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RESUMO

O café € um dos produtos mais consumidos no mundo, seu grao é produzido do
fruto do cafeeiro que passando por processos industriais pode-se fabricar varios
tipos de bebidas com aromas e sabores agradaveis. Na composi¢céo quimica do gréao
sdo encontrados glicidios, proteinas, lipidios e minerais, na qual como todo produto
natural pode ocorrer algumas alteragdes na sua composi¢ao quimica dependendo
do processamento e armazenamento que foram submetidos. A acrilamida € um
mondmero soélido, inodoro, soluvel em agua, esta substadncia comegou a chamar a
atencdo em 2002 por apresentar caracteristicas carcinogénicas, sua formacgéao
ocorre durante a reacdo de Maillard em alimentos ricos em aminoacidos e
carboidratos que passaram por processos utilizando altas temperatura. Com a
descoberta motivaram inumeros estudos internacionais sobre a formacdo e
ocorréncia da substancia, bem como o desenvolvimento de medidas para redugao
de seus niveis. Desta forma este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar
acrilamida em amostras das duas principais espécies de café comercializadas no
pais: Coffea arabica e Coffea canephora, aplicando diferentes graus de torra com
monitoramento do tempo: 2, 4, 6 e 8 minutos apods atingir 200 °C. Os resultados
encontrados de acrilamida utilizando GC-MS foram de 179,99 ppb a 893,39 ppb para
café arabica e 144,91 ppb a 445,40 ppb para café conilon. Ja para concentragdes de
acrilamida utilizando UPLC-MS/MS foram de 100,33 ppb a 144,97 ppb para café
arabica e de 100,33 ppb a 246,00 ppb para café conilon. Também foi obtido
resultados das analises de cores com maiores resultados encontrados nos
tratamentos de café conilon e carboidratos com maiores valores encontrados nos
tratamentos de café arabica. Devido a grande quantidade de dados e de forma a
entender melhor a variancias entre os dados foi aplicado Analise de Componentes
Principais (ACP) analise de componentes principais foi aplicado. Analisando os
escores dos parametros o café arabica apresentou maiores teores de glicose e
frutose, ja o tratamento de torra aplicado em café conilon geraram maior teor de
acrilamida durante a reacédo de Maillard e maiores valores de cor L* a e b.

Palavras-chave: Grau de Torra. Carcinogénico. Asparagina. Carboidratos redutores.
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ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed products in the world, its bean is produced from
the fruit of the coffee tree that, going through industrial processes, can manufacture
various types of drinks with pleasant aromas and flavors. In the chemical composition
of the grain, glycides, proteins, lipids and minerals are found, in which, like any
natural product, there may be some changes in its chemical composition depending
on the processing and storage that were submitted. Acrylamide is a solid, odorless,
water-soluble monomer, this substance began to draw attention in 2002 for
presenting carcinogenic characteristics, its formation occurs during the Maillard
reaction in foods rich in amino acids and carbohydrates that have undergone
processes using high temperatures. The discovery motivated numerous international
studies on the formation and occurrence of the substance, as well as the
development of measures to reduce its levels. Thus, this work aimed to identify and
quantify acrylamide in samples of the two main coffee species commercialized in the
country: Coffea arabica and Coffea canephora, applying different degrees of roasting
with monitoring of time: 2, 4, 6 and 8 minutes after reaching 200 °C The results found
for acrylamide using GC-MS were 179.99 ppb to 893.39 ppb for arabica coffee and
144.91 ppb to 445.40 ppb for conilon coffee. As for acrylamide concentrations using
UPLC-MS/MS, they were from 100.33 ppb to 144.97 ppb for arabica coffee and from
100.33 ppb to 246.00 ppb for conilon coffee. Color analysis results were also
obtained with higher results found in conilon coffee treatments and carbohydrates
with higher values found in arabica coffee treatments. Due to the large amount of
data and in order to better understand the variances between the data, Principal
Component Analysis (PCA) was applied. Analyzing the parameter scores, arabica
coffee presented higher levels of glucose and fructose, while the roasting treatment
applied to conilon coffee generated higher acrylamide content during the Maillard
reaction and higher L* a and b color values.

Keywords: Roasting Grade, Carcinogenic, Asparagine, reducing carbohydrates.
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1 INTRODUGAO

Atualmente o gréo de café é um importante commodity exportado pelo Brasil
e consumido em varios paises do mundo. E produzido por grdos do fruto do cafeeiro
da familia Rubiaceae do género Coffea, que ao passar por distintos graus de torra é
capaz de gerar diferentes bebidas, apreciadas pelos sabores, aromas, acidez e
corpo, além de possuir propriedades estimulantes e antioxidantes (VIGOLI;
BASSOLI; BENASSI, 2011).

Hoje as duas principais espécies cultivadas no Brasil tradicionalmente
conhecidas sédo o Coffea arabica (café arabica) e Coffea canephora (café conilon ou
robusta), que apresentam diferengas nas concentragdes de compostos quimicos, em
compostos volateis e nao volateis como, acidos, aldeidos, cetonas, proteinas,
aminoacidos, agucares, acidos graxos, cafeina, lipidios, compostos fendlicos e
trigonelina (MONTEIRO; TRUGO, 2005; FARINHOTO, 2012).

Conforme levantamento da safra cafeeira realizado pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2021) ha estimativa que o pais atinja uma
producdo menor de sacas de café beneficiado para ano de 2021 devido a
bienalidade produtiva negativa na maioria das regides do pais, sinalizando uma
reducao expressiva em comparagao com a safra do ano anterior que foi considerada
um recorde, obtendo uma producgéo de 63,08 milhdes de sacas de café beneficiadas
sendo, 48,77 milhdes de sacas de café arabica e 14,31 milhdes de sacas café
conilon.

Nos ultimos anos a preocupagdo com a saude e alimentagdo vem
crescendo, principalmente questdes relacionadas com a seguranga alimentar e ao
consumo elevado de alimentos processados. Por esse motivo, sdo realizadas
pesquisas referentes a formacao de compostos téxicos, os quais podem ser
formados através de reagdes quimicas que ocorrem entre substancias presentes ou
adicionadas durante as etapas de fabricagcado de alimentos.

Podemos citar como exemplo os graos de café torrados, que ao passarem
por diferentes etapas de processo sofrem complexas reagdes nas quais algumas
nao sao completamente entendidas, podendo formar tanto compostos desejaveis
que alteram o sabor, corpo e aroma da bebida como substancias indesejaveis. Uma
dessas substancias que vem instigando a busca de conhecimento na sua formagéao

e toxicidade é a acrilamida, uma vez que se forma em grupos de alimentos com
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potencial elevado de consumo, como o caso de produtos de panificagdo, batatas,
cacau e café (SOARES, 2006; SERODIO, 2015).

A acrilamida é uma substancia sélida a temperatura ambiente, inodora,
soluvel em agua e em alguns solventes organicos como metanol, etanol, acetona,
acetato de etila, insoluvel em benzeno e heptano (SOARES, 2006). Sua descoberta
foi comunicada por pesquisadores suecos em 2002 (ARISSETO, 2007), desde entao
grupos de pesquisas e industrias de alimentos, principalmente nos Estados Unidos e
Europa como é o caso da EFSA (Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar)
tém se dedicado ao estudo desta substancia.

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, 2019) a
acrilamida é considerada um carcindbgeno provavel, podendo causar alteragdes
graves nos seres humanos. Esta substancia forma-se durante o aquecimento do
alimento em temperaturas geralmente acima de 120 °C, principalmente pela reagéo
de um aminoacido com um acucar redutor como parte da reacido de Maillard
(ANVISA, 2019).

Para a maioria dos ensaios de acrilamida s&o utilizados métodos de alta
precisdo como técnicas cromatograficas. A ISO 18862 vem propondo varios
métodos para a quantificacdo da substancia, nos quais as principais metodologias
envolvem a cromatografia em fase liquida e gasosa. Varios autores quantificaram
acrilamida em churros, batata frita, paes, biscoitos, agua e café utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
(HPLC/MS-MS) (GHFAR et al. 2014; ANDRZEJEWSKI et al., 2002). Ja outros
utilizaram cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG/MS-MS)
para determinar acrilamida em amostras de cacau, café, malte e melaco
(HOENICKE et al.,2004; DIAS et al., 2018). Os ensaios realizados em cromatografia
liquida acabam sendo mais vantajosos, pois na maioria das vezes nao necessita de
etapas adicionais como o caso da derivatizagao.

Considerando o café um dos importantes commodity do pais, sendo sua
bebida consumida mundialmente e pelas reacbes que ocorrem durante todo seu
processo tornando-o um interessante objeto de pesquisa, viu-se a importancia da
investigagdo dos niveis de acrilamida nos grdos de café torrados e moidos com
diferentes parametros de torra.
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2 OBJETIVOS

Identificar e quantificar acrilamida utilizando técnicas cromatograficas em

amostras de Coffea arabica e Coffea canephora com diferentes graus de torra.

2.1.1 Objetivos especificos

o Realizar a torra dos grdos de duas espécies de café com diferentes
graus de torra.

o Efetuar medidas de cor da torra dos grdos apds sua moagem.

o Analisar e quantificar carboidratos utilizando cromatografia de ions.

o Quantificar acrilamida utilizando técnicas cromatograficas em amostras
de café das duas diferentes espécies.

o Identificar etapas de maior formacdo de acrilamida nos diferentes
parametros de tempo e temperatura de torra de cada espécie de café.

° Comparar dados obtidos com a literatura.

o Realizar tratamento estatistico

o Correlacionar os dados encontrados nas analises como parametros de

formacao de acrilamida.
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3 CAFE

O café é uma bebida escura, aromatica com boa aceitagdo sensorial além
de possuir propriedades estimulantes, produzida a partir de graos do fruto do
cafeeiro, tradicionalmente servido a quente podendo também ser consumido gelado.
Conforme a classificacdo botanica, o café pertence a familia Rubiaceae do género
Coffea, sendo duas principais espécies dominam o comercio mundial, o Coffea
arabica, conhecida como café arabica e o Coffea canephora comumente conhecido
como café robusta ou conilon (FAO, 2019).

O café é originario da Africa, em especifico da Etiépia, de acordo com a
Lenda de Kaldi, apds o pastor observar que suas cabras ficavam alegres e cheias de
energia apds mastigarem os frutos dos arbustos do campo, esses foram levados
para o monastério, onde os monges quando consumiam o fruto puderam observar
que os ajudavam nas rezas e vigias noturnas. Anos depois a Europa foi responsavel
por difundir o consumo da bebida por todo o mundo, ja no Brasil as mudas foram
trazidas da Guiana Francesa e plantadas no Para, onde hoje o pais € o maior
produtor mundial de graos de café beneficiado (ABIC, 2019).

Conforme primeiro levantamento de 2021 da safra cafeeira realizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2021) estima-se que o pais atinja
uma producdo de 49,59 milhdes de sacas de café beneficiado, sinalizando uma
reducédo de até 30,5% em comparagdo com a safra do ano anterior, isso se deu
devido a bienalidade negativa em quase todas as regides do pais. Apesar da queda
na producao, segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA,
2020), o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de sacas de graos de café
de 60 kg, além de estar entre os maiores consumidores da bebida o pais contribui de
forma significativa no consumo mundial, com estimativa de crescimento global de
consumo de 0,3% no periodo de 2019/2020 em relagao ao ano anterior.

A boa qualidade de um café esta relacionada a somatoria de atributos fisicos
dos graos crus como sua cor, forma e composi¢cdo quimica, como glicidios,
proteinas, lipidios € minerais, a maioria dos estudos referente a qualidade do café
esta relacionado com a analise de compostos como cafeina e acidos clorogénicos,
podendo esses se diferenciar conforme a espécie, tipo de beneficiamento e
processo aplicado. No quadro 1 resume em termos gerais a composigédo de graos de

café arabica e conilon.
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Quadro 1 - Composigéo dos graos de café verde em base seca da espécie arabica

e conilon
COMPONENTES CAFE ARABICA CAFE CONILON
Cafeina 1,2 2,2
Trigonelina 1,0 0,7
Cinzas 4,2 4.4
Acidos:
Clorogénicos 6,5 10,0
Alifaticos 1,0 1,0
Quimicos 0,4 0,4
Acucares:
Sacarose 8,0 4,0
Redutores 0,1 0,4
Polissacarideos 44,0 48,0
Lignina 3,0 3,0
Pectina 2,0 2,0
Proteina 11,0 11,0
Amlnoamdos 0.5 0.8
livres
Lipideos 16,0 10,0

Fonte: Farinhoto (2012).

Alguns compostos quimicos entre as espécies de café possuem distintas
caracteristicas contribuindo na producédo de diferentes bebidas. O café arabica
produz bebidas mais suave, aromatica, acidez elevada, menor amargor € menores
concentragbes de cafeina quando comparado ao café conilon, que apresenta
bebidas com caracteristicas mais neutras, maior amargor assim como teores de
sacarose e polifendis como acidos clorogénicos. Apesar das diferengas entre as
especies ambos sao capazes de produzir bebidas de excelente qualidade
(FARINHOTO, 2012).

3.1 BENEFICIAMENTO E PROCESSAMENTO DOS GRAOS DE CAFE

O fruto de café necessita passar por diferentes operagdes industriais que
atendam padrbées comerciais para chegar no tao desejavel “cafezinho”, nas quais,
envolvem etapas fundamentais para manutencdo da qualidade do produto e
principalmente para a obtencdo de uma bebida de excelente qualidade.

A colheita dos gréos € realizada quando a maioria dos frutos tenham

atingido um completo amadurecimento, apds essa etapa ocorre a separacéo e pré
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limpeza, onde a escolha dos proximos processos vao de acordo com a finalidade
econdmica do produto. Hoje as duas principais técnicas de despolpamento utilizadas
para beneficiamento do café no Brasil sdo as de via umida, mais aplicada em café
arabica e a de via seca para cafés conilon (MESQUITA et al. 2016). No
processamento por via umida ocorre a remocao total das camadas exteriores dos
frutos aplicando descascamento mecanico obtendo no final “café pergaminho e/ou
cereja desmucilado” ou seja café maduro, enquanto a via seca obtém-se “café tipo
coco”, esses submetidos a etapa de secagem sem retirada da polpa e casca, sendo
esta a mais predominante no pais. Outras etapas importantes sdo os processos de
pré-secagem, secagem, descascamento e armazenamento (MESQUITA et al., 2016;
EMBRAPA, 2015).

Figura 1 - Processo e beneficiamento de graos de café
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Fonte: EMBRAPA (2015)

A combinagao de centenas de compostos produzidos por diversas reacdes
fisicas e quimicas ocorrem durante o processo de torrefacdo. E nesta etapa que
mais ocorrem alteragcdes, como a perda inicial de umidade, expansao e rupturas da

estrutura interna dos graos, redugao de compostos fendlicos, liberagdo de gas
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carbbnico, reagdes de Maillard, geracdo de compostos organicos, aumento de
tamanho, diminuicdo de proteinas e aminoacidos (DIAS, 2010; FARINHOTO, 2012;
SILVA; MORELI; JOAQUIM, 2015; GUIMARAES, 2018). Neste processo trés
variaveis sao parametros fundamentais de controle: tempo de torra, temperatura do
produto e perda de massa (SILVA; MORELI; JOAQUIM, 2015). Um étimo controle
destas variaveis sao benéficas para alcancar um 6timo controle de qualidade e como
um dos principais fatores comumente medidos nas industrias como parametros de
torra € obter uma cor (clara, média ou escura) desejavel nos graos de café.

ApoOs a torra os graos sdo removidos do torrador e imediatamente resfriados
para paralisar as reacoes de pirdlise e perda da qualidade sensorial. Etapas como
granulagdo, envase e armazenamento sdo as ultimas operagbes aplicadas para a

obtencao final de um café torrado e moido.

3.2 DESCOBERTA DA ACRILAMIDA: ESTRATEGIA TOMADA PELOS ORGAOS
REGULAMENTADORES

Nas ultimas décadas a exigéncia e preocupagdo com a saude vem
aumentando, estando em discussao temas que tratam de aspectos como seguranca
alimentar, sustentabilidade, meio ambiente e principalmente a formagao e/ou adigéo
de compostos tdxicos presente nos alimentos. O aumento acelerado da globalizagéo
e do comeércio, alteragbes nas composi¢des e habitos alimentares ressaltam cada
vez mais esses cuidados com produtos considerados inseguros para consumo.

Varias operagdes podem ser aplicadas no processamento de alimentos,
desde altas temperaturas a processos fermentativos, podendo formar compostos
benéficos ou nocivos a saude (MARQUES et al. 2009). A Organizagdo Mundial da
saude (OMS, 2008) descreve varias substancias que podem causar danos a saude,
decorrente de reacbes de degradagao de lipidios, defumacao e pirdlise (MARQUES
et al, 2009). Dentre as substancias toxicas formadas em alimentos encontra-se a
acrilamida, composto este pertencente ao grupo 2A que inclui os carcindbgenos
provaveis (IARC, 2019).

A acrilamida foi descoberta em consequéncia de uma contaminacao
ambiental provocada na construgdo de um tunel no sudoeste da Suécia. Para
minimizar problemas de infiltragao foi utilizado um produto a base de acrilamida que

acabou contaminando a agua do rio adjacente matando bovinos e peixes. Apds o
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ocorrido, foram encontrados tracos de acrilamida em trabalhadores expostos a
substancia, dando inicio a investigagdes pela Organizagdo das Nag¢des Unidas para
Alimentacdo e a Agricultura (FAO - Food and Agriculture Organization) e a
Organizacado Mundial da Saude (OMS) sobre a formagao do composto em alimentos
e suas possiveis consequéncias a saude humana (FAO/OMS, 2002; SOARES,
2006).

Os primeiros resultados foram divulgados pela Administracdo Nacional da
Alimentagdo Sueca em abril de 2002 (TAREKE, 2002; TAEYMANS et. al, 2004) e
confirmadas por agéncias internacionais como a World Health Organization (WHO,
2002), a FAO (FAO, 2019) e o Comité Misto FAO/OMS de Especialistas em Aditivos
Alimentares (JECFA) que publicou um relatério alertando que a acrilamida pode ser
prejudicial a saude publica, visto que causa cancer em animais, solicitando assim,
acdes de reducdo do composto (JECFA, 2005; WANG et al., 2010). Aras et al.
(2017) em estudo in vivo com odcitos de camundongos a exposi¢ao a acrilamida por
meio do metabdlito glicidamida, acredita que a exposi¢gdo ao composto deve ser
levada em consideragdo e uma ingestdo diaria toleravel deve ser estimada.
Diferentes doses diarias foram consideradas por diferentes estudos seja 40 ug/kg-
pc/dia para evitar a neurotoxicidade e 2,6 ug/kg-pc/dia para ter efeitos
carcinogénicos (TARDIFF et al, 2010). Todos estes dados ajudaram a desencadear
mais investigagcdes sobre a presenga de acrilamida em alimentos, que passam por
aquecimento e sofrem reagao de Maillard, a fim de verificar possivel risco a saude
humana (TAEYMANS et al, 2004).

Em 2015 a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA)
também publicou dados coletados na Europa sobre alimentos que contem acrilamida
€ seus riscos para a saude humana, divulgando uma primeira avaliagdo sobre o
composto e seus efeitos (EFSA, 2015). Apdés a divulgagdo a EFSA solicitou a
Comissao Europeia que medidas obrigatérias fossem adotadas para redugao dos
niveis de acrilamida em alimentos, com a ideia de que a Unido Europeia
estabelecesse niveis maximos aceitaveis ao composto. Apds passar pelo
Parlamento e Conselho Europeu, em 2017 foi publicado pela Comissao Europeia
medidas de mitigacdes e niveis de referéncia para a redugcdo de acrilamida em
alimentos (Figura 2), visando garantir condi¢des de seguranga dos alimentos aos
consumidores (REGULAMENTO (UE), 2017; FOOD SAFETY BRAZIL, 2021). Na
Califérnia nos Estados Unidos ja existe legislagdo sobre acrilamida, que define que
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valores acima de 275 ppb para cereais, chips, tortilhas, snacks, pipoca e biscoitos
devem aparecer no rotulo que o produto contem acrilamida (FOOD SAFETY
BRAZIL, 2021).

Figura 10 - Niveis de referéncia para a presenga de acrilamida nos géneros

alimenticios referidos no artigo 1°, n° 1 da Comissao Europeia.

iy : . Mivel de referinca
Crinero JJJI:II.'I'.'II.LI.':I "
(nglkel
Baratas fritas (prontas a comer} 500
Baratas fritas de pacote fabricadas com bataras frescas e com massa de batata 750
Bolachas salgadas i base de batata
Outros produtos de batata i base de massa de batata
Pio fresco
a] Pio & base de rigo 50
by Pao fresco excluindo pio a base de trigo 100
Cereais para pequeno-almogo (exceto papas)
— produtos 3 base de farelo e cereals integrais, grios mwiados pelo processo de gum pujfing 300
— produtos & base de trigo e de centeio (%) 300
— produtos & base de milho, aveia, espelta, cevada e arroz (1) 150
Bolachas e wafers 350
Bolachas salgadas com excego das bolachas i base de batata 400
Piao estaladico (kndckebrot) 350
Pao-de-espécie 00
Produros semelhantes aos outros produros desta caregoria S0
Café rorrado 400
Café instantineo (solivel) &50
Sucedineos do café
a) Sucedineos do café exclusivamente a partir de cereais 500
by Sucedineos do café obtidos a pamir de uma mistura de cereais ¢ chicdria )
) Suwoedineos do café obtidos exclusivamente a partir de chicdria 4 (O
Alimentos para bebés, alimentos & base de cereais ransformados destinados a lscientes ¢ 400
criangas pequenas, exceto bolachas ¢ tostas [
Bolachas e tostas para bactientes ¢ criangas pequenas (%) 150

{1 Cereais nio integrais ¢)ou ndo 3 base de farelo. O cereal presente em maior quantidade determina a cateparia.

15 O nivel de referémcia a aplicar acs sucedinens do cafe obtidos a partic de uma mistura de cereais ¢ chicdria tem em conta a
proporgio relitiva destes ingredientes no produto final

{4 Conforme definidos no Regulamento (UE) ne 6009200 3.

Fonte: Regulamento Europeu (2017)

Apesar de todos os relatos muitos 6rgaos internacionais ainda nao definiram
limites para o composto, alegando que mais estudos sdo necessarios para definir
regras obrigatorias, porém, medidas de orientacdo e monitoramento estdo sendo
publicadas como € o caso do Guidance for Industry: Acrylamide in Food da
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Administraggdo de Alimentos e Medicamentos (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2016), da Revised Exposure Assesmente of Acrylamide in
Food da Agéncia de Saude do Canada (HEALTH CANADA'S, 2021), das novas
regras da Agéncia Espanhola de Consumo, Seguranca Alimentar e Nutricdo
(AECOSAN, 2018) e do Informe Técnico n°® 28 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria  (ANVISA, 2021). Em vista da incerteza e informagdes ainda né&o
totalmente esclarecidas a FAO e a OMS também recomenda precaucdes no preparo
de alimentos (LUTZOW, 2019).

3.2.1 Acrilamida em alimentos, mecanismo de reacido e suas fontes de exposi¢cao

alimentar

A acrilamida é um sélido branco, inodoro, cristalino a temperatura ambiente,
com nomenclatura oficial 2-propenamida, € uma amida ap-insaturada com forma
molecular C3HsNO, eletrolitica muito hidrossoluvel de ponto de fusdo de 84,5 °C, é
um composto de estrutura vinilica de origem sintética podendo ser produzida através
da conversao direta da solucdo aquosa de acetonitrila quando passada por uma
camada de cobre metdlico a 200 °C (SOARES, 2006; MORALES; MESIAS;
ANDRADE, 2018). Este composto por possuir um grupo amida e uma dupla ligagao
vinilica acaba se tornando favoravel a um grande conjunto de reacgdes e variagoes
de uso, sendo utilizada em diversas produgdes industriais por ser um precursor na
producao de varios polimeros como poliacrilamida, com aplicagdes na fabricagao de
cosmeéticos, colas, tratamento de agua e esgoto, processamento de celulose e em
métodos de biologia molecular (TAEYMANS et al., 2004; SERODIO, 2015).

Figura 3 - Molécula de acrilamida

0
%‘*J\ “NH,

Fonte: SOARES (2006).
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Antes destes estudos acreditava-se que as fontes de exposi¢cao a acrilamida
estavam relacionadas ao cigarro e a agua potavel, mas com a descoberta em
alimentos induziu a realizacdo de diversos estudos para entender seu mecanismo de
formacao, toxicidade e seus niveis de produgédo. Segundo Soares (2006) e GOkmen
(2016) este composto ndo existe naturalmente nos alimentos crus, sendo formado
durante o aquecimento do alimento em temperaturas geralmente acima de 120 °C,
principalmente pela reagdo entre um aminoacido com um agucar redutor como parte
da reacédo de Maillard (ANVISA, 2019), sendo esta ultima de grande importancia no
ponto de vista sensorial, contribuindo para formacdo de compostos aromaticos,
sabor e cor nos alimentos. Kocadagl et al (2012) comenta que o café € um dos
produtos ricos no aminoacido asparagina principal precursor da acrilamida e no
glicidio sacarose, este ultimo quando passa pelo processo de torra forma
monossacarideos como a glicose e frutose que possuem grande influéncia para
formacéao acrilamida.

Em estudo realizado em batatas Matthaus, Haase e Vosmann (2004)
descrevem que o tempo de exposicdo ao calor € um fator chave para formacgao de
acrilamida quando aplicado temperaturas de fritura igual ou superior a 175 °C,
havendo um aumento rapido entre 180-190 °C em comparagdo com temperaturas
entre 150 °C e 175 °C. Balagiannis et al (2019) relatam que a presenca de mono ou
dissacarideos como glicose, frutose e sacarose junto com a asparagina contribuem
de forma positiva para a formagcédo de acrilamida, onde, a frutose por contém
dois grupos a- hidroxilicos em vez de um, como € o caso da glicose pode aumentar
a concentracao de acrilamida em até duas vezes quando comparado com a glicose
que possui somente um grupo a- hidroxilicos (ERIKSSON, 2005). Ja Passos et al.
(2018) e Laroque et al. (2008) demostram que o comprimento da cadeia de carbono
dos acgucares influéncia nas concentracoes de acrilamida, onde cadeias de carbono
mais curtas tém contribuido mais para formacédo do composto do que cadeias mais
longas.

Os glicidios possuem a capacidade de reduzir outros compostos devido sua
reatividade da dupla ligagdo do oxigénio junto principalmente com o aminoacido
asparagina por meio da reacdo de Maillard. Esta é uma das primeiras vias quimicas
viaveis estudadas embora existam outras vias de formagdo, sdo os principais
precursores para formacdo de acrilamida em alimentos, com altos niveis

encontrados principalmente em batatas, paes, biscoito, cacau e café torrado. Porém
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outras reagdes incluindo compostos como acroleina e acido acrilico também séao
citados como potenciais precursores, ja que as concentragdes nos alimentos variam
de acordo com a disponibilidade destes precursores e das opera¢cdes empregadas
(Gonzalez, 2021; TAVARES, 2015; BACKE; YINGLING; JOHNSON, 2014,
BERMUDO et al,2006; SOARES, 2006; TAEYMANS et al. 2004). Sendo uma
principal proposta de mecanismo da formagéo de acrilamida por meio da reagéo de
Maillard estando presentes asparagina e agucares redutores onde estes compostos
reagem gerando a base Schiff pela remogdo de agua e posteriormente sobre
descarboxilacdo formando oxazolidina-5-ona. Com o produto descarboxilado forma-
se a acrilamida através da remocdo de imina ou apds a hidrdlise para formar 3-

aminapropanamida conforme Figura 4 (ZYZAK D. V et al, 2003).

Figura 4 - Mecanismo de formacao da acrilamida pela reagao de Maillard
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As principais fontes de exposigao alimentar com acrilamida encontram-se na
maioria das matrizes de alto consumo como batatas, paes, biscoitos, salgadinhos,
cerveja e café para diferentes faixas etarias. Segundo Cengiz e Gundiuz (2013) a
exposi¢cao a acrilamida para os jovens sdo mais elevados do que a populagédo em
geral para alimentos a base de cereais, esta relevancia € por terem o habito de
maior consumo para esta classe alimentar. Eles também relatam que bebés e
criangas sao mais suscetiveis aos efeitos de compostos téxicos ressaltando a
importancia da ampliacdo de estudos por parte dos cientistas para minimizar a
exposicao a acrilamida.

Em 2012 a EFSA publicou resultados do monitoramento dos anos de 2007 a
2010 de 25 paises sobre acrilamida (Figura 5), apresentando 10 categorias
principais de alimentos e mais 26 subcategorias, os limites médios variaram de 31
Mg/kg para “outros alimentos a base de cereais processados” a 1.350 pg/kg para
"substitutos do café". A tendéncia dos valores foi de uma diminui¢cdo nos niveis de
acrilamida comparando com o passar dos anos para alimentos a base de cereais
processados principalmente para bebés e criangas pequenas € um aumento para
café. Ja para alimentos considerados das subcategorias como salgadinhos e
biscoitos também foram observadas diminuicbes no decorrer do monitoramento,
porém um aumento para pao crocante e batatas fritas. Em adultos as batatas fritas,
salgadinhos, café, cerveja, biscoitos, pdo e hamburgueres fritos ou assados sao os

que mais os expdem ao composto.
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Figura 5 - O numero de amostras de alimentos estudadas para a acrilamida

de 25 paises europeus no periodo de 2007 a 2010.

Food category 2007 | 2008 | 2009 | 2010 Total
French fries, sold as ready-to-cat 648 563 501 256 1968
French fries from fresh potatoes 204 301 158 196 871
French fries from potato dough 0 1 0 1 2
Unspecified French fries 444 261 343 59 1112
Potato crisps 293 532 414 242 1481
Potato crisps from fresh potatoes 100 104 132 173 515
Potato crisps from potatoes dough 26 39 23 19 107
Unspecified potato crisps 167 389 259 50 875
Pre-cooked french fries/potato produtcts for 137 254 249 117 757
home cooking

Fries baked in the oven (oven fries) 8 121 71 28 228
Deep fried fries 32 34 44 64 177
Unspecified pre-cookded french fries/potato 97 99 134 25 358
products for home cooking

Soft bread 176 259 182 150 767
Unspecified bread 4 0 19 0 23
Breakfast cereals 144 166 191 174 675
Biscuits, crackers, crisp bread and similar 938 898 964 462 3262
Cracekers 27 22 39 64 152
Crisp bread 198 93 161 54 515
Wafers 33 48 85 37 203
Ginger bread 458 395 326 207 1390
Other biscuit, crakers, crisp bread and similar 222 340 353 100 1038
Coffee and coffee substitutes 312 443 279 151 1185
Roast coffee (dry) 175 280 187 103 756
Instant (soluble) coffee 52 42 51 15 174
Coffee substitutes 50 76 32 24 182
Unspecified coffee 32 45 9 9 96
Baby foods 93 149 128 55 425
Processed cerecal based foods for infants and 170 194 153 128 645
Young children

Biscuits and rusks 79 106 70 46 307
Other processed cereal based foods 65 69 55 82 284
Unspecified processed cereal based food for 26 19 28 0 74
infants and Young children

Others foods 432 431 329 336 1528
Muesli and porridge 47 26 72 14 159
Pasties and cakes 63 98 31 81 273
Non-potato savoury snacks 63 33 66 80 243
Unspecified Other products 259 274 160 161 898
Total 3347 | 3889 | 3409 | 2071 12716

Fonte: EFSA (2012)

Estudo realizado com 111 amostras de alimentos em 19 categorias de

produtos comercializados no Brasil encontrou concentragdo de acrilamida que
variaram de 20 a 2528 ug kg™' (ARISSETO et al, 2007). Segundo pesquisa realizada
por Arisseto e Toledo (2008) estima-se que os alimentos que mais contribuem para a
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exposi¢ao a acrilamida sédo a batata frita 57% e o café 14%, este ultimo contém os
principais precursores para formacgédo de acrilamida, que é formada durante o
processo de torra. Outros dados relatados por Valenzuela e Ronco (2007) revelam
que a acrilamida esta presente em diversos alimentos conforme seu preparo, origem
e composicdo com destaque para os paes, massas, arroz, molhos, carnes, biscoitos,
cereais, cerveja, pizza e produtos a base de batata, milho e farinha onde a
exposicao dos consumidores esta relacionada com a quantidade consumida e a
disponibilidade do composto no alimento. Os mesmos autores também relataram
que em estudo realizado com 1200 pessoas entre 17 a 70 anos de idade durante
uma semana, registrou uma estimativa a exposi¢ao a acrilamida de 25 pg/dia.

Vale ressaltar que a formacdo de acrilamida também ocorreu durante o
processo de preparo de alimentos nos lares quando aplicado temperaturas acima de
120°C e na presenga de agucares e proteinas (GONZALEZ, 2021). No entanto a
ANVISA devido a incerteza do composto ser um possivel carcinogénico nao estipula
limites para a quantidade de acrilamida em alimentos no pais, existe diretrizes

apenas para a qualidade em agua (ANVISA, 2019).

3.3 METODOS ANALITICOS

A identificacdo e quantificagcdo de compostos em matrizes complexas de
alimentos dependem em grande parte de métodos analiticos sofisticados, sendo de
grande importancia que estes sejam sensiveis e robustos, de modo a fornecerem
resultados confiaveis dentre as diferentes categorias de alimentos existentes. De um
modo geral se utiliza métodos cromatograficos e diversas etapas prévias sao
necessarias para isolar o composto de interesse.

A quantificagdo da acrilamida pode ser efetuada por cromatografia gasosa
(CG) ou liquida (CL), acoplada a espectrometria de massa (EM), sendo um dos
sistemas mais apropriado para a identificagdo do composto, ja que a molécula
possui caracteristica de baixa massa molecular e elevada polaridade e de dificil
deteccdo em detectores mais utilizados, principalmente em amostras de café, devido
interferentes que co-eluem com o analito (SOARES, 2006). Métodos utilizando CG-
EM sao na maioria das vezes aplicadas etapas de derivatizagdo enquanto métodos
utilizando CL-EM sdo mais diretos, requerendo menos etapas de analises. Outros

meétodos também sdo usados com menos frequéncia como: cromatografia liquida
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utilizando detectores de UV-Vis e eletroforese capilar acoplado a espectrometria de
massas e bioensaios (BERMUDO et al., 2006; VARGAS et al. 2014).

Nos métodos (CG-EM) se aplica derivatizagdo com a finalidade de reduzir a
polaridade de acrilamida, alterando seu tempo de retencdo, contribuindo na
otimizagcdo dos parametros. Com base na bromagdo da amostra adicionando agua
acida de bromo e KBr com seu excesso removido com tissulfato de sddio (Na2S203),
ocorre a conversido de 2,3-dibromopropenamida em 2-bromopropenamida tornando
a acrilamida menos polar, possibilitando a extragdo com solventes organicos como
hexano utilizando ao final tratamento com ftrietilamida, evitando o risco da
desidrobrominagao no injetor ou na fonte de ions do EM, assim n&o impactando de
forma significativa na seletividade ou sensibilidade do método, possibilitando o
monitoramento mais preciso dos ions do composto (ISO, 2016; MASTOVSKA,
LEHOTAY, 2006; ZHANG YU, ZHANG GENYI, ZHANG YING, 2005; Gokmen,
S,enyuva, 2006; LAGANTE, FELTER, 2004)

Os diferentes métodos variam sobretudo nas técnicas usadas na preparacao
das amostras: homogeneizagao, centrifugacao, extracao, purificagdo dos extratos,
precipitagdo seletiva, derivatizagdo, evaporagéo e quantificacdao (SOARES, 2006).
Solventes organicos ou agua sao aplicados nas etapas de extragdo, esta ultima
pode diminuir a extracdo de compostos indesejaveis que podem interferir na
deteccdo cromatografica como proteinas, carboidratos e sais além de reduzir a
solubilidade de compostos hidrofébicos. Para a eliminagao de compostos lipidicos os
solventes organicos como diclorometano, hexano e éter de petrdleo sdao mais
aplicados, visto que estes podem levar a picos sobrepostos de acrilamida
(ELBASHIR et al., 2014). Ja para etapas de desproteinizagdo podem ser realizadas
com metanol, acetona, acetonitrila ou reagentes de Carrez com posterior processo
de centrifugacao (NIELSEN et al. 2006; SOARES, 2006).

Independentemente do método aplicado a adicdo de padrao interno nos
ensaios sao crucias para recuperacao de acrilamida, ajudando na exatidao, precisao
e problemas quantitativos das analises (ZHU et al.,, 2008). As aplicacbes dos
métodos e analises aplicadas foram possiveis gragas ao uso de is6topos marcados
que permitiram obter materiais de referéncia e padrdes internos adequados
possibilitando assim a validagdo dos mesmos pelos laboratérios (VALENZUELA;
RONCO, 2007).
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Os métodos publicados até agora para determinar a presenga de acrilamida
em café e derivados baseiam-se principalmente em CL-EM/EM com variagbes nas
técnicas de purificagdo empregues, ha no entanto uma falta de metodologias

sensiveis e seletivas baseadas em CG-EM (ISO, 2016).
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O presente estudo tera uma abordagem qualitativa e quantitativa, onde foi
avaliado a presencga de acrilamida aplicando técnicas cromatograficas em graos de
café torrado e moido das duas principais espécies comercializadas no pais: Coffea
arabica (café arabica - ARA) e Coffea Canephora (café conilon - CON). Também
foram realizadas analises de cor e carboidratos, todas as analises foram realizadas

no laboratério central da empresa.

41 MATERIAL

As amostras de graos de café verde foram obtidas de diferentes lotes de
café beneficiados das safras de 2019 e 2020, fornecidos pela empresa Cia Cacique

de Café Soluvel situada em Londrina — Pr.

4.2 TRATAMENTO DOS GRAOS DE CAFE VERDE

As amostras coletadas de cada espécie foram classificadas conforme
Instrucdo Normativa n° 8 de 11 de junho de 2003 do MAPA por um especialista do
laboratorio de analises sensoriais da empresa e posteriormente armazenadas em
local com ventilagdo controlada em dois sacos de polietiieno com capacidade de 1
Kg, para cada espécie de café. Antes da aplicagao da torra, todas as amostras foram
homogeneizadas, identificadas e divididas em 4 por¢des de aproximadamente 250 g

para cada espécie.
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Quadro 2 - Identificacao e codificacdo das amostras de café conilon e arabica com

diferentes tempos de torra apds 200°C

Tempo (min.) de torra Codificagao da
apos 200 °C amostra

CON-2
CON-4
CON-6
CON-8
ARA-2
ARA-4
ARA-6
ARA-8

Espécies de café

Café Conilon

Café Arabica

OB INCO O~ IN

Fonte: O autor (2020)

4.3 TORRA DOS GRAOS DE CAFE VERDE E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras devidamente identificadas foram submetidas ao processo de
torra utilizando equipamento portatil de torrefacdo lkawa ProV3. Os parametros
iniciais da curva de torra inserida no torrador foram as mesmas para as quatro
amostras de cada espécie, a diferenca foi o monitoramento realizado apds os graos
atingirem temperatura de 200 °C, onde foram determinados os tempos de
permanéncia apos esta temperatura em 2, 4, 6 e 8 minutos e assim encerrado o
processo de torrefacdo. Apos torradas as amostras foram moidas em moinho de
facas lka modelo A11, peneiradas em peneira Brozinox de 500 ym de abertura e

armazenadas em WIRL PACK em freezer a -8 °C até o momento das analises.
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Figura 11 - Curva do processo de torra aplicado ao café arabica utilizando

equipamento IKAWA ProV3 com monitoramento de 2 minutos apdos 200 °C

250,00

200,00

150,00

100,00

TEMPERATURA®CC

50,00

0,00

0:00

Perfil de Curva IKAWA - 2" apds 200°C (ARA-2)
—T°C Café

207,101.218,70 4 541 g9
182,80.200,00 '

Resfriamento

Ponto de Equilibrio

50,00 | 50,00

520 950 11:.00 11:49 12:10 12:11 1218 1753 17:54
TEMPO MIN.

Fonte: O autor (2020)

Figura 12 - Curva do processo de torra aplicado ao café conilon utilizando

equipamento IKAWA Pro como monitoramento de 2 minutos apés 200 °C
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Fonte: O autor (2020)
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4.4 ANALISE DE COR

Para analise de cor nos grédos torrados e moidos foi utilizado
espectrofotometro ColorFlex EZ obtendo resultados de leitura dos parametros L* a b.
Para cada amostra devidamente codificadas foram transferidas para uma placa de
petri de poliestireno 60 x 15 mm com auxilio de um suporte metalico com funil de
forma a preencher totalmente a placa, em seguida foi ajustado o equipamento e
realizado a leitura da amostra (Figura 8 e 9). Todas as leituras foram realizadas com

cinco repeticdes de cada amostra.

Figura 13 - Amostras de café arabica torrados nos tempos de 2, 4, 6 e 8 minutos e

moidos para analise de cor

Fonte: O autor (2020)

Figura 14 - Amostras de café conilon torrados nos tempos de 2, 4, 6 € 8 minutos e

moidos para analise de cor

Fonte: O autor (2020)
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4.5 ANALISE CROMATOGRAFICA DE CARBOIDRATOS

Para analise de carboidratos foram determinados oito compostos: manitol,
sacarose, arabinose, galactose, glicose, xilose, manose e frutose conforme método
ISO 11292:1997 adaptado.

Foi pesado aproximadamente 0,30 g + 0,001 g para cada amostra em
erlenmeryer de 250 mL, posteriormente adicionado 10 mL de solugédo de &acido
cloridrico 1 mol/L-', fechado com papel aluminio e levando para banho maria a 80 °C
por aproximadamente 2h50min, realizando agitacédo a cada 30 minutos. Ao término
da hidrélise a amostra foi resfriada em temperatura ambiente, em seguida toda a
amostra do erlenmeyer foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL e
completado com agua ultrapura. Posteriormente realizou-se uma filtragdo com papel
filtro faixa branca para um béquer, uma nova aliquota de 10 mL foi coletada e
transferida para baldao de 100 mL onde se completou o volume com agua ultrapura.
Coletou-se uma aliquota, a mesma foi transferida para seringa de plastico acoplada
em um cartucho Dionex OnGuard Il AG / H, esta aliquota foi transferida novamente
para seringa e filtrada em filtro 0,22 ym descartando as primeiras gotas e transferido
para vial de 5 mL. Ao final realizou-se a inje¢cdo em cromatografo de ions Dionex

Integrion HPIC da marca Themo Scientific.

Quadro 3 - Etapas de preparo da amostra - analise de carboidratos

1

o ir o Vial de injegéo Solugéao
Hidrolise acida , ~ (e ~
Pesagem da Filtracado da apos filtracao estoque para
em banho- .
amostra . amostra com filtro de preparo da
maria )
seringa 0,22 pm curva

Fonte: O autor (2020)

Para Curva de calibracdo foram utilizados padrdes procedentes da marca

Sigma-Aldrich com alto grau de pureza. Para a quantificagdo dos carboidratos nas
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amostras, preparou-se uma solugdo padrao diluidos em agua ultrapura com os
padrdes: manitol, sacarose, arabinose, galactose, glicose, xilose, manose e frutose
em baldo volumétrico de 100 mL + 0,10 mL, esta amostra foi definida como solugao
estoque. Sonificou-se a solugédo por 5 min em banho ultrassénico. Para obtencao do
padrao analitico e curva de calibragcdo com suas devidas concentragdes, realizou-se
uma diluicdo da solugao estoque coletando aliquotas para baldao de 100 mL,
transferiu-se para seringa de plastico de 5 mL onde foi filtrado em filtro 0,22 pm
direto para o vial de 5 mL.

Os parametros do sistema do cromatografo estdo descritos no quadro 4.

Quadro 4 — Parametros de injecao do equipamento Dionex Integrion

Condicoes do Dionex HPIC Integrion

Dionex Carbopac SA10-4 ym analitica, 4 x 250;

Coluna: CarboPac SA10-4um Guarda 4 x 50
Temperatura da Coluna: 40°C
Temperatura do compartimento: 30 %
Vazao: 1,5 mL / min.
Eluente: KOHa 1 mM
Eletrodo de trabalho: Ouro em PTFE descartavel
Eletroquimica junta celular: 62 mil Eletrodo
Eletrodo de referéncia: Ag/AgClI
Temperatura da bandeja do amostrador: 4°C

0,4 um (push modo completo usando inje¢ao de 4

Volume de injegao: portas da valvula)

Condicdes de elui¢ao: Isocratica
Thermo Scientific Dionex EGC 500 KOH
Fonte do eluente: Cartucho Gerador de eluente Dionex CR-600 ATC
continuamente regeneradas
Programa: Thermo Scientific Dionex Chromeleon

Fonte: O autor (2020)

4.6 ANALISE CROMATOGRAFICAS DE ACRILAMIDA

O método utilizado neste projeto englobou analise de acrilamida em
amostras de café torrado e moido de duas espécies (arabica e conilon) com
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diferentes graus de torra utilizando as técnicas de cromatografia gasosa (LQ 75
Mg/kg e liquida (LQ 50 pg/kg) acoplada a espectrometria de massas conforme
metodologia descrita pela ISO 18862 (2016) adaptada.

4.6.1 Analise de acrilamida por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de
massa (CG-EM)

As amostras foram devidamente homogeneizadas e identificadas antes do
inicio das analises, apds este processo pesou-se aproximadamente 2 g da amostra
em tubo falcon de 50 mL, adicionou-se 2 mL de n-hexano e agitou, em seguida
adicionou-se 100 pyL do padrdo de acrilamida e acrilamida adulterada (D3-
Acrilamida) mais 20 mL de agua ultrapura, agitou-se e sonificou-se por 15 minutos
com temperatura de 40 °C. Em seguida realizou-se uma centrifugagcéo por 15 min a
2000 rpm. Observou-se uma separacao de trés fases no tubo Falcon, onde coletou-
se com auxilio de uma pipeta automatica uma aliquota de 1 mL da fase do meio do
tubo, se atentando para nao arrastar as demais fases. Transferiu-se para novo tubo
dando inicio a uma nova etapa de precipitacao das proteinas. Nesta etapa utilizou-
se 1000 pL de solugao Carrez I, agitou-se, adicionou-se mais 1000 uL de Carrez Il e
levou para centrifugar por 4 minutos a 2000 rpm, recolheu o sobrenadante em novo
tubo, adicionou 2 mL de agua no precipitado e levou para nova centrifugagdo nas
mesmas condi¢cdes citadas anteriormente, recolheu novamente o sobrenadante
combinando-o com a solugao anterior.

A proxima etapa consistiu-se na extracdo do composto de interesse
utilizando cartuchos de extracdo em fase soélida (EFS). Primeiramente passou a
solucao pelo cartucho C18 eluiu-se com 3 mL de agua, em seguida passou-se em
cartucho de troca ibnica eluiu-se com mais 3 mL de agua. Todo eluato foi coletado
em novo tubo, adicionou-se 3,5 g de brometo de potassio (KBr) e 2,5 mL de solugéo
saturada de bromo (Br), deixou reagir no escuro por aproximadamente 2 horas. Em
seguida tirou-se o excesso de bromo com aproximadamente 100 uL de tissulfato de
soédio. Uma nova etapa de extracao foi aplicada passando todo eluato em cartucho
EFS com propriedade de troca catidnica eluindo o mesmo com 3 mL de agua, em
seguida com 1 mL de tampao de borato e ao final mais 0,5 mL de agua. Eluiu-se o
cartucho com 2 mL de acetato de etila onde foi filtrado em filtro de 0,22 uym para vial
de 3 mL, adicionou-se 50 L de trietilamina antes da injeg&do no cromatografo.
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Figure 10 — Fluxograma do processo de extracdo de acrilamida para CG-EM
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Fonte: O autor (2021)
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Apos todo processo de preparo as amostras foram analisadas em
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (modelo GC 6890N e
detector MS 5973N) utilizando coluna Supelcowax 10 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
com injetor splitless, gas de arraste Hélio ultra puro com fluxo constante de 1
mL/min., onde foi injetado 2 yL da amostra com sistema operando em modo SIM

utilizando como base os fragmentos recomendados pela ISO 18862.

Quadro 5 - Fragmentos recomendados pela ISO 18862 para monitoramento

dos ions para cromatografia gasosa

Bromopropenamida

fon quantificador m/z = 149 [C3H4"°BrON] +

fon qualificador m/z = 106 [C2H3"Br] +

Bromopropenamida-D2

fon quantificador m/z = 153 [C32H2"H28'BrON]*

fon qualificador m/z = 110 [C32H2"H28"Br]*

Fonte: SO 18862 (2016)

Ja os dados foram analisados utilizando o software MSD Chemstation
acoplado com a biblioteca de espectros de massa NIST/2008. Os demais
parametros estdo descritos no Quadro 6 - Parametros do cromatografo gasoso

acoplado a espectrometria de massa

Quadro 6 — Parametros do cromatografo gasoso acoplado a espectrometria

de massa
Parametros do GC
Gas de arraste: He
Temperatura: 250 °C
Fluxo Total: 38,1 mL / min.
Pressao: 7,6 psi
Purga do Septo: 3 mL / min.
Modo de injeg&o: Splitless pulsado
Pulso de pressao: 25 psi
Tempo do pulso de pressao: 0,5
Fluxo na saida do divisor: 35 mL / min.
Fluxo de economia de gas: 20 mL / min.

Tempo do economizador de gas: 2 min.
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Parametros da Coluna
Coluna: Supelcowax 10 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Fluxo da coluna: Fluxo constante 1,0 mL / min.
Velocidade Liner do gas de arraste: 36 cm / seg.
Parametros do forno
Temperatura: 50 °C (1 min) 15 °C min.
240 °C (11 min.)
Tempo de corrida: 24,667 min.
Tempo de equilibracao: 0,5 min.
Temperatura maxima do forno: 270 °C
Temperatura da interface: 250 °C
Parametros do MS
Temperatura da fonte de ions: 230 °C
Temperatura do quadrupolo: 150 °C
Tune utilizado: Autotune
Voltagem da multiplicadora: 1447 V
Fator de ganho: 5
Voltagem com ajuste de ganho: 1775V
Modo de aquisicao: SIM
Massa monitorada: 149, 106, 153, 110
Dwell time: 100 ms

Fonte: O autor (2020)

4.6.2 Analise de acrilamida por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a

espectrometria de massas (CLUE/EM-EM)

Para analise em cromatografia liquida seguiu-se as mesmas condi¢oes
inicias utilizadas no ensaio para cromatografia gasosa mas sem aplicacdo das
etapas de derivatizacdo, onde apds a etapa de clean-up utilizando filtro cartucho de
troca ibnica eluiu-se 0 mesmo com 3 mL de agua, 1 mL de tampao de borato e ao
final mais 0,5 mL de agua foi filtrado em filtro de 0,22 um e transferido uma aliquota
para vial de 1,5 mL, posteriormente realizou-se a inje¢cdo no cromatografo

devidamente ajustado conforme Quadro 7.
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Figura 11: Fluxograma do processo da analise de acrilamida por cromatografia

liquida
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Fonte: O autor (2021)
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Quadro 7 - Parametros de inje¢ao UPLC-MS/MS Xevo TQ-S micro

Equipamento

Xevo TQ-S micro

Coluna UPLC HSS T3
Dimenséao 100 x 2.1mm 1.8 mm
Fase movel
A1 H20 + 0,1% FA
A2 MeOH + 0,1% FA
Vazao 0,5 ml/min
Tempo de corrida 7 min.

Gradiente: Fluxo mL/min: 0,250
Tempo % Solvente A %Solvente B
Inicial 99,9 0,1
0,50 99,9 0,1
3,00 90 10
3,01 10 90
4,00 10 90
4,01 99,9 0,1
7,00 99,9 0,1
Controle de Temperatura
Coluna 30 °C
Amostra 10 °C
Solvente de lavagem MeOH
Solvente de purga H20 + 0,1% FA
Lavagem Pré-injecao 0 sec.
Lavagem Pos-injecao 6 sec
Modo ionizagao ES+
Span 0,1

Massa monitorada: acrilamida
Massa monitorada: acrilamida

71,9-26,9; 71,9 - 54,9

D3 75,0-57,90
Dwell 0,11
Cone (V): 15 Coliséo: 13e9
Janela de retencéao
Start 14
End 3

Fonte: O autor (2021)
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4.7 TRATAMENTO DE DADOS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey com nivel de 5% de significAncia. Os ensaios experimentais para
analise de acrilamida em grados de cafés torrados e moidos utilizando técnica de
cromatografia liquida foram submetidos a analise de componentes principais (ACP)

aplicando-se os Software Statistica 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo discutidos os resultados adquiridos das analises realizadas

nos graos de café torrado e moidos por diferentes graos de torra.

5.1 ANALISE DE COR EM AMOSTRAS DE CAFE TORRADOS E MOIDOS
UTILIZANDO ESPECTROFOTOMETRO

A analise de cor em amostras de café é um parametro muito utilizado para
avaliar o grau de torra de amostras quando aplicado o processo de torrefagdo. Neste
trabalho foram realizadas analises de cor das amostras de cafés arabica e conilon
depois de terem passado por diferentes graus de torra, onde foram coletados valores
dos parametros de “L” (luminosidade), “a” e “b” (coordenadas de cromaticidade)
conforme apresentado na Tabela 1. Ao analisar os valores de luminosidade (L) é
importante se atentar na interpretacdo dos resultados, onde “L” indica valores da
luminosidade sendo O representa cor totalmente preto e 100 totalmente branco, ja

para as condenadas “a” e “b”, estas que estdo relacionadas com as diregbes que a

13 ”» [{Pe}]

cor pode assumir no processo de torra sendo +“a@” indica cor vermelho e —“a” cor

verde e para +‘b” amarelo e —“b” azul.
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Tabela 1 - Valores de cor considerando parametros L* a b para café arabica e

conilon com diferentes graus de torra

Parametros de cor

Tempo Temperatura

Amostra Total de maxima de L* a b
torra (min.) torra (°C)
ARA-2 11:49 218,70 17,60 +0,152 8,98 +0,10' 10,44 +0,06"
ARA-4 12:36 219,90 16,41 + 0,09 8,46 +0,081 9,94 +0,07°
ARA-6 12:39 221,10 14,35+ 0,05¢ 6,39 +0,09% 6,46 +0,10!
ARA-8 13:40 222,30 13,61 +0,199 544 +0,19' 5,86 +0,25Y
CON-2 12:09 215,70 18,42 +0,12°¢ 9,04 +0,12™ 10,99 + 0,08V
CON-4 12:39 218,30 18,05+ 0,047 8,86+0,04" 10,79 +0,05*
CON-6 13:39 221,10 12,19+0,189 546 +0,13° 6,14 +0,082
CON-8 14:00 223,10 11,82 +0,09" 5,22 +0,07° 5,90+0,11Y

Nota: ARA: café arabica; CON: café conilon; numero na frente de cada codificacao
representa o tempo de torra apds 200°C; média de 5 repeticbes + desvio padrao;
meédias seguida por letras diferentes na mesma coluna dentro do mesmo grupo de
cor indicam diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de
Tukey.

Fonte: O autor (2021)

Pode-se observar que a variagdo dos resultados de cor de torra para o
componente L* foram diminuindo a medida que houve um aumento no tempo e
temperatura de torra para ambos os tipos de café e que em todos os casos houve
diferenca significativa para todos os tratamentos com nivel de significancia de 5%.
Esta relagcdo também pode ser observada nos componentes a e b, onde os
resultados encontrados para ARA-6 e ARA-8 atingiram cores mais escuras com
relacdo ao ARA-2 e ARA-4 (Figura 12), o mesmo ocorreram com os tratamentos
aplicados com os resultados encontrados para café conilon com cores mais escuras

nos tratamentos CON-8 e CON-6 (Figura 13) respectivamente.
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Figura 12 — Valores das médias de cor de torra para café arabica-L*ab
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Figura 13 — Valores das médias de cor de torra para café conilon-L*a b
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De acordo com Rabelo et al. (2015) e Couto et al. (2019), valores de L*
acima de 35 determinam cor de torra clara, L* entre 35 e 30 com cor de torra média
e abaixo de 25 cor de torra escura. Baseada nesta definicdo os valores encontrados
neste estudo podem ser definidos como cor de torra escura.
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Alessandrini et. al (2008) em trabalho realizado com amostras de diversas
regides de cafés torrados com tempo de torra de 6,5 minutos, encontrou valores
meédios para parametros de L* entre 17,07 e 18,71 para cafés arabica e de 19,37 e
19,57 para cafés conilon, valores estes foram semelhantes aos encontrados para
amostras de ARA-2 e préximos aos observados no CON-2, mas com tempo de torra
inferiores aos aplicados neste trabalho que pode ter influenciado nas diferencas
encontradas. O mesmo autor ainda relatou que a cor dos cafés mudou da zona
verde-amarela para a laranja vermelha e ao final para a zona marrom. Ja Conti e
Prudencio (2011) em trabalho realizado com diferentes categorias de cafés entre
eles cafés exaticos, encontraram valores de L* entre 11,64 a 15,96 estando esses
préximos dos valores encontrados para ARA-6, ARA-8, CON-6 e CON-8.

5.2 ANALISE DE CARBOIDRATOS UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DE IONS
DE ALTA PRESSAO - CIAP

Os resultados encontrados das analises de carboidratos nas amostras de

café arabica e conilon estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados das médias de carboidratos para café arabica e conilon

Amostra Manitol Sacarose Arabinose Galactose Glicose Xilose Manose Frutose

ARA-2  ND ND  2:855+0,009° 3,597 +0,027° 0,105+ 0,000% 0,621 +0,038" 3,536 +0,010' 0,328 + 0,089’
ARA-4  ND ND  2,894+0,011% 3274+0,017" 0,114 +0,004° 0,596 + 0,016" 2,956 +0,010' 0,328+ 0,051
ARA-6  ND ND 1,860+ 0,005 3486 +0,010° 0,096 + 0,004 0,467 +0,016° 4,224 + 0,028™ 0,072 £ 0,000
ARA-8  ND ND 1,824 +0,005™ 3,724 +0,025" 0,103 + 0,008 0,488 + 0,005° 4,779 + 0,445™ ND

CON-2 ND ND 2,190 +0,005° 3,311 +0,006" 0,089 + 0,004"¥ 0,528 + 0,005* 4,200 + 0,028 0,209 + 0,059"
CON4  ND ND 222900149 3,076+0,015" 0,091+0,00" 0,534 +0,011* 3,668 +0,036° 0,209 + 0,078"
CON-6 ND ND  2,123+0,0000 3,365+0,00° 0,080 +0,004” 0,528 +0,019* 4,641+ 0,028 0,226 +0,000"
CON-8  ND ND  1,729+0,009° 2,589 +0,000° 0,059 +0,004* 0427 +0,021" 3,874 0,021 0,123 + 0,000"

Nota: ARA: café arabica; CON: café conilon; numero na frente de cada codificacédo
representa o tempo de torra apds 200°C; média de 3 repeticbes + desvio padrao;
medias seguida por letras ou simbolos iguais na mesma coluna dentro do mesmo
grupo indica que nao existe diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia
pelo Teste de Tukey; ND — ndo detectado; para os compostos manitol e sacarose
nao foram detectados valores significativos.

Fonte: O autor (2021)

Legenda: Todas as concentragdes das analises de carboidratos foram encontradas
em porcentagem (%).
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Os acgucares estdo diretamente ligados as caracteristicas e reagbes que
ocorrem nos graos de café durante o processo de torrefagdo, contribuindo para
qualidade do produto final. Pode-se observar nos resultados apresentados neste
trabalho que em todas as amostras das duas espécies para os compostos manitol e
sacarose nao foram detectados, estes podem ser consumidos durante o processo de
torra para formagcao de outras substancias que contribuem com a formacgao de
aromas e sabores. Oliveira (2006) relata que ao aplicar torras mais escuras nos
graos de café a sacarose reage completamente para gerar compostos como
monossacarideos, precursores de acidos e aldeidos responsaveis pelo flavour.

Com relagdo aos compostos considerados principais precursores de
acrilamida como a glicose e frutose (Figuras 14 e 15), a glicose apresentou diferenga
significativa para as amostras de cafés arabicas entre os tratamentos ARA-4 e ARA-
6, para os demais tratamentos n&do houve diferenga significativa, ja para frutose
houve diferenca significativa para os demais tratamentos a amostra ARA-6, onde
nao foi detectado concentragdes de fruto no tratamento ARA-8. Nos tratamentos
para café conilon considerando o composto glicose houve diferenca significativa
entre os tratamentos CON-4, CON-6 e CON-8, onde a amostra CON-8 se
diferenciou com nivel de significancia de 5% de todos os demais tratamentos. Ja o
composto frutose nédo apresentou diferenca significativa para as amostras de café

conilon.

Figura 14 — Media dos valores de carboidratos para glicose e frutose café arabica
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Figura 15 — Media dos valores de carboidratos para glicose e frutose café conilon
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Em estudo realizado por Blanc et al. (1989) com café arabica torrado
utilizando HPLC-UV-VIS, mostra teores de carboidratos que variaram em % entre
1,29-2,00 para glicose; 0,08-0,14 para xilose; 3,19-20,93 para galactose; 1,03-6,29
para arabinose; 5,91-19,50 para manose. Os valores encontrados neste trabalho se
assemelharam somente para o composto galactose, esta diferenca nos resultados
dos demais compostos podem ser justificadas devido a diferenca das condicdes de
tempo e temperatura aplicados nas amostras. Ruiz-Matute et al (2006) encontraram
valores de carboidratos em amostras de cafés torrados e comerciais de: manitol
0,03-0,25; frutose 0,10-0,48; galactose 0,00-0,02; glicose 0,18-0,82 e sacarose 0,21-
0,46. Neste trabalho os principais carboidratos redutores como a frutose, foram
proximos dos encontrados para as amostras ARA-2, ARA-4, CON-2, CON-2 e CON-
6, ja para os demais compostos nao houve semelhangca. Ao comparar os valores
encontrados em cafés verdes pelos mesmos autores: frutose (0,34 — 0,04), glicose
(0.34 — 0,04) e sacarose (29,19 — 8,10) pode observar que houve uma total hidrolise
da sacarose para todos os tratamentos, podendo este, ter contribuido para formacgéao

de compostos como glicose e frutose.
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5.3 ANALISE DE ACRILAMIDA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADO A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Os ensaios que utilizam técnicas de cromatografia gasosa sdo baseados em
grande parte na bromagdo do analito ou na analise sem derivatizacdo. Neste
trabalho a derivatizagdo foi aplicada a matriz trabalhada, esta etapa auxilia na
melhoria de parametros como seletividade, sensibilidade, aumento da volatilidade e
na diminuigdo de potenciais interferentes na amostra, além de permitir a formacgéao
de compostos mais volateis, menos polares e com maior massa molecular,
facilitando a deteccdo de acrilamida principalmente em matrizes mais complexas
como o café.

Na Tabela 3 estdo os resultados encontrados para analises de acrilamida
nas amostras de café das duas espécies. Nos valores encontrados para café arabica
houve diferenga significativa apenas na amostra ARA-6 comparado com os demais
tratamentos, ja para o café conilon houve diferenga apenas entre os tratamentos
CON-2 e CON-8. Nao foram detectadas concentracbes de acrilamida para as
amostras ARA-8 e CON-6.

Tabela 3 - Resultado da concentragao de acrilamida em amostras de café arabica e

conilon utilizando CG-EM

Tempo Total de Temperatura maxima  Concentragao de

Amostra torra (min.) de torra °C acrilamida (ppb)
ARA-2 11:49 218,70 187,24 + 77,562
ARA-4 12:36 219,90 179,99 + 49,152
ARA-6 12:39 221,10 893,39 + 47,24b
ARA-8 13:40 222,30 ND
CON-2 12:09 215,70 445,40 + 75,45¢
CON-4 13:59 218,30 358,03 + 149,36¢%
CON-6 11:59 221,90 ND
CON-8 14:00 223,10 144,91 + 22,004

Nota: ARA: café arabica; CON: café conilon; numero na frente de cada codificagao
representa o tempo de torra apdés 200°C; média de 3 repeticbes + desvio padrao;
medias seguida por letras iguais na mesma coluna dentro do mesmo grupo de cor
nao indicam diferenga significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de
Tukey; ND — ndo detectado

Fonte: O autor (2020)
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Os valores encontrados nos tratamentos apresentaram baixa repetibilidade
nos resultados, tendo como relacdo os parametros de torras aplicados. Muitos
autores relatam a dificuldade em analisar acrilamida em matrizes complexas
principalmente devido a necessidade da aplicacdo de diversas etapas previas para
separacgao do analito de interesse, como é o caso do café (DELATOUR et. al, 2004;
ANDRZEJEWSKI et. al, 2004), onde varios interferentes podem comprometer os

resultados analiticos os quais foram notados neste trabalho e comentados abaixo.

5.3.1 Fatores que influenciaram na quantificagao de acrilamida utilizando CG-EM

Além da complexidade da matriz que envolvem a prépria substadncia como
baixa massa molecular, elevada polaridade, dificil extracdo em matrizes aquosas e
mas propriedades cromatograficas, outros fatores foram observados no decorrer do
ensaio, como a co-extragcao de compostos que contribuiram na formacao de espuma
e forte coloracdo, mesmo apds a aplicacdo das etapas de clean-up e purificagao
utilizando colunas de extragdo em fase sodlida (EFS). Como exemplo foi observado
nas etapas de agitagdo alta formacao de espuma provocando contaminagdes nos
equipamentos e perdas de amostras. Também se observou a influéncia da forte
coloracdo que contribuiu na perda de analitos saturando o cartucho EFS
contribuindo na coloracgéao final ja4 que alguns compostos corados eram soluveis no
solvente organico utilizado, também foi notado dificuldade na etapa de derivatizagéao,
uma vez que a solugdo de bromo, devido sua coloragdo ficava disfarcada na
solugao.

A aplicacado de mais de um cartucho EFS C18 foi testado, mais ndo mostrou
melhoras significativas na eliminacdo da coloragdo além de aumentar o custo de
forma significativa do ensaio. O insucesso do método nas primeiras analises
contribuiu em problemas analiticos e a necessidade de trocas constantes do liner e

limpezas no sistema conforme cromatograma da Figura 16.
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Figura 16 — Cromatograma do padrdo de acrilamida com concentragdo de
1500 ppb
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Fonte: O autor (2020)

Visto os varios problemas relatados varias tratativas foram aplicadas como
etapas adicionais de purificacdo com cartuchos EFS, aumento no tempo de
centrifugagéo nos processos iniciais de separacao e precipitacdo de proteina, mais a
alternativa que obteve melhores resultados foi a diminuicdo do volume da aliquota
coletada da primeira etapa de extragdo (remocao de lipidios), coletando 1 mL da
amostra em vez de 10 mL conforme descrito na metodologia descrita na ISO 18862-
2016. Com a diminuigdo do volume pode-se observar uma melhor eficiéncia de
extragcdo nas etapas purificacdo utilizando EFS, como também na eliminagao de
espuma € na coloragao marrom vista nos testes anteriores. Os resultados foram
mais satisfatorios porem interferentes ainda foram observados nos resultados

encontrados conforme cromatogramas da Figura 17 e Figura 18.

Figura 17 — Cromatograma do padrao de acrilamida com concentracao de 1500 ppb
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Figura 18 - Cromatograma do tratamento de café arabica coletado apds 2 minutos

de torra acima de 200 °C
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Fonte: O autor (2020)

Conforme pode-se observar os picos apresentaram problemas nas injegcdes
dos padrbes e nas amostras, justificando a dificuldade encontrada durante todo o
ensaio. Esses resultados foram semelhantes para todos os demais tratamentos.
Outros problemas como baixa seletividade, repetibilidade e recuperagdo foram
encontradas durante as analises mesmo aplicando varias tratativas como: inspegdes
gerais no equipamento e trocas de consumiveis. Visto isso resolveu-se confirmar os
resultados utilizando cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa para

quantificacdo dos resultados.

54 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLUE/EM-EM)

Uma das técnicas mais aplicadas para identificagdo de compostos em
diversas matrizes € a técnica de cromatografia liquida. Para as analises neste
estudo foi utilizado um CLUE/EM-EM.
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Tabela 4 - Resultados da concentracao de acrilamida utilizando CLUE/EM-EM

Tempo Total de Temperatura maxima Concentragao de
Amostra

torra (min.) de torra °C acrilamida (ppb)
ARA-2 11:49 218,70 143,79 + 8,472
ARA-4 12:36 219,90 144,97 + 14,062
ARA-6 12:39 221,10 138,07 £ 23,36°
ARA-8 13:40 222,30 100,33 + 39,79°
CON-2 12:09 215,70 232,95 + 27,28¢
CON-4 13:59 218,30 246,00 £ 52,54¢
CON-6 11:59 221,90 128,02 + 20,914
CON-8 14:00 223,10 ND

Nota: ARA: café arabica; CON: café conilon; numero na frente de cada codificacao
representa o tempo de torra apos 200°C; média de 3 repeticbes + desvio padrao;
meédias seguida por letras iguais na mesma coluna dentro do mesmo grupo de cor
nao indicam diferenga significativa ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de
Tukey; ND — ndo detectado

Fonte: O autor (2021)

Para as amostras de café arabica houve diferenca significativa com relagéo
aos demais tratamentos apenas na amostra ARA-8 onde encontrou-se a menor
concentragdo do composto. Ja para as amostras de café conilon o tratamento CON-
8 apresentou diferencga significativa comparando com os tratamentos CON-2 e CON-
4, nao foram detectados valores para a amostra de CON-8. Foram observados que
conforme o aumento do tempo de torra a concentragdo de acrilamida em ambas as
espécies de café foram diminuindo, podendo-se dizer que quando maior o tempo de
torra apos a temperatura de 200 °C menores foram os valores da concentragao de
acrilamida havendo uma total degradagcdao do composto na amostra CON-8 (Figura
19). Foi observado que para ambas as espécies de café o tempo que favoreceu a
maior formacao de acrilamida foram encontrados no tempo de torra de 4 minutos
apo6s 200 °C, podendo dizer que com este tempo e temperatura foram favoraveis

para formacao do composto conforme Figura 19.
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Figura 19 — Resultado da média da concentragao de acrilamida para café arabica e

café conilon apds torra acima de 200 °C
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Fonte: O autor (2021)

Valores encontrados em amostras de café e outros grupos de alimentos em
24 paises foram relatados pela JECFA e pela FAO/OMS, onde os resultados
apresentados para café ficaram entre 200 pg/kg a 230 uyg/kg e 288 ug/kg a 1291
Mag/kg respectivamente, ja valores apresentados por Arisseto et al (2007) utilizando
LC-MS/MS em cafés brasileiros obteve concentragdes entre 128 a 202 ug/kg, estes
valores estédo préoximos dos obtidos neste trabalho.

Bagdonaite, Derler e Murkovic (2008) quantificaram acrilamida em amostras
de cafés arabica e conilon de 220 a 260°C entre 5 a 15 minutos encontraram valores
77 ng/g (Mg/kg) a 762 ng/g (ug/kg) estando alguns valores semelhantes a este
trabalho. Diferentes niveis de acrilamida foram encontrados em vinte e duas
amostras de café coletadas em supermercados de diferentes paises e analisadas
por Pugajeva, Jaunbergs e Bartkevics (2015), estando os valores entre 117 ug/kg a
503 pg/kg para café conilon e 87 ug/kg a 453 ug/kg para café arabica, estando estes
resultados entre os valores adquiridos neste trabalho. Ja Mencin et al. (2020)
utilizando LC/MS/MS analisou varias amostras de café coletadas na regido da
Eslovénia encontrando valores entre 151,4 a 237,7 ug/kg estando estes valores
proximos dos tratamentos ARA-2, ARA-4. ARA-6 e CON-2 e CON-4.
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5.5 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A anadlise de componentes principais foi aplicada devido a grande
quantidade de dados analisados, possibilitando o estudo destes, além de permitir a
investigacdo das medidas responsaveis pelas maiores variancias e de ter a
finalidade de analisar um conjunto de variaveis numéricas correlacionadas por um
conjunto de variaveis nao correlacionadas.

Com isso visando verificar se ha diferenca entre os tipos de café e seus
tempos de torra, os valores dos teores de glicose e de frutose remanescentes pés
torra, o teor de acrilamida formada e os pardmetros de cor L*, a e b foram
submetidos a Analise das Componentes Principais (ACP). As trés primeiras
componentes principais, CP1, CP2 e CP3 explicam 76,34 %, 13,73 % e 6,61 % da
variancia total contida nos dados. A melhor discriminacdo dos cafés e seus tempos
de torra foi verificada na projecédo da CP2 e CP3. A Figura 20 apresenta os graficos
dos escores relacionados aos cafés torrados e os seus tempos de torra (a) e aos
parametros analisados (b). Na Figura 20 (a), observa-se que o café arabica e os
seus diferentes tratamentos de torra agrupam-se nos escores negativos da CP2. Ja
o café conillon e os seus tratamentos de torra encontram-se nos escores positivos
desta componente. Apenas o tratamento C6 proximo do zero da CP3. Analisando o
grafico dos escores dos parametros analisados (Figura 20-b), observa-se que o café
arabica apresenta maior teor residual de glicose e frutose pds torra, ambas
localizadas nos escores negativos da CP2. Isto pode ser explicado devido ao maior
teor de agucares que este café tem quando comparado com o conillon. Pode se
observar também que os tratamentos de torra do café conillon geraram maior teor de
acrilamida durante a reagcdo de Maillard e consequentemente, maiores valores dos

parametros de cor L, aeb.



Figura 20a - Grafico dos escores para (a) os cafés e para (b) os parametros
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Figura 20b - Grafico dos escores dos parametros analisados
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6 CONCLUSAO

A presente pesquisa teve como objetivo geral monitorar os niveis de
acrilamida nas duas principais espécies de cafés comercializadas no Brasil
aplicando parametros de torra similares aos utilizados nas industrias de café.

Para identificacdo e quantificacdo de acrilamida foram utilizadas técnicas de
cromatografia liquida e gasosa acoplado a espectrometria de massas. Para os
demais ensaios foram utilizados varios equipamentos sofisticados de modo a coletar
dados robustos.

No decorrer do trabalho constatou que o processo de torrefacéo
considerando seus principais parametros tempo e temperatura de torra, possuem
grande importancia para com o inicio de reagdes que contribuem para formagao de
acrilamida, como pode-se citar a reacao de Maillard. As concentragcdes de acrilamida
para as duas espécies apresentou teor mais elevado para tratamento ARA-6 (893,39
ppb) para café arabica e CON-2 (445,40 ppb) para café conilon utilizando GC-MS, ja
para concentracdes do composto utilizando UPLC-MS/MS os teores mais elevados
foram para ARA-4 (144,97 ppb) para café arabica e CON-4 (246,00 ppb) para café
conilon. Também foi de grande interesse verificar as concentragdes atuais dos
carboidratos presentes nas amostras e das cores adquiridas, podendo estes
contribuir para trabalhos futuros.

Levando em consideracdo os valores de acrilamida encontrados neste
estudo e sem a exigéncia de limites maximos exigidos pelas legislacbes até o
momento, espera-se que esta pesquisa contribua para futuros estudos sobre a
formacao e concentragdo de acrilamida em amostras de cafés torrados e moidos,
visando contribuir com agdes corretivas nas etapas de processo para fabricagao de

café.
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