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RESUMO

O Brasil € o maior produtor e exportador de café no mundo, e o segundo maior
consumidor do produto. Apesar de ser diretamente associado a qualidade do
produto, o processo de torra pode gerar compostos nocivos a saude como 0s
derivados furanicos. O presente estudo teve como objetivo avaliar como a torra
impacta em diferentes parametros de qualidade do café: parametros fisico-
quimicos, teor de acucares, de cafeina e de seis compostos furanicos. Foi
otimizado e validado um método analitico para a determinacdo de seis compostos
furdnicos em café torrado e moido utilizando SPME-MHS/GC-MS. O método se
mostrou adequado, com limites de deteccdo e quantificacdo dentro e faixas de
sensibilidade aceitaveis. As precisfes intradia e intermediarias foram menores que
20%. O método foi aplicado em 20 amostras de café torrado e moido comerciais.
Cinco compostos foram detectados em todas as amostras. Para a avaliacdo do
processo de torra, 20 ensaios foram conduzidos em C. arabica e C. robusta. Para
0s parametros fisico-quimicos os resultados dos cafés mostraram-se diferentes
para todos os parametros. A sacarose foi o acUcar predominante em ambos os
cafés. Os niveis de cafeina foram maiores em café robusta do que em arabica. Os
niveis dos compostos furanicos variaram para café robusta e arabica. Os resultados
obtidos demonstram que torras com temperaturas mais elevadas tém maior
impacto sobre os parametros fisico-quimicas avaliados. Os niveis de cafeina séo
influenciados pela temperatura inicial e os dos derivados furanicos pela temperatura

aplicada durante o processo.

Palavras-chave: café; compostos furanicos; torra; GC-MS; MHS-SPME
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ABSTRACT

Brazil is the largest producer and exporter of coffee in the world, and the second
largest consumer of the product. Despite being directly associated with the quality
of the product, the roasting process can generate compounds that are harmful to
health, such as furanic derivatives. The present study aimed to evaluate how
roasting impacts different coffee quality parameters: physical-chemical parameters,
sugar content, caffeine content and six furanic compounds. An analytical method
for the determination of six furanic compounds in roasted and ground coffee using
SPME-MHS/GC-MS was optimized and validated. The method proved to be
adequate, with detection and quantification limits within acceptable sensitivity
ranges. Intraday and intermediate accuracies were less than 20%. The method was
applied to 20 commercial roasted and ground coffee samples. Five compounds
were detected in all samples. To evaluate the roasting process, 20 tests were
conducted on C. arabica and C. robusta. For the physical-chemical parameters, the
results of the coffees were different for all parameters. Sucrose was the predominant
sugar in both coffees. Caffeine levels were higher in Robusta coffee than in Arabica.
The levels of furanic compounds varied for Robusta and Arabica coffee. The results
obtained demonstrate that roasting at higher temperatures has a greater impact on
the physical-chemical parameters evaluated. Caffeine levels are influenced by the
initial temperature and those of furanic derivatives by the temperature applied during

the process.

Key words: coffee, furanic compounds, roasting; GC-MS; MHS-SPME
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INTRODUGCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mundo, ocupando o
segundo lugar de maior consumidor do produto (DE SOUZA E SILVA et al., 2021).
Devido ao seu alto consumo, a qualidade deste produto deve ser sempre mantida.
A qualidade do café esta relacionada com a coloracéo, aparéncia e defeitos dos
graos, além do aroma e sabor da bebida (DA SILVA, 2021). A qualidade do produto
corresponde a todas as propriedades que um grdo normal e saudavel pode ter,
sendo quimicas, fisicas, genéticas ou fisiolégicas, sendo de suma importancia
preservar cada etapa do processo para que a qualidade do produto seja preservada
(CARDOSO et al., 2021; POISSON et al., 2017).

Os graos verdes de café ndo sdo proprios para o consumo devido ao seu
aroma e sabor desagradaveis e por iSso é necessario que estes graos sejam
submetidos ao processo de torra. Durante a torra, 0s compostos nao volateis do
grdo de café reagem e degradam, dando origem aos compostos volateis. Estes
compostos variam em aroma, poténcia e concentracao e sao 0s responsaveis pelo
aroma e sabor caracteristico do café. Além disso, a torra € um processo térmico
complexo que envolve o escurecimento do gréo do café, redugdo da umidade e
aumento na porosidade dos graos (DART; NURSTEN, 1985; SCHENKER, S
ROTHGEB. T., 2017).

Apesar de estar diretamente ligada a qualidade dos produtos de café,
durante o processo de torra compostos nocivos a saude podem ser formados,
como: acrilamidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e compostos furanicos.

Esses compostos se formam devido a presenca de precursores na amostra no gréo



verde e estdo associados a diferentes efeitos adversos como neurotoxicidade,
carcinogenicidade e genotoxicidade (DA COSTA et al., 2023).

Os compostos furanicos pertencem a uma classe de moléculas organicas
presentes em diversos alimentos que sdo submetidos a processos térmicos (KIM
et al., 2021). Esses compostos possuem uma importante correlacdo com as
caracteristicas sensoriais do café, pois estes compostos colaboram com a
formacéo do perfil de aroma deste produto apés a torra do café (DE MARIA et al.,
1999; KETTLITZ et al., 2019). Devido ao seu grande consumo, a European Food
Safety Authority (EFSA) reportou que o café é a principal fonte de exposig¢ao de
compostos furanicos para adultos (2017). Dados mostram que as concentracées
de furano presentes em café variam de 0,7 a 3,45 mg/kg (KETTLITZ et al., 2019).

Entdo, além do aspecto relacionado a qualidade, também deve-se levar em
consideracdo o aspecto saude no processo de torra dos grdos de café verde.
Entender as rotas de formacéao, precursores e alternativas para a mitigacdo destes

contaminantes € essencial para a seguranca do consumo do café.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

o Avaliar quais os impactos da torra sobre as caracteristicas do café atraves

de analises fisico-quimicas, cromatogréficas, de agucares e cafeina.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar e validar um método para a quantificacdo de seis compostos
furénicos em cafés comerciais utilizando SPME e multiplo headspace para preparo
da amostra e deteccao por GC-MS;

o Avaliar o impacto de diferentes condi¢des de torra nas propriedades fisico-
quimicas de duas variedades de café Coffea arabica (arabica) e Coffea canephora
(robusta) e no perfil de acucares e cafeina;

o Avaliar o impacto de diferentes condi¢des de torra na formacao de derivados
furénicos (furano, furfural, alcool furfurilico 5-metilfurfural, 5-hidroximetilfurfural e
furaneol) utilizando MHS-SPME como sistema de extracdo e GC-MS/MS como

sistema de sepracéao e identificacdo.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



1. O CAFE

A planta do café € membro da familia Rubiaceae, incluindo mais de seis mil
espécies, sendo compostas em sua maioria por arbustos tropicais originarios da
Africa e do Oceano indico, medindo de 2 a 2,5 metros de altura (ORMOND et al.,
1999). O género Coffea possui mais de 100 espécies e, economicamente, as
espécies mais importantes no mundo sdo Coffea arabica (70%), Coffea canephora
(por volta de 30%) e Coffea liberica e Coffea excelsa (menos de 1%) (ORMOND et
al., 1999; DA COSTA et al., 2023).

Morfologicamente, o fruto do café € formado por exocarpo, mesocarpo,
endocarpo, silver skin, e o gréo do café (chamado de endosperma) (Figura 1). O
exocarpo é a parte de fora do fruto, o0 mesocarpo, tendo um aspecto pastoso,
constitui o meio do fruto e € composto por pectina, glucose e frutose, proteinas,
minerais, polifendis e cafeina. O endosperma, possui uma capa de protecao
chamada espermoderma, também conhecido como silver skin ou pergaminho. A

funcdo do endosperma é proteger o embrido (DA COSTA et al., 2023).

Epicarpo (casca)
Mesocarpo
Embrido
Endocarpo
Endosperma (grao)

Espermoderma

Figura 1. Morfologia esquematizada do fruto do café (elaborado

pelo autor).



A espécie arabica € nativa de Etidpia e é considerada a espécie mais
amplamente comercializada de café. Coffea arabica difere das outras pelo seu curto
tempo de maturacéo, sua susceptibilidade a pestes e a variagcfes abidticas. Além
disso, geneticamente, essa espécie € tetrapldide, enquanto as outras séo dipldides.
O café aradbica possui niveis inferiores de solidos soluveis e cafeina quando
comparados ao Coffea canephora, contudo, a bebida proveniente deste café tende
a ser mais acida e aromética. O café verde da espécie ardbica possui maiores
concentragdes de oligossacarideos, lipideos, trigonelina e &cidos organicos. Este
café também possui maiores teores de sacarose, contribuindo para a acidez da
bebida (WANG et al.,, 2021 DA COSTA et al.,, 2023; POISSON et al., 2017
SENINDE; CHAMBERS, 2020)

Coffea canephora, também conhecido por café robusta ou conilon é nativo
da Africa Central. O café verde da espécie Robusta é rico em cafeina e acidos
clorogénicos, além de apresentar maiores quantidades de amino&cidos livres
quando comparado ao café Arabica. Notas de terra, apimentado e torrado estdo
presentes nesse café devido as maiores concentracdes de pirazinas e seus
derivados neste café. Sensorialmente, o café robusta possui notas doces, de
caramelo e tostado, estando relacionado as maiores concentracfes de piridinas,
furanos e aldeidos presentes (POISSON et al., 2017; WANG et al., 2021 DA
COSTA et al., 2023; POISSON et al., 2017; SENINDE; CHAMBERS, 2020)

Devido a maior presenca de notas indesejadas no café robusta e aos
maiores teores de sacarose do café arabica, o café foi por muito tempo considerado
de qualidade inferior ao café arabica. Contudo, devido a diversas melhorias,
atualmente, isso é apenas um mito (WANG et al., 2021; SENINDE; CHAMBERS,
2020).

O café é consumido h& séculos e tem papel fundamental na economia de
diversos paises (MAHMUD et al., 2022). O Brasil € o maior produtor e exportador
de café do mundo, além de ser o segundo pais que mais o consome (DE SOUZA
E SILVA et al., 2021). O consumo do café tem aumentado cada vez mais devido
aos seus beneficios para a salde, seu efeito estimulante e seu sabor e aroma

marcantes (ZHU et al., 2022). A grande quantidade de compostos bioativos no café



como acidos fendlicos e flavondides e suas contribuicdes para a saude humana
tornam a bebida do café ainda mais atrativa para consumo (LAUKALEJA et al.,
2022). Dentre os diversos compostos presentes na bebida do café, os compostos
bioativos de maior importancia sdo os acidos clorogénicos, as melanoidinas, a
cafeina, a trigonelina e os diterpenos cafestol e kahweol (LUDWIG et al., 2014).
Devido ao grande consumo da bebida do café, a qualidade do produto deve sempre

ser mantida.

A qualidade do café estéa relacionada a diversas caracteristicas, sendo elas:
coloracado, aparéncia e defeitos dos gréaos, além do aroma e do sabor da bebida.
Estas caracteristicas dependem dos processos pds-colheita, estocagem e torra dos
graos e da forma como a bebida é preparada (DA SILVA, 2021). A qualidade do
produto corresponde a todas as propriedades que um grao normal e saudavel pode
ter, sendo quimicas, fisicas, genéticas ou fisiolégicas (CARDOSO et al., 2021). A
qualidade do produto sofre a influéncia de todos estes fatores e cada um deles é
de suma importancia para a qualidade da bebida do café, entéo, faz-se necessario
preservar cada etapa do processo, desde o grdo verde até a bebida do café
(POISSON et al., 2017).

Todas as etapas envolvidas no processo da bebida do café sdo importantes
para a qualidade final. A etapa de colheita é fundamental para assegurar a
qualidade final da bebida pois essa etapa esta diretamente ligada com a maturacao
dos frutos. A presenca de frutos ndo maduros prejudica as caracteristicas da
bebida, ndo resultando em um produto de alta qualidade. A colheita pode ser feita
de forma mecéanica ou manual e, dependendo disso, os defeitos nos graos podem
ser maiores. Além disso, é essencial evitar que esses graos estejam contaminados
por qualquer micro-organismo. Apoés a colheita, os grdos precisam ser separados
do fruto, passando por uma etapa de lavagem e separacédo. Feito isso, eles sao
processados e depois sdo submetidos a secagem. ApOGs serem separados por
tamanho, defeitos e outras categorias, os grdos verdes do café sdo finalmente
submetidos ao processo de torra (DA COSTA et al., 2023).

ApoOs a torra, os cafés podem ser separados em diversos tipos de torra,

moagem e categorias. Existem torras claras, médias e escuras e moagens finas,



meédias e grossas. Quanto aos tipos de cafés eles podem ser divididos em soluvel,

aromatizado, gourmet, organico e descafeinado (DA COSTA et al., 2023).
2. A TORRA DO CAFE

Os graos verdes do café sdo muito rigidos e ndo possuem as
caracteristicas sensoriais adequadas para consumo e, por isso, estes séo
torrados antes de serem consumidos. A etapa da torra do café consiste em
transformar os grédos verdes do café nos grdos torrados e aromaticos
popularmente conhecidos. A torra € a etapa essencial para a produgéo da bebida,
ja que é nela que os perfis finais de sabor e aroma séo criados (SCHENKER,;
ROTHGEB, 2017).

O processo de torra € a etapa responsavel pela formacédo do sabor e
aroma dos produtos do café. Existem diferentes niveis de torra que variam do
claro ao escuro, dependendo da temperatura atingida durante o processo de
torra. As temperaturas de torra variam de 190 a 240 °C com tempos de 5 a 15
minutos. O tempo x temperatura define o grau de torra (DIAZ-DE-CERIO, et al.,
2019; DA COSTA et al., 2023). A torra consiste no aquecimento controlado dos
graos de café para que uma série de reacfes exotérmicas acontecam, porém,
sem que estas ultrapassem o ponto adequado e um processo de carbonizacdo
se inicie (SCHMIDT et al., 2008). Durante os estagios iniciais da torra, muita
energia € necessaria para provocar a evaporacao da agua e iniciar as reacdes
quimicas (fase endotérmica), apOs atingir um ponto onde o balanco de energia
das reacBes quimicas torna-se auto catalitico e as reacdes tornam-se
exotérmicas (POISSON et al., 2017).

O processo da torra do café pode ser dividido em: secagem (etapa onde
a agua € parcialmente eliminada e alguns volateis sao perdidos), torra (etapa
onde ocorre a pirélise, reacdo de Maillard, caramelizacéo e a liberagcédo de CO2)
e resfriamento (a torra precisa ser parada abruptamente para que as condi¢cbes

previamente determinadas sejam mantidas) (DA COSTA et al., 2023).

Comparado a outros produtos que precisam ser submetidos a processos

gue envolvem o calor, a torra do café possui as maiores temperaturas, ja que
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apenas com o calor as caracteristicas visadas na bebida sdo desenvolvidas. E
necessario que esse processo tenha temperaturas maiores que 190 °C.
Normalmente, as temperaturas finais de torra giram em torno de 200 e 250 °C e
este processo dura de 5 a 20 minutos (SCHENKER; ROTHGEB, 2017). Este
processo altera a composi¢cao quimica, fisica e estrutural dos graos através da
aplicacao do calor e, assim, torna os graos de cafés adequados para a producao
da bebida (PEREIRA et al., 2021). A mudancga de cor do verde para 0 marrom,
quase preto, é a mudancga mais visivel no café durante a torra e € geralmente
determinada pelos parametros CIELab (L* ou luminosidade, e a* e b* como os
parametros vermelho e amarelo, respectivamente). Esse aspecto € essencial
para a determinacdo do grau de torra e esta interligado com a qualidade da
bebida, ja que a cor esta relacionada com a formag¢do de sabor no produto
(SCHENKER; ROTHGEB, 2017). O grau de torra € normalmente classificado em:
torra clara, média e escura. A torra clara produz cafés menos amargos, mais
acidos e com aroma e sabor mais leves quando comparada as outras torras.
Torras médias oferecem produtos menos acidos que os de torra clara e a torra
escura possui inferioridade sensorial pela sua baixa acidez, ser pouco encorpada
e possuir um maior amargor dentre todos os outros tipos de torra (DA COSTA et
al., 2023)

O tempo e a temperatura da torra ndo resultam apenas no grau e
coloracdo de torra desejados, mas também causam a ocorréncia das reacdes
quimicas nos cafés verdes (ZAKIDOU et al., 2021). O processo de torra causa
alteracbes na coloracédo, aumento do volume dos gréaos torrados, mudancas
estruturais, atividade de agua, perda de massa e migracdo dos 6leos para a
superficie do grdo (SCHENKER; ROTHGEB, 2017).

Os graos verdes de café ndo sédo diretamente consumidos, ja que néo
possuem aroma ou sabor agradaveis. Contudo, seus compostos ndo volateis
degradam e reagem durante a torra, originando os compostos volateis, que
variam em aroma, poténcia e concentracdo (DART; NURSTEN, 1985). Estes
compostos sédo produtos do processo de torra e sdo responsaveis pelo aroma
caracteristico do café, no entanto, podem ser degradados no processo de torra

se este néao for executado corretamente (PEREIRA et al., 2021).
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Diferentes condicfes de tempo e temperatura durante a torra do café
levam a diferentes perfis de aroma e sabor (SCHENKER; ROTHGEB, 2017).
Contudo, a formacgao destes compostos nem sempre podem ser explicadas por
modelos de sistemas de reacdes, jA que as diferentes caracteristicas de cada
processo podem levar a diferentes rotas para cada reacdo (POISSON et al.,
2017).

Apesar de ser uma etapa que esta diretamente associada a qualidade
final da bebida do café, o processo de torra pode gerar compostos maléficos a
saude como acrilamidas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e compostos
fur@nicos. Esses compostos sdo formados devido a presenca de precursores na
amostra crua (grédo verde) de café e estdo associados a diferentes efeitos
adversos como neurotoxicidade, carcinogenicidade e genotoxicidade (DA
COSTA et al., 2023).

Entédo, além do aspecto relacionado a qualidade, também deve-se levar
em consideragao o aspecto saude no processo de torra dos grédos de café verde.
Entender as rotas de formacado, precursores e alternativas para a mitigacao

destes contaminantes € essencial para a seguranca do consumo do café.

3. REACOES ENVOLVIDAS NA TORRA DO CAFE

7

A torra do café é um processo térmico complexo que envolve o
escurecimento do grdo do café, reducdo da umidade e aumento na porosidade
dos gréos. A composicdo de volateis do café torrado depende da espécie e
variedade do café, condi¢cdes de cultivo e colheita, armazenamento antes da
torra, grau da torra e tipo de torrador (DART; NURSTEN, 1985). A formacao
destes compostos depende de diversas reacdes, sendo elas: reacao de Maillard
ou reagcdo de escurecimento ndo enzimatica entre substancias contendo
nitrogénio, degradacdo de Strecker, degradacdo de aminoéacidos individuais,
degradacdo da trigonelina, caramelizacdo, degradacdo de acidos fendlicos,
degradacdo lipidica, pirdlise e interacdo entre produtos de decomposi¢cédo
intermediarios. Essas reacdes contribuem para que o produto do café seja

atrativo através do seu aroma e sabor caracteristico (PINHEIRO et al., 2021;
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SCHENKER; ROTHGEB, 2017; CAO et al., 2023). A maioria dos compostos
presentes no café verde sao preservados durante a torra e, alguns deles, atuam
como precursores de sabor e aroma durante esse processo. Dentre esses
precursores estdo 0s acgUcares redutores e 0os aminoacidos, originados através
da reacdo de Maillard, carboidratos, acidos clorogénicos, trigonelina, proteinas e
lipideos (WANG et al., 2021).

3.1. Pirdlise

No inicio da torra, o grdo do café comeca a apresentar uma coloracdo
amarelada, devido a pirdlise, perdendo umidade e massa. A sacarose é
transformada em glicose e frutose, acompanhada de uma reacao de degradacédo
de carboidratos e aminoacidos (POISSON et al., 2017). As reacdes de pirolise
ocorrem quando os graos atingem 190 °C. Essa reac¢ao pode desencadear a reagao
de caramelizacdo, provocando o escurecimento dos graos de café e produzindo
compostos volateis carbociclicos quando as temperaturas atingem 190-200 °C
(CAO et al., 2023).

3.2. Reacao de Maillard

A reacdo de Maillard é composta de trés estagios: o primeiro envolve as
reacdes entre aclcares redutores e aminoacidos, resultando em glicosilamina N-
substituida e agua. O segundo é a isomerizacdo da glicosilamina gerando
cetoaminas e o terceiro é a conversao dessas cetoaminas em produtos de fisséo,
reductonas, hidroximetilfurfural e melanoidinas (responsaveis pela cor marrom)
(CAO et al., 2023).

Apoés a pirdlise, proximo dos 190 °C, ocorre a Reagao de Maillard,
desencadeando a formagao de diversos novos compostos, coloragcdo e aroma
(DA COSTA et al., 2023). Temperatura, umidade, pH, concentracdo de acucares
e a presenca de certos metais pode afetar diretamente nessa reacao (CAO et al.,
2023).

Quase todos os acucares livres sdo degradados durante a caramelizacéo

e a reacao de Maillard, provocando o aumento da agua, dioxido de carbono,
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intensificacdo da cor, aroma e sabor. A reacéo de Maillard pode ser definida como
uma reacdo nao enzimatica de escurecimento, que ocasiona a formacédo de
compostos com pesos moleculares inferiores como dioxido de carbono e
componentes de sabor, promovendo aromas como torrado, caramelo, terra e
tostado para os gréos de café torrado. A reacdo de Maillard pode desencadear
efeitos antioxidantes, porém também pode ser responsavel pela formacédo de

compostos nocivos a saude como acrilamidas e furanos (POISSON et al., 2017).

A reacao de Maillard pode resultar em piridinas, pirazinas, dicarbonilos
(por exemplo, diacetil), oxazdis, tiazois, pirrdis e imidazois, enolonas (furaneol,
maltol, cicloteno) e muitos outros. Através dessa reacdo os aromas de tostado,
maltado, améndoas, amargo e queimado sao gerados. Além disso, a intensidade
da torra também pode influenciar diretamente na reacao, influenciando os perfis
de aroma da bebida do café (POISSON et al., 2017; CAO et al., 2023).

3.3. Degradacéao de Strecker

A degradacédo de Strecker pode ser considerada um subconjunto da
reacdo de Maillard devido a proximidade entre elas. Alguns compostos gerados
na reacao de Maillard podem patrticipar da degradacao de Strecker. Essa reacdo
envolve duas etapas: a primeira que é a oxidacdo entre aminoacidos (agentes
redutores) e derivados de carbonila (agentes oxidantes) e a segunda etapa que
envolve a quebra das moléculas resultantes em aldeidos, aménia e CO2 na
presenca de agua. Nessa reacdo importantes notas de aroma sao geradas e
gracas ao CO2 ocorre 0 aumento da pressao interna dos grédos ocasionando
rachaduras e contribuindo ainda mais com a volatilizagdo dos aromas do café. A
reacao de Strecker contribui para o aroma de batata, terra, torrado, frutado e mel
durante o processo (POISSON et al., 2017; CAO et al., 2023).

3.4. Caramelizacéo

A caramelizacdo, assim como a reag¢do de Maillard, € uma reacédo de
escurecimento ndo enzimatica, porém, que ocorre na auséncia de aminoacidos.
Essa reacdo ocorre em temperaturas relativamente altas e é baseada na

decomposicdo térmica de carboidratos complexos (sacarose) em moléculas
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menores como a frutose e a glicose, estas sendo mais solUveis em agua em
temperaturas proximas de 170 °C. A caramelizacdo contribui para o aroma doce
do produto do café, ja que € gracas a ela que as notas doces, de caramelo e
améndoas se desenvolvem (POISSON et al., 2017; CAO et al., 2023).

4. COMPOSTOS FURANICOS

Compostos furanicos (Figura 2) sdo uma classe de moléculas organicas de
anéis heterociclicos aromaticos de cinco membros com um ponto de ebulicdo de
30 °C, amplamente encontradas em diversos alimentos termoprocessados
(ALBOUCHI; MURKOVIC, 2020; KIM et al., 2021). Sao liquidos incolores,
altamente lipofilicos e volateis, possuem baixo peso molecular e sdo formados a
partir de diversos precursores, tais como carboidratos, proteinas, acido ascorbico
ou lipideos (WAIZENEGGER et al., 2012; SCHOLL et al., 2012). Estes compostos
sdo formados através de diversas reagfes durante o tratamento térmico, incluindo
degradacdo térmica e o rearranjo de carboidratos e estdo presentes em diversos
alimentos termoprocessados como vegetais enlatados, comida de bebé, conservas
de frutas, suco de frutas, carnes, peixes e café. Devido as altas temperaturas que
os graos verdes dos cafés sdo submetidos, quantidades consideraveis de furano

sédo identificadas nos gréaos de café torrados (KIM et al.,2021).
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A. Furano B. Furfural C. 5-Metilfurfural
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D. Alcool Furfurilico E. Furaneol F. 5-Hidroximetilfurfural

Figura 2. Estrutura quimica dos compostos furanicos estudados.

4.1. Formacéo, fonte e ocorréncia

O furano é utilizado em diversos processos industriais, como: intermediario
na formacéo de tetrahidrofurano, pirrol e tiofeno. Além de ser utilizado também na
producéo de lacas e resinas, produtos farmacéuticos e agricolas como inseticida.
O furano ocorre no ambiente como parte da fumaca do cigarro e da madeira e

através do escapamento de motores a diesel ou gasolina (MORO et al., 2012).

Compostos furanicos podem estar presentes em diversos itens alimentares
submetidos ao processo térmico. Essa formacéo pode ocorrer através de diversos

caminhos e os principais precuroses desses compostos presentes nos alimentos
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sao o acido ascorbico, agucares, aminoacidos e acidos graxos poliinsaturados. As
condi¢cbes da reacdo como tempo, temperatura e pH podem afetar diretamente na
formacao desses compostos (MORO et al., 2012; KIM et al.,2021).

O precursor mais eficiente na formacéo do furano € o L-ascorbico, seguido
do é&cido dehidroascérbico, glicolaldeido/L-alanina e D-eritrose. Quando séo
formados a partir de acidos graxos poliinsaturados através do oxigénio reativo,
ocorre a formacdo desses compostos, através da peroxidacdo e estes produtos
formam furanos através da ciclizacéo e desidratacdo. Quando sao formados a partir
de aminoacidos, o processo envolve duas moléculas principais: acetaldeido e
glicolaldeido, resultando em 2-desoxialdotetrose e podendo produzir furano. A
formacao do furano depende da presenca de acgUcares redutores como fonte de
glicolaldeido. Quando se trata da formacdo de furano através da degradacao
térmica de acucares, estdo envolvidos 0s compostos 1-desoxiosona e 3-
desoxiosona, que reagem com derivados de aldotetrose. Essas moléculas ocorrem
a partir da degradacao de hexoses e pentoses. Estes derivados também participam
da formacdo de furano a partir da degradacdo dos acidos ascoérbico e
dehidroascérbico (MORO et al., 2012).

4.2. Aspectos toxicologicos

Os furano e o alcool furfurilico sdo moléculas toxicas e foram
classificados como potencialmente carcinogénicos para humanos (GRUPO 2B)

pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC, 1996).

O alcool furfurilico e o 5-hidroximetilfurfural sdo contaminantes formados a
partir do furano, sendo modificados por um grupo hidroximetil (Figura 2). O &lcool
furfurilico e o 5-hidroximetilfurfural séo considerados citotoxicos e mutagénicos por
serem eletréfilos reativos que podem interagir com as moléculas de DNA e suas
proteinas (DA COSTA et al., 2023; BARRIOS-RODRIGUEZ et al, 2022). O 5-
hidroximetilfurfural € genotoxico e citotoxico, podendo ser maléfico para humanos

gue o consome em grandes concentragbes (WHO et al., 2020)

O alcool furfurilico foi classificado como potencialmente carcinogénico e

genotoxico para humanos (GRUPO 2B). Posteriormente, esse composto €&
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metabolizado em furfural (WHO et al. IARC, 2020). O furfural foi classificado pelo
IARC como sem potencial carcinogénico para humanos e poucas evidéncias para
experimentos em animais (GRUPO 3) (IARC, 1996).

O 5-metilfurfural ndo estd associado a carcinogenicidade, porém esta
associado com outras doencas do trato digestério. Apesar de nao ser diretamente
associada com carcinogenicidade, o 5-metilfurfural pode ser metabolizado em 5-
Hidroximetilfurfural, substancia associada ao cancer (EFSA, 2011). Ja o furaneol
possui efeito genotdxico e citotoxico pois causa fragmentacdo do DNA (EFSA,
2015; BEKKI et al., 2021).

4.3. Legislacao

Segundo a recomendacdo da Unido Europeia (2022), os limites de
quantificacdo para as analises de furano em géneros alimenticios nao deve ser
superior a 5 pg/kg, exceto para café que ndo deve exceder 20 ug/kg. Para 5-HMF
nao deve ser superior a 40 mg/kg e para alcool furfurilico a ingestdo maxima
aceitavel é de 0,5 mg/kg (BARRIOS-RODRIGUEZ, 2020).

Segundo a EFSA (2009), a exposicao de furanos corresponde a uma média
consumo de 1,1 yg/dia para criancas e de 33,5 pg/dia em adultos. Em adultos, 95%

dessa exposicao deve-se ao consumo do café.
4.4. Compostos furanicos em alimentos

Os furanos estdo presentes em diversos géneros alimenticios que sofrem
processos térmicos de calor. Furanos sdo encontrados em suas maiores
concentracfes em bebidas feitas a partir do café torrado. Esses compostos também
sdo encontrados em comidas de bebé, sopas prontas, produtos feitos a partir de
cereais, carnes e molhos. Além disso, niveis de furanos também séo encontrados
em sucos de frutas e vegetais, bebidas nutricionais e produtos de padaria (EFSA,
2009; MORO et al., 2012).
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4.5. Compostos furanicos em café

Os compostos heterociclicos sdo de grande importancia devido a sua
correlagdo com o aroma do café (DE MARIA et al., 1999). Os compostos furanicos
colaboram significantemente para as caracteristicas sensoriais do café torrado.
Isso ocorre, pois, estes compostos oferecem qualidades aromaticas a bebida do
café, interferindo diretamente na qualidade da bebida. Devido ao seu grande
consumo, a European Food Safety Authority (EFSA) reportou que o café € a
principal fonte de exposi¢cdo de compostos furanicos para adultos (2017). Dados
mostram que as concentracdes de furano presentes em café variam de 0,7 a 3,45
mg/kg (KETTLITZ et al., 2019).

Esses compostos podem ser produzidos através da pirélise do acucar,
conferindo aroma de caramelo a bebida (DART; NURSTEN, 1985). Os furanos tém
um grande percentual no total de volateis do café, dentre eles: 5-metilfurfural,
furfural, 2-furanmetanol e outros. O 5-metilfurfural confere aromas de caramelo,
bordo e apimentado. O furfural é caracterizado por aromas doces, amadeirados e
amendoados e o 2-furanmetanol esta associado ao aroma amargo queimado dos
cafés torrados escuros, oferecendo notas doces, de caramelo e semelhantes ao
café (ZAKIDOU et al., 2021). Além destes compostos, existem diversos outros e
estes concedem atributos como doce, nozes, frutal ou caramelo aos alimentos
termoprocessados (ARRUDA, 2012).

Peguenas quantidades de furanos sao encontrados em cafés verdes. Estes
compostos ocorrem em suas maiores concentracdes em cafés torrados, ja que é
através das altas temperaturas que estes compostos se se desenvolvem
(WAIZENEGGER et al., 2012; EFSA, 2017). Além disso, a formacédo de furanos é
afetada pelo tempo, temperatura e pH. Os furanos sado formados em diversos
alimentos termoprocessados em decorréncia da degradacdo natural de
constituintes destes alimentos. Altos niveis de furanos sdo encontrados no café
devido ao processo de torra (MORO et al., 2012). O café é uma das principais fontes
de exposicao de furano, alcool furfurilico e 5-hidroximetilfurfural na dieta de seres
humanos adultos. Isso ocorre pelo vasto consumo de café e a alta concentracéo
destes compostos na bebida (BARRIOS-RODRIGUEZ et al., 2022).
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Uma vez que a torra e a temperatura utilizada no processo afetam
diretamente o desenvolvimento do aroma e a concentracdo de furanos, faz-se
necessario avaliar as melhores condi¢des de torra para que seja possivel mitigar a
ocorréncia desses compostos sem que isso interfira na qualidade do café. A
abordagem mais simples e, possivelmente, mais eficaz para controlar o furano seria
reduzir o tratamento térmico (tempo e temperatura), adicionar um inibidor da reacéo

de formagé&o ou remover um precursor (KETTLITZ, et al., 2019).
4.5.1. Furano

O furano (Figura 2A) pode ser utilizado como um intermediario sintético no
preparo tetrahidrofurano, pirrol e tiofeno. Também é usado na producdo de
pesticidas, estabilizadores e produtos farmacéuticos. As principais fontes de
exposicdo desse composto sdo o tabaco e alguns alimentos como comidas
enlatadas, comidas de bebé, café, produtos feitos a partir de cereais e férmulas
infantis. Sendo a principal fonte de exposicdo dentre estes alimentos o café (WANG
et al., 2021).

O furano pode contribuir para os aromas florais, frescos e de nozes do café
apos a torra. Esse composto predomina em cafés arabica, do que em robusta
(WANG et al., 2021; CAO et al., 2023).

Durante a torra do café, esse composto pode ser gerado através da
degradacdo térmica de aminoacidos e carboidratos pela Reacdo de Maillard e
através da oxidacdo térmica de acidos graxo poliinsaturados. Os principais
precursores do furano sdo a glicose e o acido linoleico. Apesar do acido ascoérbico
ser um precursor importante de furano em outros géneros alimenticios, no café ele
nao se mostra tdo importante quanto outros precursores. A formacao do furano esta
associada com a condensacdo do aldois, ciclizagdo, e a desidratacdo de
intermediarios, como acetaldeido e glicolaldeido. Além disso, a formacéao de furano
também esta associada a presenca de hexoses em matrizes de alimentos. No café
verde, o principal acUcar presente € a sacarose. Durante os estégios iniciais da
torra, a concentracao de frutose e glicose aumentam pois acontece a degradacéo

constante de sacarose. Através da Reacado de Maillard e da pirélise, essas hexoses
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podem desencadear a formacéao de furano (DA COSTA et al., 2023; BARRIOS-
RODRIGUEZ et al., 2022; POISSON et al., 2017).

45.2. Furfural

O furfural (Figura 2B) € um produto quimico de alto volume de producao,
ele é utilizado como solvente no refino do petroleo, na producdo de resinas
fendlicas e em diversas outras aplicacdes. A exposicao do furfural se da pela sua
ocorréncia natural em muitos alimentos, uso como aditivo e aromatizante e pela

combustédo da madeira e do carvao (WANG et al., 2021).

O furfural e seus derivados conferem o aroma doce, de améndoas, pao,
amadeirado e caramelo. Esse composto € encontrado em maiores concentracées
em graus de torra menos intensos e em menores concentragcdes em torras mais
intensas. Suas maiores concentracfes sdo encontradas em torras de grau médio
(POISSON et al., 2017; WANG et al., 2021; CAO et al., 2023; MACHEINER et al.,
2021).

O furfural & formado nos estagios iniciais da torra e sdo principalmente
relacionados com as reacdes envolvendo acUcares livres e aminoacidos. 1sso
sugere que a composicdo do grao de café € a matriz ideal para a formacéo de
fufural (MOON., K.; SHIBAMOTO. T., 2009).

45.3. 5-Metilfurfural

O 5-Metilfurfural (Figura 2C) tem grande contribuicdo para os aromas de
caramelo, doce apimentado, mapple syrup e doce nos cafés torrados (WANG et al.,
2021; CAO et al., 2023; GALARZA., G.; FIGUEROA., J., 2022).

O 5-Metilfurfural pode ser gerado através da reacdo de Maillard e
caramelizacdo. Além disso, no metabolismo, esse composto é um precursor do 5-
Hidroximetilfurfural quando ocorre a oxidacdo do grupo metil (LIU et al., 2023,
MACHEINER et al., 2021).
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4.5.4. Alcool furfurilico

O A&lcool furfurilico (Figura 2D) confere os aromas doces, de caramelo e
acucar caramelizado a bebida do café (CAO et al., 2023; MACHEINER et al., 2021).

A formacédo do alcool furfurilico pode estar relacionada com a reagédo de
Maillard, oxidacdo da glicose, isomerizacdo e degradacdo térmica de polifendis
como acidos cafeico e quinico. O alcool furfurilico mostra-se presente em cafés
com torras claras e sua formacéo é parecida com a do 5-hidroximetilfurfural. Cafés
do tipo aradbica apresentam maiores concentracdes deste composto quando
comparados a outros tipos de café. Isso ocorre pois o café arabica possui maiores
concentracdes de sucorse, este sendo um importante precursor de alcool furfurilico.
A pirélise da glicose é uma das principais rotas de formacéo desse composto (DA
COSTA et al., 2023; BARRIOS-RODRIGUEZ et al., 2022).

455. Furaneol

O furaneol (Figura 2E) tém grande impacto no aroma do café, sendo
predominante no café ardbica. Esse composto confere o aroma doce, amanteigado
e de caramelo a bebida do café (CAO et al., 2023).

A sacarose € um importante precursor para a formacao de furaneol. A
formacao deste composto depende muito do grau de torra pois a sacarose tem sua
melhor performance em graus de torra médios. Além disso, a acetilformoina, apés
sua reducédo e desidratacao foi identificada como um intermediario essencial para
a formacdo de furaneol, esse composto também pode ser formado através da

recombinacéo de 1-hidroxi-propanona e 2-oxopropanal (POISSON et al., 2019)
4.5.6. 5-Hidroximetilfurfural

O 5-HMF (Figura 2F) € um composto volatil altamente soltvel em agua. Ele
e formado a partir da reacdo de Maillard e pode ser encontrado em diversos
géneros alimenticios, como: pao, café, bebida alcodlicas, frutas secas, produtos
feitos a partir de caramelo, produtos de padaria e vinagre. Além de estar presente
em fumaca de cigarro e chicletes de tabaco (FARAG et al., 2020; MARTINS et al.,
2022).

22



Este composto pode servir como um marcador de qualidade quando se
trata da adulteracdo de alguns produtos como café, sucos, leite, molhos, mel e
cereais. Além disso, também pode ser utilizado na producdo de combustiveis,
remédios, solventes e biopolimeros (MARTINS et al., 2022). O 5-HMF confere os
aromas de amanteigado e caramelo a bebida do café apos a torra (CAO et al.,
2022).

A formacéo do 5-HMF pode estar relacionada a reacédo de Maillard através
da decomposicado da 3-desoxiglucosona, ou caramelizacdo, via desidratacdo de
acucares. A formacéao deste composto é afetada pela concentracao e tipo de acUcar
presente, &cidos, minerais, pH e aminoacidos. As rotas alternativas da desidratacao
e pirdlise podem ser mencionadas como maneiras ndo convencionais para a
formacao de 5-Hidroximetilfurfural através de sacarose ou frutose. Esse composto
tem sua concentracao aumentada quando armazenado em pequenas temperaturas
durantes longos periodos. Ele serve para indicar as condicdes de armazenamento
e qualidade do produto, além de mostrar potenciais ocorréncias de contaminacao
durante a reacéo de Maillard e desidratacdo. Esse composto tem sua concentracao
aumentada quando a torra é conduzida em altas temperaturas, diminuindo apos a
continuidade do processo (DA COSTA et al., 2023; MARTINS et al., 2022; FARAG
et al., 2020).

4.6. Meétodos analiticos

~

Devido a crescente demanda por cafés de qualidade cada vez mais
elevada, faz-se necesséario o monitoramento das caracteristicas desses alimentos.
Multiplos fatores afetam na diversidade da composicdo de volateis no café e,
consequentemente, em seu sabor e aroma. Assim, é preciso identificar os
componentes quimicos responsaveis pelos atributos que conferem qualidade ao
produto. Atualmente é de grande interesse 0 uso de técnicas rapidas, robustas e
eficientes para detectar, quantificar e classificar as substancias presentes nesse
produto (PUA et al., 2022; DOS SANTOS, H.; BOFFO, E., 2021).

A quantificagcdo de compostos furanicos € uma tarefa complicada devido
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a alta diversidade e complexidade destes compostos. Alguns métodos utilizados
sdo: UHPLC-UV (cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector
de ultravioleta), espectrometria de massa de transferéncia de prétons (PTR-MS),
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas (GC-MS) e
por ionizacdo de chama (GC-FID) (MACHEINER et al., 2021; BATOOL et al.,
2021). As técnicas de extracdo mais indicadas envolvem a utilizacdo de
amostragem direta de headspace e microextracdo em fase solida (JAVED et al.,
2021).

Existem trés principais obstaculos para a analise dos compostos volateis
de café, sendo: a complexa matriz do café, as diversas classes e isdmeros dos
compostos volateis, a ampla faixa de compostos que contribuem para o aroma do
produto. Por esse motivo, € necessario escolher o método analitico que mais se

adeque aidentificacdo dos compostos volateis presentes no café (PUA et al., 2022).

Ao que se diz respeito as técnicas de preparo de amostras, € importante
escolher a técnica que possibilite a extracdo dos diversos volateis presentes na
amostra, ao mesmo tempo que remove o efeito matriz. Parametros de
recuperacdo, como abrangéncia da extracdo e seletividade dos analitos sdo
aspectos que precisam ser levados em consideracdo para a escolha dessas
técnicas. Dentre as técnicas de preparo de amostras pode-se citar: extracao por
solvente (SE), andlise de headspace (HS), técnicas de destilacdo e extracao por

sor¢ao.

ApOs a preparacao e extracdo da amostra, 0 passo seguinte € a separacao.
A técnica de separacdo mais utilizada é a cromatografia devido ao seu alto poder
de seletividade e separacdo. Técnicas de cromatografia liquida e gasosa sao
amplamente utilizadas na analise da composi¢cédo quimica do café. Ambas com o
objetivo de quantificar e identificar estes compostos. A cromatografia liquida é
utilizada sozinha ou combinada com outros métodos para a identificagdo de acidos
fendlicos, cafeina, trigonelina, acido nicotinico, diterpernos, lactonas e acidos
carboxilicos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) mostra-se eficiente
na identificacdo e quantificacado dos constituintes do café e quando combinada com

a espectrometria de massas foi eficiente na quantificacdo e identificagcdo de
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compostos quimicos no café e aplicacbes em metaboléomica. J& a cromatografia
gasosa provou-se eficiente na caracterizacdo quimica de diferentes matrizes de
café. A cromatografia gasosa é o método de separac¢do mais utilizado quando se
trata da analise de volateis em café (DOS SANTOS, H.; BOFFO, E., 2021; PUA et
al., 2022; MARTINS et al., 2022).

Posteriormente a separacdo, a amostra passa pela detec¢do. Esse é um
passo complexo devido a grande variedade de compostos envolvidos na andlise.
Esses detectores sao divididos entre seletivos (FPD, NPD, ODP), ndo seletivos
(FID, MS, TQMS, TOF/MS, QTOF/MS) e outros (PUA et al., 2022). Para as analises
de volateis em café os detectores ndo seletivos sdo os ideais pois estes sdo mais
sensiveis e provém respostas mais uniformes. O MS mostra-se o mais utilizado e
este pode ser acoplado ao GC (PUA et al., 2022).

5. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (GC-MS)

A cromatografia € um método analitico fisico-quimico utilizado tanto para
a separacao, identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos. Os
componentes separados sao distribuidos entre duas fases: uma fase movel e a
outra estacionaria. Na cromatografia a gas, a fase movel é um gas e a fase
estacionaria é um sélido ou um liquido. O sistema de cromatografia (Figura 03) é
composto por uma fonte do gas de arraste, um controlador da vazéao e regulador
de presséo, um sistema amostrador-injetor, uma coluna, o forno, detectores e um
sistema de aquisi¢cao de dados. A separacao dos compostos acontece dentro de
uma coluna capilar de silica fundida, geralmente por volatilidade ou polaridade,
dependendo da quimica da coluna (PUA et al., 2022; NASCIMENTO, et al.,
2018).

Na cromatografia gasosa, os detectores séo dispositivos que monitoram
tudo que sai da coluna cromatografica e emitem um sinal eletrénico quando uma
substancia é detectada. O detector utilizado depende do tipo de analito em
questao e da sensibilidade requerida para a deteccdo (NASCIMENTO, et al.,

2018). Os compostos volateis presentes em alimentos podem ser determinados
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por cromatografia gasosa combinada com espectrometria de massas (GC-MS),
precedidas por uma etapa de extracdo ou pré-concentracédo (RINCON et al.,
2014). A cromatografia gasosa combinada com a espectrometria de massas é a
técnica mais utilizada para a analise de volateis em alimentos devido a sua
complexidade e seletividade. Essa técnica é utilizada para identificar e quantificar

compostos.

O espectrédmetro de massas € capaz de gerar informacdes sobre os
compostos analisados, como: massa molecular, composi¢cdo quimica, estrutura,
verificacdo de pureza e andlise de isotopos. Isso garante uma analise com grande
sensibilidade e seletividade. Através desse tipo de deteccdo, espectros de massa
caracteristicos sdo gerados através da ionizagao eletrénica por fragmentacéo de
analitos, permitindo a identificacdo dos compostos através de bibliotecas
especificas. Quando utilizada acoplada a cromatografia gasosa, oferece analises
rapidas, de alta resolucdo, simples operacgao e resultados adequados quanto as
andlises quantitativas e qualitativas. Contudo, ela € uma andlise cara, de altos
custos de manutencdo e necessidade de operadores altamente qualificados
(MARTINS et al., 2022; PUA et al., 2022; NASCIMENTO, et al., 2018).

O sistema GC-MS consiste em: a amostra € adicionada no cromatégrafo a
gas através de um injetor com a ajuda de um gas de arraste passando por uma
coluna capilar. Ao final dessa passagem, estes compostos séo ionizados e passam
por um campo magnético de elétrons e sao filtrados com base em sua respectiva
massa. Por fim, o MS analisa a razdo massal/carga, resultando na “impressao
digital” do composto (LE., T.; PRIEFER., R., 2023).
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Figura 3. Esquema de cromatdgrafo a gas (Fonte: elaborado pelo autor)

6. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA POR MULTIPLO HEADSPACE
(SPME-MHS)

A microextracdo em fase solida (SPME) € uma técnica que consegue
incorporar a amostragem, a extracao, a pré concentracdo e a introducdo da
amostra no sistema cromatografico em uma sé etapa e sem o uso de solventes
(NASCIMENTO, et al., 2018). Por nao utilizar solvente, ter alto poder de
concentracéo, ter aplicabilidade em diversos tipos de analitos e facilitar o
transporte do material extraido, o SPME mostra-se uma alternativa simples e
versatil para o preparo de amostras para cromatografia gasosa (VALENTE,
AUGUSTO, 2000; VALENTE et al., 1998). Esse método tem como fundamento o
equilibrio de analitos em uma fibra de compostos ndo volateis e a matriz amostral
(NASCIMENTO, et al., 2018).

A microextracdo em fase solida é muito eficiente quando trata-se da
determinacdo dos compostos responsaveis pelo aroma em alguns alimentos
(RINCON et al., 2014). Contudo, a técnica de SPME n3o realiza uma extrac&o
exaustiva da amostra, sendo necessario realizar a calibracdo através de

amostras branco, o que compromete a quantificagéo precisa dos analitos (LIMA
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et al., 2023). Para que isso seja evitado, 0 SPME pode ser realizado por maltiplo
headspace. A microextracdo em fase sélida por multiplo headspace (MHS-
SPME) consiste em uma técnica de extracdo de volateis que é capaz de reduzir
o efeito de matriz, as perdas por evaporacéo e a manipulacdo da amostra.

O MHS-SPME consiste em uma técnica que performa multiplas extracoes
dos compostos volateis que séo liberados através da amostra (estes dentro de
um vial fechado). Ele usa a fibra revestida do SPME para captar os volateis e
essa fibra € posteriormente injetada em um cromatégrafo a gas com um detector
de espectrbmetro de massas para separar, identificar e quantificar os analitos
que foram recolhidos pela fibra. Dentro do vial fechado, os volateis se distribuem
em diversas fases, sendo as principais: 0 headspace, a amostra e a fibra
revestida. Para que essa técnica funcione quatro requisitos devem ser cumpridos,
sendo: (I) durante cada etapa da extracéo, 0os componentes volateis devem estar
em equilibrio entre as varias fases, (ll) os coeficientes de distribuicdo entre os
componentes volateis e cada uma das fases permanecam constantes apos cada
etapa da extracao, (lll) o volume dos locais onde os componentes volateis se
encontram também devem permanecer constantes ap0s cada etapa da extracao
e (IV) o numero de moléculas de analito na fibra do SPME deve ser proporcional
a area do pico daquele analito quando ele é submetido & analise (CANTU et al.,
2017).

Além disso, é possivel fazer varias extragbes consecutivas de uma
mesma amostra (EZQUERRO et al., 2004). Através do multiplo headspace é
possivel realizar a quantificacdo dos compostos volateis com maior precisao,
eliminando o efeito matriz através das extracdes exaustivas dos analitos (LIMA
et al., 2023). Essa técnica leva em consideracdo as areas obtidas de diversas
extragcbes consecutivas de uma mesma amostra, até que o analito seja
exaustivamente extraido. Assim, calcula-se a quantidade do analito através do

decaimento das areas obtidas em cada extracdo (ALONSO et al., 2022).
7. VALIDACAO DE METODO

Atualmente, a preocupacdo com a saude e procedéncia dos alimentos
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consumidos vem crescendo e cada vez mais legislacdes cada vez mais rigidas para
assegurar a seguranca dos alimentos sado implementadas. Para tanto, métodos
analiticos sdo elaborados para a identificacdo de contaminantes em alimentos com
0 objetivo de manter os produtos dentro das determinacgdes legais. Para promover
confianca e seguranca, sao determinados procedimentos de validagdo do processo
analitico (PASCHOAL et al., 2008).

De acordo com a RDC N° 166/2017 a validacado deve demonstrar que o
meétodo analitico produz resultados confiaveis e é adequado para a finalidade que
se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos. Os parametros
analiticos normalmente analisados para a validacdo de método sao: seletividade,
linearidade, faixa de trabalho e faixa linear, limite de deteccédo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo, robustez e incerteza da medicdo
(NASCIMENTO et al., 2018).

29



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBOUCHI, A.; MURKOVIC, M. Investigation on the mitigation effects of
furfuryl alcohol and 5-hydroxymethylfurfural and their carboxylic acid derivatives in
coffee and coffee-related model systems. Food research international, v. 137, p.
109444, 2020.

Albouchi, A., & Murkovic, M. (2020). Investigation on the mitigation effects
of furfuryl alcohol and 5-hydroxymethylfurfural and their carboxylic acid derivatives
in coffee and coffee-related model systems. Food research international, 137,
109444,

Alonso, M. L., San Roman, |., Bartolomé, L., Monfort, N., Alonso, R. M., &
Ventura, R. (2022). Multiple headspace solid-phase microextraction (MHS-SPME)
methodology applied to the determination of volatile metabolites of plasticizers in
human urine. Microchemical Journal, 180, 107567.

Arruda, N. P., Hovell, A., Rezende, C. M., Freitas, S. P., Couri, S., & Bizzo,
H. R. (2012). Correlagdo entre precursores e volateis em café arabica brasileiro
processado pelas vias seca, semiumida e Umida e discriminacao através da analise
por componentes principais. Quimica Nova, 35, 2044-2051.

Barrios-Rodriguez, Y. F., Gutiérrez-Guzman, N., Pedreschi, F., & Mariotti-
Celis, M. S. (2022). Rational design of technologies for the mitigation of neo-formed
contaminants in roasted coffee. Trends in Food Science & Technology, 120, 223-
235.

Batool, Z., Xu, D., Zhang, X., Li, X,, Li, Y., Chen, Z., ... & Li, L. (2021). A
review on furan: Formation, analysis, occurrence, carcinogenicity, genotoxicity and
reduction methods. Critical reviews in food science and nutrition, 61(3), 395-406.

Bekki, K., Uchiyama, S., Inaba, Y., & Ushiyama, A. (2021). Analysis of
furans and pyridines from new generation heated tobacco product in
Japan. Environmental Health and Preventive Medicine, 26, 1-8.

BRASIL. (2017). Resolugéo da Diretoria Colegiada RDC n° 166, de 24 de
julho de 2017. Dispde sobre a validacdo de métodos analiticos e da outras

providéncias.

30



Cantud, A. A. (2017). Comments on the multiple headspace-solid phase
microextraction (MHS-SPME) technique for dating inks. Forensic Chemistry, 3, 14-
20.

Cao, X., Wu, H., Viejo, C. G., Dunshea, F. R., & Suleria, H. A. (2023). Effects
of postharvest processing on aroma formation in roasted coffee—a
review. International Journal of Food Science & Technology, 58(3), 1007-1027.

Cardoso, W. S., Agnoletti, B. Z., de Freitas, R., de Abreu Pinheiro, F., &
Pereira, L. L. (2021). Biochemical aspects of coffee fermentation. Quality
Determinants In Coffee Production, 149-208.

da Costa, D. S., Albuquerque, T. G., Costa, H. S., & Bragotto, A. P. A.
(2023). Thermal Contaminants in Coffee Induced by Roasting: A
Review. International Journal of Environmental Research and Public Health, 20(8),
5586.

da Silva, C. Q., da Silva Fernandes, A., Teixeira, G. F., Franca, R. J., da
Costa Marques, M. R., Felzenszwalb, I., ... & Ferraz, E. R. A. (2021). Risk
assessment of coffees of different qualities and degrees of roasting. Food Research
International, 141, 110089.

Dart, S. K., & Nursten, H. E. (1985). Volatile components. Coffee: Volume
1: Chemistry, 223-265.

De Maria, C. A. B., Moreira, R. F. A., & Trugo, L. C. (1999). Componentes
volateis do café torrado. Parte I: compostos heterociclicos. Quimica nova, 22, 209-
217.

Diaz-de-Cerio, E., Guerra-Hernandez, E., Garcia-Estepa, R., Garcia-
Villanova, B., & Verardo, V. (2019). Analytical approaches in coffee quality control.
In Caffeinated and Cocoa Based Beverages (pp. 285-336). Woodhead Publishing.

dos Santos, H. D., & Boffo, E. F. (2021). Coffee beyond the cup: analytical
techniques used in chemical composition research—a review. European Food
Research and Technology, 247(4), 749-775.

de Sousa e Silva, J., Moreli, A. P., Donzeles, S. M. L., Soares, S. F., & Vitor,
D. G. (2021). Harvesting, Drying and Storage of Coffee. Quality Determinants In
Coffee Production, 1-64.

EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and
Processing Aids (CEF). (2011). Scientific Opinion on Flavouring Group Evaluation

31



218, Revision 1 (FGE. 218Revl): alpha, beta-Unsaturated aldehydes and
precursors from subgroup 4.2 of FGE. 19: Furfural derivatives. EFSA Journal, 9(3),
1840.

EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings and
Processing Aids (CEF). (2015). Scientific Opinion on Flavouring Group Evaluation
99 Revision 1 (FGE. 99Revl): Consideration of furanone derivatives evaluated by
the JECFA (63rd, 65th and 69th meetings). EFSA Journal, 13(11), 4286.

EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM), Knutsen, H.
K., Alexander, J., Barregard, L., Bignami, M., Brischweiler, B., ... & Wallace, H.
(2017). Risks for public health related to the presence of furan and methylfurans in
food. EFSA Journal, 15(10), e05005.

European Food Safety Authority. (2011). Update on furan levels in food from
monitoring years 2004—2010 and exposure assessment. EFSA Journal, 9(9), 2347.

Ezquerro, O., Ortiz, G., Pons, B., & Tena, M. T. (2004). Determination of
benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes in soils by multiple headspace solid-
phase microextraction. Journal of chromatography A, 1035(1), 17-22.

Farag, M. R., Alagawany, M., Bin-Jumah, M., Othman, S. |., Khafaga, A. F.,
Shaheen, H. M., ... & Abd El-Hack, M. E. (2020). The toxicological aspects of the
heat-borne toxicant 5-hydroxymethylfurfural in animals: a review. Molecules, 25(8),
1941.

. Fromberg, A., Fagt, S., & Granby, K. (2009). Furan in heat processed food
products including home cooked food products and ready-to-eat products. EFSA
Supporting Publications, 6(9), 1E.

Galarza, G., & Figueroa, J. G. (2022). Volatile compound characterization
of coffee (coffea arabica) processed at different fermentation times using SPME-
GC-MS. Molecules, 27(6), 2004.

Hayes, R. B. (1996). Dry Cleaning, Some Chlorinated Solvents and Other
Industrial Chemicals. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans. Volume 63.

Javed, F., Shahbaz, H. M., Nawaz, A., Olaimat, A. N., Stratakos, A. C.,
Wahyono, A., ... & Park, J. (2021). Formation of furan in baby food products:
Identification and technical challenges. Comprehensive Reviews in Food Science
and Food Safety, 20(3), 2699-2715.

32



Kettlitz, B., Scholz, G., Theuirillat, V., Cselovszky, J., Buck, N. R., O’'Hagan,
S., ... & Stadler, R. H. (2019). Furan and methylfurans in foods: an update on
occurrence, mitigation, and risk assessment. Comprehensive Reviews in Food
Science and food safety, 18(3), 738-752.

Kim, Y. J., Choi, J., Lee, G., & Lee, K. G. (2021). Analysis of furan and
monosaccharides in various coffee beans. Journal of Food Science and
Technology, 58, 862-869.

Laukaléja, I., Krima, Z., & Cinkmanis, I. (2022). Impact of The Roast Level
on Chemical Composition of Coffee from Colombia. In Proceedings of the Latvian
Academy of Sciences. Section B. Natural, Exact, and Applied Sciences. (Vol. 76,
No. 1, pp. 145-151).

Le, T., & Priefer, R. (2023). Detection technologies of volatile organic
compounds in the breath for cancer diagnoses. Talanta, 124767.

Lima, A. F., da Silva Oliveira, W., de Oliveira Garcia, A., Vicente, E., &
Godoy, H. T. (2023). Identifying markers volatiles in Brazilian virgin oil by multiple
headspace solid-phase microextraction, and chemometrics tools. Food Research
International, 167, 112697.

Liu, Q., Zhou, P., Luo, P., & Wu, P. (2023). Occurrence of Furfural and Its
Derivatives in Coffee Products in China and Estimation of Dietary
Intake. Foods, 12(1), 200.

Ludwig, I. A., Clifford, M. N., Lean, M. E., Ashihara, H., & Crozier, A. (2014).
Coffee: biochemistry and potential impact on health. Food & function, 5(8), 1695-
1717.

Macheiner, L., Schmidt, A., Karpf, F., & Mayer, H. K. (2021). A novel UHPLC
method for determining the degree of coffee roasting by analysis of furans. Food
Chemistry, 341, 128165.

Mahmud, M. C., Keast, R., Mohebbi, M., & Shellie, R. A. (2022). Identifying
aroma-active compounds in coffee-flavored dairy beverages. Journal of Food
Science, 87(3), 982-997.

Martins, F. C., Alcantara, G. M., Silva, A. F. S., Melchert, W. R., & Rocha,
F. R. (2022). The role of 5-hydroxymethylfurfural in food and recent advances in
analytical methods. Food chemistry, 395, 133539.

33



Moon, J. K., & Shibamoto, T. (2009). Role of roasting conditions in the
profile of volatile flavor chemicals formed from coffee beans. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 57(13), 5823-5831.

Moro, S., Chipman, J. K., Wegener, J. W., Hamberger, C., Dekant, W., &
Mally, A. (2012). Furan in heat-treated foods: Formation, exposure, toxicity, and
aspects of risk assessment. Molecular nutrition & food research, 56(8), 1197-1211.

Nascimento, R. F. D., Lima, A. C. A. D., Barbosa, P. G. A., & Silva, V. P. A.
D. (2018). Cromatografia gasosa: aspectos teoricos e praticos.

Ormond, J. G. P., Paula, S. R. L. D., & Faveret Filho, P. D. S. C. (1999).
Café:(re) conquista dos mercados.

Paschoal, J. A. R., Rath, S., Airoldi, F. P. D. S., & Reyes, F. G. (2008).
Validacdo de métodos cromatograficos para a determinacdo de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos. Quimica Nova, 31, 1190-1198.

Pereira, L. L., Janior, D. B., de Sousa, L. H. B. P., dos Santos Gomes, W.,
Cardoso, W. S., Guarconi, R. C., & ten Caten, C. S. (2021). Relationship Between
Coffee Processing and Fermentation. Quality Determinants In Coffee Production,
255-301.

Pereira, L. L., Debona, D. G., Pinheiro, P. F., de Oliveira, G. F., ten Caten,
C. S., Moksunova, V., ... & Yamamoto, H. (2020). Roasting process. In Quality
determinants in coffee production (pp. 303-372). Cham: Springer International
Publishing.

Pinheiro, P. F., Pinheiro, C. A., Osoério, V. M., & Pereira, L. L. (2021).
Chemical constituents of coffee. Quality determinants in coffee production, 209-254.

Poisson, L., Blank, I., Dunkel, A., & Hofmann, T. (2017). The chemistry of
roasting—Decoding flavor formation. In The craft and science of coffee (pp. 273-
309). Academic Press.

Pua, A., Goh, R. M. V., Huang, Y., Tang, V. C. Y., Ee, K. H., Cornuz, M., ...
& Yu, B. (2022). Recent advances in analytical strategies for coffee volatile studies:
Opportunities and challenges. Food Chemistry, 388, 132971.

Rincén, A. A., Pino, V., Ayala, J. H., & Afonso, A. M. (2014). Multiple
headspace solid-phase microextraction for quantifying volatile free fatty acids in
cheeses. Talanta, 129, 183-190.

34



Schenker, S., & Rothgeb, T. (2017). The roast—Creating the Beans'
signature. In The craft and science of coffee (pp. 245-271). Academic Press.

Schmidt, C. A. P., Miglioranza, E., & Prudéncio, S. H. (2008). Interac&o da
torra e moagem do café na preferéncia do consumidor do oeste
paranaense. Ciéncia Rural, 38, 1111-1117.

Scholl, G., Huybrechts, I., Humblet, M. F., Scippo, M. L., De Pauw, E., Eppe,
G., & Saegerman, C. (2012). Risk assessment for furan contamination through the
food chain in Belgian children. Food Additives & Contaminants: Part A, 29(8), 1219-
1229.

Seninde, D. R., & Chambers IV, E. (2020). Coffee flavor: A
review. Beverages, 6(3), 44.

VALENTE, Antonio Luiz Pires; AUGUSTO, Fabio. Microextracao por fase
sélida. Quimica Nova, v. 23, p. 523-530, 2000.

Valente, A. L. P., Augusto, F., Montero, L., Rocha, E. C. D., & Pawliszyn, J.
(1998). Aplicacdo de SPME (solid phase micro-extraction) na andlise de aguas
potéveis de trés localidades do Estado de Sao Paulo. Quimica nova, 21, 804-806.

Waizenegger, J., Winkler, G., Kuballa, T., Ruge, W., Kersting, M., Alexy, U.,
& Lachenmeier, D. W. (2012). Analysis and risk assessment of furan in coffee
products targeted to adolescents. Food Additives & Contaminants: Part A, 29(1),
19-28.

Wang, X., Wang, Y., Hu, G., Hong, D., Guo, T., Li, J., ... & Qiu, M. (2022).
Review on factors affecting coffee volatiles: From seed to cup. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 102(4), 1341-1352.

WORLD HEALTH ORGANIZATION et al. IARC monographs on the
identification of carcinogenic hazards to humans. Agents classified by the IARC
monographs, v. 1, 2020.

Zakidou, P., Plati, F., Matsakidou, A., Varka, E. M., Blekas, G., &
Paraskevopoulou, A. (2021). Single origin coffee aroma: From optimized flavor
protocols and coffee customization to instrumental volatile characterization and
chemometrics. Molecules, 26(15), 4609.

Zhu, M., Long, Y., Ma, Y., Huang, Y., Wan, Y., Yu, Q., ... & Chen, Y. (2022).
Investigation of thermal contaminants in coffee beans induced by roasting: A kinetic

modeling approach. Food Chemistry, 378, 132063.

35



CAPITULO 2:

VALIDACAO DE METODO PARA A DETERMINACAO DE
COMPOSTOS FURANICOS EM CAFE POR MULTIPLO HEADSPACE-
MICOEXTRACAO EM FASE SOLIDA E CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MHS-SPME-GC-MS)

Valentina Chaves Tognocchi?; Wellington da Silvia Oliveira?; Silvia Amélia

Verdiani Tfouni?; Aline Garcia de Oliveira?

a — Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos, Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL), Campinas-SP, Brasil

36



RESUMO

O processo de torra é a etapa responsavel pela formacao do sabor e aroma dos
produtos do café, levando a formacdo de compostos volateis, entre eles o0s
compostos furanicos que sao classificados como possivelmente carcinogénicos
para humanos, sendo o café o maior responsavel pela exposicdo de individuos
adultos a esses compostos. O presente estudo teve como objetivo otimizar e validar
um meétodo para a quantificacdo de seis compostos furanicos em café utilizando
microextracdo em fase soélida e multiplo headspace para preparo da amostra e
deteccado por GC-MS. O método se mostrou adequado, com limites de deteccéo e
guantificacdo entre 0,003 e 0,2 mg/kg e entre 0,012 e 0,8 mg/kg, respectivamente.
A precisao intradia e precisdo intermediaria foram menores que 20%. O método foi
aplicado em 20 amostras de café torrado e moido comerciais. Os niveis dos
compostos encontrados variaram de 2,74 a 9,05 mg/kg (furano), 4,69 a 22,05 mg/kg
(furfural), 2,33 a 23,09 mg/kg (5MF), 0,12 a 20,29 mg/kg (furanona) e 0,05 a 134,09
mg/kg (5HMF). O método otimizado e validado se mostrou simples e sem uso de
solvente. Por ser um produto muito consumido, faz-se necessario monitorar a
incidéncia dessas substancias de modo a garantir a qualidade do produto e a

seguranca do consumidor.

Palvras-chave: café; GC-MS; SPME; MHS; compostos furanicos
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1. INTRODUCAO

O Brasil é 0 segundo pais que mais consome café, sendo também o maior
produtor e exportador do produto no mundo (DE SOUZA E SILVA et al., 2021). Os
graos verdes de café ndo sédo diretamente consumidos, ja que ndo possuem aroma
ou sabor agradaveis. Contudo, seus compostos ndo volateis degradam e reagem
durante a torra, originando os compostos volateis, que variam em aroma, poténcia
e concentracdo e proporcionam as caracteristicas sensoriais do café (DART,;
NURSTEN, 1985).

O processo de torra € a etapa responsavel pela formacao do sabor e aroma
dos produtos do café (DIAZ-DE-CERIO, et al., 2019). O tempo e a temperatura da
torra ndo resultam apenas no grau e coloracdo de torra desejados, mas também
causam reacdes quimicas nos cafés verdes (ZAKIDOU et al., 2021), formando os
compostos volateis do café torrado. Estes compostos sdo responsaveis pelo aroma
caracteristico do café (PEREIRA et al., 2021). Dentre estes compostos volateis,
estdo os compostos furanicos. Estes sdo uma classe de moléculas organicas de
anéis heterociclicos arométicos de cinco membros, amplamente encontradas em
amostras de café torrado (ALBOUCHI; MURKOVIC, 2020). Em cafés verdes,
apenas alguns tracos de compostos furanicos sao encontrados, enquanto cafés
torrados apresentam maiores concentracdes, indicando que a formacdo destes
compostos é resultado do processo de torra e que esta aumenta de acordo com a
intensidade do processo (WAIZENEGGER et al., 2012; EFSA, 2017). Os
compostos furanicos contribuem consideravelmente para as caracteristicas
sensoriais do café torrado, e, devido a grande variedade estrutural, as notas

aromaticas proporcionadas por eles também sao extremamente variadas. Muitos
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furanos sao diretamente produzidos pela pirélise de acucar, conferindo aroma de
caramelo a bebida (DART; NURSTEN, 1985).

Por outro lado, o furano e o alcool furfurilico s&o classificados como
possivelmente carcinogénicos para humanos (grupo 2B) pela Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC, 1996). A European Food Safety Authority (EFSA)
reportou que o café é o maior responsavel pela exposicao de individuos adultos a
furano (EFSA, 2017). Uma vez que a temperatura utilizada no processo de torra
afeta diretamente o desenvolvimento do aroma e a concentracéo de furanos, faz-
se necessario avaliar e controlar as condicbes de torra para que seja possivel
mitigar a ocorréncia desses compostos sem gue isso interfira na qualidade do café
(KETTLITZ, et al., 2019).

Quanto a avaliacdo quantitativa, a determinacdo de furanos apresenta
algumas dificuldades devido a sua alta diversidade. Diversos métodos para a
determinacdo destes compostos ja foram reportados na literatura, como
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector de ultravioleta
(UHPLC-UV), reacdo de transferéncia de proton acoplada a espectrometria de
massas (PTR-MS), cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de
massas (GC-MS) e por ionizacdo de chama (GC-FID) (MACHEINER et al., 2021;
BATOOL et al., 2021), dentre outros. As técnicas de extragdo mais indicadas
envolvem a utilizacdo de amostragem direta de headspace e microextragdo em fase
sélida (SPME) (JAVED et al., 2021).

A SPME € uma técnica que nao utiliza solvente, tem alto poder de
concentracéo, pode ser aplicada a diversos tipos de analitos e facilita o transporte

do material extraido, mostrando-se uma alternativa simples, versatil e de baixo
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custo para a preparacdo de amostras para cromatografia gasosa (VALENTE,
AUGUSTO, 2000; VALENTE et al., 1998).

Apesar da microextragdo em fase solida ser muito vantajosa, ela nao
realiza uma extracdo exaustiva da amostra, sendo necesséaria a realizacdo de
calibracfes utilizando amostras branco e podendo comprometer a quantificacao
dos compostos em questdo (LIMA et al., 2023). Para que isso nao ocorra, a
microextracdo em fase solida por mdultiplo headspace é uma alternativa. Essa
técnica consiste na extracdo de volateis em amostras solidas que é capaz de
reduzir o efeito de matriz, as perdas por evaporacao e a manipulacdo da amostra
(EZQUERRO et al., 2004). Neste processo, diversas extracdes sdo realizadas em
uma mesma amostra, promovendo uma extracdo exaustiva dos analitos. Assim, a
partir do decaimento exponencial de cada analito em questéo e a area total do pico,
€ possivel realizar a quantificacdo de cada composto (LIMA et al., 2023).

Furano, furfural, 5-metilfurural, &lcool furfurilico, furaneol e 5-
hidroximetilfurfural sdo compostos de grande incidéncia no café e que contribuem
diretamente para as caracteristicas sensoriais da bebida. Devido a sua possivel
toxicidade e o amplo consumo mundial do café, estes foram os compostos alvo do
estudo. Além disso, ndo existem estudos previamente realizados que tenham
quantificado esses seis compostos de uma vez a partir de GC-MS/MHS-SPME.

Considerando o amplo consumo do café e os desafios para a determinacao
de compostos furanicos, o presente estudo teve como objetivo otimizar e validar
um meétodo para a quantificacéo de seis compostos furanicos em cafés comerciais
utilizando SPME e multiplo headspace para preparo da amostra e deteccéo por GC-

MS.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Vinte amostras de café torrado e moido (Tabela 1) foram utilizadas para
a realizacdo deste estudo, sendo seis amostras com classificagdo de café
tradicional (amostras A a F), seis de café superior (G a L), seis de café gourmet
(M a R) e duas de café extraforte (S e T). As amostras foram coletadas
aleatoriamente em diferentes mercados da cidade de Campinas, Sao Paulo,
Brasil. Estas foram armazenadas em temperatura ambiente e mantidas em suas

embalagens originais.

Tabela 1. Amostras e suas respectivas classificagoes.

Amostra Classificacéo
A Tradicional

Tradicional

Tradicional

Tradicional

Tradicional

Tradicional

Superior

I O m m O O @

Superior

Superior

Superior

Superior

Superior

Gourmet

Gourmet

Gourmet

Gourmet

Gourmet

OO WO Z 5 M| X«

Gourmet
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S Extra Forte
T Extra Forte

2.2. Reagentes e padrdes

Foram utilizados padrdes de furano (TCl America, 99% de pureza),
furfural (Sigma, 99% pureza), 5-metilfurfural (Sigma, 298,5% pureza), alcool
furfurilico (TCI America, >98% de pureza), furaneol (Sigma, 299% de pureza) e
5-hidroximetilfurfural (Carbosynth Ltd, 98% de pureza), hexil acetato (Sigma,
>98% de pureza) e dibutilftalato (Sigma, 99% de pureza). Metanol e Hexano grau
cromatografico foram obtidos da Merck.

Solugbes estoque contendo 1000 mg/kg foram preparadas em metanol
para furaneol e 5-hidroximetil furfural e em hexano para furano, furfural, alcool
furfurilico e 5-metilfurfural. A partir da solugcéo estoque, solu¢des contendo 100
mg/kg de cada analito foram preparadas utilizando os mesmos solventes.
Posteriormente, solucdes de calibracdo contendo o LOQ, 2, 6, 10, 14 mg.kg™
foram preparadas em agua e em dibutilftalato. Como padréo interno utilizou-se

hexil acetato (1 mg/kg) diluido em dibutilfitalato.

2.3. Otimizacao das condi¢cdes de deteccao

Para a determinacdo dos compostos furanicos estudados (furano, furfural,
alcool furfurilico, 5-metilfurfural, furaneol e 5-hidroximetilfurfural) foi utilizado um
sistema cromatografico a gas (Agilent 8890), contendo um amostrador automatico
PAL (RSI 85), um espectrébmetro de massas triplo quadrupolo (Agilent 7010B) e um
injetor multimodo. Para a ionizacado utilizou-se uma fonte de ionizagéo por elétrons

(El) de alta eficiéncia (Agilent) e para a separagcdo uma coluna polar VF-WAXms
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(60 m x 0,25 mm x 0,50 ym, Agilent). A seguinte condicdo cromatografica foi
empregada: temperatura inicial do forno a 34°C por 1 minuto, com rampa de
2°C/min até 40°C na qual foi mantida por 8 minutos; com posterior rampa de
10°C/min até 240°C, na qual mantida por 12 minutos, totalizando 40 minutos
analise. O injetor foi mantido a 25°C por 0,01 minuto, com posterior rampa de
temperatura de 650°C/min até atingir 300°C na qual foi mantido até o final da
analise.

Inicialmente, os compostos e tempos de retencdo de cada um foram
determinados através de injecdes liquidas contendo mix metandlicos com 10ppm
de cada analito na condicdo Scan do cromatégrafo. Apds essas determinacdes,
utilizou-se a funcdo SIM para prosseguir com a otimizacdo das condi¢cdes de
deteccdo dos compostos.

A condicdo de deteccdo dos compostos foi otimizada utilizando o software
optimizer do Mass Hunter. Para tanto, foram determinados os ions precursores,
ions produtos e a energia de colisdo de cada composto. Para essa etapa foi
realizada a injecdo liquida de um mix metandlico contendo 10 mg/kg de cada
composto. O método determinado foi 0 método MRM. Esse é um método mais
sensivel e especifico, ja que andlise apenas o0s ions e energias pré determinados

de cada composto de interesse.

2.4. Planejamento experimental

Apés a otimizacdo da deteccdo de cada composto, um planejamento
experimental foi delineado para otimizar as condigcfes de extracao utilizando
microextracdo em fase solida (SPME). Para tanto, um delineamento composto

central rotacional (DCCR) foi realizado para otimizagcdo do Tempo de Incubacéo
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(minutos), Tempo de Extracdo (minutos), Temperatura de Extracao (°C) e Agitacao
(rpm) (Tabela 2). Vinte e oito ensaios foram conduzidos para a determinacdo das
condicbes. Apods, o método de Derringer e Suich (1980) foi aplicado para encontrar
as melhores condi¢cdes de extracdo para estes compostos. A otimizacao foi feita
utilizando um mix de padrées preparados em agua contendo 1 mg/kg de cada
composto.

Posteriormente, foi avaliado o impacto da quantidade de amostra (100 mg,
60 mg e 20 mg) e o numero de extracbes necessarias para realizar o multiplo
headspace (MHS). A massa escolhida é crucial para o andamento do experimento,
ja que massas muito pequenas podem sofrer uma perda muito significativa entre a
primeira extracdo e as seguintes, deixando o composto abaixo dos limites de
deteccdo do equipamento e nao permitindo o decaimento exponencial e,
consequentemente, a quantificacdo da amostra. Em contrapartida, grandes
guantidades de amostra podem ocasionar em saturacdo do headspace, também
nao sendo possivel realizar o decaimento exponencial (LIMA et al., 2023). Assim,
faz-se necessario a selecao da quantidade de amostra ideal para que o decaimento
exponencial esteja presente e para que, posteriormente, a quantificacdo seja
realizada.

Para a realizacdo da otimizacdo através do SPME para as condi¢des de
extracdo e MHS-SPME para a definicAho da melhor massa, uma fibra de

CAR/PDMS/DVB (1cm) foi utilizada.

Tabela 2. Planejamento experimental para otimizacdo da extracdo utilizando
SPME.

Valores codificados

Variaveis -2 -1 0 1
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X1: Tempo de Incubagéo (min) 20 30 40 50 60

X2: Tempo de Extracdo (min) 20 30 40 50 60

X3: Temperatura de Extracao (°C) 65 70 75 80 85

X4 Agitacdo (rpm) 250 362,5 475 587,5 700

Valores reais
Ensaio Inzﬁrgggoéo Tempo ple Extragdo In(;ruet:gggr)az;rrgus Agitagéo.(rotagéo
(minutos) (minutos) celsius) por minuto)

1 30,0 30,0 70,0 362,5
2 50,0 30,0 70,0 362,5
3 30,0 50,0 70,0 362,5
4 50,0 50,0 70,0 362,5
5 30,0 30,0 80,0 362,5
6 50,0 30,0 80,0 362,5
7 30,0 50,0 80,0 362,5
8 50,0 50,0 80,0 362,5
9 30,0 30,0 70,0 587,5
10 50,0 30,0 70,0 587,5
11 30,0 50,0 70,0 587,5
12 50,0 50,0 70,0 587,5
13 30,0 30,0 80,0 587,5
14 50,0 30,0 80,0 587,5
15 30,0 50,0 80,0 587,5
16 50,0 50,0 80,0 587,5
17 40,0 40,0 75,0 250,0
18 40,0 40,0 75,0 700,0
19 40,0 40,0 65,0 475,0
20 40,0 40,0 85,0 475,0
21 40,0 20,0 75,0 475,0
22 40,0 60,0 75,0 475,0
23 20,0 40,0 75,0 475,0
24 60,0 40,0 75,0 475,0
25 40,0 40,0 75,0 475,0
26 40,0 40,0 75,0 475,0
27 40,0 40,0 75,0 475,0
28 40,0 40,0 75,0 475,0
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2.5. Validacdo do método

O método foi validado de acordo com o proposto pela RDC 166 da ANVISA
(2017), sendo avaliados os limite de detecc¢éao (LD) e quantificacéo (LQ), linearidade
e precisao (intradia e intermediaria).

O limite de deteccao foi determinado como sendo 3 vezes o sinal ruido. O
limite de quantificacdo foi calculado como 3 vezes o LD. A linearidade do método
foi avaliada usando uma curva de calibragéo a partir de 5 pontos (LQ, 2, 6, 10 e 14
mg.kg™) injetadas em triplicata. A falta de ajuste e a linearidade foram avaliadas
utilizando ANOVA.

A precisédo intradia e intermediaria foi determinada a partir de trés pontos
distintos das curvas de calibracdo (LQ, ponto do meio e maior ponto da curva). A
precisédo intradia foi definida por 10 injecdes seguidas no mesmo dia. Ja a precisdo
interdia foi definida por 3 injecbes seguidas em 3 dias consecutivos. A precisao foi
calculada pelo desvio padréo relativo, através da média dos ensaios. O método
validado foi utilizado para quantificagcdo dos compostos furanicos em 20 amostras

comerciais de café.

2.6. Quantificacdo dos compostos furanicos

20 mg de cada amostra foi pesada em um vial de 20 mL e submetida a 5
extracbes consecutivas. A area total de cada composto foi obtida utilizando a
equacéao 1:

A=Yt A== 1)

onde Ar é a area total estimada do pico, A1 a area do pico obtida na primeira
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extracdo, e 0 expoente q € uma constante descreve o declinio exponencial
associado ao .

O B é um valor constante obtido a partir da inclinagdo da curva de regressao
dos logaritmos das areas dos picos individuais em funcédo do numero de extracoes,
conforme a equacéao (2).

InA;=InA+(i-1)-In B )

onde Ai é a area obtida na i-ésima extracao. Esta férmula representa uma equacao
linear do tipo y = ax + b, onde In A1 é o intercepto no eixo y e In3 é a inclinagao.

A concentracdo de cada composto foi determinada utilizando curvas de
calibracdo externa, utilizando cinco concentracfes dos padrdes analiticos (LQ a 14
mg/kg), os quais foram analisados nas mesmas condicoes.

Hexil acetato foi utilizado como padrdo interno. Para tanto, o pré-
carregamento do padréo interno na fibra foi realizado antes de cada extracdo. Esse
procedimento reduz erros associados a adicdo de padrdo na amostra e permite
monitorar a confiabilidade e eficiéncia do SPME durante o uso (WANG et al., 2005).

As curvas analiticas foram plotadas usando area total versus concentracao.
As concentracdes nas amostras foram obtidas usando a area total obtida na 12

extracao através do termo 3 e equacao (1).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A validacdo de um método para a determinacado dos compostos furanicos é
essencial para que esses compostos sejam detectados e quantificados na amostra.

Devido a sua grande incidéncia no café, sua correlagdo com a qualidade do
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produto, seus possiveis aspectos toxicologicos, suas diversas vias de formacéo e

o0 amplo consumo mundial do café, € necessario monitorar esses compostos.

3.1. Identificacdo dos compostos furanicos

Os compostos furanicos se formam durante o processamento térmico de
diversos alimentos. Sabe-se que muitos precursores estdao envolvidos na
formacao destes compostos, envolvendo a degradacéo de carboidratos e do &cido
ascorbico, além da oxidacdo térmica de acidos graxos poliinsaturados
(CONDURSO et al., 2018).

A Tabela 3 mostra como os compostos furanicos escolhidos para o estudo
se comportou em relacdo a sua identificacdo. Seis compostos furanicos foram
escolhidos para este estudo, sendo eles: furano, furfural, 5-metilfurfural, alcool

furfurilico, furaneol e 5-hidroximetilfurfural.

Tabela 3. Condicdes de deteccdo dos compostos estudados.

Tempo de fon Precursor  fon Produto Energia de
Composto Retencao (m/z) (m/z2) Coliséao (V)
(min)

Furano 6,4 68 39,1 25
Furano 6,4 68 29,1 25
Hexil Acetato 18,22 84,1 41,1 15
Hexil Acetato 18,22 84,1 69 0
Furfural 25,65 96 39,1 40
Furfural 25,65 96 68 10
5-metilfurfural 27,23 110 53 20
5-metilfurfural 27,27 110 81 10
Alcool furfurilico 28,02 98 42,1 15
Alcool furfurilico 28,02 98 70 5
Furaneol 32,39 128 43,1 20
Furaneol 32,39 128 85 5
5-hidroximetilfurfural 39,62 125.9 69 15
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5-hidroximetilfurfural 39,62 125.9 97 5

3.2. Otimizacao e extracdo MHS-SPME

Diversos parametros podem influenciar na extracdo de volateis por
headspace (BATOOL et al., 2021). Por isso, no presente estudo uma otimizacao foi
conduzida para encontrar a melhor condicéo para extracdo dos compostos alvo por
SPME. Os parametros otimizados foram: tempo de incubacédo (Xi), tempo de
extracao (X2), temperatura de incubacao (X3) e agitacao (X4).

As condi¢cdes do SPME foram otimizadas e a melhor condicdo encontrada
foi: 30 minutos de tempo de incubacéao, 30,5 minutos de tempo de extragao, 80 °C
para temperatura de incubacao e 587,5 rpm de agitacdo. Essa condicdo obteve
0,697 de desejabilidade a partir do teste de Derringer e Suich (1980), sendo a
escolhida para as andlises posteriores do presente estudo.

Cada composto se comportou de uma maneira, sendo que, para o furano,
furfural, alcool furfurilico e 5-HMF, a temperatura de extracao foi o parametro mais
significativo. Para 5-metilfurfural o tempo de extracdo, tempo de extracdo
quadratico, temperatura de extracdo e tempo de extracdo x temperatura de
extracdo foram os parametros que mais impactaram na andlise e para furaneol,
nenhum parametro foi significativo.

Segundo relatado por Huang et al (2022) temperaturas mais elevadas de
extragcdo e maiores tempos de extragdo podem diminuir a adsor¢ao do furano e
seus derivados. Além disso, a etapa de agitagdo facilita o aumento da transferéncia
de massa para a obtencdo mais rapida do equilibrio através da reducdo da camada

de difusdo em torno do revestimento da fibra.
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Apoés a escolha das melhores condicfes para a realizagcdo do SPME, foi
necessario determinar a quantidade de massa para a realizacdo do multiplo
headspace (MHS). Essa etapa € muito importante, pois conforme mencionado
anteriormente, pequenas quantidades de massa podem resultar em extracdo total
do analito impossibilitando a obtencdo do decaimento exponencial (LIMA et al.,
2023).

As massas de 100, 60 e 20 mg foram estudadas e seus decaimentos
podem ser visualizados na Tabela 4. E possivel notar que quase todas as massas
apresentaram bons valores para coeficiente de determinacdo (R?). Contudo,
coeficientes angulares maiores, o que impacta em melhor sensibilidade, foram
vistos nas amostras com massa de 20 mg (Tabela 4 e Figura 1).

Por apresentar um melhor cenéario para a execucdo do MHS, a massa
escolhida para a realizacdo dos experimentos foi de 20 mg. Com essa massa, foi
possivel obter valores de beta entre 0,71 e 0,94 (Tabela 4). Os decaimentos para
esta quantidade de amostra mostrou-se adequado (Figura 2). Quantidades muito
altas de amostra podem ndo demonstrar decaimento significativo durante as
extracdes, sendo impossivel de calcular o valor de . Os valores de B precisam
estar, idealmente, entre 0,4 e 0,95. Valores abaixo de 0,4 indicam que a aplicacao
do MHS nédo é necessaria, ja que o analito ja foi extraido de forma exaustiva na
primeira extracdo. Valores acima de 0,95 indicam que o analito possui grandes
concentracdes na amostra, ndo sendo extraidos por completo ao final da extracéo
(LIMA et al., 2023; HUANG et al, 2022; MORO et al., 2012).

Por ndo apresentar um decaimento exponencial desejavel, ndo foi possivel
realizar a quantificagcdo do alcool furfurilico. Isso ocorreu devido as grandes

concentracdes desse composto no cafe, desencadeando o que foi comentado por
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Lima et al. (2023), onde grandes concentracdes nao resultam em decaimento
exponencial, ndo sendo possivel realizar a quantificacdo do composto. O alcool

furfurilico foi mantido no método somente para monitoramento de incidéncia.
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Tabela 4. Dados comparativos das massas 20,

60 e 100 mg estudadas para execugdo da extracdo por multiplo

headspace.
Furano Furfural 5-Metilfurfural Alcool Furaneol 5-HMF
Furfurilico
Condi¢des 20 mg
Beta (B) 0,80 0,94 0,79 1,00 0,71 0,86
R? 0,993 0,982 0,991 0,514 0,991 0,999
Coeficiente y=-0,2928x y =-0,0586x + y=-0,1967x + y =-0,0052x + y =-0,2685x y=-0,1281x
angular +11,879 14,889 14,74 16,043 + 13,254 +12,228
Condigdes 60 mg
Beta (B) 0,84 0,97 0,89 1,00 0,84 0,94
R? 0,993 0,987 0,982 0,038 0,997 0,984
Coeficiente y=-0,1985x y=-0,0239x+ y=-0,0767x + y =-0,0009 + y =-0,1336x y =-0,0536x
angular + 12,545 15,212 15,102 16,17 + 13,501 + 12,492
Condigdes 100 mg
Beta (B) 0,85 0,98 0,93 1,00 0,91 0,97
R? 0,996 0,995 0,997 0,048 0,996 0,992
Coeficiente  y =-0,1965x y =-0,0105x + y=-0,0436x + y = 0,0003x + y =-0,1026x y =-0,024x
angular + 13,293 15,355 15,181 16,213 + 13,482 + 12,483
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Figura 1. Graficos dos decaimentos das massas 100, 60 e 20 mg.
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Figura 2. Decaimentos dos padrdes com 20 mg de massa.
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3.3. Validacdo do método

Segundo a ANVISA (2017) a validac&o deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Os métodos de validacdo sao
especificos e influenciados pelo procedimento utilizado, pela natureza e
concentracfes dos compostos estudados e pela matriz (RIBANI et al., 2004).

O limite de deteccéo (LD) corresponde a menor quantidade de analito na
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as
condi¢Oes estabelecidas para o estudo (INMETRO, 2003). O limite de quantificacédo
(LOQ) corresponde a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser

determinada com precisdo e exatiddo sob as condicbes experimentais
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determinadas (PASCHOAL, 2008). Os limites de deteccao e quantificacao variaram
entre 0,003 e 0,2 mg/kg e entre 0,012 e 0,8 mg/kg, respectivamente (Tabela 5).

A linearidade do método corresponde a capacidade do método em
proporcionar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do composto
estudado, dentro de uma faixa de aplicacdo pré-determinada. Existe uma relacao
matematica entre o sinal dos picos gerados pela analise e a concentracdo do
composto, essa relacéo é expressa pela curva analitica. Para a plotagem da curva,
no minimo 5 pontos devem ser definidos sem contar o ponto zero (RIBANI et al.,
2004). As curvas podem ser observadas na Tabela 5. Além disso, para que seja
possivel identificar a qualidade dessas curvas, faz-se necessario calcular o r?. Esse
parametro, chamado de coeficiente de correlacdo permite uma estimativa da
qualidade da curva pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto
de dados. Ou seja, maior confiabilidade dos dados obtidos (RIBANI et al., 2004).
Os r?das curvas analiticas obtidos variaram entre 0,980 e 0,999, mostrando que os
dados em questéo estdo agrupados, gerando confiabilidade na curva obtida.

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes. Estes ensaios sdo repetidos em amostras semelhantes sob
condicBes pré-definidas (RIBANI et al., 2004). A precisao foi avaliada de duas
formas: precisao intradia e precisao intermediaria. Os resultados foram expressos

atraveés do desvio padréo relativo e foram menores que 20 % (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados obtidos para os parametros de validacdo do método analitico para determinagéo de compostos furanicos em café.

Precisao intradia Precisdo intermediaria
Concentragéo: mg/kg
(n=10) (n=3)
Composto LD LOQ Linear Range Curva de Regressédo R2 LQ 6 14 LQ 6 14

LOQ-14

Furano 0,2 0,6 y = 87530x + 176736 0,984 3,10 344 4,68 3,40 4,57 5,13
mg.kg?
LOQ-14

Furfural 0,004 0,012 y =4,116,131.325x + 1,229,437.146 0,986 6,056 323 454 421 4,38 4,98
mg.kg?
LOQ-14

5-Metilfurfural 0,004 0,012 y =2,717,944.62x + 551,809.53 0,990 861 332 477 747 4,71 4,75
mg.kg?
) LOQ-14

Alcool Furfurilico 0,01 0,03 y =1,471,209.79x + 384,276.37 0,980 3,74 464 583 3,10 3,88 5,70
mg.kg*
LOQ-14

Furaneol 0,01 0,03 y = 116607x - 9913.2 0,999 1891 9,47 11,37 17,40 9,59 9,99
mg.kg?!
LOQ-14

5-Hidroximetilfurfural 0,01 0,03 y =1,281,129.34x + 285,959.53 0,990 7,63 520 491 7,01 8,62 4,64
mg.kg*
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3.4. Ocorréncia

A presenca de furanos e compostos furanicos tem sido amplamente
reportada em alimentos. O café é a segunda bebida mais consumida do mundo e
€ o0 alimento que possui 0s maiores niveis de compostos furanicos.

No presente estudo compostos furanicos foram quantificados em amostras
comerciais de café torrado e moido de diversas categorias (tradicional, superior,
gourmet e extraforte). Os niveis presentes para cada um dos compostos nas
diferentes amostras podem ser observados na Tabela 6. Todos os compostos
furénicos estudados foram detectados em todas as amostras de café avaliadas.
Essa incidéncia pode ser explicada devido as diversas rotas de formacéo possiveis
para estas substancias (CONDURSO et al., 2018). Os niveis detectados nas
diferentes amostras variaram de 2,74 a 9,05 mg/kg (furano), 4,69 a 22,05 mg/kg
(furfural), 2,33 a 23,09 mg/kg (5MF), 0,12 a 20,29 mg/kg (furanona) e 0,05 a 134,09
mg/kg (SHMF).

Pavesi et al. (2011) e ZHU et al. (2022) reportaram niveis de furano em
cafés torrados similares aos encontrados no presente estudo, entre 0,911 e 5,85
mg/kg, e 0,984 e 6,181 mg/kg, respectivamente. CHAICHI et al. (2015) encontrou
niveis significativos de furfural em suas andlises. Park et al. (2021) e Arribas-
Lorenzo et al. (2010) por sua vez, determinaram maiores niveis de 5-HMF, variando
entre 51 e 1143 mg/kg e entre 24 e 2186 mg/kg, respectivamente. Huang et al.
(2022) concluiu que dentre 10 compostos furanicos estudados, alcool furfurilico e

furfural foram os de maior incidéncia nos cafés analisados.
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Tabela 6. Ocorréncia de compostos furanicos em amostras de cafés comerciais.

Amostra Furano Furfural SMF Furanona SHMF
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
A 5,69 + 0,64 12,50 £ 0,48 10,70 £ 0,32 16,74 £ 5,32 134,09 + 23,20
B 2,74 +£0,19 4,69 + 0,04 2,33+0,06 0,12+ 0,01 0,05 %+ 0,09
C 4,75 + 0,22 12,08 £ 0,22 14,37 £ 0,28 7,96 £ 0,19 4,74 + 0,20
D 5,19+0,11 12,64 £ 0,30 13,21 £ 0,30 6,96 + 0,31 3,48 £ 0,22
E 5,54 £ 0,55 13,35+ 0,10 15,55+ 0,18 9,33+£0,79 3,92+0,81
F 4,92 + 0,76 15,82 + 0,86 18,06 + 0,88 9,15 £ 5,56 4,73 +3,11
G 6,20 + 0,15 18,39 £ 0,47 19,58 £ 0,44 7,19+1,15 4,02 +0,10
H 5,58 £ 0,33 13,89+ 0,33 19,04 £ 0,18 6,56 £ 0,51 5,53+ 0,68
| 7,19 £ 0,66 16,80 £ 0,20 22,22 + 0,28 11,93+0,51 13,52+ 0,40
J 5,44 + 0,16 18,68 £ 0,24 22,64 £ 0,20 12,11+ 0,82 16,42 £+ 0,84
K 6,11 + 0,49 15,03 £ 0,23 18,30 £ 0,14 9,48 £ 0,26 7,36 £ 0,11
L 5,38+ 0,44 13,99 £ 0,65 16,71 £ 0,67 7,70 £ 2,63 5,22+1,78
M 4,68 + 0,18 18,94 + 0,30 20,90+ 0,24 12,58 £ 0,41 59,05+1,15
N 5,34 £ 0,37 22,05+0,25 23,09+0,31 15,28 £ 2,45 47,72 + 9,67
@) 5,13+0,21 21,24 +£ 0,32 22,38 +£0,34 20,29 £ 0,37 51,98 + 2,82
P 8,03+ 0,61 17,01 £ 0,39 22,18 £ 0,40 18,49 + 1,01 12,16 £ 0,21
Q 9,05+ 0,42 13,24 £ 0,42 15,03 £ 0,45 11,80 £ 3,91 6,02 +2,43
R 6,36 + 0,13 17,89 £ 0,35 22,44 + 0,27 12,94 £ 0,15 14,68 £ 0,23
S 6,14 £ 0,25 13,52 £ 0,32 14,42 £ 0,41 16,30 = 1,07 4,86 + 0,30
T 6,55 + 0,54 13,79+£0,31 14,17 £ 0,27 12,26 £ 1,99 4,84 + 0,52

4. CONCLUSAO

Um método para a quantificacdo de seis compostos furanicos foi otimizado
utilizando metodololgia de superficie de resposta, extracdo por MHS-SPME e
deteccao por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. O méetodo
foi validado e sua adequacdo ao proposito foi demonstrada em 20 amostras de
cafés comerciais. Atraves dele foi possivel identificar estes compostos em amostras
comerciais de café torrado e moido e compreender melhor a incidéncia de

compostos furénicos nestes produtos. E importante o conhecimento da incidéncia
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desses compostos nos alimentos que consumimos diariamente devido ao seu
potencial carcinogénico. Com a validacdo do método através de GC-MS e MHS-
SPME, foi possivel obter um método analitico simples e sem uso de solvente,
deixando a possibilidade de esta ser realizada rotineiramente para a identificacéo
de compostos furanicos. Pelo amplo consumo do café, a necessidade de um
produto de alta qualidade e a seguranca do consumidor, faz-se necessario
monitorar a incidéncia dessas substancias e até mesmo propor maneiras para

minimizar a incidéncia desses compostos em cafés.
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RESUMO

A torra do café é essencial para a qualidade e desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais do produto, entretanto, compostos potencialmente toxicos como 0s
compostos furanicos podem ser formados. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o impacto de 20 diferentes condicfes de torra definidas pelo delineamento
experimental em diferentes parametros de qualidade dos cafés C. canephora e C.
arabica: fisico-quimicos, teor de acUcares, de cafeina e de cinco compostos
furanicos. Para os parametros fisico-quimicos os resultados para café robusta e
arabica foram, respectivamente, perda de massa 5,62-18,23% e 4,8-19%, umidade
2,13-8,04% e 3,1-6,3%, densidade aparente 0,32-0,51 g/mL e 0,28-0,56 g/mL,
densidade especifica 0,43-0,70 g/mL e 0,36-0,85 g/mL, cor Agtron muito clara-
muito escura e 26,8-100, AE de 2,12-36,58 e 2,50-38,54. A sacarose foi o0 aglcar
predominante em ambos os cafés: 2,52-4,71 g/100g (robusta) e 2,48-8,01 g/100g
(arabica). Os niveis de cafeina foram 1,58-2,12 g/100g (robusta) e 0,75-1,27 g/100g
(arabica). Os niveis dos compostos furanicos variaram para café robusta e arabica,
respectivamente, entre 1,72-34,32 e 2,27-49,79 mg/kg (furano), 0,63-238,90 e 0,76-
326,39 mg/kg (furfural), 0,05-86,86 e 0,11-344,86 mg/kg (5-metilfurfural), 1,80-339
e 30,19-1060,29 mg/kg (furaneol) e 0,04-80,18 e 4,72-664,43 mg/kg (5-
hidroximetilfurfural). O parametro que mostrou maior impacto nas caracteristicas de
ambos os cafés foi a temperatura final, exceto para os niveis de volateis na varidade
robusta, que foram mais impactados pelo parametro temperatura final X
temperatura inicial. Café ardbica e robusta sdo distintos entre si, porém, para
ambos, a temperatura é o0 parametro mais significativo no impacto nas

caracteristicas apés a torra.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de café do mundo e ocupa também o segundo
lugar dentre os paises consumidores da bebida. Dados de 2022 mostram que 0
consumo de café no Brasil chegou a 50,9 milhdes de sacas (ABIC, 2023).

Os graos verdes do café ndo séao proprios para consumo e, por isso, estes
precisam ser submetidos ao processo de torra. O processo de torra é a etapa
responsavel pela formacdo do sabor e aroma dos produtos do café. Existem
diferentes niveis de torra que variam do claro ao escuro, dependendo das
condicBes de tempo e temperatura do processo de torra (DIAZ-DE-CERIO, et al.,
2019). Este processo altera a composicao quimica, fisica e estrutural dos gréos
através da aplicacdo do calor e, assim, torna os graos de café adequados para a
producao da bebida (PEREIRA et al., 2021; ZAKIDOU et al., 2021). Durante a torra
mudancas na coloracdo, perda de massa, densidade, composicdo de acUcares e
cafeina podem acontecer, afetando diretamente no produto.

Uma das principais reacdes durante a torra € a Reacao de Maillard. Essa
reacao pode ser definida como uma amino-catalisada degradacao de acucares na
qual o sabor, gosto e cor sdo gerados. Além disso, a formacéo de sabor também é
influenciada pelos aculcares e aminoacidos envolvidos na reacdo, temperatura e
tempo da reacdo, pressdo, pH e umidade da amostra. Contudo, a Reacao de
Maillard pode desencadear a formacéo de furanos e acrilamidas (POISSON et al.,
2017).

A torra implica na formacdo de contaminantes de processamento no café,
como os derivados furanicos. A incidéncia de derivados furanicos no café tem sido

amplamente reportada (DIPPONG et al., 2022; LAUKALEJA et al., 2022). Esses
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compostos impactam no desenvolvimento da cor, aroma e sabor que sao
essenciais para a qualidade do produto. Em especial no café torrado, os furanos
como o alcool furfurilico, furfural e 5- hidroximetilfurfural (5-HMF) sdo descritos
como “doce”, "améndoa, amadeirado” e "caramelo", respectivamente. Além disso,
furanos sdo intermediarios na formacao de outros compostos chave que impactam
no aroma da bebida de café, como a 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (furaneol)
que tem aroma “frutas vermelhas ou morango”.

Atualmente, os furanos tém recebido cada vez mais atencdo por conta da
sua contribuicdo no aroma e sabor de comidas e bebidas, mas também ha uma
preocupacao relacionada com seus efeitos prejudiciais a salde humana. A Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classifica o furano e o alcool furfurilico
como possivelmente carcinogénicos para humanos (Grupo 2B), enquanto furfural e
5-HMF sdo compostos que precisam de mais estudos para serem classificados
como carcinogénicos (Grupo 3) (IARC,1996). No tocante ao furaneol, evidéncias
sugerem genotoxicidade a partir de estudo in vitro e in vivo (EFSA, 2011).

Diversas reacdes e mudancas acontecem no café durante a torra, assim,
faz-se necessario o0 estudo sobre este processo e sua relacdo com as
caracteristicas finais da bebida do café. Este processo implica diretamente na
qualidade do produto e, considerando o amplo consumo mundial do café, é
importante explorar os resultados deste processo detalhadamente para que, cada
vez mais, produtos seguros e de qualidade sejam oferecidos ao consumidor.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto de diferentes
condi¢cbes de torra nas propriedades fisico-quimicas de duas variedades de café
Coffea arabica (ardbica) e Coffea canephora (robusta) e no perfil de acgucares

(frutose, glicose e sacarose) e cafeina, aléem da formacao de derivados furanicos
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(furano, furfural, 5-metilfurfural, 5-hidroximetilfurfural e furaneol) utilizando MHS-

SPME como sistema de extracdo e GC-MS/MS como sistema de detecc¢dao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

Nos presente estudo foram utilizadas uma amostra de Coffea arabica
(ardbica) e outra de Coffea canephora (robusta). As amostras foram submetidas a
diferentes processos de torra estabelecidos de acordo com um delinamento
composto central rotacional (DCCR) com 20 ensaios, dos quais seis pontos centrais
e dois axiais. O dominio experimental utilizado nas curvas de torra dos cafés, bem
como a matriz com os valores reais e codificados pode ser observado na Tabela 1.
As temperaturas e o tempo de torra utilizados foram determinados de acordo com
estudos prévios publicado na literatura (POISSON et al., 2017; Da SILVIA et al.,
2021). Para cada processo foi utilizada uma porgéo de aproximada 50g de café, o
qual foi torrado em um torrador IKAWA, modelo Smart Home Coffee Roaster 2020.

Os resultados obtidos foram expressos em base seca.

69



Tabela 1. Planejamento experimental aplicado as curvas de torra do café arabica

e robusta.
Valores codificados
Variaveis -1.68 -1 0 1 1.68
X1 Temperatura 123,2 130 140 150 156,8
inicial (°C)
Ko Lemperaiura 156,1 180 215 250 273,9
inal (°C)
X3: Tempo (min) 05:44 07:00 08:52 10:42 11:58
Valores reais
Ensaio 'I'Ierrlrirz:?aelr?%r)a Tle;rir:]gler(?éu)r a Tempo final (min)
1 130 180 07:00
2 150 180 07:00
3 130 250 07:00
4 150 250 07:00
5 130 180 10:42
6 150 180 10:42
7 130 250 10:42
8 150 250 10:42
9 123,2 215 08:52
10 156,8 215 08:52
11 140 156,1 08:52
12 140 273,9 08:52
13 140 215 05:44
14 140 215 11:58
15 140 215 08:52
16 140 215 08:52
17 140 215 08:52
18 140 215 08:52
19 140 215 08:52
20 140 215 08:52

2.2. Reagentes e padrdes

Padrdes de furfural 99%, 5-metilfurfural 298,5% e 4-hidroxi-2,5-dimetil-

3(2H)-furanona (furaneol) =299% foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O furano
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99% foi fornecido pela TClI America e o 5-hidroximetilfurfural 98% pela
Carbosynth Ltd. (Campton Berkshire, UK). Padrbes de frutose, glicose e sacarose
foram obtidos da marca Sigma-Aldrich. Metanol e hexano grau HPLC foram
provenientes da Supelco e da Chromanorm, hexil acetato adquirido da Supelco
com pureza > 99%, dibutilfitalato 98% da Sigma-Aldrich, 6xido de magnésio PA
da Dinamica, ferrocianeto de potassio a 15% m/v e sulfato de zinco a 30% m/v
da Sigma-Aldrich. A agua utilizada foi obtida de um sistema de filtracao Milli-Q,
da Millipore.

Solucdes estoque contendo 1000 mg.kg? foram preparadas em metanol
para furaneol e 5-hidroximetilfurfural e em hexano para furano, furfural e 5-
metilfurfural. A partir da solucdo estoque, solucdes contendo 100 mg/kg de cada
analito foram preparadas utilizando os mesmos solventes. Posteriormente,
solucdes de calibracdo contendo o LOQ, 2, 6, 10 e 14 mg/kg foram preparadas
em agua e em dibutilfitalato. Para o padréo interno utilizou-se hexil acetato (1

mg/kg) diluido em dibutilfitalato.

2.3. Analises fisico-quimicas

A perda de massa foi calculada considerando a diferenca da massa dos
graos no inicio e no final da torra. A densidade aparente foi determinada pela
relacdo entre massa e volume utilizando uma proveta de 50 mL, de acordo com o
estudo conduzido por SILVA (2008). A densidade especifica foi obtida pelo método
sugerido pela American Association of Cereal Chemists (AACC, 2010). Para
determinacdo do grau de torra das amostras foi utilizado um espectrofotometro
Agtron Coffee Roast modelo E10-CP. As andlises de cor CIELab foram realizadas

através do espectrofotbmetro Konica Minolta modelo CM-5. As amostras foram
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analisadas a temperatura ambiente de 20 a 25 °C Para a analise de umidade
utilizou-se o método proposto pela ISO 11294-1994. Todas as determinacfes foram

realizadas em triplicata

2.4. Determinacao de acUcares e cafeina

A determinacdo dos acgucares (frutose, glicose e sacarose) foi realizada no
grao verde, nas amostras dos ensaios 11, 12 (amostras com torra mais e menos
intensa, respectivamente) e em um blend dos pontos centrais (15 a 20) utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia, seguindo o método proposto por BURGNER
& FEINBERG (1992). Para a extracdo dos compostos foram utilizados 5g de
amostra de café e 50 mL de etanol:agua (50:50). Para limpeza do extrato foram
utilizados 2 mL de sulfato de zinco 30% e 2 mL da solucdo de ferrocianeto de
potassio 15%. O extrato foi filtrado em filtro de papel, filtro de celulose regenerada
(0,2 um) e finalmente injetado no cromatégrafo. Foi utilizado um sistema
cromatografico do fabricante Young Lin composto por bomba quaternaria YL9110,
degaseificador YL 9101, forno Y9131 (35°C), injetor Rheodyne (volume de injecéo
de 20 pL) e detector de indice de refracdo YL9170 (35°C). Para separacdo dos
compostos foi utilizada uma coluna Luna NH2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um,
Phenomenex) e fase mével composta por acetonitrila:agua (80:20) com vazéo de
1 mL/min.

Para determinacdo de cafeina foi utilizado 0,5 g de amostra que foi
adicionada de 1 g de 6xido de magnésio e 50 mL de agua. Posteriormente, a
amostra foi aquecida e mantida sob ebulicdo por 15 minutos. Apds resfriados, 0s

extratos foram filtrados com papel de filtro, filtro PVDF (0,45 um) e posteriormente
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injetados no cromatografo. Para a determinacédo de cafeina foi utilizado um sistema
cromatografico Shimadzu HPLC-DAD composto por bomba quaternaria LC-20 AT,
forno CTO-20 (25°C), injetor SIL 10 AF (volume de injecdo de 20 pL) e detector
DAD SPD-M20A (deteccéo a 272 nm). Para separacéo foi utilizada uma coluna C18
(Zorbax eclipse plus C18 250 mm x 4,6 x 5 um) e fase movel metanol:agua (30:70)

com vazao de 1 mL/min.

2.5. Determinacdo de compostos furanicos

A determinacdo de furano, furfural, 5-metilfurfural furaneol e 5-
hidroximetilfurfural foi realizada utilizando um cromatografo a gas (Agilent 8890),
equipado com um amostrador automatico PAL (RSI 85), um espectrometro de
massas triplo quadrupolo (Agilent 7010B) e um injetor multimodo. A ionizacéo foi
realizada com uma fonte de ionizacao por elétrons (El) de alta eficiéncia (Agilent)
através do método MRM. A separacéao foi feita em uma coluna polar VF-WAXms
(60 m x 0,25 mm x 0,50 uym, Agilent). Para tanto foi utilizada a seguinte condigao
cromatografica: temperatura inicial do forno a 34°C por 1 minuto, com rampa de
2°C/min até 40°C na qual foi mantida por 8 minutos; com posterior rampa de
10°C/min até 240°C, na qual mantida por 12 minutos, totalizando 40 minutos de
corrida. O injetor foi mantido a 25°C por 0,01 minuto, com posterior rampa de
temperatura de 650°C/min até atingir 300°C na qual foi mantido até o final da
andlise.

A quantificacao foi realizada utilizando multiplo headspace. De forma breve,
cada amostra foi pesada (20 mg) em um vial de 20 mL e submetida a 5 extragdes

consecutivas. A area total de cada compostos foi obtida utilizando a equacao 1:

Ar= S AT E 71 (1)
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onde Ar é a area total estimada do pico, A1 a area do pico obtida na primeira
extracdo, e 0 expoente q € uma constante descreve o declinio exponencial
associado ao .

O B é um valor constante obtido a partir da inclinagdo da curva de regressao
dos logaritmos das areas dos picos individuais em funcédo do numero de extracoes,
conforme a equacéao (2).

InA=InA+(i-1)-In 8 2
onde Ai é a area obtida na i-ésima extracao. Esta férmula representa uma equacao
linear do tipo y = ax + b, onde In A1 é o intercepto no eixo y e In3 é a inclinagao.

A concentracdo de cada composto foi determinada utilizando curvas de
calibracdo externas, construidas em dibutilftato, utilizando sete concentracdes dos
padrées analiticos (de 0,1 mg/kg a 18 mg/kg), os quais foram analisados nas
mesmas condi¢cdes. Hexil acetato foi utilizando como padrdo interno. As curvas
analiticas foram plotadas usando area total versus concentracédo. As concentracdes
nas amostras foram obtidas usando a area total obtida na 12 extracdo através do

termo 3 e equacéo (1).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analises fisico-quimicas

A figura 1 mostra os gréos torrados de café arabica e robusta obtidos nas
condigbes do planejamento experimental. E possivel notar, além das mudancas
de coloracéo, a expansao dos graos. As condi¢des de torra dos ensaios 11 e 12
foram a menos intensa e a mais intensa, respectivamente. Estas representam os
pontos axiais do planejamento experimental. Ja as amostras dos experimentos

de 15 a 20 tém niveis de torra iguais, representando 0s pontos centrais do
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delineamento experimental.

A torra impacta diretamente na coloracdo e tamanho dos gréos de café
verde. Isso pode ser visualizado fazendo a comparacdo das amostras obtidas
nas torras mais claras e nas torras mais escuras, apresentadas na Figura 1.
Conforme esperado, as condic¢des de torra utilizadas mostram a mudanca de cor
do verde para o marrom, quase preto, a diminuicdo da umidade e massa dos
graos em comparagao com o grao verde e a expansdo dos graos (Obs 12 da
figura 1l A e B). O grao verde do café é principalmente constituido de carboidratos,
compostos contendo nitrogénio, lipidios, acidos organicos e agua. Quase todos
esses compostos tém o potencial de serem precursores de sabor e mudanca de
cor ao longo da torra. Sendo que a mudanca de coloracdo dos graos ocorre
devido a formacdo de melanoidinas de maior peso molecular (POISSON et al.,
2017). A expansao dos graos, por sua vez, se da pela formacdo de gases,
principalmente o di6xido de carbono, ao longo do processo da torra. A expansao
destes graos é resultado de uma complexa dindmica que envolve a interacao da
formacdo de gases e a resisténcia da parede celular dos graos de café. O gas
em conjunto com o vapor de agua sao a forca que desencadeia a expansao dos

graos durante a torra (SCHENKER & ROTHGEB, 2017).
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Figura 1. Café robusta (A) e café arabica (B) torrados de acordo com o
planejamento experimental proposto.

Os graus de torra dos cafés obtidos no presente estudo, reportados na
Tabela 2, variaram desde torras muito claras até torras muito escuras. Os valores
de Agtron foram avaliados de 0 a 100, onde 100 indicava o extremo superior da
escala, representando as torras mais claras. Esses valores variaram de muito clara
(amostra 11) a muito escura (amostra 12) para café robusta e de torra muito clara
(amostra 11) a muito escura (amostra 12) para café arabica.

A partir das analises relacionadas com a coloracdo dos cafés estudados é

possivel constatar que a amostra 12, ensaio com torra mais intensa, teve a maior

relacdo com cor mais escura apos atorra. J4 a amostra 11, ensaio com torra menos

76



intensa, apresentou resultados que a correlacionavam com cores mais proximas do
grao verde (Tabela 2). Além disso, os resultados de AE, obtidos através das
analises de CIELab, indicou valores de 2,12 (amostra 11) a 36,58 (amostra 12) para
café robusta e 2,50 (amostra 11) a 38,54 (amostra 12) para café arabica (Tabela
2).

Durante a torra, a mudanca mais visivel € a mudanca de cor dos graos e ela
€ muito importante pois esta diretamente ligada com o desenvolvimento do sabor
do produto. Os grédo de café alteram a sua coloracdo de cinza esverdeado (gréo
verde) para amarelo, alaranjado, marrom, marrom escuro e, por fim, quase preto
(Figura 1). E a partir da cor final dos gréos torrados que o grau de torra do produto
é definido (SCHENKER & ROTHGEB, 2017).

Tabela 2. Grau de torra e cor nos cafés robusta e arabica obtidos nas diferentes condi¢cdes
de torra

Robusta Arabica
Amostra Torra Agtron* AE Torra Agtron* AE

1 muito clara 100 6,33 muito clara 100,0 7,60

muito clara 100 6,85 muito clara 100,0 9,43
3 média clara 61,40 25,46 média clara 52,5 32,26
4 média clara 60,50 25,34 média clara 49,3 32,45
5 muito clara 100 9,17 muito clara 100,0 13,32
6 muito clara 100 8,89 muito clara 100,0 13,80
7 média 44,03 30,18 média 41,4 35,34
8 média 43,27 30,46 média 40,2 35,87
9 muito clara 97,23 16,96 muito clara 71,9 24,56
10 muito clara 93,97 17,59 clara 67,5 24,44
11 muito clara 100 2,12 muito clara 100,0 2,50
12 muito escura 28,07 36,58 muito escura 26,8 38,54
13 muito clara 100 12,61 muito clara 85,4 18,52
14 muito clara 83,37 20,06 clara 63,4 27,87
15 muito clara 95,00 17,62 clara 68,6 23,88
16 muito clara 93,73 17,25 clara 67,0 24,24
17 muito clara 94,03 17,14 clara 68,7 24,01
18 muito clara 93,73 17,26 clara 69,9 24,03
19 muito clara 93,27 17,21 muito clara 73,7 22,85
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20 muito clara 93,67 17,40 muito clara 71,5 23,70
* 0 valor 100 foi considerado o extremo superior da escala do espectrofotbmetro
Agtron Coffee Roast modelo E10-CP.

A densidade aparente (Tabela 3) variou de 0,32 a 0,51 g/mL (amostra 12 e
11, respectivamente) para o café robusta, ja no café arabica a variacao foi de 0,28
(amostras 12) a 0,56 g/mL (amostra 11). Para a densidade especifica (Tabela 3),
os valores para café robusta se encontraram na faixa de 0,43 (amostra 12) a 0,70
g/mL (amostra 15) e para café arabica de 0,36 (amostra 12) a 0,85 g/mL (amostra
11). Como pode ser verificado, as menores densidades foram observadas nos
graos mais torrados. Isso se da pelo fato que, durante a torra as propriedades
fisicas dos gréaos de café séo alteradas em decorréncia da temperatura e tempo do
processo, ocorrendo a liberacéo de dioxido de carbono, e ocasionando a expansao
dos graos (POISSON et al., 2017). Torras com temperaturas mais elevadas podem
ter maior impacto sobre a porosidade e o volume dos grdos do que torras com
temperaturas menores (CORDOBA et al., 2021). Ou seja, torras com temperaturas
mais intensas ocasionam maiores perdas de massa nos cafés, gerando impacto na
densidade dos graos, que, por ficarem mais porosos (maior volume), tém
densidades menores, assim como foi verificado no presente estudo. Na figura 1 é
possivel visualizar que, nos ensaios de nimero 12, que receberam os niveis mais
intensos de torra, os graos estao mais “estufados”, mostrando o aumento de volume
destes gréaos, indicando a menor densidade aparente e especifica. O oposto ocorre
com o ensaio 11, que recebeu as menores temperaturas de torra, indicando uma
menor perda de massa, menor porosidade do gréo e, consequentemente, maiores

densidades aparente e especifica.
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Tabela 3. Perda de massa, umidade, densidades aparente e especifica para os
cafés robusta e ardbica obtidos nas diferentes condi¢des de torra

Robusta Arabica
Densidade Densidade . Densidade Densidade
Amostra rr'?j;g: ?OZ) Umidade (%) aparente especifica nljaesrgz 22) Unzz;(l)?de aparente  especifica
(g/mL)t  (g/mL)! (g/mL)! (g/mL)!

7,02 5,83 £ 0,07 0,48 0,69 5,6 5,6+0,14 0,53 0,55

2 7,13 5,34 £ 0,30 0,48 0,69 5,8 5,7+0,21 0,52 0,61
3 12,58 2,49+0,18 0,37 0,54 13,8 3,1+0,17 0,33 0,44
4 12,98 4,40 £ 0,14 0,38 0,51 13,5 3,1+0,22 0,34 0,42
5 8,28 6,40+ 0,12 0,48 0,66 6,8 4,9%0,19 0,54 0,72
6 8,37 6,29+ 0,12 0,49 0,66 7,2 4,8+0,23 0,54 0,73
7 14,57 2,13+0,13 0,37 0,47 15,7 4,3+0,08 0,32 0,42
8 14,84 1,98+0,11 0,36 0,48 16,0 5,0£0,10 0,31 0,39
9 10,14 3,51+0,26 0,42 0,56 9,6 4,7+0,11 0,46 0,65
10 10,52 4,82+0,18 0,43 0,60 9,8 4,8+0,16 0,44 0,57
11 5,62 8,04 + 0,27 0,51 0,69 4,8 6,3+ 0,02 0,56 0,85
12 18,23 4,9+0,20 0,32 0,43 19,0 3,1+0,10 0,28 0,36
13 7,74 5,0£0,03 0,43 0,55 7,2 5,0£0,13 0,48 0,66
14 11,16 3,5%£0,10 0,43 0,57 11,0 3,9+£0,06 0,43 0,61
15 10,55 3,4%0,10 0,43 0,70 9,7 4,4+0,05 0,44 0,64
16 10,20 3,1+0,15 0,44 0,61 9,1 4,7+0,13 0,46 0,66
17 10,07 3,3%+0,13 0,44 0,57 9,5 4,3+0,09 0,46 0,65
18 9,75 3,2%0,26 0,43 0,57 9,6 4,1+0,12 0,45 0,62
19 12,16 3,1+0,28 0,43 0,55 9,1 4,5%0,20 0,46 0,73
20 10,38 3,2%0,33 0,44 0,57 9,4 4,6 £0,08 0,46 0,63
Verde 8,7+0,04 0,65 0,90 7,8+0,10 0,65 0,87

1 Média de trés replicatas

Nos graos verdes observou-se o maior percentual de umidade, uma vez que
estes graos ainda ndo foram submetidos ao processo térmico (Tabela 3). Apos a
torra, os resultados obtidos para umidade variaram de 2,13 a 8,04% para café
robusta e 3,1 a 6,3% para café ardbica. Os maiores teores de umidade para ambos
os cafés foram verificados nas amostras dos ensaios 11. Ja os menores, para café
arabica, foram observados nas amostras 3, 4 e 12. No café robusta, os menores

indices foram vistos nas amostras 7 e 8.
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A agua pode compor de 10 a 13% do grao verde. Com a temperatura da
torra, esses indices tendem a diminuir (ANUNCIACAO et al., 2016). A partir disso,
€ possivel correlacionar os dados de umidade com a perda de massa ao longo da
torra, onde ensaios com maiores graus de torra tendem a demonstrar menores
niveis de umidade e ensaios submetidos a menores temperaturas de torra tendem
a apresentar maiores niveis de umidade. A umidade nos graos diminuiu conforme
0 grau de torra, sendo que em torras mais claras o teor de umidade foi superior a

torras mais escuras (LAUKALEJA et al., 2022).

3.2. Analises de acucares e cafeina

Na Tabela 4 é possivel observar que os resultados obtidos quanto ao nivel
de acuUcares presentes variaram para cada acglUcar e cada variedade de café
avaliada. O café arabica apresentou maior teor de acucares quando comparado
com o café robusta.

E possivel notar a predominancia de sacarose ap0s a torra, a auséncia de
glicose em todas as amostras e a presenca de frutose apenas nos graos verdes e
nas amostras 15 a 20 de café robusta. A sacarose foi 0 actcar de maior incidéncia
em ambos os cafés, sendo que os maiores niveis de sacarose foram encontrados
nos graos verdes. Nas amostras de café robusta, os niveis de sacarose variaram
de 2,52 a 4,71 g/100g e nas de arabica de 2,48 a 8,01 g/100g. Isso ocorre pois
graos verdes de café possuem uma grande concentracdo de aglcares que, apos a
torra, se desenvolvem em outros compostos. A concentracao de glucose e frutose
aumenta no inicio do processo de torra gracas a constante degradacdo da

sacarose. Quase todos os acucares livres sdo perdidos ao longo da torra em
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decorréncia da reacédo de Maillard e da caramelizacdo, ocasionando a formacéao de
diéxido de carbono, coloracéo, aroma e sabor (DIPPONG et al., 2022).

A partir dos resultados obtidos € possivel notar que os menores indices de
acucares, apresentaram-se no ensaio 12, onde foi empregada uma torra mais
intensa e houve os maiores graus de torra. Nesta amostra também foram vistos os
maiores valores de AE e as menores densidades, indicando a degradacdo dos
acucares e formacéo de coloracbes mais intensas e didxido de carbono.

Tabela 4. Niveis de acUcares para cafés arabica e robusta nos gréos verdes e nos obtidos
nas condi¢des de torra dos ensaios 11, 12 e nos pontos centrais (15 a 20)

Amostra Frutose (g/100g)!  Glucose (g/100g)* Sacaroszi
(9/1009)

Robusta Verde 0,38+ 0,0 ND<0,20 4,71 + 0,03
Robusta 11 ND<0,20 ND<0,20 4,48 £ 0,34

Robusta 12 ND<0,20 ND<0,20 ND<0,20
Robusta blend 15 a 20 ND<0,20 ND<0,20 2,52 +0,08
Arabica Verde 0,86 + 0,02 ND<0,20 8,01 + 0,06
Arabica 11 ND<0,20 ND<0,20 8,14 + 0,02

Arabica 12 ND<0,20 ND<0,20 ND<0,20
Arabica 15 a 20 0,36 + 0,01 ND<0,20 2,48 + 0,03

IMédia de trés replicatas
Resultados expressos em base seca

Os resultados obtidos quanto aos niveis de cafeina (Tabela 5) variaram
de 1,58 a 2,12 g/100g para café robusta e 0,75 a 1,27 g/100g para café arabica.
Os resultados estdo de acordo com o esperado, com o café robusta apresentando
teores maiores que o café arabica (TFOUNI et al., 2012). Os maiores teores de
cafeina foram encontrados nos ensaios dos pontos centrais (15 a 20) do café
robusta e os menores foram detectados nas amostras 6 e 13. Para o café arabica,

0s maiores indices foram observados nas amostras 14, 15, 16 e 17 e oS menores
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na amostra 8. A amostra com torra menos intensa (amostra 11) apresentou niveis
mais altos de cafeina, similar a amostra 12, que foi um ensaio com torra mais
intensa. Estudos disponiveis na literatura mostram diferentes comportamentos
para os niveis de cafeina em relacdo ao grau de torra do café. O estudo de
TFOUNI et al. (2012) mostrou um aumento dos niveis de cafeina nos cafés com
maior grau de torra. Para MAREK et al. (2020) cafés com torras mais claras
possuem 0s maiores teores de cafeina. Os estudos de VARADY et al (2021),
BICHO et al (2011) e HECIMOVIC (2011) ndo apresentaram alteracéo significativa
nos niveis de cafeina em relacéo ao grau de torra do café. Portanto, outros fatores

podem estar envolvidos na degradacéo desse composto.

Tabela 5. Niveis de cafeina em cafés arabica e robusta obtidos nos graos verdes e nos
diferentes ensaios realizados.

Cafeina (g/100g)*

Ensaio Café robusta Café arabica
Verde 1,47 £ 0,05 0,98 £+ 0,01
1 1,73+£0,12 0,99 + 0,02
2 1,79 £ 0,17 1,15+ 0,01
3 1,97 £ 0,12 1,24 £ 0,03
4 1,89 +£0,01 1,24 £ 0,03
5 1,81 +£ 0,07 1,21 +£0,01
6 1,58 £ 0,03 1,07 £ 0,02
7 1,92 £ 0,07 1,18 £ 0,02
8 1,91 £ 0,04 0,75+ 0,01
9 1,71 £ 0,02 1,20 £ 0,02
10 1,67 £ 0,04 0,94 + 0,03
11 2,09 + 0,05 1,21 +£0,01
12 2,12 + 0,20 1,08 £ 0,03
13 1,58 £ 0,05 1,22 £ 0,02
14 1,87 £ 0,03 1,27 £ 0,02
Blend 15, 16 e 17 2,34 + 0,07 1,27 £ 0,01
Blend 18, 19 e 20 2,23+0,12 1,25+ 0,02

IMédia de trés replicatas

Resultados expressos em base seca
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3.3. Teor de compostos furanicos

O teor de compostos furanicos variou muito dependendo do ensaio e do
composto em questdo (Tabela 6). Os compostos encontrados nas maiores
concentracfes entre os ensaios foram o furfural e o furaneol. O café arabica
apresentou maiores indices de compostos furanicos em relacdo ao café robusta,
resultado similar ao reportado por Dippong et al (2022), que concluiu em seu estudo
que existem maiores teores de derivados furanicos em café arabica do que em
robusta.

E possivel notar que, no grdo verde, os volateis analisados apresentam
uma menor quantidade quando comparados com o0s graos torrados dos outros
ensaios. Os grdos verdes, mesmo antes da torra, ja possuem uma pequena
concentracdo de compostos furanicos. Os compostos que contribuem para o aroma
do café sdo formados durante a torra. Os furanos sdo encontrados em
condensados de carboidratos que sofrem reacdes de escurecimento (DIPPONG et
al., 2022). Conforme comentado anteriormente, os graos verdes do café contém
grandes quantidades de acucares e, no processo térmico, esses acucares sofrem
a degradacédo e o rearranjo de carboidratos, formando o furano e os derivados
furanicos. Os produtos dessa reac¢do podem variar de acordo com a composicao
dos graos e a influéncia dela sobre o aroma do café pode depender do tipo de
acucares e aminoacidos envolvidos na reacéo, tempo e temperatura da reacao,
pressdo, pH e umidade (POISSON et al., 2017). Através da reacao de Maillard,
ocorre a degradacéo de acucares e isso influencia diretamente na formacéo do

sabor, aroma e coloracao dos graos torrados. Assim, pode-se inferir que graos mais

83



escuros possuem mais agucares, furanos e, consequentemente, um sabor mais
intenso.

Torras excessivas podem levar a degradacdo de muitas substancias
volateis, incluindo o furfural. Esse composto € formado nos estagios iniciais da torra
e, por isso, pode ser prejudicado se este processo for feito de maneira mais intensa
(POISSON et al., 2017). Diversos mecanismos estdo associados a formacéo de
furanos, incluindo degradacao térmica de aminoacidos, carboidratos e oxidacéo de
acidos graxos poliinsaturados. Ademais, a caramelizacdo de acucares € muito
importante na formacdo do 5-hidroximetilfurfural. Essa reacdo ocorre
simultaneamente a reacdo de Maillard, gerando a degradacdo de acuUcares e,
finalmente, formando o 5-HMF (Barrios-Rodriguez et al., 2022).

Diversas reacfes implicam na formacdo destes compostos, ndo sendo
possivel prever de forma exata a formacao deles e por isso cada perfil de torra tem
a sua individualidade.

Tabela 6. Teor de compostos volateis (furédnicos) nos cafés robusta e arabica obtidos
nos diferentes ensaios realizados.

Café robusta Café arabica
Furf Fura 5- Fura Furf Fura 5-
Café Furano aral > MF eol  HMFE  no ural > MF eol  HMF
Rob ( (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/ (mg/
usta mg/kg) kg) kg)
kg) kg) kg) kg) ko) kg) ko)
Verd 1,72 0,6 1,80 004 2,77 0,76 0,11 30,19 4,72
e 0,63
4,25 0,05 41,16 298 503 550 047 88,39 19,1
1
1,67 1
5 3,14 0,02 31,34 180 543 6,26 0,60 114,2 15,0
1,36 7 0
3 23,15 174, 55,2 316,6 99,8 28,4 232, 344, 1060, 545,
50 0 6 9 9 92 86 29 19
4 34,32 168, 74,2 349,6 125, 24,3 223, 285, 1073, 417,
84 0 2 29 5 97 48 65 19
5 10,06 0,53 67,38 4,61 151 8,42 195 149,2 21,2
3,66 4 1 7
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6,56 492 8510 549 8,08 825 120 1781 31,2

6 8,48 3 5

7 28,37 149, 82,0 246,3 38,7 49,7 165 283, 597,1 88,7
84 9 7 2 9 86 98 5 9

8 32,52 142, 86,8 2286 46,6 450 154, 322, 630,0 66,6
65 6 6 7 8 70 46 9 0

9 10,32 21,0 6,61 162,2 425 14,7 164, 48,0 7313 478,
9 6 5 4 08 0 5 35

10 9,46 252 8,03 1659 483 143 239, 684 7965 569,
1 6 6 0 84 3 0 57

2,26 0,06 1993 094 427 39 037 37,28 11,1

11

0,83 8

12 31,45 71,8 37,0 3398 24,7 325 752 691 3927 284
7 9 7 1 4 0 4 5 7

13 7,15 1,85 1363 174 793 323 7,33 408,6 140,
9,22 4 6 3 1 88

14 11,32 49,5 16,9 1810 80,1 183 326, 133, 708,6 659,
2 3 1 8 4 39 92 5 33

15 11,76 238, 7,06 129,3 449 136 238, 64,4 7993 664,
90 3 4 0 90 6 9 43

16 9,77 768 2,11 5361 11,0 114 615 181 190,3 146,
8 3 1 3 0 11

17 3,70 9,08 2,30 5885 14,3 4,79 519 16,8 241,7 166,
3 3 1 7 69

18 3,40 839 2,09 539 12,7 4,71 66,7 18,1 232,0 184,
2 2 4 7 10

19 2,81 8,15 2,07 5253 120 489 60,1 174 1990 262,
6 5 3 4 71

20 3,19 8,37 2,06 53,74 13,0 4,17 92,7 21,2 292,0 326,
8 1 6 0 11

3.4. Anélises estatisticas

As Tabelas 7 e 8 mostram os dados estatisticos para café robusta e café
arabica, respectivamente. Os dados analisados estatisticamente, a partir do
planejamento experimental, foram: perda de massa, densidade aparente,
densidade especifica, cor (Agtron), AE, cafeina, umidade, furano, furfural, 5-
metilfurfural, furaneol e 5-hidroximetilfurfural. Seguindo o planejamento

experimental, o coeficiente A é representado pelo parametro temperatura inicial, o
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coeficiente B € representado pela temperatura final e o coeficiente C é representado
pelo tempo de torra.

Observando a Tabela 7, nota-se que, para a perda de massa, o parametro
gue mais gera impacto € a temperatura final da torra, entrando em conformidade
com os dados ja discutidos anteriormente, onde foi possivel concluir que altas
temperaturas de torra impactam diretamente na perda de massa das amostras.
Para a densidade aparente, a temperatura final da torra também foi o parametro
mais significativo, o0 mesmo ocorrendo para a densidade especifica, 0 que
apresenta concordancia com os dados anteriores, onde 0s ensaios com as maiores
temperaturas de torra mostraram as menores densidades.

Para a analise de cor no Agtron diversos coeficientes foram significativos,
porém, o mais significativo, em maéddulo, foi a temperatura final. Isso também
ocorreu para a analise de coloragao a partir do AE. Afinal, é a partir das altas
temperaturas que a coloracdo mais intensa do café se desenvolve.

Para a cafeina os coeficientes mais significativos foram temperatura inicial
quadratica e tempo quadratico. Ou seja, a submissdo deste composto a variacao
de temperatura ocasiona influéncias significativas sobre este composto.

Na analise de furano, todos os parametros foram significativos. Porém, em
moddulo, o coeficiente de maior impacto foi a temperatura final. Para furfural e 5-
metilfurfural o mesmo aconteceu. Para furaneol e 5-hidroximetilfurfural nem todos
0s parametros foram significativos, porém, o coeficiente de maior impacto também
foi a temperatura final. Como citado anteriormente, as temperaturas de torra
ocasionam diversas reacbes nos agucares que, posteriormente formam os
compostos furanicos. Pode ser em decorréncia desse fato que a temperatura final

se torna significativa para todos estes compostos.
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A partir da andlise de torra (Agtron) em café robusta, quando analisamos o
tempo x temperatura (Figura 2A) € possivel notar que, os maiores graus de torra
encontram-se nos pontos centrais de temperatura final e por toda a faixa de tempo.
Para a cafeina, os maiores teores de cafeina encontram-se nos pontos centrais de
temperatura inicial e tempo (Figura 2B). Para a perda de massa, quando
analisamos tempo x temperatura final (Figura 2C), observamos que 0s maiores
percentuais de perda de massa estdo nas maiores temperaturas finais e tempo.
Para umidade, quando se analisa tempo x temperatura final (Figura 2D) observa-
se as maiores umidades nas menores temperaturas finais e maiores tempos.

Na Tabela 8, observa-se que, para a perda de massa, o parametro de maior
significancia foi a temperatura final. Para as densidades aparente e especifica,
coloragao Agtron e AE, o coeficiente de maior impacto também foi a temperatura
final. J& para a cafeina, o fator de maior significancia foi a temperatura inicial. Para
a umidade, foi a temperatura final. Na analise de furano, o coeficiente de maior
impacto foi o AB (temperatura final x temperatura inicial). Para o furfural, 5-
metilfurfural, furaneol e 5-hidroximetilfurfural, apesar de diversos parametros terem
sido significativos, o coeficiente de maior impacto, em modulo, foi o AB
(temperatura final x temperatura inicial). Para a maioria das analises, os resultados
obtidos dos parametros significativos de cada andlise para café robusta foram bem
similares aos de café ardbica. Assim, pode-se associar essas analises ao que foi
discutido anteriormente para a variedade robusta.

De forma geral, no café robusta o coeficiente de maior impacto nas analises
realizadas foi a temperatura final. J4 no café arabica, nas analises fisico-quimicas,
o coeficiente de maior impacto foi a temperatura final. Ja para a anéalise de volateis

foi o coeficiente AB (temperatura final x temperatura inicial). Para a analise de
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volateis em café arabica, o fator AB foi significativo, podendo indicar que outros
fatores além das reacdes envolvendo acucares possam estar envolvidos neste
processo.

O grau de torra (Agtron) em café arabica quando analisados os parametros
tempo x temperatura final (Figura 3A), pode-se concluir que, os maiores graus de
torra estdo presentes quando aplica-se uma menor temperatura na amostra,
independente do tempo. Na andlise de cafeina, a partir dos parametros tempo x
temperatura inicial (Figura 3B) foi possivel visualizar que os maiores teores de
cafeina se encontram no parametro 0 (ponto central) de temperatura inicial. Para
densidade aparente, 0s maiores valores sao encontrados nas menores
temperaturas finais, independente do tempo (Figura 3C). Na perda de massa, 0s
maiores valores encontram-se nas maiores temperaturas finais e nos maiores
intervalos de tempo (Figura 3D).

A falta de ajuste em algumas analises ocorre em decorréncia do valor muito
baixo do erro puro obtido pelas andlises estatisticas. Da SILVEIRA et al. (2016), a
partir da ANOVA obteve a equacgdo quadratica para algumas analises com valores
muito baixos de erro puro. Assim, o valor de F para o ajuste do modelo dessa
resposta pode ter sido superestimado como resultado de subestimacao do erro
puro, resultado na falta de ajuste observada em algumas analises.

A falta de significAncia da regressdo em algumas analises como a de
furfural, 5-metilfurfural e 5-hidroximetilfurfural em café robusta (Tabela 7) e furfural
e 5-metilfurfural em café arabica (Tabela 8) podem indicar que existem muitos
fatores envolvidos na formacdo destes compostos, ndo sendo viavel fazer uma
predicédo a partir deste modelo. Diversas reacdes estao envolvidas na formacao de

derivados furanicos como a reacdo de Maillard, degradacdo térmica de
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aminoacidos e carboidratos, oxidacédo de acidos graxos poliinsaturados e hexoses

na matriz de alimentos (BARRIOS-RODRIGUEZ et al., 2022).

Tabela 7. Dados estatisticos do Café Robusta.

Coeficientes Signif.
Model fit
Respostas Modelo Regres.
A B c A2 B2 c? AB AC BC (p>0,05)
(p<0,05)
Perda de
Linear 3,32 0,0014 0,47018
Massa
D Ap Quadratico -0,06 -0,01 0,0000 0,77428
D Espec Linear -0,08 0,0001 0,09805
Agtron Quadratico -0,52 -24,19 -4,97 -0,72 -11,36 -1,56 -4,32 0,0000 0,00038
AE Quadratico 0,11 10,12 1,99 0,77 -0,30 0,62 0,0000 0,04207
Cafeina Quadratico -0,19 -0,18 0,0000 0,56430
Umidade Quadratico 0,25 -1,33 -0,27 0,19 1,01 0,21 0,30 -0,21 -0,54 0,0029 0,00094
Furano Quadratico 0,68 10,51 1,44 3,49 5,95 3,25 2,49 -1,18 -0,73 0,0005 0,00061
Furfural Quadratico 24,09 79,86 10,38 64,14 6,61 56,14 25,03 -28,01 -45,27 0,2011 0,00000
5MF Quadratico 2,24 26,02 5,15 7,41 11,40 8,14 2,43 -1,23 4,27 0,1060 0,00000
Furaneol Quadratico 106,55 -2,65 37,90 43,49 35,97 -33,90 0,0000 0,00231
SHMF Quadratico 3,14 24,60 -2,13 12,11 13,30 4,21 -1,92 -18,14 0,1164 0,00003
Tabela 8. Dados estatisticos do Café Arabica.
Coeficientes Signif.
Model fit
Respostas Modelo Regres.
A B c A? B2 c? AB AC BC (p>0,05)
(p<0,05)
Perda de
Quadréatico 4,22 0,97 0,93 0,0000 0,21557
Massa
D Ap Quadréatico -0,10 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 0,0000 0,04244
D Espec Linear -0,13 0,0024 0,24489
Agtron Quadratico -25,90 -4,50 2,29 0,0000 0,10120
AE Quadréatico 11,16 2,37 -1,16 0,0000 0,22679
Cafeina Quadréatico -0,06 -0,02 -0,02 -0,07 -0,04 -0,06 -0,09 -0,09 0,0009 0,01121
Umidade Linear -0,80 0,59 0,0000 0,21583
Furano Quadréatico 7,54 4,11 8,96 0,0480 0,02009
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Furfural Quadratico 13,87 -16,24 6,53 27,92 14,63
5MF Quadratico -8,59 16,73 8,99 64,73 11,29

Furaneol Quadratico 49,02 -48,89 53,62 141,71 48,23
5HMF Quadratico 65,81 -52,78

-9,51
12,65
42,49

-59,10

74,39 -36,17 -36,40 0,1775 0,00052
113,78 -43,17 -43,39 0,1489 0,00000
278,91  -188,71 -187,94 0,0450 0,00112
121,16  -110,37 -106,85 0,0181 0,04946

Fitted Surface; Variable: Tomra (Agtron)
3 factors, 1 Blodks, 20 Runs; MS Pure Emor=.2477407
DV: Torma (Agtron)

Tempo (Min)

‘~2‘O 1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Temperstura Final (°C)

Fitted Surface; Variable: Quebra (%)
2 factors, 1 Blodks, 20 Runs; MS Pure Emor=.7197504
DV: Quebra (%)

Tempo (Min)

-20 -1.5 -1.0 0.5 0.0 05 1.0 1.5

Temperatura Final (°C)
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Fitted Surface; Varisble: Cafeina
3 factors, 1 Blodks, 20 Runs; MS Pure Emor=.0113467

DV: Cafeina
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Figura 2. Superficies de resposta geradas para as analises de café robusta.
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Figura 3. Superficies de resposta geradas para as analises de café robusta.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que torras mais intensas, com temperaturas

mais elevadas, resultam em gréos de coloracdo mais escura e mais intensas. Os

acucares do café podem ser degradados durante a torra e, por iSso, 0S gréos

torrados apresentaram menores concentracdes de acucares do que o grao verde.

Esses agl]cares, durante a torra, se transformam em outros compostos que

contribuem com o aroma e sabor do produto, dentre esses compostos estdo 0s

derivados furanicos. Conforme observado no presente estudo, esses compostos



presentes no café se desenvolvem durante a torra e variam de concentracdo
conforme as diferentes condi¢des de torra a que os graos sdo submetidos. Diversas
rotas estdo envolvidas na formacdo destes compostos e por isso cada torra € tao
individual.

A estatistica realizada para os resultados obtidos nas analises fisico-
quimicas em café robusta mostram que o parametro mais significativo foi a
temperatura final e para a cafeina foi a temperatura inicial. Para os compostos
furanicos o parametro mais significativo foi a temperatura final, indicando que este
€ o fator mais relevante na formacdo destes compostos. No café arabica, a
temperaura final também foi o parametro mais signifcativo para os resultados
obtidos nas determinacdes fisico-quimicas e, para cafeina, a temperatura inicial.
Para os compostos furanicos o parametro mais significativo foi a relacao
temperatura inicial x temperatura final. Assim, € possivel concluir que torras com
temperaturas finais mais elevadas tém maior impacto sobre os resultados das
determinacdes fisico quimicas de ambos os cafés. A cafeina € influenciada pela
temperatura inicial e os derivados furanicos sdo influenciados pela temperatura
aplicada durante o processo.

A torra do café é um processo complexo e seus diversos fatores influenciam
de diferentes formas a qualidade final do produto. Muitos aspectos estédo envolvidos
e influenciam neste processo, fazendo-se necessario o estudo de cada
particularidade, portanto faz-se necessario o monitoramento das condicdes de torra

para que a qualidade do produto seja mantida.
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