens de arabica/robusta. Este acréscimo na separagdo dos blends por
quantidade de arabica presente justifica-se com o acréscimo de variancia de 78,58% para

87,22%.
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Figura 3.8 - Andlise de componentes principais para os dados da percentagem da drea total para os diferentes
blends estudados - Quadrantes I a IV atribuidos na ordem do reldgio a partir do topo esquerdo.

Figura 3.9 - Andlise 3D da componente principal 1, 2 e 3 para os dados da percentagem da drea total para os
diferentesblends estudados.

De forma a identificar quais dos volateis (loadings) estdo associados com os blends
(scores), as projeccdes dos loadings foram analizados para as primeiras duas componentes. A

projeccdo dos loadings no plano dos factores para as duas primeiras componentes ¢

demonstrado na Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Projeccdo dosloadings no plano de factores para as primeiras duas componentes - Quadrantes [ a
1V atribuidos na ordem do reldgio a partir do topo esquerdo.

Os dados dos loadings (projeccdo dos loadings, Figura 3.10, e Tabela 3.2), mostram que
as maiores associagdes para a componente 1 podem ser encontradas para os compostos volateis
2-furano-metanol (164), S-metil-furfuril (151), furfural (132), acido acético (130) e 1-hidroxi-2-
propanona (98). Relativamente a componente 2, a maior associag¢éo pode ser encontrada para os
compostos volateis 2-furano-metanol (164), piridina (68), metil-piridina (89), acetona (15) e

2,5-dimetil-pirazina (100).

Composto n? PC-1 Composton?  PC-2
164 0,78 164 0,44
151 0,26 68 0,26
132 0,22 89 0,22
130 0,18 15 0,15
98 0,13 100 0,13

Tabela 3.2 - Cincoloadings da percentagem de drea total com valores mais altos para a componente 1 e 2. (A
identificacdo dos compostos encontra-se no texto).
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3.2.2  Analise com normalizacdo com logaritmo de base 10

3.2.2.1 Analise de aglomerados hierarquicos

Primeiramente, a tabela de todos os blends com todas as variaveis foi normalizada com
o logaritmo a base 10. Foi entdo efectuada a HCA, usando o método de aglomerados de ligacGes
completas usando o quadrado das distidncias euclideanas, com o objectivo de encontrar
semelhangas entre os blends de cafés. O dendograma obtido, baseado nas areas de cada um dos

compostos volateis identificados, ¢ mostrado na Figura 3.11.

Os resultados mostram que, de acordo com a sua composi¢do quimica volatil, os blends

podem ser divididos em quatro grupos principais.

No primeiro grupo encontram-se maioritariamente os blends de origem unica e 100%
arabica, com excep¢do do blend Ind-A composto por 100% robusta. Verifica-se a separacao
com base no ano do lote de Bel-B-16 ¢ Sid-B-16 de Bel-A-15 e Sid-A-15. Nos grupos 2, 3 ¢ 4
verifica-se um conjunto de blends de diferentes origens geograficas e diferentes percentagem de
arabica distribuido aleatoriamente. Contudo, & possivel verificar o distanciamento dos dois
blends de descafeinados Dec-A-16 e Dec-B-16, da posigao distante do Ind-A relativamente aos
blends de origem geografica inica e 100% arabica e, por fim, do agrupamento dos ristrettos
com base no ano do lote, nomeadamente, Ris-B-16 ¢ Ris-C-16 dos Ris-D-15 e Ris-E-15,

embora o Ris-A-16 se encontre separado destes.
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Fjgura 3.11 - Dendograma da andlise de aglomerados hierdrquicos de todos os blends, baseado em todos os
compostos voldteis normalizados com logaritmo de base 10.
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3.2.2.2 Andlise de componentes principais

Com o objectivo de identificar os compostos associados com a hierarquizagdo das
amostras, foi efectuada uma PCA, tratando os blends como amostras e os compostos volateis
como variaveis. Os resultados para a PCA nos dados das percentagens da area total estdo

referidos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Eigenvalues e varidncia total da andlise de componentes principais a partir da normalizacdo com
logaritmo de base 10 dos compostos voldteis dosblends.

) % Variancia Eigenvalue %
Factor Eigenvalue ) .
total cumulativo  cumulativa
1 86,79 31,73 86,79 31,73
2 49,21 17,99 135,99 49,72
3 22,16 8,10 158,15 57,82
4 17,35 6,34 175,50 64,17
5 14,86 5,43 190,37 69,60
6 12,69 4,64 203,06 74,25
7 10,19 3,72 213,25 77,97

Os trés primeiros factores explicam 57,82% da variancia total, com 31,73, 17,99 e 8,10
para os componentes 1, 2 e 3, respectivamente. Os dados da percentagem da area total
produziram o grafico com os primeiros dois componentes conforme mostrado na Figura 3.12,

onde 48,72% da variancia ¢ explicada.

No primeiro grafico de PCA (Figura 3.12) € possivel observar um agrupamento com
base nos diferentes tipos de lotes (rosa), maioritariamente no quadrante II. Os blends de origem
geografica unica encontram-se agrupados com excepgdo do Ind-A que se encontra no extremo
oposto, quadrante I, podendo ser justificada esta excepcdo por este blend ndo conter arabica. No
grafico de PCA observa-se a separagdao dos blends premium (cinza), quadrante II, com
separagdo evidente com base no ano do lote. Por fim, verifica-se o agrupamento dos ristretto,
quadrantes I e IV, mas separados por ano de lote, com excepgdo para o Ris-A-16. A separagdo
observada de blends iguais mas de anos diferentes, pode evidenciar degradagdo temporal dos

mesmos.
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Figura 3.12 - Andlise de componentes principais para os dados da normalizacdo com logaritmo de base 10
para os diferentes blends estudados (1 - Vdrios, 2 - Cremoso, 3 - Lungo, 4 - Ristretto, 5 - Espresso, 6 -
Premium e 7 - Origem geogrdfica iinica), agrupados com base na semelhanca de lote (azul claro - ristetto, rosa
- origem geogrdfia uinica e cinza - premium) - Quadrantes I a IV atribuidos na ordem do relogio a partir do topo
esquerdo.

Usando o mesmo grafico de PCA, mas agrupando as amostras com base no teor de

arabica, foi possivel verificar um agrupamento coerente (Figura 3.13).
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Figura 3.13 - Andlise de componentes principais para os dados da normalizacdo com logaritmo de base 10
para os diferentes blends estudados, agrupados com base na semelhanca de lote (azul claro - 0% ardbica,
verde - 45% ardbica e vermelho - 100% ardbica) - Quadrantes I a IV atribuidos na ordem do reldgio a partir do
topo esquerdo.
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Observa-se a existéncia de um grande grupo de blends 100% arabica (vermelho),
maioritariamente no quadrante II, novamente um grupo dos ristrettos (verde) separados com
base no ano de lote (2015 no quadrante I ¢ 2016 no quadrante IV) e, por fim, verifica-se o

distanciamento ¢ isolamento do blend Ind-A no quadrante L.

De forma a identificar quais dos volateis (loadings) estdo associados com os blends
(scores), as projec¢des dos loadings foram analisados para as primeiras duas componentes. A
projeccdo dos loadings no plano dos factores para as duas primeiras componentes ¢

demonstrado na Figura 3.14.
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Figura 3.14 - Projeccdo dos loadings normalizados com logaritmo de base 10 no plano de factores para as
primeiras duas componentes - Quadrantes [ a IV atribuidos na ordem do relogio a partir do topo esquerdo.

Os dados dos loadings (projec¢do dos loadings, Figura 3.14, e Tabela 3.2), mostram que
as maiores associagdes para a componente 1 podem ser encontradas para os compostos volateis
acetato de 3-metil-2-buten-1-ol (83), ocimeno (81), 1-metil-3-piperideina (43), t-butil nitrito
(24) e 3,5-dimetil-oxazole (61). Relativamente a componente 2, a maior associacdo pode ser
encontrada para os compostos volateis 2-furfuril-5-metilfurano (170), 2,3-dimetil-5-etilpirazina

(131), 2-acetoxi-1-metoxipropano (72), 1-metil-3-piperideina (43) e ocimeno (81).
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Tabela 3.4 - Cincoloadings normalizados com logaritmo de base 10 com valores mais altos para a componente
lel.

Composton? PC-1 Composton? PC-2

83 0,38 170 0,52
81 0,32 131 0,31
43 0,20 72 0,19
24 0,19 43 0,17
61 0,11 81 0,16

Com o objectivo de determinar quais os compostos volateis que influenciam a
diferenciagdo de blends de lotes de diferentes anos, foi efectuada uma PCA apenas com blends
ristretto (excepto Ris-A-16) (Figura 3.15) e outra com blends premium, obtendo-se o seguinte

PCA (Figura 3.16).

PC-1 (94%

Figura 3.15 - Conjugacdo do grdfico de componentes principais e projeccdo de loadings para os ristretto
(excepto Ris-A-16).

Obteve-se uma PCA com 94% na componente 1 e 6% na componente 2 onde se
verificou a separagdo dos lotes de 2015 (vermelho) dos de 2016 (verde) e, nestes ultimos,
verificou-se ainda uma separac¢do na componente 2. Analizando a Tabela 3.5, podemos verificar
que os lotes de 2016 sdo distintos dos de 2015 na componente 1 pelo furaneol (217), S-pineno
(58), hidrocarboneto nao identificado (7), 3,5-dimetil-oxazole (61) ¢ 1-butilpirrolidina (35). Os
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blends de ristretto dos lotes de 2016 sdo distintos na componente 2 pelo S-pineno (58), 2-metil-
2-ciclopenten-1-ona (114), hidrocarboneto ndo identificado (7), furaneol (217) e 1-etil-2-formil
pirrole (161).

Tabela 3.5 - Cincoloadings normalizados com logaritmo de base 10 com valores mais altos para a componente
1 e 2 dosblends ristrettos (excepto Ris-A-16) com indicacdo de presenca (verde) e auséncia (vermelho).

Composto n? Ris-B-16 Ris-C-16  Ris-D-15  Ris-E-15
217
58

61
35
Composto n? Ris-B-16 Ris-C-16  Ris-D-15  Ris-E-15
58 0,07
114 0,06
7 0,06
217 0,05
161 0,03

Efectuou-se 0 mesmo procedimento para os blends premium.

PC-2(31%)
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Figura 3.16 - Conjugacdo do grafico de componentes principais e projeccdo deloadings para ospremium.

Obteve-se uma PCA com 64% na componente 1 e 31% na componente 2 onde se

verificou a separacdo dos lotes de 2015 (vermelho) dos de 2016 (verde) e, entre eles, verificou-
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se ainda uma separagdo na componente 2. Analizando a Tabela 3.6, podemos verificar que os
lotes de 2016 sdo distintos dos de 2015 na componente 1 pelo 2,3-dietilpirazina (129), a-pineno
(42), desconhecido (31), desconhecido (75) e 1-metilpiperidine (25). Os blends de 2016 sdo
separados na componente 2 pelo 1-metil-3-piperideina (43), 2,3-dietilpirazina (129),

hidrocarboneto ndo identificado (29), 2,4-dimetilfurano (34) ¢ desconhecido (31).

Tabela 3.6 - Cincoloadings normalizados com logaritmo de base 10 com valores mais altos para a componente
1 e 2 dosblends premium com indicacdo de presenca (verde) e auséncia (vermelho).

Composto n? Bel-B-16  Sid-B-16 Bel-A-15 Sid-A-15
129
42
31
75
25

Composto n? Bel-B-16  Sid-B-16 Bel-A-15 Sid-A-15

43 0,37

129 0,36

29 0,04

34 0,03

31 0,03
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4 Conclusao

Anteriormente a este trabalho, a técnica de detec¢do do perfil volatil de café por HS-
SPME GC/MS ja se encontrava efectuada, para diferentes variedades e marcas de cafés,
inclusive com a analise por PCA para determinagdo de compostos determinantes para a

distin¢do de diferentes blends.

Neste trabalho foi efectuado o estudo da composigdo volatil dos varios blends da marca
Mocoffee, estes sdo elaborados com base em receitas exclusivas da marca onde a origem
geografica e a proporgdo de arabica ¢ criteriosamente selecionada de forma a criar produtos
unicos ¢ exclusivos da marca. O estudo quimico destes blends ainda ndo tinha sido efectuado,
pelo que este trabalho concentrou-se no estudo do perfil volatil com a elaboragdo de estudos por
PCA de forma a identificar diferencgas para a elaboracdo de um futuro método de controlo de

qualidade por HS-SPME GC/MS.

O uso do método classico de GC/MS permitiu a identificagdo de 222 compostos, destes
172 compostos foram identificados tentativamente com o uso da biblioteca de espectros NIST e
dos indices de retengdo lineares (LRI). Dos 172 compostos identificados, 51,2% foram

identificados com uma correspondéncia com a biblioteca acima de 80%.

O método GC/MS revelou-se util na identificagdo de grande parte dos compostos com
maior intensidade, mas insuficiente nos compostos com intensidades baixas, entre 1E6 a 1E7, ¢
na capacidade de resolugdo de zonas de coelui¢cdo, nomeadamente no intervalo do acido acético,
pelo que seria util a utilizagdo de MD-GC/MS, GCxGC-FID ou GC-TOF-MS para conseguir

analisar e identificar os compostos presentes na totalidade.

Através da PCA foi possivel identificar correlagGes entre blends de origens geograficas
unicas e conjuntos de blends com semelhangas tanto de origem geografica como percentagem
de arabica. Contudo, existem blends que ndo foram possiveis de separar com exactiddo,
nomeadamente os blends com 70%, 80% e 95% de arabica. Isto pode dever-se a utilizagdo de
amostras de café de origens nao controlada antes do encapsulamento, uma solugdo seria analisar
a composicao de compostos volateis caracteristica antes de serem encapsulados e verificar a

existéncia de fraude na composigdo das capsulas..
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O blend Bra-A foi, de todos estudados, o embalado mais recentemente e isso verificou-
se na separacdo deste blends dos restantes tanto nos PCA efectuados como nos HCA.
Provavelmente um factor de degradagdo e logo de tempo de validade, podera ndo ser

despiciendo em estudos futuros.

Dos dois métodos de tratamento de dados, a analise com base na percentagem de area
total foi o que permitiu uma separacdo mais evidente dos blends em termos de mistura de
arabica/robusta, enquanto que a analise com normalizagdo de logaritmo de base 10 permitiu
alcangar a separacdo de blends pelo tipo de lote a que pertenciam e a separagdo com base na

mistura de arabica/robusta, embora com variancias menores do que o método anterior.

De forma a possibilitar o uso de HS-SPME GC/MS no controlo de qualidade e detec¢ao
de fraude, seria util identificar compostos volateis que permitissem a diferenciacdo dos blends
com base tanto na origem geografica como na percentagem de mistura arabica/robusta, tal ndo
foi possivel com este estudo, ou a elaboragdo de um método de analise automatico e preciso de
cada um dos cromatogramas, seja por estudo de PCA directamente nos cromatogramas, seja
com o uso de software de deteccdo automatico de compostos e elaboragdo de tabelas para o uso
em PCA. Destes, o mais preciso e adequado ao controlo de qualidade na industria seria através

da identificacdo de compostos Uinicos e a posterior monitorizagdo dos mesmos.

Embora seja possivel implementar HS-SPME GC/MS como a metodologia analitica
para controlo de qualidade, seria preferivel o uso de cromatografia multidimensional abrangente
(GC x GC). Pois, o facto de cada um dos blends representar uma matriz muito complexa e com
varias zonas de coelui¢do, o uso de cromatografia multidimensional abrangente (GC x GC) para
a detecgdo e identificagdo dos compostos ¢ o mais indicado, uma vez que permite aumentar a
separagao de cada um dos compostos e permitir a desconvulsdo das zonas de coeluicdo. Esta
metodologia analitica permite ainda o uso de analise de imagem para implementacdo de um

método rapido e fiavel de detecgdo de fraudes.
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6 Anexos

6.1 Anexo A

Tabela 6.1 - Identificacdo dos picos apds a andlise por HS-SPME GC-MS, com indices calculados e da literatura, informagdo do grupo funcional (*indice de coluna FFAP).

g 3 » n = ]

3 < = ¢ |@ &

3 @ 5 e |m ®

% = s G| & 5
89 90 . . .

1 677 3 4 Amina Trimethylamine X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

2 Descogheud desconhecido X X X X X X x X X X X X X X X X X X
71 88 . .

3 7 5 Amina N-ethyl-Ethanamine X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
71 90 .

4 2 3 Alceno 1,4-Pentadiene X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
66 90 . .

5 635 0 1 Tiol Methanethiol X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x x
94 95 .

6 500 3 9 Aldeido Acetaldehyde X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x x X

7 Alcano HC ramificado X X X X X X X X X
86 89 .

8 660 4 3 Sulfurado Carbon disulfite X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x x X
79 83 .

9 9 5 Alcano 2,3-dimethyl-Hexane x x Xx X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x X X X

10 682 - ACld.o. Methyl formate X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
0 7 carboxilico

11 807 797 . Alcano AT X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
1 9 heptane

12 813 S RIIEL Furan X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
2 7 Furano
78 84 .

13 817 801 4 4 Aldeido propanal X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
83 88 .

14 828 817 9 6 Aldeido 2-methyl-propanal X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X x x X
96 96

15 831 814 5 9 Cetona Acetone X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

844
857
879
888
894
904
915
920
924
928
933
937

947

948
956

962
973
982
988
990

993

48

856

877

898

832

881

956*

926

912

943

978

93

86

71

87

70

92

88

90

56

86

86

91

79

90

79

87

95

90

81

89

76

92

92

95

79

90

87

92

82

84

89

methyl ester Acetic

Ester acid
Alcano 4-methyl-Octane
2EIUELL Tetrahydrofuran
Furano
EEIUELL 2-methyl-Furan
Furano
Cetona Pentanedial
Ester Ethyl Acetate
2CIUELL 3-methyl-Furan
Furano
Cetona 2-Butanone
Nitrato t-butyl nitrite
Piperidina 1-methyl-Piperidine
Aldeido 2-methyl-Butanal
Aldeido 3-methyl-Butanal
Alcool 4-Penten-2-ol
Alcano HC ramificado
Outro desconhecido
Outro desconhecido
2CIUELL 2,5-dimethyl-Furan
Furano
Alcano HC ramificado
Deri
i 2,4-Dimethylfuran
Furano
Pirrolidina 1-Butylpyrrolidine
Alcano HC ramificado



37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

997

998

100

102

104

104

104

105

107

107

107

108

109

109

109

110

111

111

112

112

113

113

1030*

1034

1023

1070*

1053

1054*

1085

1071

1095

1102

1138

85

78

87

66

79

74

74

84

74

84

72

75

83

79

88

72

85

92

83

88

77

81

86

83

92

88

88

82

85

84

89

94

90

88

Ester

Cetona

Desconhecid
o

Aldeido

Piperidina

Terpeno

Piperidina

Tiofeno

Benzilo

Cetona

Cetona

Alcano

Alcano

Derivado
Furano

Alcano

Sulfurado

Alcano

Alcool

Sulfurado

Aldeido

Ester

Terpeno

Acetic acid ethenyl
ester

3-methyl-2-Butanone

desconhecido

HC ramificado

1-Methyl-3-
piperideine

a-Pinene

1-Methyl-3-
piperideine

Thiophene

Toluene

3-Hexanone

2,3-Pentanedione

HC ramificado

HC ramificado

2-Vinylfuran

3-ethyl-Hexane

dimethyl Disulfide

HC ramificado

dimethyl-1-Octanol

2-methyl-Thiophene

2-methyl-2-Butenal

methyl ester Crotonic
acid

B-Pinene
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114
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1143

1138

1135*

1151*

1149

1176

1193
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1215

1244

1251

82

86

79

75

92

85

85

69

96

87

83

90

87

78

92

93

80

90

93

90

90

80
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90

86

92

93
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89

81

89

Cetona

Cetona

Oxazoles

Oxazoles

Pirrole

Derivado
Furano

Terpeno

Desconhecid
o

Cetona

Piridina

Alcano

Terpeno

Derivado
Furano

Ester

Pirazina

Piridina

Desconhecid
o

Derivado
Furano

Alcool

Derivado
Furano

2,3-Hexanedione

3-Penten-2-One

3,5-dimethyl-
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4,5-dimethyl-Oxazole

1-methyl-1H-Pyrrole

2-Vinyl-5-
methylfuran

B-Myrcene

desconhecido

2-Heptanone

Pyridine

HC ramificado

Limonene

2-(2-propenyl)-Furan

2-Acetoxy-1-
methoxypropane

Pyrazine

2-methyl-Pyridine

desconhecido

2-pentyl-Furan

1-Pentanol

2-(methoxymethyl)-
Furan
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82
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85

86

87

88
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91
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95
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1313
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Pirrolidina 1—(1»buFe.nyI)»
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Pessoheed desconhecido

o
Ester 3-methyl-2-Buten-1-
ol Acetate
Pirrole N-

Isobutenylpyrrolidine

D hecid
esconnec desconhecido

o
Tiazole Thiazole
Pirrole 4-ethyl-4-methyl-1H-
Pyrrole ?
Benzilo Styrene ?
Pirazina methyl-Pyrazine
Bicyclo[3.3.1]non-3-
(CareliE] ene-2,6-dione
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Alcool xylenol
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Butanone
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2-Furfuryl-5-
methylfuran

Pentanoic acid

desconhecido

desconhecido

desconhecido

desconhecido

2-Acetyl-3-
methylpyrazine

2-Formylthiophene

Pyrazinamide

2-Methylindoline

2-methyl-5-(1-
propenyl)-Pyrazine

desconhecido

4-methyl-4-Hepten-
3-one

3-Ethenyl-3-
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18

18

18

18

18

18

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

20

20

20

20

180

180

181

181

183

183

184

184

185

186

186

187

187

188

188

188

189

190

190

191

1714

1780

1780

1817

56

72

70

79

74

74

57

58

68

75

90

79

77

92

91

00 ©
N X R

84

79

87

94

Derivado
Furano

Ester

Outro

Derivado
Furano

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Piridina
Pirrole

Benzilo
Acido
carboxilico

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Cetona

Pirrole

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Desconhecid
o

Desconhecid

methylcyclopentanon
e

3,4-dimethyl-2,5-
Furandione

acetate 2-Butenl-ol

Ethyl-Maltol

3-ethyl-4-methyl-2,5-
Furandione

desconhecido

desconhecido

methyl nicotinate

1-pentyl-1H-Pyrrole

Methyl Salicylate

3-methyl-2-Butanoic
acid

desconhecido

desconhecido

desconhecido

2-hydroxy-3-methyl-
2-Cyclopenten-1-one

N-furfuryl Pyrrole

desconhecido

desconhecido

desconhecido

desconhecido

desconhecido

X



191 1883 Benzilo Guaiacol

20 193 69 86 Benzilo Euresol

19 4 Desconhec'd desconhecido

21 196 59 63 Derivado Bis(2-
Furano furfuryl)disulfide

197 Desconhec'd desconhecido

21 203 1950 92 94 Pirrole Acetylpyrrole

21 205 84 90 Alcool Phenol

208 Desconhec'd desconhecido

22 209 2032 90 92 Pirrole 2-Formylpyrrole

226 « 89 93
2 3 2217 1 1 Benzilo p-Vinylguaiacol
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Tabela 6.2 - Identificacdo do aroma principal e da presenca (verde) ou auséncia (vermelho) para cada composto volitil detectado por HS-SPME GC-MS.

ojsodwo)
3p oJaWNN
9T-v-22d
9T-9-93a
9T-v-wiy
9T-@-uni
9T-V-821y
9T-9-€91y

ST-V-pIS

Peixe
Peixe
Sulfuroso
Eter
Frutado
Eter
Plastico
Picante
Solvente
Eter
Chocolate
Eter
Eter
Chocolate
Chocolate
Frutado
Carne
Canfora
Pinheiro

Sulfuroso




Doce
Frutado
Manteiga
Café
Sulfuroso
Floral
Sulfuroso
Verde
Verde
Herbal
Caramelo
Frutado
Madeira
Picante
Queijo
Peixe
Citrico
Nozes
Verde
Frutado
Café
Frutado

Herbal

60




Frutado
Peixe
Balsamico
Nozes
Nozes
Medicinal
Citrico
Verde
Frutado
Caramelo
Nozes
Chocolate
Nozes
Nozes
Trufa
Verde
Café

Batata

Tabaco

Café
Nozes
Nozes
Verde

Nozes




Terra
Nozes
Verde
Nozes
Nozes
Nozes
Acido
Queimado
Pao
Eter
alliaceous
Café
Balsamico
Frutado
Frutado
Sulfuroso
Caramelo
Caramelo
Frutado
Tostado
Queimado
Nozes

Nozes

62




Tostado
Pao
Creme
Terra
Suor
Nozes
Sulfuroso
Madeira
Caramelo
Doce
Verde
Menta
Fendlico

Caramelo

Vegetal

Fendlico
Caramelo
Café
Doce
Mofado
Caramelo
Fendlico
Caramelo

Picante




220 Mofado

222 Madeira
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6.2 AnexoB

57.0+71.0+85.0 (TIC); 19-HC 8 20 - 25-04-2017.xms; Filtered

GCps
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TIC; Cre-C-16.xms; Filtered [c[d
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Figura 6.1 - Comparacdo do TIC de ides (EIC) 57+71+85 da amostra de hidrocarbonetos Cs a Czo identificados
com TIC da amostra Cre-C-16.

73



MCps

50

40

\
\\ 3
\\ |
1] \ \ |
o
N
\M\
N (\} W '\
f i e
]

6

TIC; Cre-C-16.xms; Filtered

MCps

50

21
22

18 / 20

23
24

Figura 6.2 - Cromatograma reconstruido, intervalo 1 a 10 min, do headspace doblend Cre-C-16. Os picos estdo
numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condi¢cées de operacdo podem ser consultadas no capitulo 2.
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Figura 6.3 - Cromatograma reconstruido, intervalo 10 a 19 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos

estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no
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Figura 6.4 - Cromatograma reconstruido, intervalo 18 a 27 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos
estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no
capitulo 2.
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o TIC; Cre-C-16.xms; Filtered
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Figura 6.5 - Cromatograma reconstruido, intervalo 27 a 36 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos
estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no

capitulo 2.
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Figura 6.6 - Cromatograma reconstruido, intervalo 36 a 45 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos
estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no

capitulo 2.
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Figura 6.7 - Cromatograma reconstruido, intervalo 44 a 54 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos
estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no

capitulo 2.
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Figura 6.8 - Cromatograma reconstruido, intervalo 54 a 63 min, do headspace do blend Cre-C-16. Os picos
estdo numerados e atribuidos conforme a tabela 3.1. Condicoes de operacdo podem ser consultadas no

capitulo 2.

77



6.3 AnexoC

Acido carboxilico
Tiol  LOOE+11

Alceno

Terpeno Alcool

Sulfurado Aldeido

Pirrolidina Amina ®—Cre-A-16

e=@==Cre-B-16
w=@==Cre-C-16

Pirimidina

Benzlo o gRic1-A-16

Pirazina Cetona

Piperidina Derivado Furano

Outro Ester

Furfural

Figura 6.9 - Grdfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos blends
cremoso.

Acido carboxilico
Tiol 1,00E+11 Alceno

Terpeno 1,00E+10 Alcool

Sulfurado Aldeido

«=@==|un-A-16
Pirrolidina Amina ==@==|un-B-16
e=@==Lun-C-16
e=0==Lun-D-16

Pirimidina Benzilo

«=@==Ric8-A-16

Pirazina | Cetona

Piperidina Derivado Furano

Outro Ester

Furfural

Figura 6.10 - Grafico de comparacao de intensidades totais de familias de grupos funcionais dosblends /lungo.
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Acido carboxilico
Tiol 1,00E+11

Terpeno 1,00E+10

Sulfurado

Pirrolidina

Pirimidina

Pirazina

Piperidina

QOutro

Furfural

Alceno

Alcool

Aldeido

—8—Ris-A-16
Amina —@—Ris-B-16
—@—Ris-C-16
— =@ Ris-D-15
—@—Ris-E-15

Cetona

Derivado Furano

Ester

Figura 6.11 - Gréfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos blends

ristretto.
Acido carboxilico
Tiol 1,00E+11
Terpeno {,00E+10
Sulfurado
Pirrolidina
Pirimidina

Pirazina

Piperidina

QOutro

Furfural

Fijgura 6.12 - Gréfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos blends

espresso.

Alceno

Alcool

Aldeido

Amina

e=@==Ric3-A-16
==@==Ric3-B-16
e=@==Esp-A-16

Benzilo

Cetona

Derivado Furano

Ester



Acido carboxilico

Tiol  1,00E+11 Alceno

Terpeno Alcool

Sulfurado Aldeido

Pirrolidina Amina
=@ "Si
d
Pirimidina Benzilo
Pirazina Cetona

Piperidina Derivado Furano

Outro Ester

Furfural

Figura 6.13 - Grdfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos blends
premium.

Acido carboxilico

Tiol 1,00E+11 Alceno

Terpeno Alcool

Sulfurado Aldeido

Pirrolidina Amina
=@ Cos-A
==@=C0s-B
==@==Cub-A
Pirimidina Benzilo ©—Col-A
e=@==DBra-A

Pirazina Cetona

Piperidina Derivado Furano

Outro Ester

Furfural

Figura 6.14 - Grifico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos blends origem
geogrdfica tnica.
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Sulfurado

Pirrolidina

Pirimidina

Pirazina

Terpeno

Piperidina

Tiol

Outro

Acido carboxilico
1,00E+11

Furfural

Alceno

Alcool

Aldeido

Amina

Benzilo

Cetona

Derivado Furano

Ester

==@=Dec-A-16
==@==Dec-B-16
«=@-Tra-A-16
==@==Fin-A-16

Figura 6.15 - Gradfico de comparacdo de intensidades totais de familias de grupos funcionais dos

blends vdrios.
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