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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi investigar 0 uso da espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR) associada a méodos multivariados de andlise (méodo dos minimos quadrados parciais - PLS)
para a determinagdo do teor de cafeing, trigonelina e &cido clorogénico em amostras de café cru. O
método analitico proposto possibilita a determinacdo direta, sem tratamento e destruicdo da amostra,
com obtencdo de resultados rgpidos (em intervalos da ordem de minutos), redug@o de custos, méo-de-
obra e eguipamentos e sem o consumo de reagentes quimicos de forma a preservar 0 meio ambiente.
Os niveis de cafeing, trigonelina e &cido clorogénico foram inicialmente determinados usando-se como
método de referéncia a técnica de cromatografia liquida de dta eficiéncia (CLAE); posteriormente
foram congtruidos modelos de regresséo a partir dos espectros no infravermelho proximo das amostras
de café cru. O método proposto forneceu resultados com boa capacidade de previsdo dos teores de
cafeing, trigonelina e &cido clorogénico, sendo os erros médios inferiores a 8% para as trés
propriedades estudadas.
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CAFFEINE, TRIGONELIN AND
CHLOROGENIC ACID CONTENTS IN SAMPLES OF RAW COFFEE BY MULTIVARIATE
ANALYSIS (PLS) OF DATA OBTAINED BY DIFFUSE REFLECTION NEAR INFRARED
SPECTROSCOPY

ABSTRACT: The aim of this work was to investigate the use of the spectroscopy in the near infrared
(NIR) associated to multivariate analysis methods (method of the partial least square - PLS) for the
determination of the caffeine, trigoneline and clorogenic acid grade in samples of raw coffee. The

proposed anaytic method should make possible direct determinations (without trestment and
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destruction) of the sample, with fast results (in intervals of the order of minutes), reduction of costs,
l[abor and equipments and without the consumption of chemical reagents in way to preserve the
environment. The caffeine, trigoneline and clorogenic acid levels were initidly used as reference
method the technique of high performance liquid chromatografy (HPLC) and later regresson models
were built starting from the spectra of the near infrared. The proposed method supplied results with
good capacity of forecast of the caffeine, trigoneline and clorogenic acid grade, and the mean error
were below to 8% for the three studied properties.

Key words: caffeine, trigoneline, clorogenic acid, infrared, PLS.

INTRODUCAO

A cafeina (1,3,7-Trimetilxanting) € um alcadide encontrado em grande variedade de bebidas
(chd, café, refrigerantes). Quando ingerida, atua como diurético e estimulante dos sistemas nervoso
central e cardiovascular. A trigonelina tem recebido consideravel atencdo tanto pelo ponto de vista
sensorid como pelo nutriciond, dém da baixa atividade fisiolégica, tendo efeito sobre o sSstema
nervoso central, a secrecdo da bile e a motilidade intestinal. O termo écido clorogénico é usado para
referir-se a uma familia de ésteres formados por um ou mais &cidos arométicos, onde predominam os
radicais representados pelos grupos —OH, -H e —OCH;. O &cido clorogénico é normamente
metabolizado em plantas, freqlientemente associado com a protecéo destas contra 0 ataque de insetos

ou microrganismos'. A Figura 1 apresenta as formulas estruturais desses compostos.
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Figura 1 - Formulas quimicas estruturais de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico. Os radicais Ry, R,, Rz e R, s80
normal mente representados pelos grupos —OH, -H e —OCHj.

Muitos métodos analiticos sdo citados na literatura para a quantificagdo do teor de cafeina em
café. Esses métodos incluem a determinagdo gravimétrica®®, a espectrofotometria na regidgo do

57 a detroforese capilar® e a espectrometria de massas’. Recentemente,

ultravioleta®®, a cromatografia®
0 emprego de técnicas de reflex8o no infravermelho, associadas aos métodos multivariados de andlise,

tem sido objeto de estudo para estimar o teor desses compostos em produtos aimenticios.
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Dentre as diversas técnicas de reflex@ no infravermelho pode-se destacar a reflexdo difusa, ja
bem fundamentada na literatura'®. Esta técnica vem sendo amplamente aplicada utilizando-se
equipamentos que operam na regido do infravermelho proximo, na andlise de aimentos, devido a
facilidade em obter espectros de pds, sdlidos e espécies adsorvidas em solidos.

Assm, o objetivo deste trabalho foi o de desenvolver uma metodologia para a determinacdo
dos teores de cafeina, trigonelina e acido clorogénico em amostras de café cru, utilizando-se dos
espectros no infravermelho proximo (NIR) e da aplicagd do método de regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS).

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para construcdo dos modelos de regressdo foram usadas 55 amostras de café cru, da variedade
arabica, procedentes de diferentes regides dos Estados de S0 Paulo, Minas Gerais e Bahia. Todas as
amodtras foram inicialmente homogeneizadas em moinho de facas até a obtencdo de particulas de

tamanho reduzido e passaram por peneira de 0,84 mm de tamanho de abertura de poro.

Método de determinacdo de cafeina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O procedimento experimental foi redizado de acordo com o descrito por De Maria™ como
visto a seguir.

Foi pesado 0,5 g das amostras seguido de extracdo a quente (80°C) com 30 mL de CH3OH:H,O
deionizada (70:30 v/v), permanecendo a mistura em banho-maria sob agitacdo por 10 minutos.

A migtura foi filtrada em bado volumétrico de 200 mL e, desta solucdo, tomou-se uma aiquota
de 5 mL, transferiu-se para bald volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com a solugéo
(70:30 v/v) de metanol e &gua. Tomou-se uma nova aiquota de 2 mL e deixou-se secar sob N, até que
todo o metanol fosse evaporado, completando posteriormente o volume com &gua deionizada até o
volumeinicia de2 mL.

A solugdo foi filtrada, procedendo-se & determinacdo de cafeina, trigonelina e é&cido
clorogénico, utilizando um sistema de CLAE, nas seguintes condic¢fes cromatogréficas.

- Coluna: TSK G3000 SW HPGF (300 x 8 mm, particulas de 10 mm de tamanho); coluna de
guarda: TSK (7,5 mm x 7,5 cm, particulas de 10 mm de tamanho); fase movel: égua deionizada; fluxo
de fase moéved: 1,0 mL/min; detector: espectrofotométrico de conjunto de fotodiodos, fixado em 272
nm; temperatura da coluna: 30°C; cromatografo: Shimadzu, modelo M10AVP.
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Obtencé&o dos espectros na regido do infravermelho préoximo

Os espectros no infravermelho proximo foram coletados conforme descrito na Tabela 1, sendo
realizadas trés réplicas para cada amostra, com resolucio de 4 cm™ e 16 varreduras para cada espectro.
O infravermelho foi equipado com um acessdrio de reflecténcia difusa, sendo os sinais expressos em

log (U/R).

Tabela 1 - Instrumentagéo e regido empregada na obtengdo dos espectros

Técnica Instrumental Regido
NIR Espectrometro BOMEM DA-08 + acessdrio de | 4000 - 10.000 cm™
reflectancia difusa (JASCO)

Construgdo dos modelos de regresséo
O método de regressdo utilizado no tratamento de dados deste estudo foi o método por

minimos quadrados parciais (PLS) e o software usado foi o Pirouette®’. A construgdo do modelo a
partir dos espectros no infravermelho proximo foi feita utilizando a regido espectral de 10.000-5.800
cm* e 5.500-4.900 cm™.

No modelo PLS, as informagdes espectrais e as concentragfes sé0 usadas a0 mesmo tempo na
fase de calibragdo. Uma matriz contendo os espectros dos padrfes (X) é relacionada com outra matriz
que armazena dados sobre a sua concentragdo (Y), resultando as equagbes 1 e 2, nas quais 0S
eementos T e U so chamados de scores de R e C, respectivamente, e os elementos de P e Q séo
chamados de loadings. Ja as matrizes E e F representam os errosdamodelagem de X e Y.

O modelo resultante &

X=TP'+E (6h)
Y=UQ'+F @)

O resultado desse procedimento € uma equagéo linear de uma curva de calibraco semelhante a
equacdo 3, em que R é uma matriz de resposta (assim como um conjunto de espectros) para uma s&rie
de amostras de cdibragdo, ¢ € um vetor com a concentraco de todas as amostras, b € um vetor
contendo os parametros do modelo e e € um vetor que representa o ruido do espectro e os erros do

modelo.

c=Rb+e (3)
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Critérios para avaliacdo dos modelos de regressdo

Para que um modelo sga eficiente, € necessario que ele descreva da melhor forma possivel a
situagdo real, levando-se em conta 0 maior nimero possivel de variagoes.

Uma medida empregada para avaliar a habilidade de previsdo de um modelo é o SEC (Standard
Error of Calibration), que apresenta informagdes a respeito da diminuicdo do erro produzida pelo
aumento da complexidade do modelo, sendo expressa conforme equacdo 4, em que n representa o

ndmero de amostras utilizadas, y; € o valor de referéncia da inésima amostra e Vi. € a previsdo para o

valor desta amostra

(4)

Na avaliagéo do conjunto de amostras de validagdo pode-se gjustar a expressdo empregada para
determinar 0 SEC, sendo denominada SEV. Este critério é bastante Util quando se desgja avaliar se 0
modelo tende a superdimensionar 0 nimero de variavels latentes a serem empregadas. Os valores de
SEV séo caculados com os y; de referéncia e os valores estimados com o conjunto de validagéo,

conforme equacéo 5.

én (yi - 9i )2
a7 (5)
n

SEV =

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na construcdo dos modelos de regressdo foram utilizados os valores médios dos teores de
cafeing, trigonelina e &cido clorogénico obtidos na andlise da CLAE e 165 espectros das amostras de
café, dos quais 93 foram utilizados na calibracdo e 72 na validagdo dos modelos. Foram construidos
diversos modelos, dentre os quais foi escolhido aguele com melhor capacidade de previsio dos
resultados dos teores de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico.

Na tentativa de minimizar os efeitos causados pela dificuldade na obtencdo de um espectro
ideal, foram empregadas técnicas de tratamentos mateméticos nos espectros, antes de o conjunto dos
espectros sr modelado pelas técnicas quimiométricas. Assm, como pré-processamento, os dados
foram centrados na média e aos espectros NIR foram aplicadas a corregdo multiplicativa de sina
(MSC) eaprimeiraderivada
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Na aquisicdo dos espectros por técnicas de reflex8o, aguns fendbmenos indesgaveis, como o
espalhamento da luz, provocado pela ndo-homogeneidade da amostra, decorrente de diferencas de
granulometria, geometria, empacotamento e orientagdo das particulas, podem ocorrer. Também
costumam acompanhar 0s sinais andliticos os ruidos das mais diversas origens. A presenca destes
ruidos pode dificultar a interpretaco, bem como a modelagem das propriedades associadas aos sinais
espectrais, sendo recomendada sua diminagdo ou minimizagdo. A técnica de correcdo do
espahamento de luz (MSC) € um processo matematico que visa corrigir o efeito do espalhamento de
luz presente nos espectros obtidos por técnicas de reflexd. Na MSC a interferéncia relativa ao
espahamento de luz € minimizada com base no espahamento médio de todos os espectros formadores
na matriz de dados X. Nas Figuras 2 e 3 podem ser observados os conjuntos de espectros NIR antes e
apbs a aplicacdo daMSC. O conjunto dos espectros apresentado na Figura 3 € bem mais uniforme.

A aplicagdo da primeira derivada sobre os dados espectrais pode destacar ombros espectrais,
bem como minimizar o efeito de inclinagbes provocadas na linha de base dos espectros, devido a
morfologia das particulas. Esse processo faz com que as informagfes contidas a0 longo dos diferentes

comprimentos de onda sgjam geralmente acentuadas.

-log(1/R)

. . . .
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Figura 2 - Conjunto de espectros sem tratamento.
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Os resultados obtidos para algumas das amostras usadas na validagdo do modelo de regresséo e

Seus respectivos desvios-padrdes sd0 apresentados na Tabela 2. Os vaores encontrados pelo método

proposto (NIR) forneceram resultados concordantes com os obtidos pela técnica de CLAE.

Tabela 2 - Resultados dos teores de cafeina, trigonelina e &cido clorogénico em amostras de café cru

obtidos pela técnica de espectroscopia no infravermelho préximo e pelatécnicade CLAE

Amostra Cafeina (g/100g) Ac.Clorogénico (g/100g) Trigonelina (g/100g)

CLAE NIR CLAE NIR CLAE NIR
2 1,161+ 0,018 1,128+0,192 5951+0,042 5846+ 0,607 0,874+0,051 0,866+ 0,179
4 1,135+ 0,034 1,114+0,041 6,169+0,119 5537+0,376 1,160+ 0,043 1,044+ 0,025
10 0,879+ 0,010 0,836+0,065 5423+0,102 5355+0,134 0,868+ 0,019 0,849 + 0,041
11 1,087+ 0,020 1,027 +0,077 5,061+0,079 5608+ 0,314 1,084+0,056 0,992+ 0,117
13 0,903+ 0,006 1,018+0,017 5,292+0,048 5811+0,364 0,909+ 0,020 0,986 + 0,064
15 0,974+ 0,020 0,955+ 0,066 5,233+0,073 5380+0,196 0,853+ 0,028 0,887 + 0,070
21 1,063+ 0,013 1,013+0,018 5,886+ 0,00/ 5508+ 0,102 0,950+ 0,014 0,943+ 0,005
25 1,153+ 0,003 1,199+ 0,073 6,088+0,161 6,138+0,781 0,949+ 0,014 0,951 + 0,010
33 1,236+ 0,026 1,226+0,179 5,783+0,149 6,251+0,720 0,962+ 0,024 0,997 + 0,016
35 1,108+ 0,026 1,023+0,035 5958+ 0,150 5,840+0,559 0,957+ 0,008 1,021+ 0,174
37 0,939+ 0,010 0,939+0,055 6,142+0,020 5485+0,004 1,127 +0,014 0,968 + 0,065
11 0,906 + 0,006 0,908+ 0,040 4,598+ 0,076 4,636+0,222 0,842+ 0,007 0,764+ 0,103
42 0,782+ 0,012 0,887+0,035 4,671+0,034 4593+0,291 0,765+0,005 0,707 + 0,028
46 0,957+ 0,030 0,935+0,043 5,088+0,057 5086+0,219 0,854+0,002 0,872+ 0,049
53 0,873+ 0,013 0,870+ 0,041 4,990+ 0,031 4,908+0,098 0,840+0,003 0,778 + 0,007
55 0,953+ 0,005 0,919+0,051 5,193+0,006 4,901+0,372 0,782+0,006 0,771+ 0,050

Para verificar a validade do modelo construido foram determinados o erro-padrdo de calibracéo

(SEC), o erro-padrdo de vaidacio (SEV) e o coeficiente de correlagio (R?). Os resultados obtidos

estéo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Avdiacdo dos modelos de regressdo por PLS para determinacdo do teor de cafeina,

trigonelina e &cido clorogénico em amostras de café cru

Acido

Parémetro Cafeina hoe Trigondina
clorogénico
R® 0,9528 0,9857 0,9895
SEC (g/100g) 0,017 0,042 0,009
SEV (g/100) 0,064 0,466 0,091
N° de Fatores 10 7 8

Os erros relativos médios entre 0 méodo quimiométrico e o método de referéncia (CLAE)
foram de 5,4% para a cafeina, 6,7% para o &cido clorogénico e 7,7% para a trigonelina, o que indica
boa capacidade de previsio dos teores de cafeing, trigonelina e &cido clorogénico pelo método
proposto para as amostras de café cru.

CONCLUSAO

O méodo proposto mostrou-se eficiente para determinacdo dos teores de cafeina, trigonelina e

&cido clorogénico.

Os modelos de regressao construidos apresentam melhor desempenho quando sGo empregados
como pré-processamentos a centraizacdo na média, a aplicacdo de primeira derivada e a corregéo
multiplicativa de sindl.

As principais vantagens do méodo proposto, quando comparado com o método tradiciona de
CLAE, sf0: reducdo do tempo de andlise, ndo-destruicdo da amostra, pouca manipulagdo da amostra,

residuos quimicos ndo sdo formados e custo reduzido por amostra.
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