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COFFEE WITH CHEMOMETRIC: AN APPLICATION OF 25 FRACTIONAL FACTORIAL DESIGN. Chemometrics is a subfield
of chemistry that emerged from advances in analytical instrumentation and computing. When seeking to solve chemical problems

that depend on many concomitants experimental variables, chemometrics can be employed in order to extract as much information

as possible in the least possible number of experiments. In addition, it is possible to evaluate the important effects and interactions
among the variables to understand the processes being monitored in each system. In this sense, this article aimed to develop a didactic

experiment of caffeine extraction using an espresso machine, applying the 2> fractional factorial design. The variables studied were
temperature (75 and 78 °C), pressure (2 and 15 bar), granulation (bean and ground), type of coffee (special and traditional) and
period of the day (morning and afternoon) to obtain maximum extraction of caffeine. The coffee extracts obtained were analyzed

using UV-Vis molecular absorption spectrophotometry. The developed experiment showed the potential to spread the application of
chemometrics in the academic environment and to facilitate the teaching of fractional factorial design.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da instrumentagdo analitica, impulsionado
pela eletronica do microcomputador a partir da década de 1970,
aumentou a quantidade dos resultados gerados durante uma andlise
quimica. Nesse sentido, houve a necessidade do avanco de métodos
de estatisticas multivariadas que possibilitam a interpretacéo destes
resultados de forma conjunta, extraindo o maximo de informagao com
o menor nimero de experimentos possivel. Esse avango tecnoldgico
e cientifico permitiu a criagdo de uma nova subdrea da quimica,
a quimiometria. Embora a quimiometria tenha crescido voltada a
quimica analitica, outras dreas da quimica e da industria tém usufruido
de métodos quimiométricos para resolugio de problemas.'?

Os planejamentos fatoriais € a frente de estudo da quimiometria
mais difundida e aplicada no meio académico e, mesmo assim, o
ensino da quimiometria nos cursos de quimica das Institui¢des de
Ensino Superior Brasileiras ainda € pequeno, onde em muitos casos
é restrito a pds-graduacgdo.’* Uma das explica¢des para esse fato
estd na falta de dominio de programas computacionais, muitas vezes
complicados, e professores com formagao na drea.> Diante disso, surge
uma pergunta importante: Por que estudar o planejamento fatorial?

Planejar inicialmente um experimento quimico é de suma
importincia para obter resultados que representem de forma eficaz seu
sistema de estudo. Em outras palavras, saber se uma varidvel A ou B
influencia ou ndo nos resultados de um experimento € importante para
entender os processos que estdo sendo monitorados, maximizando os
ganhos de um determinado sistema. Dessa forma, os planejamentos
fatoriais sdo usados para extrair o maximo de informagao com o menor
numero de experimentos possivel, sem prejudicar ou encobrir efeitos
e interagdes importantes entre as varidveis de um sistema, facilitando
assim o entendimento do resultado final de um experimento.!>¢

*e-mail: murilo.souza@iff.edu.br
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A sele¢do do tipo de planejamento fatorial a ser utilizado
é uma parte importante de um planejamento experimental, que
depende do objetivo do pesquisador e da etapa na qual o projeto se
encontra.”® Para um estudo inicial com o objetivo de triagem das
variaveis e identificacdo daquelas que possuem maior influéncia na
resposta, deve-se empregar planejamentos fatoriais completos,®!!
fraciondrios'*!* ou saturados.” Apds essa etapa, sdo indicados
planejamentos fatoriais que se baseiam na metodologia de superficie
de resposta, como o planejamento composto central (CCD) e
Doehlert,”!*!> usados para a otimizagdo multivariada das varidveis
independentes que influenciam nas respostas.”!*!¢ Na literatura ha
muitos trabalhos publicados empregando os planejamentos fatoriais
completos, CCD e Doehlert.”#1%1417.18 Para conhecimento do leitor
ha alguns tutoriais diddticos que facilitam o aprendizado dos
planejamentos fatoriais completos'>!” e fraciondrios.” Entretanto,
como o planejamento fatorial fraciondrio ainda € pouco abordado
na literatura, seria enriquecedor propor um experimento simples e
facil de ser reproduzido para facilitar o entendimento deste tipo de
planejamento, a fim de tornd-lo mais acessivel no meio académico.

A extragdo da cafefna (1,3,7-trimetilxantina) foi o experimento
escolhido para a aplicacdo do planejamento fatorial fraciondrio,
visto que a partir deste experimento € possivel avaliar as varidveis
mais significativas para a extracdo da cafeina usando uma maquina
de café expresso. Sabe-se que a concentragdo da cafeina ¢ um dos
principais parametros de qualidade do café e pode ser afetada por
diferentes varidveis durante a preparacio desta bebida: variedade do
café, preparacdo dos grios, temperatura da dgua, pressio relativa,
grau de moagem e a compactagdo do café.?' Portanto, o objetivo
deste trabalho foi empregar o planejamento fatorial fraciondrio para
avaliar as varidveis que mais contribuem para a extragio da cafeina
do café. Vale ressaltar que este experimento permeia por diferentes
temas ensinados na disciplina de Quimica Analitica (curva analitica,
espectrofotometria UV-Vis e extracdo liquido-liquido), possibilitando
o ensino de quimiometria de uma forma mais descontraida.
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Planejamento fatorial fracionario

O ndmero de ensaios no planejamento fatorial completo (2%)
aumenta proporcionalmente com o nimero de varidveis (definidos
também como fatores, k) necessdrias para realizacdo de um
planejamento experimental. Para um nimero de varidveis k maior ou
igual a 5, hd um aumento considerdvel na quantidade de experimentos
realizados, além de maior tempo para realizagdo de todos os ensaios
e 0 maior custo com reagentes e amostra. Entretanto, uma parte das
interagdes entre as varidveis (isso &, as interagdes de maior ordem)
tém alta probabilidade de serem consideradas ndo significativas para
o resultado, o que torna possivel obter os resultados necessérios para
a andlise estatistica apenas com uma fracdo do ensaio total.>*

O método de planejamento que utiliza apenas uma fragdo dos
ensaios € denominado na literatura como fatorial fraciondrio (2*P),
sendo k o nimero de varidveis estudadas e b o tamanho da fragdo
aplicada. Esse planejamento € utilizado principalmente quando as
variaveis estudadas sdo muitas e se tem pouca informacdo sobre o
sistema. Dessa forma, o planejamento fatorial fraciondrio funciona
como uma triagem das varidveis que realmente s@o significativas,
que posteriormente poderdo ser usadas em um planejamento de
otimiza¢do (superficie de resposta). A estratégia do planejamento
fatorial fracionario consiste em considerar os efeitos (também
chamados de contrastes) das interacdes de maiores ordens (ou
seja, interacdes entre duas ou mais varidveis) como pouco ou
ndo significativos. Dessa forma, os efeitos dessas interacdes de
maiores ordens (com baixas significancias) sdo misturados com
os efeitos de varidveis ou de interagdes significativas, gerando um
valor de contraste para essas varidveis ou interagdes misturadas
o que ¢ chamado de “confundimento”. Essa mistura dos efeitos
de interacdes ndo significativos com os efeitos das varidveis ou
interacdes significativas permite a realizacdo apenas de uma fracio
dos experimentos sem perdas significativas para o resultado.>’

A escolha do tamanho da fra¢@o (pardmetro b do planejamento
2kb), corresponde ao valor da proporgdo que se pretende reduzir, ou
seja, o numero total de experimentos executados para transformar
um planejamento fatorial completo em um planejamento fraciondrio.
Entretanto, um valor alto de b pode resultar em uma perda de
informacdo do sistema, impactando nas respostas e no nimero de
experimentos que devem ser executados.

Para exemplificar, quando se avalia a influéncia de cinco fatores
(varidveis) diferentes em dois niveis, um alto e outro baixo, na resposta
de um planejamento fatorial completo (2°) € necessdrio a realizagio de
32 experimentos. Esse nimero grande de experimentos pode dificultar
a execugdo do planejamento. Dessa forma, faz-se necessario diminuir
esse nimero de ensaios pela metade (obtendo resultados semelhantes) e,
portanto, emprega-se um planejamento fraciondrio (2%), totalizando 16
experimentos. Nesse planejamento (25), a estratégia adotada é misturar
os efeitos principais com os efeitos das interacdes de grau quatro,
enquanto as interacdes dos efeitos de grau dois sdo misturadas com
os de grau trés (veja Figura 1). O resultado obtido € um planejamento
com 16 experimentos com a mesma capacidade de realizar o estudo de
triagem de varidveis.>" Vale ressaltar que se fosse aplicada um b = 2
(252), resultaria em um planejamento com somente 8 experimentos, que
apesar da possibilidade de ser realizado, € insuficiente para representar
de forma satisfatoria a variabilidade das 5 variaveis avaliadas, isso €,
hd uma perda considerdvel de informac@o para o sistema. A Figura 1
apresenta um infogrdfico com a estratégia adotada para transformar um
planejamento fatorial completo 2° em um fraciondrio 25,

Nos planejamentos completos sdo avaliadas as respostas de
todos os efeitos (principais e interacdes). Nos planejamentos
saturados ou Plackett-Burman sdo avaliadas as respostas somente dos
efeitos principais e no planejamento fatorial fraciondrio € estimado
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Figura 1. Infogrdfico da estratégia adotada no planejamento fatorial fra-

ciondrio

somente os efeitos (contrastes) que apresentam a possibilidade de
influenciar na resposta.'> A Matriz X do planejamento € o conjunto
de sinais algébricos que identificam o nivel de cada varidvel e todas
as combinagdes de interacdes possiveis para o cédlculo de todos os
efeitos.>!> No planejamento fatorial fraciondrio 2>! os efeitos das
interagdes de terceira (X;;) e quarta (X;;,) ordem ndo aparecem na
Matriz X, visto que estes efeitos de maiores ordens sdo confundidos
com outros efeitos principais e de 2* ordem. Dessa forma, os efeitos
das interacdes de 4 ordem (X34 X235 X245 X345 Xa345) $20 misturados
com os efeitos principais (X, X,, X;, X, e X,), respectivamente. Ja
os efeitos de 2 ordem (X, X35, X4 X5, Xz, Xy, Xos: Xz X, Xas.)
sdo misturados com os efeitos de 3" ordem (X5, X5, X35 Xoag: Xus;
X35, Xi34. Xios5. Xios: X123), Tespectivamente. A Figura 2 apresenta as
misturas (chamados também de confundimentos) dos efeitos num
planejamento fatorial fraciondrio 25,

A Figura 2 foi apresentada somente com o intuito de demonstrar
que no planejamento 2! h4d o confundimento dos efeitos. Entretanto,
essa ndo € a matriz usada para construir o planejamento fatorial
fraciondrio 2>, conforme serd mencionado mais adiante. Os sinais
das colunas do lado esquerdo da matriz sdo os mesmos que os do lado
direito e, por isso, dizemos que o efeito referente a cada uma dessas
varidveis ou interagdes estdo confundidos. Para facilitar a visualizagio
das colunas da matriz correspondentes aos efeitos confundidos foram
coloridas com as mesmas cores. Dessa forma, pode-se afirmar que
o efeito da interag@o de 4* ordem (X,;4) estd misturado com o efeito
principal (X;), por exemplo. A Figura 1S (Material suplementar)
apresenta as informacdes que foram usadas para chegar na matriz
simétrica (Figura 2) do planejamento fatorial fraciondrio 2%,

Uma maneira simples de obter os efeitos que estdo confundidos no
planejamento fatorial fraciondrio € usar a relacéio geradora I (coluna
representada por todos os sinais +1, ou seja, a média — Figura 2) e a
partir dela obter os efeitos que sdo confundidos (Eq. 1).

I = X,,345 (frag@o principal) (1)
Multiplicando ambos os lados da Eq. 1 por X, tem-se (Eq. 2).
XiI=XXi2us 2

Quando multiplicamos duas colunas iguais o resultado serd sempre
um vetor unitdrio, assim, podemos elimind-lo da equagdo (Eq. 3).

X =Xous 3)
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Simetria entre o lado esquerdo e direito da matriz

Figura 2. Confundimentos dos efeitos das interacoes de quarta ordem (X 53, X 1235 X 1245 X345 Xo345) com 0s efeitos principais (X5, X, X;, X, e X,), respectivamen-
te; e dos efeitos de segunda ordem (X5, X 5. X, X 5. X55. X4 X5, X34 X35, X5.) com os efeitos de terceira ordem (Xs,s5. Xou5. Xoss. X34 X1us: X35 X130 X125 X124 X123),

respectivamente

Portanto, o efeito da varidvel X, estd misturado (confundido)
com o efeito da interacdo X, (efeitos que estdo confundidos sdo
chamados de pares associados, ou aliases). No entanto, por uma
questdo hierdrquica, é muito mais comum que efeitos principais
sejam mais importantes do que os de ordens mais altas. Assim, ao
assumir que os efeitos de ordens mais altas t€ém pouco ou nenhuma
significancia, entdo pode-se concluir que um efeito grande de X seja
exclusivamente desse efeito principal.

Como construir uma matriz de um planejamento fatorial
fracionario?

O resultado da mistura desses efeitos principais ou interacdes
com efeitos de maiores ordens gera a matriz do planejamento
fraciondrio 25! (Tabela 1). Dessa forma, a constru¢do da Matriz X
do planejamento fatorial fraciondrio (2%') € realizada seguindo os
seguintes passos:

Passo 1: Construir a coluna da média com nivel alto (+ 1) para
todos os 16 ensaios (coluna colorida em roxo na Tabela 1).

Passo 2: Construgdo de um planejamento completo 24 para os
fatores principais (varidveis) X, X,, X; e X, (coluna colorida em azul
na Tabela 1). Os niveis da coluna X, se revezam entre o nivel baixo (-1)
e nivel alto (+1), seguido pelo revezamento dois a dois (-1-1+1+1),
quatro a quatro (-1-1-1-1+1+1+1+1) e oito a oito (-1-1-1-1-1-1-1-
1+14+1+1+14+1+1+1+41) para as colunas X,, X, e X,, respectivamente.

Passo 3: Atribuir a coluna X o resultado do produto dos niveis
das 4 varidveis principais (X, X,, X; e X,) de cada ensaio (Eq. 4)
(coluna colorida em verde na Tabela 1).

X=X, xX, xX;x X, 4)

Passo 4: Atribuir as colunas dos fatores de 2* ordem (X,,; X,3;
X Xiss Xozs Xogs Xoss Xsus X35 € Xy5) (coluna colorida em cinza
na Tabela 1) o resultado do produto dos seus respectivos efeitos
principais em cada ensaio (Eq. 5)."

X; =X, xX, (@)

sendo i e j os indices das varidveis usadas no planejamento (1, 2,
3,4e5).

Observe que foram usados somente as varidveis principais e as
interagdes de 2° ordem para construir a matriz do planejamento 2!,
visto que os efeitos das interacdes de maiores ordem (3% e 4%) estdo
misturadas com estes efeitos principais e de 2* ordem (Figura 1). Vale
ressaltar que ao construir a matriz do planejamento fraciondrio 2°
h4 uma perda de informagdo sobre as respostas dos experimentos.
Entretanto, essa perda de informacao ndo € expressiva, pois a confusio
causada entre os efeitos principais e os efeitos de interagdes tem
como objetivo dar importincia somente aos efeitos significativos que
serdo avaliados pelo gréfico de pareto e pelo grafico de probabilidade
normal, conforme serd visto nos resultados e discussdo.'

Observe que os ensaios 2, 3, 5, 8, 9, 12, 14 e 15 da Tabela 1
correspondem aos mesmos ensaios da Figura 2, se considerar somente
as varidveis principais (exceto para varidvel 5) e interagdes de 2°
ordem. Os ensaios faltantes (1,4, 6,7, 10, 11, 13 e 16) sdo os ensaios
presentes na matriz alternativa (Figura 1S).

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Os frascos e vidrarias empregados nas andlises foram lavados com
Extran MA 02 Neutro 5% v v'' (Merck, Alemanha) e dgua deionizada
antes das andlises. Diclorometano P.A. ACS (Vetec, Brasil) foi usado
para a extragdo da cafeina dos cafés. A dgua deionizada (condutividade
<5,0 uS cm™) foi preparada por um deionizador (Permution®, modelo
1800 Evolution, BR). As solu¢des-padrio usadas para construgio da
curva analitica foram preparadas ap6s dilui¢des sucessivas da solugdo
estoque de 100 mg L' de Cafeina (Sigma-Aldrich, BR). As dilui¢des
foram executadas em baldes volumétricos de 25 mL e completadas até
o ponto de afericdo com diclorometano P.A (Vetec, Brasil).

Amostras e equipamentos

Foram usados cafés especiais e tradicionais torrados e moidos e



Vol. 46, No. 1 Café com Quimiometria 101
Tabela 1. Quadro de sinais das varidveis da matriz do planejamento fraciondrio
Ensaio = Média X, X, X X, X X X3 Xis Xis Xa3 X4 X5 D. Xss Xis

1 + - - - - + + + + + + - + = =
2 + + - - - - - - - - + + + + + +
3 + - + - - - - + + + - - - + + +
4 + + + - - + + - - + - - + + - -
5 + - - + - - + - + + + + - - +
6 + + - + - + - + - + - + - + -
7 + - + + + - + - + - + +
8 + aF + + - - + aF - - + - - - - +
9 + - - - i + + - + + - + - + -
10 + + - - + + - - + + + - - - - +
11 + - + - + + - + - - - + + - - +
12 + + + - + - + - + + - - + -
13 + - - + + + + - - - - - - + + +
14 + + - + + - + + - - - + + - -
15 + - + + - - - - + -
16 + + + + + + + + + + + + +

em grdos adquiridos em supermercados brasileiros. Uma cafeteira
multipressdo de 2 bar e 15 bar com reservatdrio de dgua de 950 ml (Trés
Coragdes, G1 lov, Brasil) foi usada para o preparo do café. J4 para a
andlise da cafeina foi empregado um espectrofotometro de absorcéo
molecular UV/Vis (BioMate 3S, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Planejamento experimental

Os cafés foram extraidos usando a maquina de café expresso,
variando a temperatura (X,), pressdo (X,), granulagdo (X;), tipo de
café (X,) e periodo do dia (X;). As varidveis X, X,, X;, X,e X, foram
estudadas usando o planejamento fatorial fraciondrio com dois niveis
(2%1), a fim de verificar a significancia dessas varidveis na obtengao
da maxima extracdo de cafeina das bebidas de café preparadas na
maquina de café expresso. A Tabela 2 apresenta as 5 varidveis e o0s
dois niveis estudados, gerando 16 experimentos. Para evitar resultados
tendenciosos, os 16 experimentos foram realizados de forma aleatéria.

Tabela 2. Varidveis avaliadas e os niveis estabelecidos

Varidveis =) +)
Temperatura (°C) 75 78
Pressao (bar) 2 15
Granulagdo Graos inteiros Graos moidos
Tipo de café Tradicional Especial
Periodo do dia Manha Tarde

Preparo dos cafés usando a maquina de café expresso

Cada uma das 16 cdpsulas de café expresso (Figura 3) foram
abertas nas laterais com auxilio de um estilete, esvaziadas e limpas,

de acordo com a metodologia empregada por Querubina et al.”* Os
graos foram macerados e pesados (1,0000 g) em uma balanga analitica
(Shimadzu, AY220). Todas as capsulas contendo o café (moidos ou
em graos inteiros) foram devidamente fechadas utilizando cola para
material pldstico e fita adesiva, e foram envoltas em papel aluminio
(Figura 3). A maquina de café expresso foi configurada, variando as
condi¢des de temperatura e pressao, seguindo as instru¢des do manual
antes de cada um dos experimentos. O volume de 100 mL de dgua
deionizada foi fixo em todos os 16 experimentos para extragdo da
cafeina das amostras de café.

Extracio e analise da cafeina

A extracdo da cafefna foi realizada a partir da metodologia de Belay
et al. * ApGs a extragdo, os extratos foram diluidos (1:25) em dgua
deionizada e adicionados 25 mL de diclorometano (CH,Cl,). A mistura
foi agitada a 300 rpm durante 5 minutos em agitador magnético. Apds
o repouso, houve a separacdo das fases aquosas e organica (contendo a
cafefna) (Figura 4). Apés isso, foram realizadas duas extracdes liquido-
liquido da amostra usando um funil de separacdo. A cafeina contida
na fase orgénica foi analisada por espectrofotometria de absorcao
molecular no comprimento de onda maximo de 275 nm.

Caracteristicas de desempenho para o procedimento analitico

Para a constru¢do da curva analitica da cafeina, foi preparada
inicialmente uma soluc@o estoque de padrdo de cafeina (Sigma-
Aldrich, Brasil) com 100 mg L', obtendo solugdes-padrdo nas
concentragdes de 0, 1, 2, 4, 6, e 8 mg L', usando o solvente
diclorometano. As solucdes-padrdo foram preparadas em duplicatas
e analisadas por um espectrofotdmetro UV/Vis (275 nm). Além

Figura 3. Procedimento de preparo das cdpsulas com as amostras de café: 1: abertura da cdpsula com estilete; 2: a capsula foi esvaziada e limpa; 3: a amostra

do café foi adicionada a cdpsula limpa; 4: fechamento da cdpsula com cola e fita adesiva; 5: cdpsula envolta em papel aluminio
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Fase contendo
cafeina

Figura 4. (a) Extrato em agitagdo magnética durante a extragdo liquido-li-
quido da cafeina; (b) separagdo das fases

disso, o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ)
foram calculados de acordo com a International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC): o LD foi calculado como sendo trés
vezes o desvio-padrdo do intercepto (s) dividido pela inclinacio
da curva analitica (m), ou seja, 3s/m, enquanto o LQ foi calculado
como sendo 10 vezes o desvio-padrio do intercepto (s) dividido pela
inclinacdo da curva analitica (m), ou seja, 10s/m.>>2¢

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do desempenho analitico para determinacio da
cafeina

A Tabela 3 apresenta os parametros de desempenho alcangados para
adeterminagdo da cafefna nas amostras de café por espectrofotometria
UV-Vis.

Os teores de cafeina nos 16 experimentos (Tabela 5) apresentaram-
se maiores que o LQ para a cafeina, indicando que a determinag@o da
cafeina nas amostras de café foi realizada com precisdo e exatiddo
aceitdveis. Além disso, foi empregada a andlise da variancia (ANOVA)
para avaliar a regressdo e falta de ajuste da curva analitica (Tabela 4).

Tabela 3. Caracteristicas de desempenho para determinagao da cafeina

Quim. Nova

A linearidade da curva analitica da cafeina foi expressa usando
o coeficiente de determinacdo (1> = 0,990), indicando uma 6tima
relag@o linear (12 pr6ximo a 1). No entanto, para validacdo de
procedimentos analiticos € recomendado que a linearidade seja
avaliada por métodos estatisticos de anélise de varidncia (ANOVA).”
O Teste F foi aplicado para verificar a significancia da regressio,
uma vez que um F_ .4, maior que o F . indica uma regressiao
linear adequada e, consequentemente, um modelo matemadtico que
represente satisfatoriamente o experimento. O modelo apresenta um
Ficutato (833) maior que 0 F, 1 upetado) (4,.97) indicando uma regressao
linear ideal. Além disso, o modelo apresentou um F, .., (5) proximo
a0 F ¢ (upetado) (4,53), indicando que ndo hé evidéncia de grande falta
de ajuste no modelo. Desse modo, pode se considerar, com 95% de
confianca, que a curva analitica estd significantemente correta e bem
ajustada para a quantificac@o da cafeina e que a hipdtese da linearidade
ndo pode ser descartada para a curva analitica construida (ou seja, a
hipétese nula ndo pode ser rejeitada).

Avaliacao das variaveis usadas no planejamento fatorial
fracionario 25!

A partir do planejamento fatorial fraciondrio de resolugéo V (2>1)
foi realizada uma avalia¢o das cinco variaveis usadas para a extragao
de cafeina usando a maquina de café expresso. O planejamento fatorial
fraciondrio executado neste trabalho e as concentragdes de cafeina
(% m/m) extraidas na maquina de café expresso sdo apresentados
na Tabela 5. A Tabela 5 foi construida com base na Matriz X do
planejamento fraciondrio 25! (Tabela 1) e apresenta as cinco varidveis
e os dois niveis estudados, gerando 16 experimentos.

A partir das respostas (concentragio de cafeina % m/m) geradas
no planejamento fatorial fraciondrio foram calculados todos os efeitos
e sua significancia. Vale destacar que a extragdo liquido-liquido da
cafeina dos cafés moidos empregando o diclorometano como solvente
extrator, apresenta uma eficiéncia de extracdo de 98 - 99 % de acordo
com a literatura.?*?*-° Além disso, de acordo com a Resolugio
CNNPA n°12/1978, os cafés devem conter pelo menos 0,7% m/m
de cafeina.’! Em todos os experimentos realizados obteve-se um teor
de cafeina maior que 0,7% m/m. Vale destacar que o teor de cafeina
obtido em todos os ensaios estd em conformidade aos encontrados
na literatura.*>

Cilculo dos efeitos

Para o cdlculo dos efeitos de cada varidvel e dos efeitos das suas
interacdes foi necessdrio transpor a Matriz X (Tabela 1) e multiplicd-la

Substancia Sensibilidade® Intercepto®

LD (mg L) LQ° (mg L) r’

Cafefna 0,074 = 0,003 - 0,007 £ 0,01

0,5 (0,13) 1,5(0,38) 0,990¢

“coeficiente angular da curva analitica. "coeficiente linear da curva analitica. “valores de LD dentro dos parénteses em % m/m de cafeina. ‘coeficiente de deter-

minagao.

Tabela 4. ANOVA e Validagiao do modelo da curva analitica da cafeina

Numero de graus

Fonte de validacdo Soma Quadratica de liberdade Média Quadratica F Calculado F (5%) Tabelado
Regressiao 0,5 1(p-1) 0,5 —
¢ P MQR/MQr = 833 Flio=497
Residuos 0,006 10 (n—p) 0,0006
Falta de Ajuste 0,005 4 (m-p) 0,001 )
MQFaj/MQep =5 F, =453
Erro Puro 0,001 6 (n—m) 0,0002

Variancia Explicada = 99,0%. MQR (Média Quadrética da Regressiao), MQr (Média Quadratica do Residuo), MQFaj (Média Quadrdtica da Falta de Ajuste) e
MQep (Média Quadrdtica do Erro Puro), p (Nimero de pardmetros no modelo); n (Nimero total de observacdes); m (Numero de experimentos nao repetidos).
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Tabela 5. Planejamento fatorial dos experimentos e respostas medidas
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Ensaio Tem([:ér)zitura P(rg;:)f:)o Granulagao Tipo de café* Periodo do dia‘ (lc%aieji?)
1 75 (-) 2(-) Graos moidos (-) Tradicional (-) Tarde (+) 1,04
2 78 (+) 2(-) Graos moidos (-) Tradicional (-) Manha (-) 4,17
3 75 (-) 15 (+) Graos moidos (-) Tradicional (-) Manha (-) 1,84
4 78 (+) 15 (+) Graos moidos (-) Tradicional (-) Tarde (+) 2,01
5 75 (-) 2(-) Griéos inteiros (+) Tradicional (-) Manha (-) 0,96
6 T8 (+) 2(-) Graos inteiros (+) Tradicional (-) Tarde (+) 0,81
7 75 (-) 15(+) Graos inteiros (+) Tradicional (-) Tarde (+) 0,64
8 78 (+) 15(+) Graos inteiros (+) Tradicional (-) Manha (-) 2,21
9 75 (-) 2(-) Graos moidos (-) Especial (+) Manha (-) 2,14
10 78 (+) 2(-) Graos moidos (-) Especial (+) Tarde (+) 1,98
11 75 (-) 15(+) Graos moidos (-) Especial (+) Tarde (+) 2,07
12 78 (+) 15 (+) Graos moidos (-) Especial (+) Manha (-) 2,33
13 75 (-) 2(-) Graos inteiros (+) Especial (+) Tarde (+) 2,26
14 78 (+) 2(-) Graos inteiros (+) Especial (+) Manha (-) 1,98
15 75 (-) 15(+) Griéos inteiros (+) Especial (+) Manha (-) 2,71
16 T8 (+) 15(+) Graos inteiros (+) Especial (+) Tarde (+) 1,05

“Temperaturas minimas e méximas permitidas pela maquina de café expresso. "Pressdes minimas e méaximas permitidas pela maquina de café expresso. “Café
normal adquirido diretamente do produtor (100 % arébica). ‘Café especial adquirido em supermercado (café especial 100 % arédbica de acordo com a embala-

gem do produto).

pelo vetor y (respostas da concentraciio de cafeina apresentadas
na Tabela 5). Apds isso, a multiplicacdo (X' x y) foi dividida pela
metade do nimero de experimentos diferentes executados, obtendo os
valores dos efeitos das varidveis e de suas interacdes (Eq. 6) (Tabela
6). Os efeitos se referem a diferenca entre duas médias, a média do
nivel superior menos a média do nivel inferior. Como a metade dos
experimentos € realizada em cada nivel, os valores dos efeitos sdo
divididos pela metade do nimero de ensaios realizados.
t
Efeitos = > Y (6)

25—2

O efeito da média € obtido dividindo a multiplicacdo (X' x Y)
pelo nimero total de experimentos, obtendo assim o efeito global
médio (Eq. 7).

Xt
Efeito da Média = Txly %)

A seguir, serd calculado o efeito da varidvel temperatura usando o
Excel para demonstrar como € feito. A planilha eletronica do Google
(Google sheets) também pode ser usada para cdlculo dos efeitos.

Passo 1: Transpor a Matriz X

E necessdrio que seja construida a Matriz X' que pode ser obtida
copiando toda a Matriz X e, posteriormente, colando especial de
forma transposta (T).

Passo 2: Multiplicacdo (X’ x y)

Na célula do Excel que desejar, coloque o sinal de igual e
selecione a funcdo matemdtica de multiplicacdo de matrizes
(= MATRIZ.MULT). Em seguida, selecione as células que apresentem
os codigos -1 e +1 e que correspondem a varidvel temperatura na
matriz transposta (X").

Passo 3: Célculo do efeito
Aperte a tecla ponto e virgula (;) e selecione agora as células com
todas as respostas do vetor y. Feche o paréntese e dividida por oito.

O mesmo procedimento pode ser realizado para calcular os outros
coeficientes de contraste. Vale destacar que para cdlculo do contraste
global médio, o valor final deve ser dividido por dezesseis.

Calculo da significancia de cada efeito

A estimativa da incerteza para cada efeito deve ser analisada
com 95% de confianca por meio das interacdes dos efeitos de maior
ordem (X,,, X3, X4 Xis5o KXoz Xoss Xoss Xy X355 Xys), considerando
um grau de liberdade para cada um desses efeitos, totalizando 10 graus
de liberdade (t student = 2,228). Entretanto, o efeito X,, apresentou
um valor bem alto se comparado aos demais efeitos das interacdes
(Tabela 6). Dessa forma, a estimativa da incerteza foi calculada
somente com as 9 interagdes dos efeitos de maior ordem (X,,, X3,
Kias Xiss Xoss Xoss Xose Xis, Xyis5), considerando um grau de liberdade
para cada um desses efeitos, totalizando 9 graus de liberdade (t
student = 2,262).

A significancia dos efeitos foi calculada a partir da multiplicacio
do t student, 2,262 (95 % de confianca) pela estimativa do erro padrio
do efeito (Tabela 6).

A seguir, serd apresentado os passos para calcular a estimativa
da incerteza dos efeitos das varidveis.

Passo 1: Elevar ao quadrado todos os efeitos das interagdes, isso
¢, obter a variancia de cada efeito (Eq. 8).

Var individual = (Xij)? ®)

em que ij sdo os numeros referentes as interagdes X,, X3, X4 Xis»
X23’ X24’ XZSv X357 X45'

Passo 2: Obter a média de todos os efeitos elevados ao quadrado
para estimar a variancia conjunta (Eq. 9).

Var Conj = Média[(X,, + ... + (X5)’] )
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Tabela 6. Efeitos das varidveis e de suas interagdes e avaliagdo da significancia de cada efeito
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Estimativa dos efeitos

Significancia dos efeitos

Varidveis e suas interagdes Relag@o entre as colunas (contrastes)® Efeitos (a=0,05, t,)
Média I=X s Média + V2 (X555) 0,582 +0,100
X, X, =Xoss X, =X+ Xous -0,005 + 0,200
X, X=X 25 X=X+ X345 -0,105 + 0,200
X; X=X 5 X=X+ X5 -0,276 +0,200°
X, X=X 25 X=X+ X35 -0,054 + 0,200
X; X=X 234 Xs=Xs+ Xo5 -0,193 + 0,200
X, X n=X3us X=X+ Xays 0,049 +0,200
X5 X3=X0s Xi3= X3+ Xogs -0,080 +0,200
X X=X35 X=Xy + Xoss -0,012 +0,200
X5 X=X Xis= X5+ Xoyy -0,193 +0,200
X,; X=X 45 X=Xz + X 0,013 + 0,200
X, X=X 35 Xoy=Xou+ X35 0,079 + 0,200
X5 X=X 34 Xos=Xos+ X34 -0,084 + 0,200
X X3=X 55 X=X+ Xios 0,323 +0,200°
X5 X3=X 24 Xis=Xss+ X0 0,046 + 0,200
X5 X=X 23 Xys=Xys+ X3 -0,073 +0,200

0 termo contrastes também € usado para se referir aos efeitos das varidveis e interagdes quando se usa o planejamento fatorial fraciondrio. ¢ student x s exp.

O intervalo de confianca que ndo incluir o zero € significativo.
Passo 3: Obter a estimativa do erro padrdo do efeito (Eq. 10).
sexp =+/Var Conj (10)
Passo 4: Obter a significancia dos efeitos (estimativa da incerteza
dos efeitos) a partir da multiplica¢do do t student, 2,262 (95 % de
confianca, 9 graus de liberdade) pela estimativa do erro padrdo do
efeito (Eq. 11).
Significancia dos efeitoss = t student (0.05) x s exp (11)
Avaliacio dos efeitos pelo grafico de pareto
Espera-se que as interacdes dos efeitos de maior ordem sejam

ndo significativas (exceto o X,), visto que eles foram usados para
calcular a significancia dos efeitos. A Figura 5 apresenta os efeitos

0,200

X34
X3
X5

X1,5

X2,5

X13

X2.4

X4,5
X4

X1.2

X35

X23

X1.4
)

Efeitos

§ T R W S R T=rr=] ™ g
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
Valores dos efeitos das variaveis e dos efeitos das interacdes

Figura 5. Representagdo grdfica da significincia das varidveis estudadas e
de suas interagoes

significativos das varidveis estudadas. Observa-se que somente a
varidvel X, (granulacio) e a interagdo da varidvel X; com a varidvel
X, (ou seja, X;,) foram significativas.

O efeito da varidvel X, (granulacdo) foi o tinico efeito principal
significativo, pois o intervalo de confianga nao inclui o zero, ou seja,
-0,276 £0,200. Além disso, o grafico de pareto (Figura 5) indica que
os efeitos sdo significativos quando ultrapassam a linha preta, isso
é, t student x s exp (que neste experimento foi igual a 0,200). Dessa
forma, somente os efeitos X, e X, foram significativos.

A variavel granulagdo influéncia negativamente na extracao da
cafeina usando a maquina de café expresso. Quando ndo hd interacio
desta varidvel com as demais varidveis avaliadas, pode-se assumir que
o valor negativo deste efeito (- 0,276) indica que hd uma diminui¢ao
da extracdo da cafeina em 0,276 % m/m em média ao passar do
nivel -1 (grdos moidos) para o nivel +1 (graos inteiros). O efeito de
X, esta confundido com a o efeito da interacdo de maior ordem X5
(Figura 2), porém € mais comum que o efeito principal (X;) seja mais
importante do que o de ordem mais alta (X,,,5), conforme ja discutido.

E de se esperar que o aumento da superficie de contato permita
uma maior extrac¢do de cafeina, visto que a intera¢@o do solvente com
as pequenas particulas do café moido é mais efetiva que nos graos
inteiros. De acordo com a literatura, o grau de extracio de sélidos
e compostos soliveis € inversamente proporcional ao tamanho da
particula.’® Além disso, a torra e moagem do café pode ser levada em
conta ja que gera diferentes microestruturas e o tamanho de particula
modificam o resultado da extragao.?!¢37

O efeito da interacdo (X;,) das varidveis X; (granulacdo) e X,
(tipo de caf€) apresentou-se bem significativo. A interagio entre essas
duas variaveis (X;,) € a diferenca entre o efeito médio da varidvel X,
(granulac@o) com o tipo de café tradicional e o tipo de café especial.
O efeito da interag@o permite o aumento da extracio de cafeina em
0,323% m/m. Desta forma, os efeitos de interacdo caracterizam o
sinergismo entre as duas varidveis (X, e X,), de tal forma que o efeito
principal dessas varidveis ndo deve ser interpretado individualmente,
visto que hd interagdo entre elas.

A varidvel X, (temperatura) ndo foi significativa neste
experimento devido a pequena variacdo de temperatura permitida pela
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maquina de café expresso (AT = 3 °C). Sabe-se que a temperatura
afeta fortemente a extragdo da cafeina presente no café, entretanto,
nesse experimento essa varidvel foi considerada ndo significativa
devido aos niveis - 1 (75 °C) e +1 (78 °C) serem muito préximos.
Caso a maquina de café permitisse uma variacio da temperatura mais
acentuada, possivelmente a varidvel X, afetaria significativamente a
extracgéo da cafeina.®®

A varidvel X, (pressdo) também se apresentou ndo significativa
para extracdo da cafeina. E importante destacar que a variacio da
pressdo na maquina de café expresso € escolhida de acordo com o
tipo de bebida a ser preparada. Dessa forma, o manual de instrugdes
do equipamento orienta que para a preparagdo de cafés expressos
sejam utilizados 50 mL de dgua a 15 bar. Ja para o preparo das
bebidas denominadas cafés filtrados devem-se utilizar 100 mL
de 4gua, a 2 bar. Entretanto, nos experimentos realizados foram
utilizados sempre um volume fixo de 100 mL de 4gua para o preparo
das bebidas (independente da pressdo utilizada). Nesse sentido, ao
utilizar a pressdo de 15 bar foi necessario realizar a extragdo duas
vezes, totalizando 100 mL. Mesmo empregando 2 extra¢des ao usar a
pressdo de 15 bar (para obter 100 mL da bebida), ndo houve diferenga
significativa se comparado a pressio de 2 bar. Era de se esperar uma
maior extragdo da cafefna a uma maior pressdo, entretanto, a pressao
maxima exercida pela maquina ndo se mostrou significativa para a
extragao da cafeina.

A Varidvel X, (tipo de café) foi ndo significativa, indicando que
ndo hd uma variag@o significativa no teor de cafeina extraida (% m/m)
nos dois tipos de cafés estudados (tradicional e especial). Ambos os
cafés utilizados neste estudo foram 100% ardbica, o que pode justificar
os teores de cafeina semelhantes para os dois tipos de cafés. Caso
esse experimento fosse realizado usando cafés arabica versus conilon,
a varidvel “tipo de café” poderia apresentar-se significativa, devido
ao maior teor de cafeina nos cafés da espécie conilon. Os cafés da
espécie conilon apresentam um teor de cafeina 50% maior que as
espécies ardbicas.*

A Varidvel X, apresentou uma baixa significancia para a extragao
da cafeina. Como a temperatura do laboratério onde se realizou os
experimentos foi mantida fixa a 22 °C durante os periodos da manha
e da tarde, era de se esperar que essa varidvel fosse ndo significativa,
conforme foi obtido nos resultados deste estudo.

Dessa forma, ap6s avaliar todos os efeitos € possivel propor uma
equacdo que represente o modelo do planejamento fatorial fracionério
realizado (Eq. 12).
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Y =0,5817 - 0,0025X, — 0,0524X, — 0,1381X, — 0,0270X, — 0,096 7X;
+0,0244X,, — 0,0399X,; — 0,0060X,, — 0,0964X,5 + 0,0066X,; +
0,0397X,, — 0,0423X,; + 0,1617X,, + 0,0231X,; — 0,0363X,s  (12)

As varidveis X, e X;,, destacado em negrito, dentre as 15
varidveis avaliadas pelo grafico de pareto sao as tinicas consideradas
significativas e, portanto, as que devem constar no modelo que
represente o planejamento fraciondrio. Os parametros do modelo
linear b, e b, foram determinados pela resolu¢cdo de uma tnica
equacdo matricial (Eq. 13). A resolugdo dessa equagdo consiste
na multiplicacdo matricial da matriz (X'X)! pela matriz (X'y) para
estimar os coeficientes b da equagdo linear.” O procedimento para
multiplicacdo matricial no Excel é o mesmo usado no passo 2 do
calculo significancia dos efeitos ja supracitado.

b= (X'X)" x Xy (13)
Avaliacao dos efeitos pelo grafico normal

Além da avaliagdo dos efeitos pelo grafico de pareto apresentado
na sec¢do anterior (considerando a significancia dos efeitos, isto &,
t student x s exp), o grafico normal ¢ uma ferramenta com base na
nocdo de probabilidade acumulada que pode ser usada como uma
alternativa para distinguir os valores que realmente correspondem aos
efeitos e sdo significativos, dos que sdo apenas ruidos.’ Dessa forma,
obtém-se um grafico de probabilidade cumulativa nos quais os pontos
centrais se ajustam a uma reta que cruza a probabilidade acumulada
de 50%, aproximadamente, sobre o ponto zero das abscissas. Se os
experimentos do planejamento foram executados de forma aleatdria,
os efeitos calculados a partir dos resultados devem apresentar uma
populacdo normal a ser representada por um grafico normal (Figura 6).
A forma detalhada para a construcdo do grifico normal pode ser
encontrada na literatura.” A Tabela 7 apresenta os efeitos calculados
para o planejamento fraciondrio 2*'e os valores de probabilidade
acumulada (z).

O grifico normal foi obtido plotando os valores dos efeitos
versus os valores de probabilidade acumulada (z), ambos em ordem
crescente (Figura 6).

Os efeitos ndo significativos devem se ajustar a uma distribuiciio
normal centrada em zero. J4 os efeitos significativos devem se afastar
dessa distribui¢do normal. Dessa forma, os efeitos que se ajustam
préximo ao ponto zero das abscissas (probabilidade acumulada

Tabela 7. Correspondéncia entre os efeitos calculados para o planejamento fraciondrio 2%! e os valores de probabilidade acumulada

Variaveis e suas interacoes Efeitos Ponto central z°
X; -0,2759 0-0,67 3,33 -1,838
X; -0,1933 6,67 -13,33 10 -1,282
X5 -0,1929 13,33 -20,00 16,67 -0,9673
X, -0,1048 20,00 — 26,67 23,33 -0,728
X, -0,0845 26,67 - 33,33 30 -0,5244
X, -0,0798 33,33 -40,00 36,67 -0,3406
X, -0,0726 40,00 — 46,67 43,33 -0,168
X, -0,0539 46,67 — 53,33 50 0
X, -0,0121 53,33 - 60,00 56,67 0,168
X, -0,0049 60,00 — 66,67 63,33 0,3406
X,; 0,0133 66,67 — 73,33 70 0,5244
X;s 0,0459 73,33 - 80,00 76,67 0,728
X, 0,0489 80,00 — 86,67 83,33 0,9673
X4 0,0794 86,67 — 93,33 90 1,282
X;, 0,3233 93,33 -100,0 96,67 1,838

“Regido de probabilidade cumulativa (%). *Probabilidade acumulada (z).
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Figura 6. Grdfico normal dos contrastes do planejamento fraciondrio 2°

de 50%) sao considerados ndo significativos. Em contrapartida, os
efeitos X; e X;, estdo mais afastados do ponto zero das abscissas
e, portanto, sdo considerados significativos, corroborando com a
avaliagdo apresentada no gréfico de pareto.

Vale destacar que nos planejamentos fraciondrios néo
sdo realizadas duplicatas, uma vez que isso forneceria mais
experimentos, o que contradiz a redu¢@o proposta nos planejamentos
fraciondrios. Entretanto, alguns trabalhos tém empregado uma
triplicata em um ponto central para estimar a significancia de cada
efeito.?

Sendo assim, como normalmente nao ha duplicatas ou repeticdo
nos pontos centrais ao usar os planejamentos fraciondrios, deve-se
estimar a significancia dos efeitos usando as interagdes de maiores
ordens (conforme foi apresentado na sec¢io para obtencdo do grafico
de pareto) ou empregar o grafico de probabilidade normal para avaliar
a significancia dos efeitos.

CONCLUSOES

A aplicagdo do planejamento fatorial fraciondrio no experimento
permitiu executar a triagem de varidveis experimentais que mais
contribuiram para a extragdo da cafeina, sendo elas a granulag@o
do grdo do café (X;) e a sua interacdo com o tipo de café aplicado
(X;.4)- Erade se esperar uma maior extrag¢do da cafeina a uma maior
pressdo e temperatura exercida pela maquina de café expresso.
Entretanto, a variacdo da temperatura (Ar) e pressdo (Ap) ofertada
por essa classe de equipamento para uso doméstico ndo se mostrou
significativa para a extragdo da cafeina. O experimento desenvolvido
apresentou potencial para o ensino do planejamento fracionario
e disseminagdo da quimiometria no ambiente académico, visto a
facilidade de reproduzi-lo em laboratérios de ensino. O simples
manuseio da maquina de café expresso, do espectrofotdometro UV-
Vis e fécil preparo das cdpsulas de café permitem que os discentes
sejam capazes de aplicar o planejamento fraciondrio para extracdo
de cafeina de uma forma descontraida, facilitando o aprendizado
nas aulas de quimiometria e quimica analitica no nivel superior e
na pés-graduagdo.

MATERIAL SUPLEMENTAR
As Matrizes X, X'e a planilha com todos os célculos realizados

nesse artigo estéio disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF e Excel, com acesso livre.
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