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RESUMO: Neste trabalho explora-se a analise de componentes principais (PCA) como ferramenta para a diferenciagédo
de bebidas de cafés ardbicas com base no aroma do café torrado. Os dados utilizados como variaveis foram os perfis
cromatograficos dos volateis de grdos de café torrados, cujas bebidas foram submetidas a analise sensorial. A técnica de
extracdo dos volateis utilizada foi a de microextracdo em fase sélida (SPME). A separacdo e identificacdo dos
compostos foram realizadas em cromatégrafos a gas com detector por ionizagdo em chamas (GC-FID) e detector de
massas (GC-MS), respectivamente. Foram identificados 54 compostos volateis relacionados com a qualidade global,
com o0 aroma e com o sabor da bebida. Os volateis 1-metil pirrol, pirrol, ciclopentanona, diidro-2-metil 3-furanona,
furfural, 2-Etil-5-metil pirazina, 2-Etenil-n-metil pirazina, 5-Metil 2-propionil furano e mais 5 compostos néo
identificados se mostraram importantes para a diferenciacdo das amostras segundo os trés atributos.

Palavras-chave: Microextracdo em fase so6lida, cromatografia gasosa, café arabica e quimiometria.

EXPLORATORY ANALYSIS OF CHROMATOGRAPHYC DATA FOR
DIFERENTIATION OF SENSORY QUALITY OF ARABICA COFFEE BEVERAGES

ABSTRACT: In this work principal component analysis (PCA) was explored as a tool for differentiation of Arabica
coffee beverage based on the roasted coffee flavour. The data used as variables were the volatile chromatographic
profiles of roasted Arabica coffee beans which beverages were sensory analysed. The volatile extraction technique used
was the solid phase microextraction (SPME). The separation and identification of the compounds were carried out in
gas chromatography equipments with flame ionization detector (GC-FID) and mass detector (GC-MS), respectively.
Fifty four compounds were related with the beverage overall quality, flavour and cleanliness. The volatiles_1-methyl
pyrrole, pyrrole, cyclopentanone, dihydro-2-methyl 3-furanone, furfural, 2-Ethyl-5-methyl pyrazine, 2-Etenyl-n-methyl
pyrazine, 5-Methyl 2-propionyl furan and other 5 no identified compounds were important for the coffee beverage
differentiation through the flavour as well as by the cleanliness and overall quality.

Key-words: Solid phase microextraction, gas chromatography, Arabica coffee and chemometrics.
INTRODUCAO

O aroma do café é composto por uma mistura complexa de compostos em diferentes concentragdes e diferentes
poderes odorificos (Buffo & cardelli-Freire, 2004). De acordo com De Maria et al. (1999), um mesmo composto pode
apresentar uma sensacao odorifica agradavel ou desagradavel, dependendo de sua concentragdo no meio e dos
possiveis efeitos sinérgicos da combinagdo com outros compostos.

Contudo, mesmo sabendo que o aroma do café torrado possui um papel fundamental na qualidade da bebida,
sendo considerado por muitos como sua impressao digital, sdo recentes os trabalhos que visam estabelecer essa relacéo,
podendo-se citar Rocha et al. (2004), Agresti et al. (2008), Toci & Farah ( 2008) e Ribeiro et al. (2009).

A qualidade da bebida do café é usualmente determinada pela “prova de xicara”, e dentre os atributos avaliados
pelos profissionais encontram-se a qualidade global, o aroma e o sabor (bebida). Na “prova de xicara”, considera-se o
aroma como a percepcdo olfativa dos gases liberados da infusdo de café torrado e moido, enquanto que o sabor é
considerado a combinacdo de sensagdes causadas pelos compostos quimicos da bebida quando introduzida na boca e a
qualidade global é a percepcdo conjunta destes e outros atributos avaliados durante a analise (ABIC -
www.abic.com.br). Dessas defini¢ces, pode-se supor uma elevada relacdo entre esses 3 atributos sensoriais da bebida.

Ha, no entanto, poucos estudos quimiométricos propostos para tratar conjuntamente os constituintes volateis do
café e os resultados da “prova de xicara”, e entre eles se encontram os trabalhos desenvolvidos por Ribeiro et al. (2009),
Bicchi et al. (1997) e Rocha et al. (2004).

A andlise de componentes principais é o método quimiométrico mais amplamente difundido, sendo
considerada por muitos como a base para a maioria dos tratamentos utilizados na analise multivariada de dados
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(Ferreira et al., 1999; Beebe et al., 1998). PCA é um método de projecdo de dados multivariados em um espaco de
dimensdo menor, reduzindo, assim, a dimensionalidade do espaco original do conjunto dos dados. Consequentemente,
as informagdes relevantes se tornam mais evidentes a inspecdo visual. Utilizando esta metodologia, é possivel
descobrir, visualizar e interpretar as diferencas existentes entre as variaveis e examinar as relagdes que podem existir
entre as amostras. Do ponto de vista matematico, na PCA a matriz original dos dados X (IxJ) é decomposta nas duas
matrizes descritas pela equacdo 1 e pela matriz de residuos E (IxJ). Nesta equacgdo, S (Ixk) é chamada matriz dos
escores, P" (kxJ) é conhecida como a matriz transposta dos pesos e K é o nimero de componentes principais

X =SPT+E 1)

A k-ésima coluna da matriz de escores, S, é 0 vetor sy,, constituido pelas coordenadas de cada amostra na k-
ésima nova variavel, PCk. A coluna p, da matriz de pesos P contém a informacdo do quanto cada variavel original
contribuiu (seu peso) na formacdo da k-ésima componente principal, PCk. Através da analise dos pesos, pode-se saber,
por exemplo, quais as variaveis que mais contribuem para a descricdo de cada conjunto de amostras.

Assim, em uma PCA a utilizacdo de graficos para a visualizagdo dos escores e pesos podera revelar os
agrupamentos, as tendéncias das amostras analisadas e a ocorréncia de amostras atipicas (outliers), que poderiam ser de
dificil visualizagdo no caso das varidveis originais (Ferreira et al., 1999; Beebe et al., 1998).

MATERIAL E METODOS

Amostras de café ardbica de diferentes origens foram degustadas por provadores e classificadas quanto ao
aroma, sabor (bebida) e qualidade global. As bebidas de onze delas foram classificadas como de aroma fraco, as bebidas
de dez foram classificadas como riada ou rio e de 12 foram classificadas como de qualidade global baixa. Vinte e duas
amostras proporcionaram bebidas de aroma considerado pelos provadores como excelentes, 17 foram classificadas
como bebida mole e 24 foram consideradas com excelente qualidade global. Para as analises de aroma, 300 g de cada
amostra de café arabica foram submetidos a torra média em torrador rotativo a gas da marca Pinhalense S/A Méaquinas
Agricolas. Os grdos torrados foram moidos e armazenadas em embalagens metalizadas de aluminio recoberto por
camadas plésticas de polietileno e poliestireno, seladas e mantidas a -5 °C, até a analise cromatogréfica da amostra. O
intervalo de tempo entre a torra e a analise cromatografica foi de no méximo 4 horas.

A fibra de SPME comercial recoberta com polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) com 65 pum de
espessura (Vf = 0.357 mm®) e o holder manual foram adquiridos da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Antes do seu uso, a
fibra foi condicionada em cromatografo a gas por 12 horas a 240 °C, de acordo com instru¢cGes do manual da fibra
(T7941231, Supelco Co., Bellefonte, PA, EUA).

O modelo de cromatégrafo utilizado para as analises dos volateis das amostras de café foi 0 G-6850, series GC
system (Agillent, Wilmington, DE), com deteccdo por ionizacdo em chama (FID) e injetor split/splitless. A Coluna
cromatografica utilizada foi a HP-5 (5 % difenilsiloxano e 95 % dimetilsiloxano; 30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Hélio, a
uma vazéo de 1 mL min™, foi utilizado como gas de arraste. O injetor foi equipado com um liner de diametro interno de
0.75 um e mantido a 220° C no modo splitless. A temperatura do forno foi programada da seguinte maneira: 40 °C > 7
°C / min = 150 °C - 30 °C / min - 260°C. Sob essas condi¢es, ndo foi observado efeito de memdria nas corridas
em branco entre as extracdes.

Para os procedimentos de extracdo dos volateis, 250 mg de café torrado e 2 mL de solugdo saturada de cloreto
de sddio foram colocados em recipientes de vidro de 5 mL de volume, com tampas perfuradas para adaptagéo de septos
de silicone (Supelco). Os recipientes foram fechados e agitados a 900 rpm com barras magnéticas. As condicGes
experimentais utilizadas na extragdo dos volateis dos cafés foram definidas de acordo com os resultados obtidos do
planejamento experimental descrito por Ribeiro et al. (2008): temperatura do banho (T) 42.5 °C, 10 minutos de tempo
de pré-equilibrio (TPE) e 22 minutos de tempo de extracdo (TE). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos analitos extraidos foi realizada em cromatografo a gs modelo HP-5890 (Hewlett-Packard,
Wilmington, DE, USA) equipado com detector de massas modelo HP-5973 e com a mesma coluna utilizada no GC-
FID. Foram utilizadas também as mesmas condic¢Ges analiticas empregadas no GC-FID. No tratamento dos dados
obtidos pelo GC-MS, utilizou-s o software “Automated Mass Spectral Deconvolution and ldentification System”
(AMDIS) v. 2.61 e 0 “Mass Spectral Search Program v. 1.6d” (NIST, Washington, DC, USA). Comparac¢des também
foram feitas com trabalhos encontrados na literatura sobre volateis de café torrado identificados por espectrometria de
massas (Ribeiro et al., 2009).

Todos os dados cromatogréaficos obtidos foram transformados em matrizes X (IxJ), nas quais cada replicata foi
utilizada como uma amostra. Para o0 processamento dos dados empregou-se o software Mathlab 6.5 (The MathWorks,
Co., Natick, MA, USA) e o pacote computacional PLS_Toolbox (Eigenvector Research, Inc. — PLS_Toolbox version
3.02.) (Wise et al., 2004). A analise de componentes principais (PCA) foi utilizada como método exploratério (Ferreira
et al., 1999). Os dados cromatogréaficos foram alinhados utilizando o algoritmo COW (Nielsen et al.,1998). Apds o
alinhamento, os dados foram normalizados por unidade de comprimento (norma 2), a 12 derivada foi aplicada e os
dados foram auto-escalados. A selecéo das varidveis para essas analises foi realizada visualmente, sobrepondo todos os
cromatogramas e observando as diferengas sistematicas entre as amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Anélise de massas

Na andlise dos espectros de massas foram detectados mais de 250 compostos, dos quais 54 foram importantes
para a construcdo de um ou mais PCAs. A Tabela 1 mostra estes compostos com seus respectivos tempos de retencao,

nomenclatura, fragmentacdo, math e PCAs em que foram utilizados.

Tabela 1. Principais compostos identificados através das analises de massa por comparacgao dos seus MS espectros com
os do NIST MS data base e literatura.

N° comp. T.R. (min) Nome do composto Fragmentacéo " Math  Picos em
cada PCA

1 2.05 Metanotiol 47 (B), 45, 60 986 A,B

2 2.2 Acetona e furano - coeluicéo 43 (B), 58 870 A, C

3 2.3 Acetato de metila 43 (B), 74 944 A, B

4 2.625 2-Butanona 43 (B), 73 959 A,B

5 3.065 3-Metil butanal 41 (B), 39, 58, 71 962 A

6 3.475 2,3-Pentanediona 43 (B), 57 945 B,C

7 4.15 1-metil pirrol 81 (B), 39, 42, 53 954 A/B,C
8 4.185 N/I° - - A

9 4.22 Piridina 79 (B), 52 936 B,C
10 4.249 N/I - - A

11 4.365 Pirrol 67 (B), 39 942 A,B,C
12 4.87 2,3-Hexanediona 43 (B), 71, 114 911 C

13 5.03 Ciclopentanona A B, C
14 5.325 Diidro-2-metil 3-furanona 43 (B), 72, 100 928 A,/B,C
15 5.483 1-Etil 1H-pirrol 80 (B), 95, 67, 53, 78 806 A

16 5.85 3-Metil fenol 108 (B), 43, 65, 79 768 A, B
17 5.92 Furfural 39 (B), 95 953 A,B,C
18 5.98 2,N-dimetil 1H-pirrol 94 (B), 42 800 A

19 6.25 Trimetil oxazol 111 (B), 42, 55, 68 882 A

20 8.58 Etenilpirazina 106 (B), 52, 79 820 A,B
21 9 3-Etil piridina 92 (B), 107, 65, 39 918 A,C
22 9.34 5-Metil 2-furancarboxaldeido 53 (B), 110, 81 938 B,C
23 10.29 2-Etil-6-metil pirazina 121 (B), 94, 128 830 AC
24 10.37 2-Etil-5-metil pirazina 121 (B), 39, 58 793 AB,C
25 10.505 1-Metil-1-H-pirrol 2-carboxaldeido 109 (B), 53, 39, 80 859 A

26 10.77 2-Etenil-n-metil pirazina 52 (B), 120, 39 778 A,/B,C
27 11.25 2-Acetilpiridina 79 (B), 43, 121 847 C

28 11.57 Benzenoacetaldeido 91 (B), 120, 65, 39 893 A/B
29 11.675 4-Piridazinamida 95 (B), 43 748 C

30 11.75 1-(2'-furil)-2-butanona 57 (B), 81, 138 840 A,B
31 11.96 N/I - - A B, C
32 12.415 2-Acetilpirrol 94 (B), 66, 109, 43 890 A

33 12.475 3-Etil-2,5-dimetilpirazina 42 (B), 39, 135 905 C

34 13.26 N/I - - B

35 13.37 N/I - - A

36 14.05 5-Metil 2-propionil furano 109 (B), 53, 138 876 A,B,C
37 15.01 N/I - - A B
38 15.02 N/I - - B

39 15.205 N/I - - A C
40 15.61 Coeluigéo - N/I - - B, C
41 15.76 Coeluigéo - N/I - - A B, C
42 16.145 N/I - - C

43 16.385 Furfuril metil disulfeto 81 (B), 53, 160 891 A, C
44 16.63 Pentanoato de furfurila 81 (B), 98, 182 784 B,C
45 16.845 N/I - - A B, C
46 17.41 N/I - - B
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47 17.56 N/I - - A

48 17.81 N/I - - A B,C
49 18.055 Furfuril disulfeto 81 (B), 53, 161 793 C

50 18.525 N/I - - B,C
51 19.115 4-Vinilguaiacol 77 (B), 135, 150, 107, 51 907 A

52 20.57 N/I - - A

53 20.96 N/I - - A

54 21.7 N/I - - A B,C

A. Aroma; B. Bebida; C. Qualidade global; a. M/z de cada composto a partir do banco de dados do NIST, b. Pico base,
c. N/l — Néo identificados

2. Analise de componentes principais para o atributo aroma

Para a classificacdo segundo o aroma, foram selecionadas 11 amostras com notas baixas, ou seja, com
caracteristica de aroma fraco ou atipico (classe 1), e 22 amostras apresentando notas elevadas nesse atributo (classe 2).
Para reduzir as informagdes irrelevantes, que poderiam mascarar dos resultados da PCA, fez-se uma sele¢éo visual de
variaveis, mediante a sobreposicéo de todos os cromatogramas. Por essa tecnica, a matriz original X, (33x20640) dos
dados pré-tratados, contendo todos os picos mais a linha de base, foi reduzida para (33x2393), considerando apenas 39
picos. Esses picos (ou variaveis) estdo indicados pelas linhas verticais na Figura 1 A, que apresenta dois cromatogramas
caracteristicos, um de uma amostra de baixo aroma e outro de aroma excelente. Os nimeros indicados sobre cada pico
na Figura 1A correspondem aos compostos descritos previamente na Tabela 1.

Utilizando os 39 picos selecionados, a PCA permitiu descrever 46,96% da variancia total dos dados
selecionados com apenas 2 componentes principais. A porcentagem de variancia que cada componente descreve esta
detalhada no grafico de escores e pesos (Figura 1B). Esta analise revelou que a separacdo entre as duas classes esta
relacionada a primeira componente principal (PC1), em que as amostras da classe 1 (aroma baixo) (e) encontram-se a
esquerda desta componente, bem distantes das amostras da classe 2 (aroma excelente) (o) dispostas a direita de PC1. Os
nameros em verde e em azul indicados na Figura 1B representam os compostos volateis (picos cromatograficos)
selecionados e a influéncia (o peso) de cada um deles na separacdo das amostras.
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Figura 1 - Picos selecionados para a analise PCA (A). Grafico de escores e pesos (B) - Amostras com aroma fraco e/ou
muito fraco (e) e amostras com excelente aroma (1) — Os himeros em verde e em azul representam o peso de cada pico
entre as amostras. O cromatograma em verde (—) € um cromatograma tipico de amostras com aroma baixo ou ruim e o
em azul é um cromatograma tipico de amostras com étimo aroma (—).

3. Analise de componentes principais para o atributo sabor (bebida)
O atributo sabor também foi estudado pela analise de componentes principais. Para esta andlise, foram

utilizadas 10 amostras de café com bebida de caracteristicas rio ou riada e 17 de bebidas classificadas sensorialmente
como bebida mole. Trinta picos, correspondentes a 2415 varidveis, foram escolhidos na sele¢do visual de varidveis
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originais (27x20640). Esses picos (ou varidveis) estdo indicados em linhas verticais na Figura 2A e enumerados de
acordo com a Tabela 1.

No gréafico dos escores e pesos (Figura 2B), verifica-se uma tendéncia de agrupamento das amostras ao longo
de PC1. Essa PC explicou 45,45 % da variancia dos picos selecionados. As amostras & esquerda de PC1 (rio ou riadas)
formam um agrupamento (e) enquanto as amostras a direita (moles) (o) formam outro. Os nimeros em verde e em azul
na Figura 2B representam os compostos selecionados e a influéncia de cada um na classificacdo das amostras.
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Figura 2 - Picos selecionados para a analise PCA (A). Gréafico de escores e pesos (B) - Amostras com bebida rio/riada
(@) e amostras com bebida mole (1) — Os nimeros em verde e em azul representam o peso de cada pico em relacdo as
amostras. O cromatograma em verde (—) € uma média dos cromatogramas de bebida rio/riada e 0 em azul é uma média
dos cromatogramas de bebidas moles (—).

4. Analise de componentes principais para a qualidade global

Nesta analise, foram utilizadas 24 amostras com notas elevadas de qualidade global e 12 com notas baixas.
Apos a selecdo de variaveis para o atributo qualidade global, 30 picos cromatogréaficos referentes a 2032 varidveis
foram considerados na andlise de PCA. A figura 3A mostra 0s cromatogramas tipicos de amostra de bebida de
qualidade global baixa (verde) e alta (azul), bem como os picos, enumerados de acordo com a Tabela 1 e indicados em
linhas verticais.

De acordo com o Gréfico de escores e pesos de PC1 x PC2 (Figura 3 B), as amostras com bebidas de baixa
qualidade global () estio localizadas na parte negativa de PC1, enquanto as amostras de alta qualidade (0) tendem a
ficar na parte positiva desta componente principal. A PC1 explicou 37,07 % da variancia dos 30 picos selecionados.

De acordo com as PCAs realizadas para classificar bebidas de cafés segundo seu volateis, os compostos 1-
metil pirrol (7), pirrol (11), Ciclopentanona (13), Diidro-2-metil 3-furanona (14), furfural (17), 2-Etil-5-metil pirazina
(24), 2-Etenil-n-metil pirazina (26), 5-Metil 2-propionil furano (36) e mais 5 compostos ndo identificados (31, 41, 45,
48, 54) seriam possiveis marcadores tanto do aroma quanto do sabor e da qualidade global, simultaneamente. Destes, 0s
compostos 7, 11 e 13 quando aparecem em maior concentragdo tendem a diminuir a qualidade das bebidas.
Contrariamente, 0s outros compostos identificados aumentam a qualidade dos cafés quando em maior concentragéo.

A andlise efetuada para a qualidade global confirma os resultados apresentados em Ribeiro et al. (2009), em
que os compostos furfural (17) e 5-metil 2-furancarboxaldeido (22) aparecem como possiveis marcadores desse atributo
da bebida. O composto 1-metil pirrol (7) foi identificado como marcador negativo de qualidade, confirmando o
apresentado na literatura (Flament, 2002; Lopez-Galilea et al., 2006). Como em Toci e Farah (2008), a piridina (9) e o
2-etenilpirazina (20) também indicam baixa qualidade de bebida. As PCAs revelam que esses compostos interferem no
aroma e na qualidade global (20), bem como na bebida e na qualidade global (9) da bebida de café. Entretanto, o
composto 2-Etil-5-metil pirazina (24) neste trabalho foi identificado como marcador positivo para os 3 atributos
sensoriais, mas apresentou carater negativo no trabalho de Agresti et al. (2008).

Os outros compostos trazidos na Tabela 1 sdo igualmente possiveis marcadores de um ou mais dos trés
atributos estudados, com efeitos negativos ou positivos, conforme suas posi¢fes nos graficos de escores e pesos.
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Figura 3 - Picos selecionados para a analise PCA (A). Grafico de escores e pesos (B) - Amostras com baixa qualidade
global (e) e amostras com alta qualidade global (1) — Os ndmeros verdes e azuis representam o peso de cada pico entre
as amostras. O cromatograma em verde (—) é uma média dos cromatogramas com baixa qualidade global ou e o azul é
uma média dos cromatogramas com excelente qualidade global (—).

CONCLUSOES

A PCA realizada com os dados cromatograficos dos aromas dos graos torrados indicou que os compostos: 1-
metil pirrol, pirrol, Ciclopentanona, Diidro-2-metil 3-furanona, furfural, 2-Etil-5-metil pirazina, 2-Etenil-n-metil
pirazina, 5-Metil 2-propionil furano e mais 5 compostos ndo identificados podem ser considerados como possiveis
marcadores para a diferenciacdo da qualidade da bebida segundo o seu aroma, qualidade global e sabor. Os compostos
1-metil pirrol, pirrol e o Ciclopentanona apresentaram efeito negativo e os demais tém efeito positivo nos 3 atributos.
Outros 41 compostos foram identificados como possiveis marcadores de um ou mais dos atributos estudados.
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