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RESUMO

SANTOS, R.T.M. Desenvolvimento de procedimento analitico para determinacéo
de furfurais em cafés utilizando fotometria por imagens digitais. 2023. 84 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2023.

Os compostos derivados furanicos (e.g. furfural e 5-hidroximetilfurfural, HMF) s&o
formados como resultado da degradacé&o de carboidratos durante o processo de torra
do café. A reducéo na concentracdo desses furanos esta relacionada ao aumento do
grau de torra, uma vez que sao degradados em altas temperaturas. Portanto, é
necessario monitorar esses compostos como parametros de qualidade para o café
torrado e as quantidades dessas espécies tém também sido utilizadas para diferenciar
cafés especiais e tradicionais, estes tipicamente submetidos a torras mais intensas.
Os métodos analiticos comumente utilizados para quantificar os furanos, como o
HPLC, sdo demorados, trabalhosos e caros. Neste estudo, foram desenvolvidos
métodos analiticos simples e econdémicos para a determinacéo de furfurais em cafés
torrados, utilizando fotometria por imagens digitais. Os métodos envolveram a reacao
do furfural ou HMF com anilina em meio &cido, resultando em produtos de cor rosa
(furfulidenanelina) e amarelo (base de Schiff), respectivamente. As reacles
colorimétricas e as medidas fotométricas foram realizadas diretamente em microtubos
de polipropileno, sob condi¢cdes de iluminagdo controlada. As medidas analiticas
foram baseadas em imagens digitais capturadas pela camera de um smartphone e

convertidas em valores RGB por meio do aplicativo PhotoMetrix® 1.8. As intensidades
da radiacdo refletida nos canais G (verde) e B (azul), correspondentes as cores
complementares dos produtos da reacédo foram utilizados como parametros analiticos.
As concentracdes dos reagentes foram otimizadas pelo método univariado, resultando
nas seguintes condic¢des: anilina 8% (m/v) e acido acético 80% (v/v), com tempo de
reacao de 5 min, para a determinacao de furfural e anilina 8% (m/v) e acido acético
30% (v/v), com tempo de reacdo de 10 min, para a determinacdo de HMF. Para a
determinacdo de furfural, foi obtida resposta linear de 0,16-1,33 mg L, descrita pela
equacao S = (104,4+0,5) + (29,2+0,7) C (r = 0,998), com limite de deteccao (LD) de
0,05 mg L%, limite de quantificacéo (LQ) de 0,16 mg L™ e coeficiente de variacéo (CV)
foi de 0,48% (n = 10). No método para a determinagdo de HMF, a faixa linear foi de
30-200 mg L1, descrita pela equagéo S = (50+2) + (0,18+0,01) C (r = 0,994), com LD
de 10 mg L%, LQde33mgLteCV (n=10)de 0,92%. A aplicacdo do método para a
determinacao de HMF foi inviabilizada pela intensa sobreposicdo espectral do produto
de medida com o extrato de café. O procedimento proposto para o furfural consumiu
50 mg de amostra, 1 mL de etanol e 40 mg de anilina por determinacéo, resultando
em apenas 1,5 mL de residuo. Os resultados obtidos para a determinacdo em cafés
torrados foram concordantes com os obtidos pelo método de referéncia HPLC. Devido
a essas caracteristicas, bem como a portabilidade e ampla disponibilidade de
smartphones, o método proposto torna-se atraente para a determinacgéo do furfural,
com o objetivo de avaliar a qualidade do café e monitorar o processo de torra.

Palavras-chave: Qualidade de cafés, Derivados furanicos, Fotometria, Imagens
digitais, Quimica analitica limpa.
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ABSTRACT

SANTOS, R.T.M. Development of an analytical procedure for the determination
of furfurals in coffee using digital image photometry. 2023. 84 p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2023.

Furanic compounds (e.g. furfural and 5-hydroxymethylfurfural, HMF) are formed as a
result of carbohydrate degradation during the coffee roasting process. The reduction
in the concentration of these furans is associated with an increase in the degree of
roast, as they are degraded at high temperatures. Therefore, it is necessary to monitor
these compounds as quality parameters for roasted coffee and the amounts of these
species have also been used to differentiate specialty and traditional coffees, with the
latter typically undergoing more intense roasting. The analytical methods commonly
used for quantifying furans, such as HPLC, are time-consuming, labor-intensive, and
expensive. In this study, simple and cost-effective analytical methods were developed
for the determination of furfurals in roasted coffees using digital image photometry. The
methods involved the reaction of furfural and HMF with aniline in acidic medium,
resulting in pink (furfurylidenaniline) and yellow products (Schiff base), respectively.
The colorimetric reactions and photometric measurements were carried out directly in
polypropylene microtubes under controlled lighting conditions. The analytical
measurements were based on digital images captured by a smartphone camera and
converted into RGB values using the PhotoMetrix® 1.8 application. The intensities of
the reflected radiation in the G (green) and B (blue) channels, corresponding to the
complementary colors of the reaction products were used as analytical parameters.
The reagent concentrations were optimized by the univariate method, resulting in the
following conditions: aniline 8% (m/v) and acetic acid 80% (v/v), with a reaction time of
5 min, for the determination of furfural; and aniline 8% (m/v) and acetic acid 30% (v/v),
with a reaction time of 10 min, for the determination of HMF. For the determination of
furfural, a linear response in the range 0.16-1.33 mg L was obtained, described by
the equation S = (104.4+0.5) + (29.2+0.7) C (r = 0.998), with a limit of detection (LD)
of 0.05 mg L1, limit of quantification (LQ) of 0.16 mg L, and coefficient of variation
(CV) of 0.48% (n = 10). In the method for the determination of HMF, the linear range
was 30-200 mg L, described by the equation S = (50+2) + (0.18+0.01) C (r = 0.994),
with a LD of 10 mg L%, LQ of 33 mg L, and a CV of 0.92% (n = 10). The application
of the method for HMF determination was hindered by the strong spectral overlap
between the measurement product and the coffee extract. The proposed procedure for
furfural consumed 50 mg of sample, 1 mL of ethanol, and 40 mg of aniline per
determination, resulting in only 1.5 mL of waste. The results obtained for the
determination in roasted coffees agreed with those obtained by the HPLC reference
method. Because of these characteristics, as well as the portability and widespread
availability of smartphones, the proposed method is attractive for furfural
determination, aiming to evaluate coffee quality and monitor the roasting process.

Keywords: Coffee quality, Furan derivatives, Photometry, Digital Images, Green
analytical chemistry.
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1. INTRODUCAO

O café é a segunda bebida mais consumida no mundo, ficando atras apenas
da agua [1]. O Brasil € o maior produtor de café do mundo, responsavel por um terco
da producéo global, e 0 segundo maior consumidor da bebida [2]. Segundo o relatério
do Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (Cecafé), em 2022, o Brasil atingiu
o recorde historico de receita cambial de exportacdes de café no valor de US$ 9,2
bilhdes, tendo exportado 39,3 milhdes de sacas de 60 kg, incluindo cafés verde,
torrado, moido e solavel [3].

A medida que os consumidores se tornam cada vez mais exigentes em relagéo
a qualidade dos produtos, o café especial tem se tornado mais popular. O café
especial € uma classificacdo dada a graos de café que atendem a critérios rigorosos
de qualidade, incluindo origem, sabor, aroma, acidez, dogura e corpo. Esses critérios
sao rigorosamente avaliados para garantir que os graos selecionados atinjam um
padrdo de qualidade superior [4]. O café especial tem se consolidado como a
preferéncia dos consumidores, o que tem contribuido significativamente para agregar
valor ao produto [1].

Diversos fatores influenciam as caracteristicas qualitativas e sensoriais do grao
de café, além de sua variedade, incluindo fatores intrinsecos como a composi¢ao
quimica do grao, influenciada por condi¢cdes genéticas, solo, clima, regidao e altitude,
e fatores extrinsecos, como o0s métodos de manejo, colheita, transporte,
processamento, armazenamento, moagem e torrefagéo [5].

A torra € um dos processos mais relevantes no desenvolvimento de aroma, cor
e sabor do café. Durante a torrefacdo, os grdos de café sofrem diversas
transformacdes fisico-quimicas, que afetam a qualidade sensorial da bebida, podendo
variar conforme espécie e cultivar [6]. No processo da torra classica, os graos de café
verde s&o submetidos a temperaturas entre 180-230°C, por 12 a 15 min [7], sendo
que a estrutura dos grdos comeca a se modificar a partir dos 50°C, devido a
evaporacao da 4gua e desnaturacdo de proteinas. Acima de 100°C, os graos de café
sofrem escurecimento, devido a decomposicao térmica e a pirdlise de compostos
organicos [8]. O grau de torra, classificado a partir do tempo e temperatura da
torrefacdo, € normalmente avaliado qualitativamente a partir da cor, sendo classificado

como café de torra clara, média ou escura [9].
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O bioquimico francés Louis-Camille Maillard, em 1912, publicou seu primeiro
estudo sobre a reacao que passou a receber seu sobrenome [10]. Trata-se da reacéo
guimica entre o grupo carbonila de um carboidrato e a funcdo amino livre de
aminoacidos, peptideos ou proteinas [11]. Durante a torrefacdo do cafe, as condi¢cdes
sdo propicias a reacdo de Maillard, sendo um ambiente com elevada concentracéo de
sacarideos (principalmente aclcares redutores), baixo pH, devido a presenca de
acidos organicos, baixa atividade de agua e elevada temperatura [8].

Durante a torrefacdo do café, inclusive devido a reacdo de Maillard, ocorre a
formacgéo de uma ampla variedade de compostos volateis, dentre os quais a principal
familia é a dos furanos. Os furanos sao compostos organicos aromaticos
heterociclicos que contém atomos de oxigénio em sua estrutura [11]. Os principais
compostos encontrados em cafés torrados, entre os derivados de furano, sdo o 2-
furfural (2-F) e o 5-hidroximetilfurfural (HMF) [12,13].

Os niveis de furanos no café estédo correlacionados com o grau de torra, sendo
gue cafés com torra escura apresentam concentracdes menores do que os cafés com
torra branda [14], principalmente devido a instabilidade térmica e degradacéo durante
0 processo da torrefacdo. Assim, derivados de furano podem ser empregados como
marcadores e indicadores de qualidade, identificando efeitos de aquecimento e
auxiliando o monitoramento do processo de torra [15].

Devido as quantidades expressivas de derivados do furano em cafés torrados
e seus provaveis efeitos toxicologicos, had a necessidade de monitorar
guantitativamente esses compostos [16]. Em razdo a sua volatilidade, a determinacéo
de compostos furanicos é normalmente realizada por cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS) [17], usualmente apOGs microextracdo em fase
sélida (SPME) [18] ou microextracdo em fase liquida (LPME) [19]. Nos ultimos anos,
a técnica analitica mais utilizada para a determinacao de furfural no café tem sido a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao espectrofotométrica no
ultravioleta (UV) a 280 nm [20] e utilizando coluna de fase reversa (RP) [15,21,22].

Apesar das diferentes alternativas disponiveis, 0os métodos analiticos
anteriormente citados sdo usualmente trabalhosos, envolvem muitas etapas,
equipamentos caros e consomem quantidades elevadas de reagentes e solventes.
Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de procedimentos analiticos

mais rapidos e praticos para a determinacdo de furanos em cafés.
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Spot tests sdo ferramentas analiticas simples, rapidas e de baixo custo, que
requerem quantidades reduzidas de amostras, reagentes e solventes, geralmente
explorando reacdes colorimétricas. Os spot tests foram relatados pela primeira vez
por Feigl, em 1966, para analises qualitativas, utilizando algumas gotas de amostras
e reagentes [23,24]. Posteriormente, foram amplamente aplicados para andlises
quantitativas de compostos organicos e inorganicos [25,26].

Recentemente, spot tests tém sido combinados com medi¢cdes fotométricas
baseadas em imagens digitais em diversos estudos e com interesse crescente pela
industria. A imagem (foto), inicialmente, era obtida por cameras digitais [27] e
digitalizada por scanners para interpretacdo dos dados, utilizando softwares
especificos [28,29]. Atualmente, é mais usual utilizar a camera de um smartphone
para capturar a imagem e medida da cor da gerada através de reacdes colorimétricas
com o analito [24,30] utilizando softwares gratuitos para a conversao de imagens
digitais em informacdes analiticas como, por exemplo, valores de RGB (do inglés Red,
Green, Blue). No sistema de cores RGB, os canais R, G e B sdo combinados de modo
a reproduzir o espectro de cores naregido visivel [30]. Essa associa¢cao com spot tests
é atraente devido ao baixo consumo de reagentes e amostras, e as imagens de alta
resolucdo geradas pelas cameras dos smartphones, com portabilidade e
detectabilidade muitas vezes comparavel as obtidas com espectrofotdmetros
convencionais [31].

A possibilidade de medic¢des no local de processamento (point of care), inerente
a fotometria por imagens digitais obtidas com smartphone, com baixo consumo de
reagentes, praticidade, baixa demanda de energia e com instrumentacao simples, é
atrativa para analises de rotina [32,33]. Outros aspectos atrativos incluem a menor
manipulacdo de solucbes e solventes, minimizando o risco de contaminacdo da
amostra e exposicdo do analista, além da baixa geracdo de residuos, reduzindo
impacto ao meio ambiente [32]. Varios estudos tém explorado métodos analiticos que
empregam fotometria baseada em imagens digitais em diversas areas com uma
ampla gama de aplicagdes, incluindo o controle de qualidade de alimentos e bebidas
[27,30,32]. Nesta dissertacéo, foi proposto o desenvolvimento de um spot test para
monitorar compostos derivados de furano, termossensiveis, durante o processo de
torrefacdo do café, por meio da fotometria por imagens digitais obtidas por

smartphones.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desta dissertacdo foi o desenvolvimento de procedimentos
analiticos para a determinacéo de furfural e HMF em cafés torrados, explorando spot
test e fotometria por imagens digitais. Objetivou-se métodos analiticos que
consumissem pequenas quantidades de reagentes e solventes e adequado para
analises de rotina, incluindo o monitoramento da torra do café e como parametro de

qualidade do café torrado. Sao objetivos especificos:

0] Definir o método analitico e otimizar os procedimentos para a
determinacao de furfural e HMF por fotometria com imagens digitais;

(i) Estabelecer as condicbes 6timas para a extracao de furfural e HMF de
amostras de café;

(i)  Validar o procedimento desenvolvido para a determinagéo de furfural e

HMF em amostras de cafés tradicionais e especiais.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Café

O café teve origem no século IX na Etiopia e se espalhou pelo mundo através
do Egito e da Europa [34]. No século XVIII, o café foi introduzido no Brasil, a partir de
sementes e mudas originarias da Guiana Francesa. As primeiras plantagbes foram
estabelecidas no Para e a cultura do café rapidamente se espalhou pelos Estados do
norte do pais [35]. Em pouco tempo, a cafeicultura se espalhou por todo o territério
nacional, com destaque para a regido sudeste, onde as zonas climaticas se
mostravam mais adequadas ao cultivo. Atualmente, essa regido é a principal
produtora de café no pais [36].

Em pouco tempo o Brasil se tornou o maior produtor de café do mundo,
responsavel por 70% da exportacdo mundial [2]. O café € uma commaodity de extrema
importéancia econdmica, gerando riqueza e impulsionando o desenvolvimento de
diversos setores no pais, como agricola e industrial [36].

O cultivo do café demonstrou grande adaptabilidade ao clima tropical, uma vez
que os graos se desenvolvem melhor em climas quentes e Umidos [37]. Devido a sua
vasta extensao territorial, o Brasil apresenta uma grande diversidade de climas,
relevos, altitudes, latitudes e solos, o que permite que cada regido produtora de café
produza diferentes tipos de graos, resultando em bebidas de qualidade e
caracteristicas Unicas [38].

Atualmente, mais de 100 espécies do género botanico Coffea L. (familia
Rubiacea) sdo conhecidas mundialmente [39]. Entretanto, nem todas possuem valor
econdbmico, apenas o café robusta (Coffea canephora) e o café ardbica (Coffea
arabica) sao variedades produzidas e comercializadas [40], correspondendo,
aproximadamente, a 30% e 70% da produgdo mundial de café, respectivamente [5].
Essas espécies de café se diferenciam em diversos aspectos, como composi¢ao
quimica, qualidade dos gréos, preco de mercado e aceitacao pelo consumidor [41].

O café robusta, também conhecido como conilon, € uma variedade de café com
alto teor de cafeina e solidos soluveis. Embora seja conhecido por ter um sabor mais
forte e amargo que a variedade arabica, o café robusta € uma opc¢ao mais econdémica
para os produtores, devido a sua maior resisténcia a doencas, pragas e capacidade
de crescer em condi¢cdes menos favoraveis, resultando em uma maior produtividade

e menor custo de producéo [42]. O café robusta € comumente comercializado como
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"café tradicional" e frequentemente utilizado na producéo de café sollvel ou como
base para blends com o café arabica [40]. E cultivado principalmente em regides de
baixa altitude, com predominancia nos Estados do Espirito Santo e Rondonia e, em
menor escala, em parte da Bahia e de Minas Gerais [43].

O café arabica é considerado um café de alta qualidade devido ao seu sabor e
aroma suave e adocicado, que sao resultantes de uma menor concentracdo de
cafeina e uma maior quantidade de acucares em comparacgao a outras variedades de
café. Essa caracteristica € uma das principais motivacbes para preferéncia do
consumidor [44]. E cultivado em altitudes acima de 800 metros, predominantemente
nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Bahia, Rio de Janeiro e em parte
do Espirito Santo [43]. Existem diversas variedades da espécie arabica, como Mundo
novo, Acaia, Catuai vermelho e amarelo, Bourbon vermelho e amarelo [34]. Em
termos visuais, as duas variedades de café apresentam diferencas distintas. Os graos
de café arabica séo ovais e de cor verde clara, enquanto os graos de café robusta tém

uma forma arredondada e cor castanha [39].

3.2. Qualidade do café especial

O mercado de cafés especiais tem experimentado um crescimento significativo
devido as novas tendéncias de consumo de café e a mudanca das preferéncias dos
consumidores. Café especial é uma classificacdo dada a gréos de café arabica de alta
gualidade, que séo cultivados em condicfes ideais de altitude, clima e solo. Esses
cafés geralmente possuem sabores e aromas complexos e distintos, que sao
resultado de métodos de cultivo e processamento cuidadosos. Além disso, os cafés
especiais sdo normalmente rastreaveis até suas fazendas de origem e geralmente
possuem um preco mais elevado em relacao aos cafés tradicionais [45].

A definicdo de café especial € muito ampla e subjetiva, portanto, € necessario
estabelecer critérios objetivos e confidveis para definir a qualidade.

Cada pais produtor de café tem sua prépria metodologia para avaliar a
gualidade dos gréos. No entanto, as classificacées da Specialty Coffee Association of
America (SCAA) sdo amplamente reconhecidas como as mais adequadas para cafés
especiais. Essa avaliacdo normalmente é realizada através da prova da xicara, onde
sdo avaliados 10 atributos sensoriais. Com base nessa avaliagédo, é atribuida uma

pontuacdao final, conhecida como "Pontuacéo Total", para as amostras de café [46].
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Essa avaliagdo possibilita a classificacdo quanto a qualidade, uma vez que cafés que
atingem uma pontuacao igual ou superior a 80 pontos sé&o considerados especiais,
enquanto aqueles que pontuam abaixo de 80 sdo considerados nao especiais. A
classificacdo é baseada em uma prova de degustacdo, na qual um avaliador
certificado pela Coffee Quality Institute (CQI), conhecido como Q Grader (Arabica
Quality Grader), avalia as notas de sabor do café a partir de amostras torradas e
moidas, buscando garantir uma avaliacdo objetiva e confiavel [47]. Um avaliador
treinado € capaz de identificar a diferenca sensorial entre bebidas elaboradas com
graos de café especiais e bebidas elaboradas com gréos regulares. Devido aos graos
de café especiais apresentarem caracteristicas sensoriais mais complexas e distintas,
em comparacao aos graos regulares que tendem a ter um perfil sensorial mais simples
e uniforme [17].

No Brasil, a avaliacdo da qualidade do café é regulamentada pela Instrucao
Normativa n°® 8 do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), de 11 de junho de
2003, que estabelece a técnica de prova da xicara como método de classificacdo da
bebida. A avaliacdo da qualidade do café brasileiro ocorre em duas etapas distintas:
a classificacdo dos tipos ou defeitos do grdo e a avaliagdo da bebida. Além disso, o
café pode ser classificado por peneira, cor, torrefacdo e outras caracteristicas
descritivas [38].

A Associacao Brasileira da Industria do Café (ABIC) estabeleceu, em 2004, o
Programa de Qualidade do Café. Para classificar a qualidade do café, provadores
treinados em laboratérios credenciados avaliam diversas caracteristicas, como aroma,
acidez, corpo, adstringéncia, fragrancia do p6 e amargor, atribuindo uma nota de
Qualidade Global (QG) de 0 a 10. Essa nota é util para o consumidor escolher a
qualidade de café desejada, sendo os cafés classificados em trés categorias: extra
forte ou tradicional (QG entre 4,5 e 5,9), superior (QG entre 6,0 e 7,2) e gourmet (QG
entre 7,3 e 10). Os cafés com QG inferior a 4,5 ndo atendem aos padrées de qualidade
estabelecidos pela ABIC [48].

E notavel, portanto, que a qualidade do café exerce forte influéncia sobre o seu
valor de mercado [49] e cafés classificados como especiais sdo comercializados com
um preco entre 20% e 25% superior ao de cafés tradicionais [1]. Em 2022, houve uma
grande ascensdo no mercado de café, sendo que o café especial correspondeu a 6,7
milhdes de sacas, representando 17% de todo café exportado pelo Brasil. Foram

realizadas transacdes com 145 paises, sendo o Estados Unidos (20,2%) e a
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Alemanha (18,2%) os paises que mais importaram o café especial do Brasil [50]. Por
um longo periodo, os cafés especiais produzidos no Brasil eram destinados
exclusivamente ao mercado externo, enquanto os cafés de qualidade inferior eram
consumidos internamente. Atualmente, € possivel encontrar produtos de café

diferenciados em cafeterias, supermercados e outros estabelecimentos [41].

3.3. Torrefacado e a formacgédo de compostos furanicos em café

A torrefacdo do gréo de café é uma das etapas mais importantes no processo
produtivo, pois é responsavel pela formag¢do de sabor, aroma, mudanca de cor,
alteracdo na textura e volume do gréao. Diversos fatores podem afetar o processo de
torrefacdo do café, como o método utilizado, caracteristicas do grdo como variedade
e teor de umidade, etapas de manejo e processamento [5].

O processo de torrefacao do café envolve trés fases distintas: secagem, pirélise
e resfriamento. Na etapa de secagem, 0s graos sdo expostos a altas temperaturas
para acelerar a evaporacdo da agua, presente nos graos verdes de 8% a 13%, para
uma reducédo de umidade final nos graos torrados de 1,5% a 3,5%. Isso torna a
torracdo mais uniforme, evita o estouro dos graos e permite que o calor seja distribuido
de maneira mais homogénea; nesta etapa o café passa da cor verde ao amarelo.
Durante a fase da pirdlise, ocorre a exposi¢do dos graos a altas temperaturas, entre
180°C e 230°C, que provoca a decomposicao térmica de compostos organicos. Nessa
fase ocorre a liberacao de produtos volateis (agua, COz, CO), resultando na expanséo
volumétrica dos graos de café. Isso ocorre devido a pressao gerada pela evaporacéo
da umidade residual dos gréos crus e pela formacéo de gases durante o processo. As
mudancgas na microestrutura celular e nos componentes poliméricos dos graos
contribuem para essa expansédo, tornando a parede celular menos resistente. A
guebra de moléculas de acucares, proteinas e &cidos organicos (e.g. acido
clorogénico) gera compostos como aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, lactonas e
outros que contribuem para o sabor, aroma e coloragdo marrom caracteristico do café
torrado. Apos atingirem a cor desejada, os graos de café passam pela fase final da
torrefacdo, sendo imediatamente resfriados por meio do ar ambiente ou por agua, que
pode ser injetada na camara de torracdo. Esse resfriamento é crucial para interromper

as reacoes de pirdlise [8,51].
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Durante o processo de torra do café, ocorrem simultaneamente a
caramelizacdo e a reacao de Maillard, que alteram a cor e o sabor dos gréos,
resultando em mudancas significativas nas suas caracteristicas fisicas e quimicas
[11]. O tempo e a temperatura empregados no processo de torrefacdo podem
influenciar significativamente no grau de escurecimento dos graos, que pode ser
monitorado pela cor, sabor e aroma desenvolvidos, perda de massa ou pelas
alteracdes quimicas observadas [42]. Na avaliacdo da torra pela cor, € comum utilizar
trés niveis: torra clara, torra média e torra escura (Figura 1). Cafés com torra clara
apresentam um sabor suave e acido, com o0s graos mantendo sua cor clara original,
sendo indicada para cafés especiais. A torra média gera grdos com um sabor
equilibrado e encorpado, com torra por um pouco mais de tempo, resultando em
coloracdo mais escura e aroma mais pronunciado. Ja a torra escura € a mais intensa,
gerando cafés com sabor forte e aroma pronunciado; os grdos séo torrados por mais
tempo, resultando em coloracdo escura e, as vezes, com uma leve oleosidade na
superficie. Esse tipo de torra € comum em cafés expressos e blends [9]. Os niveis de
torra mencionados podem ser ajustados de acordo com as preferéncias dos

consumidores e as caracteristicas dos graos de café utilizados.

Figura 1 - Niveis de torra do café (a) torra clara, (b) torra média e (c) torra escura

Fonte: www.starbucks.com.br/cafe/torra

Dentre as diversas reacdes quimicas que ocorrem durante o processo de
torrefacdo, a reacdo de Maillard, também conhecida como escurecimento né&o
enzimatico, é a reacdo que mais impacta nas propriedades sensoriais e nutricionais
do café. Essa reacdo € caracterizada por uma complexa cascata de reacdes, que
pode ser dividida em trés estagios: estagio inicial, intermediario e final [11]. No estagio
inicial, ocorre a condensacao do grupo carbonila do agucar redutor e um grupamento
amino livre, formando um composto intermediario chamado de glicosilamina. Em

seguida, ocorre um rearranjo molecular que resulta na formacdo de um produto
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intermediario mais estavel, chamado de produto de Amadori, que ndo possui cor ou
absorcdo no ultravioleta [52]. No estédgio intermediario, com o prolongamento do
aguecimento, os produtos de Amadori desidratam, formando uma imina ou uma base
de Schiff altamente reativa. Nessa etapa intermediaria, surgem compostos
dicarbonilicos, redutonas, derivados de furfural e produtos da degradacéo de Strecker.
Esses compostos tém a capacidade de absorver radiagdo na regido ultravioleta e
alguns séao fluorescentes [11,52]. No estagio final, ocorre a formacdo de compostos
heterociclicos de alto peso molecular, aromas caracteristicos e pigmentos marrons.
Entre esses compostos, destacam-se as melanoidinas, polimeros complexos
resultantes da condensacao de compostos intermediérios altamente reativos, como
as bases de Schiff e as enoliminas. As melanoidinas sdo responsaveis pela coloracao
marrom dos alimentos, especialmente daqueles que sdo submetidos a altas
temperaturas [13,41]. As principais etapas da reacao de Maillard nos alimentos pode
ser visualizada na Figura 2, enfatizando a formagéo do HMF e furfural.

Figura 2 - Representacdo das principais etapas da reacdo de Maillard, destacando a formacéo do
hidroximetilfurfural e furfural.
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Fonte: adaptada de Francisquini et al. (2017) [11].
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O café apresenta uma matriz extremamente complexa em relacdo ao seu
aroma, contendo em torno de mil compostos volateis. Além de ampliar as
concentracfes de compostos presentes nos graos crus, a torrefacao também favorece
a formacdo de novos compostos volateis, sendo os furanos a familia predominante,
seguida por pirréis, tiazois, tiofenos, pirazinas e piridinas [12]. Os furanos sdo uma
classe de compostos heterociclicos amplamente encontrados no café torrado, sendo
que aproximadamente cem tipos diferentes de furanos foram identificados nessa
bebida. Sdo compostos que possuem estrutura molecular caracteristica, constituida
por quatro atomos de carbono e um &tomo de oxigénio. S&o liquidos lipossoluveis com
alta volatilidade, ponto de ebulicdo usualmente < 32 °C. Possuem varias funcdes
guimicas, incluindo aldeidos, cetonas, ésteres, alcoois, éteres e acidos [11]. A Tabela
1 apresenta alguns dos compostos furanicos mais significativos encontrados no café
apos a torra, como o HMF, 2-furfural (2-F), &lcool furfurilico (FFA), 5-metilfurfural (MF),
acido 2-furoico (FA) e 2-acetilfurano (AF) [18].

Tabela 1 - Compostos furénicos presentes no café torrado.

Sinbnimo
(Numero CAS)

Hidroximetilfurfural 5-(hidroximetil)-2-furaldeido HO \/@\40
CsHeO3 (67-47-0)

/
o]
Furfural 2-furaldeido / \
O
\
O

Composto

Estrutura Quimica

CsH40. (98-01-1)

/O
OH

@)

5-metilfuran-2-carbaldeido / \ H

)
OH

@)

O

CH;

Metilfurfural
(620-02-0) H,C

CeHsO2

Alcool Furfurilico 2-furilmetanol D\/
CsHgO2 (98-00-0)

Acido Furoico Acido 2-furancarboxilico / \
CsHsOs3 (88-14-2)
Acetilfurano 1-(furan-2-il)etanona / \
CeHeO2 (1192-62-7) 0

O
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Dentre os derivados de furano, o 2-furfural e o 5-hidroximetilfurfural sao os
principais compostos encontrados em cafés torrados, com concentracdes que variam
de 55 a 760 mg kg [12] e 350 a 2550 mg kg [16], respectivamente.

Os compostos furanicos sao considerados indicadores de qualidade térmica do
café, pois sao formados e podem ser decompostos durante o processo de torrefacao,
assim, sua concentragdo esta correlacionada ao grau de torra [14]. A presenca desses
compostos em niveis adequados € desejavel, pois contribuem para as caracteristicas
sensoriais do café. Foi demonstrado que o aquecimento moderado (torras clara e
média) aumentou as concentracbes de furfural [15] e de HMF, enquanto altas
temperaturas (torra escura) promoveram sua degradacao [53]. Observou-se também
gue compostos furanicos estdo presentes em maior quantidade no café especial
torrado e a auséncia nos cafés tradicionais indica que eles foram submetidos a uma
torrefacdo intensa, o que levou a degradacdo desses compostos e a perda de
caracteristicas sensoriais do café [54]. Assim, furfural e HMF podem também ser
usados como indicadores indiretos de qualidade, para distinguir entre cafés especiais
e tradicionais, identificando os efeitos do aquecimento e auxiliando no monitoramento
do processo de torra [15,54].

O furano e diversos de seus derivados sdo comprovadamente toxicos e
considerados potencialmente cancerigenos, quando h& a exposicdo a altas
concentracfes desses compostos. No entanto, os niveis de furanos usuais em café
sdo considerados seguros para consumo humano, desde que dentro dos limites
regulamentados pelas agéncias de saude [16]. O International Agency for Research
on Cancer (IARC) considerou o furfural como “ndo classificavel quanto a sua
carcinogenicidade” (Grupo 3) e classificou o HMF como "possivelmente
carcinogénico” (Grupo 2B) para os seres humanos. Essas classificacbes foram
baseadas em evidéncias limitadas provenientes de estudos em animais, entretanto,
ndo héa evidéncias suficientes para estabelecer os efeitos citotdxicos, genotdxicos e

carcinogénicos dessas substancias em seres humanos [55].
3.4. Meétodos analiticos para a determinacao de compostos furanicos em café
Os compostos furdnicos sado caracterizados por possuirem baixo peso

molecular e alta volatilidade. Por essa razdo, as andlises de café para a determinacao

de furfurais séo frequentemente realizadas por meio de GC-MS [56], geralmente apos
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extracao usando técnicas como a SPME [18], LPME [19] ou a extra¢do liquido-liquido
(LLE) [57].

A SPME é uma técnica de extracdo de compostos volateis ou semivolateis de
uma amostra, que utiliza uma fibra revestida com uma fase soélida. Durante o processo,
a fibra é exposta ao headspace da amostra, permitindo que os componentes volateis
sejam adsorvidos no revestimento da fibra. Geralmente, a SPME é conduzida sob
temperatura controlada para garantir a estabilidade dos compostos [58] e a
reprodutibilidade do processo de extracdo. A LPME é uma técnica que utiliza uma fase
liquida para extrair compostos de uma amostra. Uma pequena quantidade de fase
extratora liquida € misturada com a amostra em uma solucdo aquosa e agitada,
permitindo que os compostos sejam transferidos para a fase extratora. Apds a
extracdo, a fase extratora é recuperada e os compostos sao separados e identificados
[59]. A LLE é uma técnica de extracdo classica que consiste em transferir o analito de
uma fase liquida para outra, com base nas diferencas de solubilidade das espécies
nas duas fases. Para isso, a amostra é misturada com uma segunda fase liquida
imiscivel com a primeira. Ap0s a extracdo, as duas fases sdo separadas e 0s
compostos sao recuperados da fase liquida final [60].

Durante a inje¢ao de amostras em sistemas de GC, o aguecimento pode levar
a alteracdo da composicdo dos compostos volateis, resultando na formacdo de
artefatos ou alterando as quantidades reais desses derivados. Por exemplo, foi
relatada a formacéao de furano na fibra de SPME a partir de precursores volateis, como
2-butenal e furfural, durante o processo de dessorc¢ao térmica [56]. O HPLC tem sido
explorado alternativamente a GC para a separac¢ao e deteccao de furfurais [60].

O HPLC é um método amplamente utilizado para a separacdo dos compostos
derivados do furano. Uma das vantagens desse método € que ele evita a necessidade
de aplicar tratamentos térmicos nas amostras [16]. Um método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) foi
desenvolvido para quantificar acidos clorogénicos, derivados de furano e cafeina em
cafés [22]. Os resultados para HMF e 2-F mostraram coeficiente de variacdo (CV) de
0,52% e 0,62%, respectivamente, indicando uma boa precisdo, com boas
recuperacdes dos analitos: na faixa de 85%-104% para HMF e 87%—-103% para 2-F.
Uma alternativa adicional para a determinacéo de furfurais é alcancada através de um
método que combina a eficiéncia de separacdo do HPLC com a sensibilidade e

especificidade proporcionadas pela combinacdo de biossensores com a deteccéo
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eletroquimica. Esse método foi utilizado para determinar HMF e 2-F em amostras de
café. A precisao foi avaliada através dos coeficientes de variacéo (CV), os quais foram
de 2,0% para HMF e 1,1% para 2-F. As recuperacdes para ambos os analitos variaram
de 93% a 102% [61]. Outro método comumente utilizado para a determinacdo de
furanos é o HPLC-UV. Ele foi utilizado para avaliar o grau de torrefacdo de cafés
comerciais, analisando varios derivados furanicos, como HMF e 2-F, com deteccédo
em 280 nm. Os resultados obtidos demonstraram recuperacfes de 105-108% para
HMF e 106-108% para 2-F, com coeficiente de variacdo (CV) de 2,0% e 1,5%,
respectivamente [21].

No entanto, ao utilizar HPLC para determinar furfural em amostras complexas,
como café, a deteccédo direta pode apresentar desafios em termos de seletividade e
sensibilidade. Isso se deve a baixa absorcdo no UV e a natureza hidrofilica dos
furfurais. Uma alternativa viavel é realizar uma etapa de derivatizacdo adequada antes
de utilizar a deteccdao por HPLC-UV [62]. No entanto, os métodos analiticos
mencionados anteriormente costumam ser complexos, envolvendo varias etapas, a
utilizacdo de equipamentos caros e a necessidade de quantidades significativas de
reagentes e solventes. Além disso, esses métodos exigem habilidades técnicas do
operador e o processo de preparacdo da amostra € demorado, com longos tempos de
extragdo. Uma limitag&o adicional desses procedimentos é a dificuldade para analises
in situ, o que é relevante quando se considera monitorar o processo de torra do café.
A Tabela 2 mostra algumas caracteristicas de métodos analiticos para a determinacao

de derivados furanicos em café.
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Tabela 2 - Caracteristicas analiticas de métodos cromatograficos para a determinacédo de derivados
furénicos em café.

: Técnica Forma de Tempo de Concentracéo
Analito " ~ o ; g Ref.
Analitica Extracao analise (min
HMF 0,35-0,90
HMEA HPLC-UV SPE 10 0.14-0.15 [13]
2-F 110-760
HME HPLC-DAD LLE 15 350-2550 [16]
Furanos GC-MS LPME 15 1,37-6,23 [19]
HMF 77,7-322
HMFA 73,3-158
2-F 109-200
ME HPLC-UV LLE 13 157-209 [21]
FMC 12,3-32,8
FA 137-205
HMF HPLC-UV SPE 30 900-1200 [54]
Furfural GC-FID LLE 1 4-11 [57]
HMF HPLC- . 209-606
2-F biossensor Infuséo 20 70-160 [61]

DAD: Deteccao por Arranjo de Diodos; FA: Acido 2-furdico; FID: Detector de lonizaco de chama; FMC:
2-furilmetilcetona; GC: Cromatografia Gasosa; HMF: 5-hidroximetilfurfural; HMFA: Acido 5-hidroximetil-
2-furéico; HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; LLE: Extra¢do Liquido-Liquido; LPME:
Microextragdo em Fase Liquida; MF: 5-metilfurfural; MS: Espectrometria de Massa; SPE: Extragdo em
Fase Sdlida; UV: Espectrofotometria no Ultravioleta; 2-F: Furfural.

3.5. Fotometria por imagens digitais obtidas por smartphone

As andlises colorimétricas séo utilizadas na quimica analitica ha mais de um
século para fins qualitativos e quantitativos. Essa técnica é baseada na interacao da
radiacdo visivel com uma substancia colorida em um solvente ou substrato sdlido [63],
sendo a medicdo baseada na atenuacao do feixe de radiacdo nos comprimentos de
onda absorvidos pela amostra. Quando a luz branca incide sobre um objeto, uma parte
pode ser absorvida e o restante é transmitido, refletido ou espalhado, dependendo da
amostra e transparéncia do suporte/recipiente. A radiacao transmitida/refletida pela
amostra nos comprimentos de onda em que ocorre a absorcao de radiagéo pode ser
explorada para fins analiticos [64]. Os modos de deteccdo mais comuns, por
transmissao ou reflexédo, requerem uma fonte de luz, um detector e, em alguns casos,

um monocromador [63].
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Dispositivos analiticos menores e portateis tém sido desenvolvidos para a
deteccao fotométrica, como 0s spot tests que utilizam reacdes colorimétricas em papel
[23]. Esses spot tests podem ser utilizados para detectar compostos especificos de
forma qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa [24-26] e tém sido amplamente
empregados para a deteccdo de adulteracbes, contaminantes e aditivos alimentares
[30,32].

A técnica de spot test comumente utiliza medicdes de reflectancia difusa para
analise de amostras [23]. Esse método € baseado na interacdo de um feixe de luz
com a amostra e na deteccdo da quantidade de luz remanescente (n&o absorvida)
que € espalhada na superficie em diferentes dire¢des. O valor da reflectancia difusa
€ influenciado pelas propriedades da amostra, como sua composicdo quimica,
morfologia e superficie. A medicdo da reflectancia difusa € usualmente empregada
para quantificar a concentragdo de um analito na amostra, com base na intensidade
da cor gerada pela reacdo com um reagente especifico [65].

Spot tests tém sido combinados a medi¢des fotométricas baseadas em imagem
digital (DIP) em varios estudos [24,27,30,32]. As medicfes analiticas sdo baseadas
na aquisicdo de imagens usando dispositivos eletronicos, como cameras digitais
[27,31,66], webcams [67], scanners [28,68] e, principalmente, smartphones
[30,32,69]. Os smartphones evoluiram rapidamente em termos de hardware e
software, apresentando hoje memoarias internas de alta capacidade, cameras de alta
resolucao e conectividade sem fio, tornando-se equiparaveis aos microcomputadores
[63]. Assim, 0s smartphones tém sido amplamente utilizados em analises fotométricas
e armazenamento/processamento de dados [64]. Varios aplicativos de acesso livre
séo disponiveis em sistemas operacionais como Android e iOS (e.g. PhotoMetrix® e
ColorGrab®), bem como softwares especificos (e.g. ImageJ®), para a conversdo das
imagens em canais de cores utilizados como informacdes analiticas [29].

A imagem digital capturada é dividida em uma matriz bidimensional de
elementos sensores chamados pixels. Para representar o valor desses pixels, sao
utilizados os sistemas de cores [63]. O sistema mais comumente utilizado em
aplicacfes analiticas é o RGB (Vermelho, Verde e Azul do inglés Red, Green, Blue),
gue € um modelo de cores aditivo amplamente utilizado em dispositivos eletrénicos.
O International Color Consortium estabeleceu um padréo de espaco de cores para o
sistema RGB, em que a intensidade de cada cor (R, G ou B) é definida em uma escala

de 0 a 255 (8 bits). A combinacdo desses valores € utilizada para gerar cores
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secundarias, sendo que a auséncia total de luz (R =0, G =0 e B = 0) é o preto puro,
e a combinagdo maxima das trés cores (R = 255, G = 255 e B = 255) € o branco puro
[69]. Outros sistemas de cores incluem o CMYK (Ciano, Magenta, Amarelo e Preto do
inglés Cyan, Magenta, Yellow and Key), que € um modelo de cor subtrativo
amplamente utilizado em impressdes, o sistema HSV, que descreve uma cor por meio
de trés componentes diferentes, matiz (H), saturacao (S) e valor (V) [64] e 0 espago
de cores CIELab, que é utilizado para descrever cores através das coordenadas de
luminancia (L*), e medidas de mudanca de cor nos eixos vermelho-verde (a*) e
amarelo-azul (b*) [63].

Diversos parametros impactam significativamente a captura de imagens
digitais, afetando sua qualidade e utilidade para analises. Um deles é a distancia entre
a camera e o objeto a ser fotografado (distancia de captura). Esta variavel impacta
diretamente o foco da imagem, bem como a sensibilidade, a resposta linear e a
precisdo dos resultados obtidos [70]. As condi¢des de iluminagédo também interferem
na qualidade das imagens. Sendo que a falta de iluminacdo adequada prejudica a
sensibilidade, precisdo e linearidade, enquanto um excesso de iluminacdo pode
dificultar a deteccgéo de variagdes sutis de cor, afetando a sensibilidade [71].

A abertura da lente € outro parametro relevante, uma vez que as medi¢des se
baseiam na intensidade da radiacéao refletida. Assim, uma camera com uma abertura
de lente maior oferece maior sensibilidade [72]. Outra variavel a considerar é a Regido
de Interesse (ROI). A amplitude da faixa linear e a precisdo podem ser afetadas pelos
valores definidos para a ROl em sistemas heterogéneos. No entanto, para sistemas
homogéneos, essa consideracdo ndo é de grande importancia para a maioria das
aplicacoes [73]. Portanto, € necessario capturar as imagens do analito sob condi¢bes
de iluminacdo controlada e considerando os parametros mencionados, a fim de
assegurar a obtencdo de resultados precisos e confidveis, adaptando-os as
exigéncias especificas de cada aplicacgéo.

Com o passar do tempo, as cameras fotograficas perderam espaco na captura
de imagens digitais devido a questdes relacionadas a transferéncia de fotografias para
o computador e a integracdo com sistemas de analise. Em contrapartida, o uso de
smartphones como detectores para a captura de imagens tem crescido
consideravelmente nos dltimos anos. Esse recurso tem sido amplamente explorado
no desenvolvimento de métodos analiticos fotométricos em diversas areas de

aplicacado, como demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Diferentes aplica¢des de colorimetria baseada em imagem digital obtidas por smartphones.

Amostra Analito/ Faixa de Tzrr?gi(;ge Aparelho Tratamento szal Ref
parametro deteccao (min) Smartphone de imagem Medida
- indice de 10-106 Motorola Photometrix
Biodiesel iodo 0/100 g 5 Moto X R [24]
. Surfactantes 10-50 Motorola Color Grab
Leite anionicos  mg L 15 Moto G4 Plus R [32
0,03- Photometrix
Leite Proteina 0,30 40 Iphone XR G [74]
g kgt
0,25- . .
N L ! Xiaomi Adobe
Améndoa  [(-glicosidase S/,r?]OL 30 Redmi K40 Photoshop R-G-B [75]
" . . 1-4 ug Xiaomi Redmi A
Agua lons mercurio L1 NE Note 3 Pro MATLAB R-G-B [76]
Saliva Acido arico pznswllsl_ol 10 Iphone SE Photometrix G [77]
Agua . 0,6-2,5 Motorola Color Grab
potavel Cloro livre mg L 1.8 Moto X4 G-B [78]
125-
Leite Formaldeido 1250 pg 35 LGKIOPro Colorérab o g
L-1
Agucares 0,1-15,0 Asus Color Grab
Cachaga redutores gL? 10 Zenfone 3 B [80]
. Peroxidode  2,5-25,0 Motorola
Leite hidrogénio mg L-- 2 Moto X Color Grab G [81]
Frutas Acido 3,3-30 Samsung
nativas ascorbico pmol L1 20 Galaxy S4 Mini ImageJ RGB  [82]

NE = N&o especificado; RGB = Vermelho, Verde e Azul.

Em um estudo realizado em 2017, Franco et al. [30] elaboraram um
procedimento analitico para a determinacdo de furfural em amostras de cachaga. A
abordagem adotada fundamentou-se na reagdo colorimétrica entre o furfural e a
anilina em meio acido. A reacdo foi conduzida diretamente nas cavidades de uma
placa de porcelana. Para adquirir imagens digitais, empregou-se um sensor CCD
(Charge-Coupled Device) de um smartphone em um ambiente com iluminacao
controlada. A analise de imagem foi conduzida utilizando o canal G (do sistema RGB).
Os resultados obtidos permitiram uma analise semiquantitativa com base na triagem
por gradiente de cores.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/tetrasulfur
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Sob condi¢gBes otimizadas, o método apresentou resposta linear de 1,67—
10,0 mg/100 mL (r = 0,998), com limites de deteccao e quantificacdo de 0,34 e 1,15
mg/100 mL, respectivamente. A recuperacéao de furfural variou de 85,7% a 106%. Os
resultados obtidos pelo método analitico proposto foram comparaveis aos obtidos pelo
método espectrofotométrico, com um nivel de confianca de 95%. O método
demonstrou ser preciso, rapido e reprodutivel, gerando baixa quantidade de residuos
(600 uL), o que o torna uma ferramenta analitica util para laboratérios com recursos
financeiros limitados.

Embora tenha um grande potencial de aplicacdo, ndo foram identificados spot
tests com DIP para fins de controle de qualidade e avaliacdo de amostras de café.

Essa lacuna na literatura motivou a realizacdo do presente trabalho de mestrado.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada (resistividade >
18,2 MQ cm a 25 °C), etanol anidro (= 99,5% etanol, Merck, Alemanha) e reagentes

de grau analitico.

4.1. Amostras de café

Amostras de graos de café especial torrados (Coffea arabica) foram adquiridas
de produtores da Regido do Circuito das Aguas Paulista (S&o Paulo, Brasil). As
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a 4°C e estabilizadas a temperatura

ambiente antes das analises.

4.2. Reagentes e solugbes

Solucdes estoque de furfural 6,24 mmol Lt e HMF 4,75 mmol L foram
preparadas por dissolucdo dos padrdes (Sigma-Aldrich®, EUA) em etanol. Essas
solucdes foram preparadas semanalmente e armazenadas sob refrigeracdo a 4°C.
Solugbes de referéncia nas faixas de 0,16 a 1,33 mg L* furfural e 30 a
200 mg Lt HMF foram preparas por diluicdo das solucdes estoque em etanol. As
solucbes de anilina 8,0% (m/v) foram preparadas diariamente por dissolucdo do
reagente Sigma-Aldrich® em 80% (v/v) de &cido acético (Quimex, Brasil) para a
determinacao de furfural e 30% (v/v) de acido acético para a determinacao de HMF.

As solucBes dos reagentes foram avolumadas com etanol anidro.

4.3. Equipamentos e acessorios
4.3.1. Imagens digitais

A derivatizacdo do analito e as medidas fotométricas foram realizadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 mL, transparentes e incolores, com fundo conico
(Axygen®, MCT-150-C), enquanto as extracdes foram realizadas em tubos tipo
Falcon® de 15 mL. Um smartphone Apple (modelo iPhone XR, camera de 12
megapixels com resolucdo de 4608 x 2592 pixels e abertura de lente de f/1,8,

equipado com o sistema operacional iOS 16) foi utilizado para capturar as imagens
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digitais. Uma camara de medida foi construida com uma caixa de isopor (180 x 200 x
140 mm de altura, comprimento e largura, respectivamente), revestida internamente
com folhas de papel branco para dispersar a radiacao incidente. O interior da caixa
teve iluminacao controlada e constante, proveniente de uma lampada de emergéncia
com 30 LEDs brancos (Intelbras, 2 W) posicionada na parte inferior interna da caixa.

Um suporte foi adaptado no proprio laboratério para posicionar a camera do
smartphone a 6,0 cm de distancia dos microtubos de polipropileno. Os microtubos
foram inseridos na parte superior da caixa, com um suporte feito de Teflon® que serviu
para manter os microtubos fixos na mesma posi¢cao dentro da caixa, garantindo que
as medicdes fossem realizadas no centro dos microtubos. A area de captura de cada
imagem (regido de interesse, ROI) foi de 32 x 32 pixels. As imagens digitais foram
convertidas em valores RGB usando o aplicativo PhotoMetrix® (verséo 1.8, 2018) [83]
e, posteriormente, os dados foram transferidos e processados no software OriginPro®
(verséo 9.0, 2012).

4.3.2. Instrumentacdo padréo

Durante a preparacédo dos extratos das amostras, foi utilizado um banho de
ultrassom (modelo Q335D, Quimis®) operando a uma frequéncia de 40 kHz e poténcia
de 135 W para extrair o analito. Para separar as fases, foi empregada uma centrifuga
(modelo 6222T108, Quimis®). Além disso, um agitador vortex (modelo MSV-3500,
Biosan) foi usado para misturar a amostra com o reagente. Para aquisicdo dos
espectros de absorcdo e avaliacdo de possiveis efeitos de matriz, foi utilizado um
espectrofotometro UV-Vis multicanal (USB4000, Ocean Optics) equipado com uma
cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho éptico.

As analises do método de referéncia foram realizadas utilizando sistema HPLC
Shimadzu Prominence LC-20A (Kyoto, Japao), utilizando uma coluna C18 Shim-pack
VP-ODS (4,6 x 150 mm, particulas de 5 um). Equipado com uma bomba quaternéria
LC-20AT, um forno de coluna CTO-20A operando a 40°C, um amostrador automatico
SIL-20A e um detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A com uma célula de fluxo
de 8 pL. Os dados foram adquiridos e processados utilizando o software Chrom

Perfect versao 5.93.
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4.4. Procedimento proposto
4.4.1. Extracdo de furfural

Os extratos foram preparados a partir de 0,1 g de amostra de café moido em
2 mL de etanol, extraidos em processo assistido por ultrassom (5 min). As misturas
foram posteriormente centrifugadas por 10 min a 10000 rpm e filtradas em papel de
filtro convencional. Os sobrenadantes foram utilizados nas determinagfes pelo

meétodo proposto.

4.4.2. Derivatizacdo quimica e medidas fotométricas

Nos microtubos de 1,5 mL, foi adicionado 1000 pL das solucdes de referéncia
ou do extrato da amostra e 500 yL da solugdo de anilina 8,0% (m/v) (em acido acético
80% (v/v) para a determinacédo de furfural e 30% (v/v) para a determinacédo de HMF,
seguida de agitacdo em vortex em temperatura ambiente (25 £ 1 °C). Apds 5 min (para
o furfural) e 10 min (para o HMF) de reacdo as medidas analiticas foram feitas
diretamente dos microtubos de polipropileno (Figura 3).

As medidas fotométricas foram realizadas sob iluminacdo controlada com a
camera do smartphone nas condicdes descritas no item 4.3 e baseadas nas
intensidades de radiacdo refletida. As intensidades foram convertidas em valores RGB
e os canais G e B foram utilizados para as determinacbes de furfural e HMF,
respectivamente. Os sinais analiticos foram processados utilizando a subtracao dos
valores medidos de 255 (valor correspondente a reflexdo total de radiacdo). As

medicdes foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente (25 + 1 °C).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do procedimento para a determinacao de furfural/HMF em café.
(a) Reacao com anilina em meio acido (método de Hewitt); (b) Mistura e tempo de reacao; (c) Formacgéo
do produto; (d) Aparelho para aquisicdo de imagens digitais por cAmera de smartphone em condi¢cfes
de iluminacéo controladas.

Reagente

\/ \V7/ \/

Amostra Mistura Produto Captura da imagem

4.5. Procedimento de referéncia

Para avaliar a precisdo do método proposto, adotou-se o procedimento de
referéncia para a determinacao de furfural, baseado em HPLC-UV [22], com algumas
adaptacoes.

A separacdo cromatografica foi conduzida utilizando uma coluna C18 a
temperatura ambiente, com deteccdo espectrofotométrica em 280 nm. O processo de
eluicdo ocorreu com um gradiente de acido acético 0,2% v/v em agua (A) e metanol
(B), seguindo o seguinte programa: 0 min: 7,5% B, 0-5 min: 20% B, 5-10 min: 20% B
e 10-20 min: 7,5% B. A vaz&o de eluente utilizada foi de 1,0 mL min-1, e o volume
injetado foi de 20 L.

Para a determinacao pelo método de referéncia, os extratos foram preparados
a partir de 0,1 g de café moido e 2 mL de etanol anidro, com agitacdo em vortex por
5 min em temperatura ambiente (25 £ 1 °C). As misturas foram posteriormente filtradas
em microfiltro de 0,45 ym e 250 pyL e cada extrato foi diluido em 750 pyL de agua

ultrapura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinagéo de HMF
5.1.1. Aspectos gerais

O método proposto para a determinacdo de HMF em café foi baseado no
método de Hewitt, que envolve a reacd@o entre a anilina e furfural em meio acido,
gerando um composto rosa [84].

Essa reacdo ocorre em duas etapas. Na primeira etapa (Equacao 1), ocorre a
formacdo de uma base de Schiff pela reacdo de condensagdo entre uma amina
primaria (-NHz, anilina na Eg. 1) e um aldeido (-C=0, furfural, na Eq. 1). Essa reacao
produz uma ligacdo imina (C=N-) e elimina uma molécula de 4gua (H20), gerando um
composto intermediario de cor amarela. Na segunda etapa, que ocorre 0 método para
a determinacao de furfural (Equacao 2), ocorre a reacao de Stenhouse, na qual o
composto intermediario reage com uma segunda molécula de amina, o composto
gerado sofre a clivagem hidrolitica, produzindo um diol, que pode se tautomerizar para
formar um dial. O produto resultante final (rosa) contém uma ligacdo imina e dois
grupos anil. Reacdes anélogas tém sido utilizadas em testes colorimétricos para
determinar aldeidos em solucéo [23].

NH
O

2
\0/ - © . @CHZN@ + H,0 1)

NH,
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NHWN

OH

A estratégia de abertura do anel furano ap6s a condensacdo do aldeido e
aminas é empregada para identificar o furfural e seus derivados, como metilpentoses
e hexoses, em produtos alimentares, devido a intensa coloracdo resultante da
estrutura trieno conjugada, produto conhecido como furfuralidenanilina [85]. A
hipétese inicial era que o HMF, um composto quimico semelhante ao furfural,
produziria um produto analogo a furfuralidenanilina através de um processo

semelhante. Entretanto, em pesquisas anteriores visando utilizar essa reacdo na
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determinacdo de HMF e MF, a aplicacao foi limitada devido a instabilidade da espécie
colorida produzida [84].

Nos experimentos realizados neste trabalho, foi formado um produto amarelo,
com absorcdo maxima em 440 nm. Esse produto se sobrepbe a faixa espectral
coberta pelo canal B no sistema RGB e representa a cor complementar do produto de
absorcao, conforme evidenciado no espectro de absorcao ilustrado na Figura 4. Esse
produto provavelmente corresponde aquele formado na Eg. 1, ou seja, a segunda
etapa da reacdo nao ocorre no caso do HMF. Conforme demonstrado em um estudo
anterior, 0 HMF apresenta uma faixa de absorcéo espectral de 400-600 nm quando
combinado com acetato de anilina, resultando em uma cor laranja [86]. Outro estudo
relatou que em concentra¢gées de HMF a 0,5-2,0 yg mL%, ndo ha observacgéo visual
de cor e o pico de absorcdo ocorre no UV a 354 nm. No entanto, em concentracdes
mais elevadas (10—200 ug mL?), o HMF produz cores de amarelo a laranja, com um
méaximo de absor¢io na faixa espectral de 400—600 nm [87]. E importante destacar
gue o valor do pico de absorcédo encontrado em nosso trabalho esta dentro da faixa
relatada pelos estudos citados. Para as medi¢des fotométricas foi escolhido, portanto,
o canal B devido a sua maior sensibilidade analitica e uma correlagdo mais linear entre

a concentragédo de HMF e o canal B, com um coeficiente de correlagao de 0,9942.

Figura 4 - Sobreposigdo do espectro de absorcéo do produto da reacdo entre anilina e HMF 60 mg L
(—) e a curva normalizada hipotética que ilustra a faixa espectral coberta pelo canal B (—==) do sistema
RGB. A imagem corresponde a fotografia do microtubo de polipropileno contendo o produto da reagéo.
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Experimentos preliminares foram realizados utilizando 580 pyL de uma solugao
de HMF 60 mg L e 20 uL de uma solucédo de anilina 6% (m/v) preparada em acido
acético concentrado. Essas condi¢cbes foram adaptadas do método analitico para
determinar o furfural na cachaca [30], levando em conta o efeito da matriz.

No entanto, nessas condi¢cdes, ndo foi possivel observar a formacao do
produto (Figura 5a). Portanto, decidiu-se aumentar a proporcdo volumétrica de
reagente na mistura reacional para favorecer a reacdo quimica. Utilizando volumes
iguais de amostra e reagentes, observou-se a formacéo do produto (Figura 5b) e essa

propor¢éo volumétrica foi utilizada nos estudos subsequentes.

Figura 5 - Imagem dos microtubos contendo (a) 580 uL de solugdo de HMF e 20 uL de solugéo de
anilina e (b) 500 L de solugado de HMF e 500 pL de solugéo de anilina. Condi¢des experimentais: HMF
60 mg L, solugdo de anilina 6% (m/v) preparada em acido acético concentrado e 30 min de reagéo.

5.1.2. Otimizacbes

Com o intuito de maximizar a resposta analitica, reduzir o consumo de reagente
e solvente e garantir maior precisdo dos resultados, o procedimento foi otimizado
através do método univariado. O efeito da concentracao de acido acético foi avaliado
a fim de obter a melhor resposta analitica e reduzir a quantidade de acido utilizada.
As concentracées de HMF 60 mg L e da solucéo de anilina 6% (m/v) foram mantidas
constantes, com volumes de 500 uL de cada solucéo e as solugdes de reagente foram
avolumadas com etanol.

A melhor resposta analitica foi obtida com &cido acético 30 %(v/v), com uma
diminuicao linear no sinal analiticos em concentragcdes maiores (Figura 6). Estudos
anteriores que avaliaram o efeito do acido acético na reagdo do HMF com anilina
indicaram que a concentragdo de 40 %(v/v) é satisfatoria em termos de sensibilidade

e estabilidade de cor [86]. Portanto, a concentracéo de 30 %(v/v) foi escolhida para os
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estudos posteriores, permitindo reduzir a quantidade de &cido acético sem

comprometer a sensibilidade e gerando menos residuos.

Figura 6 - Efeito da concentracdo de acido acético na resposta analitica () e sinal de branco (e).
Condicdes experimentais: 500 pL da solugdo de HMF 60 mg L-* + 500 uL da solugdo de anilina 6%
(m/v) e 30 min de reacao. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios padrao (n = 3).

70

(] »
o a1
1 1

Resposta analitica
)]
ul
1

S a1
(&) o
1 1

10 20 30 40 50 60 70
Concentracdo de acido acético % (v/v)

O método proposto envolve a reacdo de um aldeido (HMF) com uma amina
aromatica. Em um estudo que investigou a reacao de trés furfurais (HMF, MF e 2-F)
com varias aminas, verificou-se que a anilina, p-anisidina e p-bromoanilina
apresentaram os melhores resultados. No entanto, a anilina mostrou-se mais seletiva
na reacdo com o 2-F e foi a Unica amina que formou uma base de Schiff em reacéo
com o HMF e o MF [84].

Neste estudo, avaliou-se o efeito da variagdo da concentragéo de anilina na
reacdo SR (Figura 7). Os resultados mostraram que houve um aumento significativo
na resposta analitica conforme a concentracdo de anilina aumentou, atingindo um
valor maximo em 8% (m/v). Nao foram observadas diferengas significativas em
concentracbes mais elevadas. Um estudo anterior constatou que o aumento da
concentracéo de anilina resulta em uma reducgao significativa na estabilidade da cor
do produto SR [86]. Com base nessas descobertas, optou-se por utilizar uma
concentragéo de anilina de 8% (m/v) como a mais apropriada, pois permite minimizar

a quantidade de reagente necessaria.
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Figura 7 - Efeito da concentracdo de anilina na resposta analitica (e) e sinal de branco (e). Condi¢6es
experimentais: 500 pL da solugdo de HMF 60 mg L + 500 pL da solugdo de anilina em acido acético
30% (v/v) e 30 min de reagdo. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios padrao (n = 3).
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O efeito do tempo de reacédo foi avaliado de 0 a 30 min e observou-se um
aumento progressivo na resposta analitica até 10 min, mantendo-se constante apos
esse periodo (Figura 8). Acreditava-se que, nessas condi¢cdes, a reacdo havia atingido
0 estado estacionario, porém, apés 24 horas, observou-se a formacao de um produto
de coloracdo mais intensa, indicando que a reacao ainda estava em andamento. Esta
observacédo é concordante com estudos anteriores, em que se avaliou que a reacao
de anilina com o HMF néo havia atingido o equilibrio apés 24h [84].

Essa observacéo foi confirmada com concentracdes de HMF de 60 mg L e
200 mg L* em faixas de tempo maiores, em que se constatou um aumento linear na
resposta analitica (Figura 9). Por razfes praticas e considerando a proposta de utilizar
0 método desenvolvido para monitorar o processo de torrefacdo, o tempo de reacao
de 10 min foi selecionado para estudos futuros. Isso é viavel devido a variagdo pouco
significativa da resposta analitica apds 10 min de reacdo, devido a baixa taxa de
formacdo do produto. Entretanto, devido ao aumento de sensibilidade, o
monitoramento apos 24 h de reacdo pode eventualmente ser explorado, por exemplo,
para avaliar a qualidade do café torrado. Devido a volatilidade e a instabilidade térmica
do HMF, com pontos de fusao e ebulicdo de 31,5 °C e 115 °C, respectivamente, 0

aquecimento para acelerar a reacdo nao foi explorado. Essas caracteristicas tornam
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o HMF propenso a evaporar facilmente e suscetivel a decomposicao ou reacdes
indesejadas em temperaturas elevadas [88].

Figura 8 - Efeito do tempo de reacdo na resposta analitica (e) e sinal de branco (e). Condic8es
experimentais: 500 yL da solucdo de HMF 200 mg L + 500 pL da solucdo de anilina 8% (m/v) em
acido acético 30% (v/v). As barras de erro referem-se as estimativas de desvios padrao (n = 3).
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Figura 9 - Efeito do tempo de reagdo na resposta analitica para HMF 60 mg L (¢) ou 200 mg L1 (¢) €
no sinal de branco (e). Condigdes experimentais: 500 pL da solugao de HMF + 500 L da solugéo de
anilina 8% (m/v) em acido acético 30% (v/v). As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-
padréo (n = 3).
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Apébs as otimizagBes, o método apresentou um ganho de sensibilidade, com

um aumento de ca. 13% no sinal analitico em comparacédo com a condi¢ao inicial.

5.1.3. Caracteristicas analiticas

Nas condi¢des otimizadas, apresentadas no item anterior, resposta linear foi
observada na faixa 30-200 mg L™, descrita pela equacgédo S = (50+2) + (0,18+0,01) C
(r = 0,994), na qual S se refere ao sinal analitico e C é a concentracdo de HMF no
extrato (mg L1). Na Figura 10, sédo apresentadas imagens dos microtubos contendo
os produtos gerados nessa faixa de concentracdo de HMF e a curva de calibragéo
correspondente. Essa faixa de concentracdo com resposta linear equivale a 0,04—-2,60
mg g* de café, e esta de acordo com o encontrado na literatura, e.g. 2,55 mg g [16].
O coeficiente de variacao (CV) foi estimado em 0,92% (n=10). O limite de detecc¢éo
(LD) foi estimado a partir de diluicdes sucessivas de uma solucdo de HMF em etanol,
visando determinar a menor concentragdo de analito que produziu um sinal
significativamente diferente do sinal do branco. O valor obtido para o LD foi de 10 mg
L. O limite de quantificacéo (LQ) foi entdo estimado em 33 mg L** de HMF (3,3 x LD).

Figura 10 - (a) Imagens dos microtubos contendo o produto da reagdo colorimétrica entre HMF e
anilina; (b) curva analitica de calibracdo de HMF obtida nas condi¢8es otimizadas.
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5.1.4. Extracdo do HMF

Diversos solventes tém sido utilizados na extracdo de compostos volateis, tais
como etanol, metanol, acetona e misturas aquosas, 0s quais tém demonstrado
eficiéncia na recuperacao desses compostos [89]. Assim, foram avaliados a agua e o
etanol, solventes em que o HMF é bastante soltvel [90], para a extragdo, com o
objetivo de maximizar a extracdo do analito e diminuir a coloracdo do extrato. A
extracdo do HMF foi realizada por infuséo de café torrado e moido em agua a 90 °C
por 2 min [22], com propor¢fes de 1g:10 mL, 19:50 mL e 1g:100 mL, além de em
etanol a frio, na razdo 1g:10 mL. Como demonstrado na Figura 11, a extragdo em
etanol resultou em uma significativa reducdo na intensidade da cor em comparacao
com a extracdo em agua, utilizando a mesma proporcao (1g:10 mL). Entretanto,
mesmo com a reducdo da intensidade de cor do extrato, observou-se intensa
sobreposicao espectral do produto formado com os extratos de café (Figura 12).
Nessa Figura, também se observa um aumento da intensidade da banda de absorc¢éo
entre 500 e 550 nm, que se refere provavelmente ao produto formado na reacdo com

furfural, como sera discutido no item 5.2.

Figura 11 - Imagens dos microtubos contendo extratos de café nas proporgées de (a) 1g:10 mL; (b)
19:50 mL; (c) 1g:100 mL em agua e (d) 1g:10 mL em etanol.
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Figura 12 - Espectros de absorcéo do extrato do café 1:10 (m/v) com (—) e sem (—) adicdo da

anilina 8% (m/v) em acido acético 30% (v/v); (—) espectro de absor¢éo do produto da reagdo de
anilina com 60 mg L* de HMF.

0,7

0,6

0,5+

0,4

0,31

Absorbancia

0,21

0,1+

0,0 T T |
400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Outros solventes, como acetona, acetonitrila, hexano e metanol, foram
avaliados para a preparacdo dos extratos e diferentes técnicas de extragdo, como a
extracdo em ponto nuvem (com Triton X-114) e cartuchos de SPE com diferentes
grupos funcionais, foram avaliadas para o clean-up dos extratos preparados em agua.
No entanto, tanto o0s solventes testados quanto as técnicas de extracdo utilizadas néo
foram capazes de remover completamente a coloracéo dos extratos. Como resultado,
devido a intensa interferéncia espectral, ndo foi possivel obter informacdes
guantitativas das amostras de café. Essa limitacdo impossibilitou a aplicacdo do

meétodo proposto para as amostras de café.

5.2. Determinacéao de furfural

5.2.1. Aspectos gerais

O meétodo de Hewitt foi também empregado para a deteccéo do furfural. Esse
método consiste na reacdo do furfural com anilina em meio acido para formar a

furfuralidenanilina, um produto de coloracéo rosa, conforme descrito na se¢éo 5.1.1.
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Esse método ja foi utilizado para a determinacéo de furfural em bebidas como cachaca
[30] e cerveja [91] e, neste trabalho, foi avaliada a aplicacdo em amostras de café.

A formacdo do produto de medida (furfuralidenanilina) depende do grupo
aldeido, ou seja, a reacdo entre furfural (ou derivados) e acetato de anilina ndo ocorre
se o grupo aldeido estiver modificado, por exemplo, por oxidacdo em acido piromdcico
ou por reducdo a &lcool. Dessa forma, a reacao € seletiva para a aldeidos [92].
Estudos anteriores relatam que a absorcdo maxima do produto ocorre na faixa de
506-518 nm, dependendo da concentracdo de acido acético [87], enquanto outros
estudos indicam que a regido de maxima absor¢cédo depende principalmente do tipo de
amina reagente, sendo que para a anilina a absorcdo méxima ocorre em torno de
525 nm [84].

Nos experimentos realizados com furfural, a furfulidenanelina apresentou
absorcdo maxima de radiacdo em 510 nm, e a banda de absorcdo sobrepde-se
parcialmente as regides espectrais coberta pelos canais G e B do sistema RGB
(Figura 13), que correspondem as cores complementares do produto. A absorcdo
méxima observada coincide com o que foi relatado em trabalhos anteriores [93], i.e.
518 nm. O canal G foi escolhido para as medi¢Bes fotométricas por corresponder a
ca. 40% da variacao total do sinal, o que deve resultar em maior sensibilidade analitica
em comparacdo com medi¢des no canal B, que corresponde a ca. 30% da resposta
total. Ademais, foi observada uma correlacdo mais linear com a concentracdo de
furfural no canal G (r = 0,998 versus 0,993 no canal B). A combinacgao vetorial dos
canais G e B, de acordo com a Equacdo 3, ndao melhorou a sensibilidade
significativamente e prejudicou a linearidade (r = 0,993).

S = /(255 — G)2 + (255 — B)2 3)
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Figura 13 - Espectro de absorcéo da furfulidenanelina formada a partir de uma solugéo de furfural 20
mg L1 (—) e as curvas normalizadas hipotéticas que ilustram as faixas espectrais cobertas pelos canais
B (-—=-) e G (——-) do sistema RGB. A imagem inserida refere-se a fotografia do microtubo de
polipropileno contendo o produto da reacéo.
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Com o intuito de observar a formacdo do produto colorimétrico através da
reacdo entre o furfural e a anilina em meio acido, foram realizados experimentos
preliminares. Mantendo um volume fixo de 1000 yuL de amostra com concentragao de
furfural de 0,66 mg L™, variou-se o volume do reagente (solucdo de anilina 10% (m/v)
preparada em acido acético concentrado). O objetivo foi estabelecer o volume mais
adequado para a formacgao do produto da reacdo, conforme mostrado na Figura 14.
Observou-se que, ao utilizar 20 pL do reagente, ndo ocorreu a formacéo significativa
do produto, ndo apresentando diferencas significativas em relagdo ao sinal analitico
do branco. No entanto, a medida que o volume do reagente foi aumentado, houve um
significativo aumento na resposta analitica, especialmente quando foram utilizados
500 pL de reagente. Nessa proporgcéo de 2:1 (v/v) entre amostra e reagente, foi
possivel obter resultados mais consistentes. Essa proporcéo foi entédo fixada para os

estudos subsequentes.
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Figura 14 - Efeito do volume de reagente na resposta analitica (e) e sinal de branco (). Condi¢des
experimentais: 1000 pL da solugdo de furfural 0,66 mg L1 + solugdo de anilina 10% (m/v) e 5 min de
reacao. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios padréo (n = 3).
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Foram conduzidos experimentos para avaliar o meio mais adequado para a
formacéao do produto de medida. Solu¢des de anilina 10% (m/v) foram preparadas em
agua, etanol e em diferentes proporcfes de agua:acido acético e etanol:acido acético.
Os resultados do estudo qualitativo demonstraram que a formagdo da
furfulidenanelina ocorreu exclusivamente nas solu¢des contendo acido acético (Figura
15). Esse resultado era esperado, uma vez que um meio acido é essencial para a
formacdo do produto, conforme relatado em estudo anterior [94]. No estudo
mencionado, realizado para determinar a presenca de furfural em amostras de
combustivel, foram avaliadas solu¢des de anilina na presenca e auséncia de &cido
acético. Verificou-se que na auséncia do acido, nenhuma mudanca de cor foi
detectavel, enquanto na presenca do acido houve a formacéo do produto de medida,
indicando a presenca de furfural.

Os dois solventes utilizados, agua e etanol, mostraram a capacidade de formar
o produto de medida quando em meio acido. No entanto, é importante destacar que
em meio acido pode ocorrer a degradacédo do furfural em outros compostos, como o
alcool furfurilico. Em estudos anteriores, foi observado que a adicdo de alcoois ao
meio reacional pode estabilizar intermediarios reativos e retardar a degradacéo do

furfural [95]. Essa abordagem foi discutida anteriormente, considerando que a
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presenca de &lcoois no meio pode contribuir para uma melhor preservacéao e detec¢éo
precisa do furfural durante a reacéo colorimétrica.

Outro aspecto que contribui para a obtencédo de resultados mais satisfatorios
em meio contendo etanol € a solubilidade da anilina. Enquanto a anilina € levemente
soluvel em agua, ela é facilmente miscivel com a maioria dos solventes organicos,

especialmente em meio 4cido [96].

Figura 15 - Imagens dos microtubos apés reacdo com anilina preparada em diferentes solventes: (a)
agua; (b) etanol; (c) agua:acido acético e (d) etanol:acido acético. Condigcbes experimentais: 1000 pL
de solucao de furfural 0,66 mg L* + 500 uL da solugao de anilina 10% (m/v) e 5 min de reacgéo.

5.2.2. Otimizacao

Para melhorar a sensibilidade analitica, a precisdo dos resultados e reduzir o

consumo de solventes e reagentes, o procedimento foi otimizado através do método
univariado. O efeito da concentracdo de acido acético foi investigado a fim de
maximizar a resposta analitica e minimizar a quantidade de &cido utilizada.
Neste estudo, as concentragdes de furfural e anilina foram mantidas constantes em
0,66 mg/L e 10% (m/v), respectivamente. Os volumes utilizados foram de 500 pL de
reagente e 1000 pL da solugdo de furfural em meio de etanol. Com base nos
resultados apresentados na Figura 16, a concentracdo de acido acético de 80% (v/v)
demonstrou a maior resposta analitica e foi selecionada para estudos futuros. De
acordo com Stillings and Browning [86], 0 aumento da concentragdo de acido acético
contribui para uma significativa melhoria na estabilidade da cor.

Por outro lado, observou-se que concentracfes acima de 80% (v/v) de acido
acético resultaram em uma diminuicAo no sinal analitico. Isso sugere que

concentracdes mais elevadas de acido podem gerar subprodutos indesejaveis, como
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fenilhidroxilamina, nitrosobenzeno e azobenzeno [97], os quais podem afetar a
seletividade e sensibilidade do método proposto. Estudos anteriores indicaram que
uma concentracao final de 0,030 mol/L de acido acético é suficiente para a formacéao
do produto [30].

Figura 16 - Efeito da concentracdo de acido acético na resposta analitica () e sinal de branco (e).
Condigdes experimentais: 1000 uL de solucéo de furfural 0,66 mg L1 + 500 yL da solugdo de anilina
10% (m/v) e 5 min de reagdo. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios padrédo (n = 3).
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Avaliar o efeito da concentracdo de anilina na reacdo é crucial, pois a
guantidade de anilina presente na mistura reacional pode afetar a taxa de reacéo e a
guantidade de produto formado. Além disso, é necessario assegurar um excesso de
reagente para garantir que a quantidade de furfulidenanelina seja proporcional a
guantidade de furfural na amostra [92].

Foi observado que uma concentracao de 4% (m/v) de anilina era suficiente para
garantir um excesso de reagente. No entanto, para estudos posteriores, optou-se por
utilizar uma concentracdo de 8% (m/v) de anilina devido a melhor resposta analitica
(Figura 17). Concentracdes mais elevadas foram desconsideradas, uma vez que nao
apresentaram diferencas significativas.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com as descobertas de Borrow
and Jeffreys [98], que também examinaram o efeito da concentracdo de anilina na

reacdo com o furfural. Descobriu-se que aumentar a concentracdo de anilina resulta
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em maior intensidade de cor e um tempo mais curto para atingir o maximo de
absorbancia. No entanto, observou-se que, a medida que a concentracdo de anilina
aumenta, a cor comeca a se deteriorar mais rapidamente. Isso significa que, apesar
de alcancar a intensidade maxima mais rapido, a estabilidade da cor diminui a medida
que a concentracdo de anilina aumenta. Especificamente, eles constataram que
concentracdes de anilina superiores a 8% v/v resultaram em uma deterioracao ainda

mais rapida da cor.

Figura 17 - Efeito da concentragdo de anilina na resposta analitica (e) e sinal de branco (e). Condi¢cGes
experimentais: 1000 uL da solugéo de furfural 0,66 mg L* + 500 pL da solugéo de anilina preparada
em &cido acético 80% (v/v) e 5 min de reacdo. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-
padréao (n = 3).
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Foi observado que a maior resposta analitica na reacéo entre o furfural e anilina
ocorre entre 5 e 15 min, sem diferenca significativa nos sinais analiticos nessa faixa
de tempo (variagdes < 3%), conforme mostrado na Figura 18. Desta forma, foi definido
o tempo de reagdo de 5 min para garantir a maior estabilidade do produto e obter
resultados precisos.

Adicionalmente, o efeito do tempo de reacao foi avaliado em um extrato de café
(Figura 19) e foi verificado o mesmo comportamento, indicando a auséncia de efeitos
de matriz que afetam a taxa de formacgdo do produto. Esse tempo de reagdo é
compativel com a proposta de monitorar o processo de torrefacdo e garantir a

qualidade do café. Para efeito de comparacdo, em outro estudo, que visava
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determinar furfural em cachaca [30], foi necessario um tempo de 15 min para que a
reacao atingisse o estado estacionario.

Foi observado em ambas as analises, que a medida que o tempo de reacéo
aumenta, ocorre a diminuicdo no sinal analitico devido a degradacdo do produto. A
instabilidade do produto SR contribui para essa degradacéo. Inicialmente, o produto
SR apresenta uma cor rosa caracteristica e uma forma linear. No entanto, a medida
gue o tempo de reacdo avanca, os produtos formados passam por ciclizacao,

resultando em produtos de cadeia ciclica menos estaveis e incolores [94].

Figura 18 - Efeito do tempo de reacdo na resposta analitica (e) e sinal de branco (e). Condicdes
experimentais: 1000 pL da solugado de furfural 0,66 mg L + 500 pL da solugdo de anilina 8% (m/v) em
acido acético 80% (v/v).
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Figura 19 - Efeito do tempo de reacéo na resposta analitica do extrato de café (e) e sinal de branco (e).
Condigdes experimentais: 1000 uL do extrato de café + 500 uL da solugéo de anilina 8% (m/v) em acido
acético 80% (v/v).
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ApGs as otimizac¢des, houve um ganho significativo de sensibilidade do método,

com um aumento de ca. 25% no sinal analitico em compara¢édo com a condicao inicial.

5.2.3. Extracéo do furfural

Com o objetivo de minimizar eventuais interferéncias na resposta analitica
devido a cor do extrato da amostra, foi avaliado o efeito da intensidade da cor do
extrato extraido em etanol em diferentes propor¢cdes amostra/solvente. Para isso,
foram utilizados os métodos de extragdo descritos na secao 5.1.3.

O etanol foi escolhido como solvente para a extracdo de furfural devido a sua
capacidade de solubilizar o analito nesse meio. O furfural € solGvel na maioria dos
solventes organicos, com excecao dos hidrocarbonetos alifaticos saturados, e possui
baixa solubilidade em agua [93]. Além disso, o0 uso de etanol como solvente ajuda a
minimizar a extracdo de compostos coloridos da amostra, conforme discutido na
secdo 5.1.4.

A relacdo massa/volume é um parametro que influencia a eficiéncia da extracéo

(afetando a taxa de transferéncia do analito) e a concentracéo do analito e de espécies



64

concomitantes no extrato [99]. Assim, foram avaliadas diferentes proporgbes de
massa de amostra/volume de solvente: 0,1 g:2,0 mL, 0,1 g:5,0 mL e 0,1 g:10,0 mL.
Os resultados (Tabela 4) indicaram que a maior resposta analitica foi obtida na
amostra de café extraida com o menor volume de etanol, ou seja, na proporc¢ao de 0,1
g:2 mL. Nessa propor¢ao, a concentragao de furfural encontrada foi de 15,02+0,07 mg
kg, enquanto os volumes de 5 mL e 10 mL de etanol resultaram em concentragées
de 17,3+0,1 e 15,75+0,08 mg kg, respectivamente. Com base nesses resultados,
decidiu-se adotar a proporcdo de 0,1 g de amostra extraida em 2 mL de etanol para
todas as andlises subsequentes. Essa escolha garantira a maxima detectabilidade

analitica, com menor volume de solvente para uma dada massa de amostra.

Tabela 4 - Avaliacdo do efeito da proporcdo massa de amostra/volume solvente. Condicdes de
extracdo: 0,1 g de café moido + etanol anidro. Condi¢Bes experimentais: 1000 yL do extrato de café +
500 pL da solugéo de anilina 8% (m/v) em &cido acético 80% (v/v) e 5 min de reacao.

Concentragao de

Volume de etanol (mL) Sinal (255 - G) furfural (mg kg™)*
2,0 126,7+0,6 15,02+0,07
50 116,7+0,6 17,3101
10,0 108,7+0,6 15,75+0,08

*Média + desvio padrdo (n = 3)

Com o objetivo de aprimorar o processo de extracao e aumentar a sensibilidade
do método, foram avaliadas diferentes técnicas de extracdo, incluindo métodos
convencionais como extracdo por imersao e agitacdo, além da extracdo assistida por
ultrassom (UAE). Foi observada uma diferenca significativa entre as técnicas de
extracdo (Tabela 5), com um nivel de confianca de 95%. Na mesma amostra de café,
a extracdo por ultrassom resultou em uma concentracdo de furfural de
20,5+0,4 mg kg?, enquanto as técnicas convencionais, infusdo e agitacao,
apresentaram concentragdes entre 14,1+0,7 e 16,84+0,01 mg kg*'. Os resultados
indicam que a extragao por ultrassom foi mais eficiente, proporcionando um aumento
de aproximadamente 45,4% e 21,7% na extracdo de furfural em comparacado com os

métodos convencionais de infusdo e agitagdo, respectivamente.
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Tabela 5 - Avaliacdo de diferentes métodos de extracdo de furfural. Condi¢cdes de extracao: 0,1 g de
café moido + 2 mL de etanol por 5 min de extragdo. Condi¢cdes experimentais: 1000 uL do extrato de
café + 500 yL da solugéo de anilina 8% (m/v) em acido acético 80% (v/v) e 5 min de reacéo.

Concentragao de

Método de extragao Sinal (255 - G) furfural (mg kg)*
Imersao 125,0+0,8 14,1£0,7
Agitagao (vortex) 129,0+0,9 16,84+0,01
Ultrassom 134,0+0,6 20,5+0,4

*Média + desvio padrdo (n = 3)

A UAE tem recebido destaque devido as altas taxas de extracdo em tempos
reduzidos [89]. Por exemplo, estudos tém sido conduzidos para investigar a aplicagao
do ultrassom na extracdo de compostos bioativos em amostras de café. Em um estudo
comparativo entre os métodos convencional e ultrassénico, para a extracdo de cafeina
da polpa de café, foi observada uma concentracéo de cafeina de 49,9+1,3 mg L
utilizando o método convencional, enquanto o ultrassom alcangou uma concentracdo
de 206,6+0,1 mg L [100].

Outro estudo comparou a UAE e o processo de extracdo convencional,
utilizando etanol como solvente, para a extracdo de polifendis da borra de café. Foi
observada uma recuperacdo de mais de 83% dos polifendis disponiveis no extrato
utilizando UAE, enquanto a extragcdo convencional alcangcou uma recuperacédo de
aproximadamente 64%. Esses resultados indicam uma melhoria de cerca de 33% na
recuperacado de polifendis com o uso de ultrassom [99].

Considerando os resultados obtidos e as vantagens oferecidas pela UAE, essa
técnica foi selecionada para a extracao de furfural do café. Foi realizada uma avaliacéo
do tempo de extracdo por ultrassom, com intervalos de 5, 10 e 15 min, porém, nao
foram observadas diferencas significativas, com uma variacdo < 5%. Portanto,
decidiu-se manter o tempo de extragdo em 5 min.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da extragao de furfural em amostras de
café, foi realizada uma comparacao da quantidade de furfural extraido em trés etapas
distintas. O experimento envolveu a realizagcdo de trés extragbes sucessivas na
mesma amostra de café, sendo que a primeira extracdo extraiu uma concentracdo de
20,7+0,1 mg L, correspondendo a ca. 90% do furfural presente na amostra. Ja na
segunda e terceira extracao, foram extraidos 1,32+0,01 mg L'* e 0,91+0,01 mg L de

furfural, respectivamente, totalizando menos de 10% do furfural extraido. Com base
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nos resultados obtidos, concluiu-se que uma Unica etapa de extracao é suficiente para
extrair o furfural da amostra de café. Essa abordagem economiza tempo na
preparacao dos extratos e reduz possiveis erros sistematicos. A Figura 20 apresenta
a intensidade de cor observada em cada etapa da extracao apés a derivacdo quimica,
oferecendo uma visualizacéo clara do processo e confirmando a eficacia da extracdo

Unica para obter os resultados desejados.

Figura 20 - Imagens dos extratos de café obtidos por extracbes UAE sequenciais, apés derivacédo
guimica com anilina: (a) 12 etapa; (b) 22 etapa e (b) 3% etapa de extracdo. Condi¢cBes experimentais:
1000 pL do extrato de café + 500 pL da solugéo de anilina 8% (m/v) em &cido acético 80% (v/v) e 5 min
de reacéo.

Ao avaliar os espectros resultantes da extragdo com etanol, foi observado que
0 extrato da amostra de café apresenta maxima absor¢cdo em 440 nm, enquanto o
produto da reacdo com anilina apresenta absor¢do maxima em 510 nm (Figura 21).
Essa diferenca minimiza a sobreposicao espectral e viabiliza a determinacdo de
furfural nos extratos etandlicos de café. Entretanto, espera-se que haja alguma
absorcdo de radiacdo pela coloracdo dos extratos no comprimento de onda de

medida, como seréa discutido posteriormente.
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Figura 21 - Espectros de absor¢céo UV-vis do extrato do café, preparado em etanol na proporcéo 19:2
mL com (—) e sem (—) adicao do reagente cromogénico; (—) espectro de absorcao UV-vis da solucéo
de 20 mg L1 de furfural adicionada de reagente cromogénico.
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5.2.4. Caracteristicas analiticas

Nas condicbes otimizadas, resposta linear foi observada na faixa 0,16—
1,33 mg L furfural, descrita pela equacédo S = (104,4+0,5) + (29,2+0,7) C (r = 0,998),
na qual S se refere ao sinal analitico (255 - G) e C é a concentracao de furfural no
extrato (mg L*%). Na Figura 22, sdo apresentadas imagens dos microtubos de
polipropileno contendo os produtos gerados nessa faixa de concentragao de furfural e
a curva de calibracdo correspondente. A faixa de concentracdo com resposta linear
equivale a 0,2-1,7 mg g café. O coeficiente de variacdo (CV) foi estimado em 0,54%
(0,5 mg L* furfural, n=10). O LD foi estimado a partir de diluicdes sucessivas de uma
solucédo de furfural em etanol, visando determinar a menor concentragdo de analito
gue produziu um sinal analitico significativamente diferente do sinal do branco com
95% de confianca. O valor obtido para o LD foi de 0,05 mg L. O LQ foi entéo estimado
em 0,165 mg L* de furfural (3,3 x LD).
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Figura 22 - (a) Imagens dos microtubos de propileno contendo o produto da reacéo colorimétrica e (b)
curva analitica de calibragdo obtida nas condi¢des otimizadas para determinagédo de furfural, usando
os resultados do canal G do sistema RGB (n = 3).
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A linearidade se refere a capacidade do método de produzir resultados que séo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa analitica
especifica [101]. Para avaliar esse parametro, os dados do canal G foram analisados
por meio de dois métodos distintos, ambos fundamentados na estimativa de
reflectancia. O primeiro método envolveu a determinacédo do sinal analitico (S) por
meio da expressao (S = 255 - G), em que 255 é o valor correspondente a reflexdo
total de radiacdo e G é o valor médio do canal G obtido para cada amostra ou solucdo
de referéncia [77]. O segundo método envolveu o célculo do logaritmo (Equacao 4),
onde Go € o valor médio do canal G referente ao branco [102]. Ambos os tratamentos

tém sido utilizados em fotometria por imagens digitais [32,69,80,81].

S =log <(;0) (4)

Observando os coeficientes de correlacao linear (Tabela 6), conclui-se que nao

houve diferenca significativa entre os dois tratamentos. Os tratamentos de dados
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foram validados através do ajuste satisfatorio aos dados experimentais, utilizando o
teste lack-of-fit [103]. Os valores obtidos para a estatistica de teste (FcaLc) foram de
2,1 para o tratamento 255-G e de 1,7 para o tratamento logaritmico, ambos inferiores
aos valores tabelados (Fras), 3,7 e 3,3 (95% de confianga), respectivamente,
indicando que o modelo linear é adequado para a correlagdo dos dados em ambos os

tratamentos.

Tabela 6 - Dados de linearidade da curva de calibracdo pelos diferentes tratamentos de dados (95%
de confianca).

Tratamento Correlagéo linear
de dados (9]
255 -G 0,9985 2,1 3,7
log (Go/G) 0,9984 1,7 3,3

Para avaliar a recuperacédo do furfural, amostras de café foram dopadas com
concentracées conhecidas de 0,66 e 1,33 mg L do analito. Apés a extracéo, o furfural

foi quantificado e a porcentagem de recuperacéo foi determinada pela Equagéao 5:

(concentracdo determinada—concentracdo adicionada)

x 100 )

Recuperacao (%) =
p ¢ ( /0) concentracio adicionada

Ao analisar a Tabela 7, observa-se que as recuperagbes do analito
apresentaram variacdes de 90-112%, com uma média de 100%, quando avaliadas
pelo tratamento 255-G. Ja as recuperacdes avaliadas através do logaritmo variaram
de 87-104%, com média de 99%. Ambas as recuperacdes sdo aceitaveis e a
diferenga entre os dois tratamentos de dados ndo foi significativa. Além disso, as
recuperagoes indicam a auséncia de efeitos da matriz e demonstram a viabilidade de
utilizar a calibrac&o externa (solucdes de referéncia de furfural preparadas em etanol)
para a quantificagdo do analito. A titulo de comparacéo, os valores de recuperacédo de
furfural s&o consistentes com os obtidos em um estudo realizado com cafés torrados

e determinacao por HPLC (recuperacdes entre 87% e 103%) [22].
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Tabela 7 - Recuperacdes de furfural adicionado a amostras de café.

Amostra Concentrac&o adicionada Recuperagao (%)*
de café (mg L) Log (Go/G)
1 0,66 93+5 87+4
1,33 98 +1 100+1
2 0,66 105+ 3 100+ 2
1,33 101 +£1 104 +1
3 0,66 105+ 3 100 £ 3
1,33 99 +1 102 +1
4 0,66 112 +6 106 £5
1,33 100+ 2 101,9+0,4
5 0,66 103 +£5 100 £5
1,33 90 + 2 92,7+0,4
5 0,66 103 +£5 98 +4
1,33 91+3 92 +3

*Média * desvio padrdo (n = 3)

A exatidao € um parametro fundamental na validacdo de um método analitico,
pois esta relacionada a concordancia entre o valor de concentragdo real na amostra e
o valor estimado pelo processo analitico [101]. Com o objetivo de avaliar a exatidao,
amostras de cafés foram analisadas utilizando o procedimento proposto, e 0s
resultados foram comparados com os obtidos pelo procedimento de referéncia [23],
baseado em HPLC, utilizando os erros relativos como medida de comparacao,
conforme apresentado na Tabela 8. Foram observados valores elevados de erro
relativo, o que indica uma grande discrepancia entre os valores medidos/estimados e
os valores de referéncia.

Foi observado que os extratos das amostras, embora apresentem maximo de
absorcdo em torno de 440 nm (coloracao amarela), também apresentam absor¢éo na
faixa de comprimentos de onda correspondente a absorcao pelo produto da reacao,
em torno de 510 nm (Figura 21). Essa sobreposicdo espectral indica que a absorcéo
pelo extrato da amostra no canal de medida ndo pode ser desprezada. Para evitar a
interferéncia espectral, foi proposta a estratégia de realizar uma correcdo matematica
nos sinais gerados. Para isso, foi subtraido o valor de absorcéo correspondente ao
extrato da amostra no canal G (valores médios de Guoranco €ntre 1,3 e 7,7). Apds a
correcao dos dados utilizando o branco da amostra no método proposto, foi observada

melhora significativa nos erros relativos (Tabela 9). Essa reducéo indica uma melhoria
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na exatiddo do método, uma vez que os valores medidos estdo mais proximos dos

valores de referéncia.

Tabela 8 - Teores de furfural em amostras de cafés especiais torrados determinados pelo procedimento
proposto e de referéncia.

Amostra de Teor de furfural (mg kg™)* Erro relativo
café Proposto Referéncia [22] (%)
1 16,7+ 0,4 11,3+0,2 +48,2
2 17,3+0,4 138+1,1 +25,6
3 189+0,4 14,4+ 0,9 +31,1
4 179+0,4 12,06 £ 0,03 +48,6
5 159+04 10,7+ 0,3 +48.,4
6 17,1+0,4 12,0+0,1 +43,8
7 20,3+0,4 25,8+0,8 21,1
8 17,1+0,4 12,3+ 1,7 +39,6
9 21,2+0,6 16,9+0,5 +25,0
10 19,7+ 0,4 15,3+0,6 +27,9
11 19,7+ 0,4 16,1+ 0,8 +22,5
12 20,6 0,6 185+1,7 +11,1

*Média + desvio padrdo (n = 3)

Tabela 9 - Teores de furfural das amostras de cafés especiais torrados determinados pelo
procedimento proposto e de referéncia, apds a correcéo pela absor¢do da amostra.

Amostra de Teor de furfural (mg kg*)* Erro relativo

café Proposto Referéncia [22] (%)
1 11,0+0,4 11,3+0,2 -2,2
2 11,6+0,4 13,2+0,2 -11,5
3 12,4+ 0,4 14,4+ 0,9 -13,8
4 135+0,4 12,06 + 0,02 +11,6
5 11,2+ 0,4 10,7 £ 0,3 +4,8
6 12,0+ 0,4 12,0+0,12 +0,06
7 159+0,4 25,8+0,8 -38,4
8 145+04 11,30 £ 0,01 +28,1
9 16,7+ 0,6 16,9+ 0,5 -1,4
10 139+0,4 15,3+0,6 -9,2
11 14,7+0,4 15,6 £+ 0,2 -6,2
12 15,9+0,6 175+0,1 -9,2

*Média + desvio padrdo (n = 3)
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No estudo conduzido por Stillings and Browning [86], foram investigadas as
condigbes necessérias para a determinagdo do furfural pelo método colorimétrico
utilizando a reacédo entre furfural e acetato de anilina. Foi observado que o HMF e o
MF néo introduziram um erro significativo na determinacdo fotométrica do furfural
guando o acetato de anilina foi utilizado como reagente. O erro associado a essas
substancias foi inferior a 1%. Portanto, pode-se concluir que o HMF e o MF n&do afetam
de forma significativa a estimativa do furfural pelo método do acetato de anilina. Além
disso, a reacéo é seletiva para o furfural e ndo é afetada por interferéncias de outros
aldeidos, mesmo que esses compostos apresentem semelhangas em seu processo
de formacao. A sobreposicédo espectral causada pelos produtos de reacdo desses
aldeidos tem pouca relevancia para a determinacao do furfural [92-93].

O método proposto para a determinacdo de furfural em amostras de café é
vantajoso por sua praticidade, rapidez e baixo custo. Cada determinacéo requer
apenas 50 mg de amostra, 1 mL de etanol e 40 mg de anilina, gerando somente
1,5 mL de residuo. A medida fotométrica € realizada por meio de uma camera de
smartphone e um aplicativo de conversdo de dados, o que torna o método bastante
conveniente para analises in situ, diretamente nas torrefadoras de café, bem como em

laboratoérios de rotina.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foram desenvolvidos dois métodos para a analise de furfurais em
café torrado. O primeiro método foi desenvolvido para a determinacdo de furfural,
enquanto o segundo método foi desenvolvido para a determinagdo de HMF. Ambos
0s métodos utilizam a reacdo que envolve o furfural e a anilina em meio acido.

O método desenvolvido para a determinacdo do furfural demonstrou ser
eficiente e econdémico, proporcionando uma reducdo significativa no consumo de
amostras e reagentes, contribuindo para os preceitos da quimica verde. A utilizacdo
da camera de um smartphone para a medida fotométrica, juntamente com o
procedimento spot test, torna 0 método altamente atrativo para 0 monitoramento in
situ em torrefadoras. Isso se deve as suas caracteristicas favoraveis, como a
simplicidade dos materiais necessarios, incluindo apenas micropipetas, microtubos de
polipropileno e um telefone celular. Além disso, o método desenvolvido para a
determinacdo de furfural demonstrou resultados consistentes com o método de
referéncia, exibindo caracteristicas analiticas adequadas, tais como linearidade, limite
de deteccdo e exatidao. Esses resultados indicam que o método é uma alternativa
confiavel para a determinacao de furfural em cafés torrados, em conformidade com as
normas vigentes. Essa abordagem metodolégica permite a determinacdo precisa do
teor de furfural em café torrado, o qual desempenha um papel importante como
indicador de qualidade e grau de torra do café.

Por outro lado, mesmo com os esfor¢os realizados para determinar o composto
HMF em extratos de café, utilizando diferentes solventes, métodos de extracdo e
técnicas de purificacdo, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios. Isso se deve
principalmente a intensa sobreposicdo espectral entre o extrato da amostra e o
espectro de absorcao maximo do HMF, o que dificulta a detec¢do e quantificacéo
precisa desse composto. A sobreposicdo resultante gera interferéncias espectrais
significativas, tornando desafiador distinguir as caracteristicas espectrais do HMF das
demais espécies presentes na amostra. Como resultado, nao foi possivel desenvolver

um método eficaz para a determinagédo de HMF em cafés torrados.
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