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Resumo

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, e apesar do seu consumo se
dever as suas propriedades organoléticas, apresenta também diversas propriedades
benéficas para a salde humana. Essas carateristicas advém da presenca de compostos
bioativos que se acumulam durante a formacéo do grdo de café, mas também no seu
processamento. Porém, é também no processo de torra dos graos verdes do café que
sdo formados compostos prejudiciais para a salde humana. Um desses compostos € a
acrilamida, que é atualmente considerada pela Agéncia Internacional de Investigacao
sobre o Cancro (IARC) como provavel carcinogénico para 0 Homem (grupo 2A).

O projeto Tricafé desenvolvido na Serra da Gorongosa em Mogambique, visa combater
a desflorestacdo que se tem verificado na zona, tendo vindo a implementar medidas de
gestdo sustentavel, das quais se destacam a plantagdo de cafeeiros num sistema
agroflorestal.

Com o proposito de contribuir para a avaliacdo da qualidade do café produzido neste
sistema agroflorestal, o presente trabalho focou-se no desenvolvimento de um método
expedito de extracdo, detecao e quantificagcdo de acrilamida apos torra do gréo verde
de plantas Coffea arabica L.

O trabalho compreendeu o estudo de diferentes condicbes durante as etapas de
extracdo, separacdo e detecdo por HPLC-PDA e posteriormente por HPLC-MS. Os
diversos métodos de extracdo e condi¢cdes de analise cromatogréfica testados neste
trabalho, ndo permitiram a quantificacdo de acrilamida nos extratos de café torrado, o
gue se atribuiu a complexa matriz do café e as dificuldades inerentes a separacao dos

interferentes co-extraidos com a acrilamida.

Palavras-chave: Acrilamida, Coffea arabica L., HPLC-PDA, HPLC-ESI-MS, Projeto

Tricafé






Abstract

Coffee is one of the most widely consumed beverages in the world, and despite its
consumption being due to its organoleptic properties, it also has several health benefits
for humans. These characteristics arise from bioactive compounds that are accumulated
during the formation of the coffee bean, but also while it is being processed.
Nevertheless, it is also during the roasting of green coffee beans that harmful compounds
to human health are formed. One such compound is acrylamide, currently classified by
the International Agency for Research on Cancer (IARC) as a probable human
carcinogen (Group 2A).

The Tricafé project, developed in Mount Gorongosa in Mozambique, aims to combat the
deforestation that has been taking place in the area and has been implementing
sustainable management measures, including the cultivation of coffee crops in an
agroforestry system.

In order to contribute to the quality assessment of the coffee beans produced within this
agroforestry system, the present work focused on developing a rapid method for the
extraction, detection and quantification of acrylamide in roasted coffee derived from
green beans of Coffea arabica L. plants.

The work comprised the study of different conditions during the extraction, separation
and detection stages by HPLC-PDA and subsequently by HPLC-MS. The diverse
extraction methods and chromatographic analysis conditions attempted in this work did
not allow acrylamide to be quantified in roasted coffee extracts. This can be attributed to
the complex coffee matrix and the challenges in separating interferents co-extracted with

acrylamide.

Keywords: Acrylamide, Coffea arabica L, HPLC-PDA, HPLC-ESI-MS, Tricafé Project
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1 Enquadramento

A desfloracao que se verifica nos paises tropicais € das mais intensivas a nivel mundial,
com elevado impacto negativo na biodiversidade, no clima e na subsisténcia das
populagbes locais. (Achard et al., 2014; Twongyirwe et al., 2018) O uso de sistemas
agroflorestais € uma abordagem promissora para reconciliar a conservacdo da
biodiversidade com o desenvolvimento local. (Jezeer et al., 2017)

A problematica da desflorestacdo tem vindo a afetar inclusive a Serra da Gorongosa,
localizada no centro de Mogambique e que tem uma das maiores extensdes de floresta
montanhosa do pais, acreditando-se que pode mesmo conduzir ao seu
desaparecimento, devido a crescente procura de combustivel lenhoso e a agricultura
itinerante, entre outras atividades. Face a esta situacdo, o Parque Nacional da
Gorongosa (PNG) desenvolveu medidas para uma gestdo sustentavel e duradoura,
integrando a cogestao com as comunidades e implementando medidas ecologicamente
sustentaveis, através de planos de uso e aproveitamento de terra, tendo em vista a
restauracdo da biodiversidade, a garantia da seguranca alimentar, bem como a
resiliéncia contra as mudancas climaticas. (WWF Mozambique, 2016) Neste contexto,
o0 PNG em parceria com o Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa
(Portugal) e a Universidade Federal do Espirito Santo (Brasil) tem vindo a desenvolver
o Projeto Tricafé, dando continuidade a atividade iniciada no ambito do Projeto
Gorongosa National Parks’ Coffee Agroforestry under Shade (CAPS) (2012-2017), que
visou a implementacdo de plantacdes de café com arvores de espécies nativas,
conhecidas como café sombreado. O Projeto Tricafé tem como objetivo o
reflorestamento de areas que foram severamente devastadas, com a particularidade de
contar com a colaboragdo extensiva dos agricultores locais. Adicionalmente, este
projeto visa a comercializacdo a nivel nacional e internacional do café produzido, com
beneficios socioecondmicos para as comunidades, pelo facto do café ser uma das
bebidas mais consumidas no mundo e pela previsao crescente da sua procura. (Lee et
al., 2015; Samoggia & Riedel, 2018)



Cerca de 60 paises tropicais e subtropicais produzem café extensivamente, adquirindo
este produto, essencialmente na forma de bebida, uma elevada importancia econémica.
(Esquivel & Jiménez, 2012) Depois da agua, o café é a bebida mais consumida, sendo
que em 2021/2022, cerca de 167,2 milhdes de sacas de 60 kg de café foram produzidas
mundialmente, com uma previsdo de consumo crescente, estimando-se mesmo a
possibilidade de exceder a produgdo em 3,1 milhdes de sacas. (Price, 2023b)

O seu elevado consumo deve-se as propriedades sensoriais caracteristicas, a que
acrescem efeitos benéficos para a saude, devido a presenca de compostos bioativos
que se desenvolvem durante o processamento dos graos verdes, mais nomeadamente,
na etapa de torra. Porém, é exatamente durante esta etapa que também ha formacéao
de compostos que apresentam potenciais propriedades carcinogénicas e, em alguns
casos, mutagénicas. (Preedy, 2015) A acrilamida, inicialmente identificada nos
alimentos em abril de 2002, por cientistas suecos, que relataram elevadas
concentragdes deste composto em determinados alimentos fritos, cozidos e torrados,
tem sido classificada como um provavel carcinogénico para os humanos (grupo 2A),
pela Agéncia Internacional de Investigacdo sobre o Cancro. (Perera et al., 2021; Preedy,
2015)

Estas qualidades benéficas e prejudiciais para o consumidor séo influenciadas pela
composi¢ao quimica dos graos verdes, que, consequentemente pode variar consoante
as caracteristicas genéticas das cultivares, condi¢cdes edafoclimaticas, praticas
agricolas, técnicas de colheita e processamento pos colheita. (Bertrand et al., 2006;
Leroy et al., 2006; Vaast et al.,, 2006) Com o intuito de atender aos parametros
qualitativos exigidos no mercado internacional, estdo em progresso estudos para
averiguar as condicbes mais adequadas para obter um café de melhor qualidade,
obrigando consequentemente a estudos ao nivel da qualidade sensorial, como de
bioguimica do café plantado. (Sualeh et al., 2014)

Deste modo, devido aos riscos associados ao consumo da acrilamida através dos
alimentos, tornou-se premente o desenvolvimento métodos rapidos, sensiveis, precisos
e baratos para a sua quantificacdo. Porém, esta tarefa nem sempre € facil, e no caso do
café em particular, a complexidade da matriz, devido a presenca de interferentes co-
extractveis e apresentar supressao ionica, dificulta a analise de compostos de baixo
peso molecular e em quantidades relativamente pequenas, como a acrilamida. (Preedy,
2015)

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver de forma eficiente um
método de extracdo, detecdo e quantificacdo da acrilamida no café torrado obtido a
partir de Coffea arabica L. produzido num sistema agroflorestal sustentavel no Parque

Nacional da Gorongosa (Mocambique).



2 Introducao

2.1 Acrilamida

A acrilamida despertou interesse pela capacidade de aumentar a solubilidade dos
polimeros em agua, bem como melhorar a sua adesao e promover ligacdes cruzadas
entre estes. (Robert & Brown, 1994)

A acrilamida é comercializada desde meados de 1950, e na altura, a sua producgéo
ocorria principalmente através da reacdo entre o acetonitrilo e o &cido sulfarico
hidratado, porém a formagé&o de sulfatos e de outros subprodutos indesejados tornavam
este método desvantajoso. Posteriormente, a hidratacdo catalitica de acetonitrilo num
leito fixo de cobre a 85 °C permitiu a converséo direta em acrilamida, com produgéo
minima de subprodutos, passando este processo a ser utilizado a nivel mundial. (Robert
& Brown, 1994; Yamada & Kobayashi Michihiko, 1996)

Atualmente, a acrilamida é um mondémero vinilico com elevada importancia industrial
(figura 2.1).

X

NH,

Figura 2.1: Estrutura quimica da acrilamida.

Este composto tem como principal aplicacdo a producdo de polimeros, que forma
inicialmente utilizados como floculantes e no auxilio & industria do papel. Dentro dos
polimeros de acrilamida, as poliacrilamidas suscitam um elevado interesse pela
capacidade de tratamento de efluentes municipais e industriais, como também de agua
para consumo humano, e pela participacdo na recuperagado de petréleo, entre outras

aplicacdes. Usos adicionais incidem na industria de mineragéo e noutras industrias de
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processamento, na estabilizacdo de solos, na obtencdo de polimeros para promover
aderéncia, em géis de eletroforese e no revestimento para metais. A acrilamida também
€ utilizada diretamente como componente de sistemas de fotopolimerizagdo, em
adesivos e argamassas, e como agente de reticulacdo em polimeros de vinil. (Robert &
Brown, 1994; Spencer & Schaumburg, 1974; Swaen et al., 2007)

Para além das aplicacdes industriais, as suas caracteristicas genotédxicas, que foram
reportadas em varios estudos e que serdo adiante abordadas (Marsh et al., 2007; Robert
& Brown, 1994), tém alertado a comunidade cientifica para os efeitos da exposicao
humana e animal a este composto. Acresce a evidéncia da sua acumulacdo em
alimentos processados termicamente, que tem atraido maior atencdo e preocupacao a

nivel mundial. (Lineback et al., 2012)

2.1.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas

A acrilamida (CsHsNO), também conhecida por prop-2-enamida (nome IUPAC), amida
acrilica e etileno carboxamida, € um composto sélido branco inodoro, de baixa massa

molar e bastante polar. A tabela 2.1 apresenta as suas propriedades.

Tabela 2.1: Principais propriedades da acrilamida. (adaptado de Robert & Brown, 1994)

Densidade | Presséo de Solubilidade a 30 °C
Massa Molar Ponto de a30°C Vapor a 25 °C (g/L)
(g/mol) Fuséo (°C) (g/mL) (Pa)

Agua | Metanol | Etanol

71,08 84,50 1,122 0,90 2155 1550 862

Este composto é estavel a temperatura ambiente, porém quando aquecido até ao seu
ponto de fusado, e até mesmo quando exposto a radiacdo ultravioleta, polimeriza. A sua
decomposicao térmica leva a formacao de amoniaco, monoxido de carbono, didxido de
carbono e éxidos de azoto. A acrilamida possui uma estabilidade bastante elevada em
solu¢des aquosas, que diminui na auséncia de agua e que é influenciada pelo pH e
natureza da solugéo tampéao.

Sendo um composto carbonilo insaturado com propriedades eletrofilicas, a acrilamida
reage, via adicdo Michael, com grupos nucleofilicos, tais como aminos, carboxilatos,
arilos e alquil hidroxilos, imidazéis e tidis presentes em macromoléculas, como proteinas
e DNA; e esta reatividade é a base da sua toxicidade para os organismos. (Ou et al.,
2020; Strocchi et al., 2022)

No caso das proteinas, os aminoacidos com cadeias laterais nucleofilicas reagem com

a acrilamida, destacando-se a da cisteina (Cys) como a mais reativa, apesar de outros
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nucledfilos como a lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Ser) e glicina (Gly) originarem
produtos de condensacao similares. Em patrticular para a hemoglobina, foi descrito que
a acrilamida tem a capacidade de se ligar covalentemente com o N-terminal da valina e
formar aductos (figura 2.2). A estrutura da acrilamida permite que ocorra in vivo a
oxigenacgédo da ligacdo dupla, resultando na formagéo do seu epoéxido, a glicidamida,
gue por sua vez também apresenta propriedades eletrofilicas (figura 2.2).
Adicionalmente, aductos resultantes da rea¢do da acrilamida com outras proteinas,
como a albumina foram também reportados. (Ou et al., 2020; Strocchi et al., 2022)

]
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Figura 2.2: A acrilamida é metabolizada em glicidamida. Ambos os compostos s&o eletrofilicos e por isso
tém a capacidade de produzir aductos com centros nucleofilicos (Nu) em proteinas. (adaptado de
Térnqvist, 2005)

Quando se trata do DNA, as suas propriedades levam ao estabelecimento de ligacdes
covalentes formando aductos. Apesar da acrilamida exibir maior reatividade para grupos
sulfidrilo, a glicidamida é mais reativa para o DNA, formando aductos com o0s grupos

amino presentes. (Torngvist, 2005)

2.1.2 Processamento Térmico e Ingestdo da Acrilamida

O processamento térmico dos alimentos mostrou-se vantajoso em VAarios niveis,
incrementando a qualidade nutricional, garantindo seguranca microbiolégica, resultando

em caracteristicas sensoriais mais apelativas e na reducdo ou até mesmo na remogao
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completa de certos compostos com potencial risco para a saude do consumidor. Porém,
€ exatamente durante este tipo de processamento que ocorre a formac¢ao de compostos
com propriedades carcinogénicas e genotdxicas como acrilamida, aminas, furanos,
furfurais e cloropropandis. (Deribew & Woldegiorgis, 2021)

As alteracOes decorrentes destes processamentos a altas temperaturas podem ser
explicadas pela reacdo de Maillard. Esta reacao foi proposta em 1912 (Zhang et al.,
2009) e nomeada em homenagem ao quimico francés Louis Maillard, contudo foi no ano
de 1953 que o primeiro esquema coerente foi apresentado por Hodge.(Martins et al.,
2000) Os produtos desta reacao tém um papel fundamental em melhorar a aparéncia e
as propriedades sensoriais dos alimentos, particularmente, no desenvolvimento de
sabor, cor e aroma caracteristicos de produtos como o café. A reacdo de Maillard é
bastante complexa, sendo facilmente influenciada por vérios fatores e
consequentemente resultar em diferentes produtos ao longo do complexo reacional. A
producdo dos varios produtos ira ter influéncia ao nivel nutricional do alimento, pela
formacéo tanto de compostos toxicos e mutagénicos como de produtos antioxidantes.
(Martins et al., 2000)

A acrilamida esta presente em grande parte dos alimentos consumidos diariamente, e
a sua descoberta em alimentos foi reportada em abril de 2002, por cientistas da Agéncia
Nacional Sueca de Alimentos (SNFA) e pela Universidade de Estocolmo, que
verificaram concentragbes moderadas e elevadas deste composto em determinados
produtos fritos, cozidos e torrados. As concentragdes determinadas em alimentos ricos
em proteina foram de cerca 5-50 ppb, tendo sido mais elevadas (ca. 150-4000 ppb) em
alimentos ricos em hidratos de carbono. Os alimentos com maiores conteddos de
acrilamida sdo especialmente batatas, café, e cereais, incluindo trigo, cevada e arroz.
(Deribew & Woldegiorgis, 2021; Keramat et al., 2011; Tareke et al., 2002)

O nivel de ingestao diaria toleravel (TDI) foi estimado em 40 ug/kg de peso corporal para
auséncia de efeitos neurotoxicos e em 2,6 ug/kg de peso corporal/dia para evitar a
carcinogenicidade em seres humanos. (Perera et al., 2021) Baseada em evidéncias
neurolégicas em animais, a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e
Agricultura (FAO), juntamente com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) de peritos
em aditivos alimentares (JECFA) reportou que 0,67 e 1,88 mg/kg de peso corporal/dia
eram niveis sem efeitos adversos observados (NOAEL) em ratos machos e fémeas,
respetivamente. J& em murganhos o valor é de 0,2 mg/kg de peso corporal/dia. No
entanto, o NOAEL global para toxicidade reprodutiva e desenvolvimento foi de 2 mg/kg
de peso corporal/dia para roedores. (Basaran & Faiz, 2022; Preedy, 2015; World Health
Organization, 2011) O Painel de Contaminantes da Cadeia Alimentar (CONTAM) da

Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) propds uma dose de



referéncia (limite de confianga inferior - BMDL1o) de 0,17 mg/kg de peso corporal/dia
para efeitos neoplasicos em murganhos, um nivel consideravelmente mais elevado em
comparagdo com os geralmente ingeridos por humanos. (Panel & Chain, 2015) No que
respeita a exposicao humana, € notorio também que os consumos medios dietéticos da
acrilamida s&o relativamente maiores nas criangas, tendo em conta o elevado consumo
de aperitivos e o facto de possuirem menor peso corporal. (Basaran & Aydin, 2022)
Particularizando para o consumo de café, de acordo com um estudo da EFSA (Panel &
Chain, 2015), os niveis de consumo mais elevados sé&o observados na faixa etéria de
idosos e muito idosos, com medianas e percentis de 95 de consumo respetivamente de:
14-19 g de equivalente seco/dia e 37-43 g de equivalente seco/dia. Nos grupos de bebés
e criangas, as medianas de consumo sao inferiores a 0,1 g de equivalente seco/dia e 0s
percentis de 95 inferiores a 5 g de equivalente seco/dia. J& nos adolescentes, a mediana
de consumo € inferior a 2,7 g de equivalente seco/dia e o percentil de 95 inferior a 13 g
de equivalente seco/dia.

A EFSA foi também responsavel pela compilacdo de resultados relativos ao contetdo
de acrilamida de varios géneros alimentares, tendo realizado uma ampla recolha de
dados (desde 2010 a 2013) de varios paises da Unido Europeia, o que possibilitou obter
valores de concentragido média de acrilamida em diversos alimentos, tal como se pode
verificar na tabela 2.2. (Panel & Chain, 2015)

Tabela 2.2: Teores médios de acrilamida nos principais grupos alimentares. (adaptado de Panel & Chain,

2015)
Concentragdao média de
Grupo Alimentar N° de amostras acrilamida
(Mg/kg de alimento)
Batatas Fritas 1694 308
“Chips” de batatas fritas 34501 389
Pao fresco 543 42
Cereais de pequeno-almogo 1230 161
Biscoitos, bolachas e pao 2065 265
torrado
Café 1457 522
Substitutos de café 88 1499
Comida para bebé 416 24
Comida processada a base de 736 73
cereais




A divulgacdo destes resultados conduziu a uma preocupacdo extra com a saude
humana, face as propriedades carcinogénicas e neurotoxicas da acrilamida.

A formacdo deste contaminante quimico ocorre em alimentos ricos em hidratos de
carbono, sujeitos a temperaturas elevadas (superiores a 120°C), e resulta de reagbes
entre agucares redutores e aminoacidos (em particular a asparagina), presentes nos
respetivos alimentos. (Mucci & Wilson, 2008) Apesar da acumulacdo deste composto
nos alimentos ainda ndo ser bem compreendida, a Organizacdo das Nacdes Unidas
para a Alimentacdo e Agricultura (FAO), juntamente com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), concluiram que os efeitos relacionados com o consumo deste composto,
ao nivel da neuropatia e fertilidade, é de pelo menos 500 vezes superior a ingestdo
alimentar diaria. Deste modo, o nivel de acrilamida presente nos alimentos foi
considerado seguro em termos de neuropatia e de fertilidade, porém como apresenta
efeitos carcinogénicos em animais de laboratério, levantou preocupagfes em relacdo a
carcinogenicidade humana, tendo sido por isso classificada como provavel
carcinogénico para os humanos (grupo 2A) pela Agéncia Internacional de Investigagéo
sobre o Cancro (IARC). (Preedy, 2015)

Apesar de ainda néo existir evidéncia concreta para a nocividade da acrilamida, a sua
presenca em alimentos consumidos mundialmente em larga escala, impeliu a Comisséo
Europeia a recomendar a monitorizacdo e a estabelecer valores de referéncia nos
grupos alimentares principais, produzidos e consumidos, em toda a Unido Europeia
(tabela 2.3). Para o café, uma bebida muito consumida a nivel global no quotidiano das
pessoas, e um dos produtos com grande probabilidade de conter elevados niveis de
acrilamida, os valores de referéncia ndo devem exceder 400, 850, 500 e 4000 ug/kg
respetivamente, de café torrado moido, café instantaneo, substitutos de café a base de
cereais e substitutos de café obtidos a partir de chicéria. (Comiss@o Europeia, 2017)
Neste contexto, tornou-se também de extrema importancia o desenvolvimento de

métodos de extracdo e quantificacdo de acrilamida nos alimentos.



Tabela 2.3: Niveis de referéncia de acrilamida em vérios alimentos presentes na dieta humana. (Comissao
Europeia, 2017)

Nivel de referéncia

Género alimenticio [ngke]
Batatas fritas (prontas a comer) 500
Batatas fritas de pacote fabricadas com bartaras frescas ¢ com massa de batata 750

Bolachas salgadas a base de batata

Outros produtos de batata 3 base de massa de batata

Pio fresco
a) Pio a base de rigo 50
b) Pio fresco excluindo pdo & base de trigo 100

Cereais para pq:qucnﬂ-a]muqu (exceto papas)

— produtos & base de farelo e cereais integrais, grios tufados pelo processo de gun puffing 300
— produtos & base de trigo ¢ de centeio (1) 300
— produtas i base de milho, aveia, espelta, cevada ¢ arroz () 150
Bolachas e wafers 350
Bolachas salgadas com excegio das bolachas & base de batata 400
Pio estaladico (knackebrot) 350
Pio-de-espécie 800
Produtos semelhantes aos outros produtos desta categoria 300
Café torrado 400
Café instantinco (solivel) 850

Sucedineos do café

a) Sucedineos do café exclusivamente a partir de cereais 500
b) Sucedineos do café obtidos a partir de uma mistura de cereais ¢ chicoria (%)
¢) Sucedineos do café obtidos exclusivamente a partir de chicdria 4 000
Alimentos para bebés, alimentos i base de cereais transformados destinados a lactentes e 40

criangas pequenas, exceto bolachas e tostas (%)

Bolachas ¢ tostas para lactentes ¢ criangas pequenas (%) 150

() Cereais ndo integrais efou nio i base de farelo. O cereal presente em maior quantidade determina a categoria.

%) © nivel de referéncia a aplicar aos sucedineos do café obtidos a partir de uma miswra de cereais ¢ chicoria tem em conta a
roporgio relativa destes ingredientes no produto final.

(M Conforme definidos no Regulamento (UE) n® 609/2013,

2.1.3 Metabolismo da Acrilamida

No organismo, a acrilamida pode ser distribuida por mais do que uma via,
nomeadamente através do sistema digestivo (ingestdo de alimentos), através do
sistema respiratério (principalmente em associacdo ao tabagismo) e por absorcao
dérmica (essencialmente por exposi¢do ocupacional ou a cosmeéticos). (Semla et al.,
2017)

O presente trabalho tem como foco principal a ingestéo de acrilamida por consumo de
alimentos, nomeadamente de café, ndo abordando as outras possiveis vias.

ApoOs a ingestdo, a absorcdo da acrilamida ocorre rapidamente, tal como a sua
distribuicdo para todos os tecidos por circulacdo sistémica. Este composto pode ainda
atravessar a placenta e ocorrer no leite materno (fig. 2.3).
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Figura 2.3: Esquema metabdlico da acrilamida no organismo humano. (Peivasteh-Roudsari et al., 2022)

Apesar dos seus efeitos negativos, a acrilamida ndo demonstrou qualquer evidéncia de
acumulagdo no organismo humano. No sangue, apresenta um tempo de meia-vida de
aproximadamente duas horas. Ja nos tecidos, o tempo de meia-vida é maior, onde a
acrilamida total (composto ingerido e metabolitos) exibe uma remocé&o bietapica, com
aproximadamente tempos de meia-vida primaria de 5 horas e terminal de 8 dias.
(Erkekoglu & Baydar, 2010) Como referido anteriormente, a acrilamida origina aductos
covalentes com o DNA e proteinas, contudo também é convertida numa ampla gama de
metabolitos, que serdo posteriormente excretados na urina. (Ob6n-Santacana et al.,
2016)

O metabolismo deste composto pode ocorrer por duas vias principais (figura 2.4). Numa
via, a glutationa-S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo da acrilamida com a N-
acetil-S-(3-amino-3-oxopropil) cisteina. Noutra via, a acrilamida é convertida em
glicidamida pela ag&o do sistema enziméatico citocromo P450 (CYP450). A reatividade
da glicidamida é relatada como sendo maior do que a da propria acrilamida, pelo que
os aductos formados entre a hemoglobina e a glicidamida sdo biomarcadores usados
para analisar a exposicao a acrilamida. (Obén-Santacana et al., 2016; Rifai & Saleh,
2020)
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Figura 2.4: Esquema de desintoxicagao da acrilamida no corpo humano. (adaptado de Rifai & Saleh,
2020)

A desintoxicacdo da acrilamida e da glicidamida pode ocorrer por conjugacdo com
glutationa (GSH), catalisada novamente por GST, originando aductos, que s&o
rapidamente convertidos em sub-produtos de &cido mercaptirico e posteriormente
excretados na urina. (Rifai & Saleh, 2020)

Verificou-se também que cerca de 60 % da acrilamida € aparentemente excretada na
urina num periodo de 24 h. Mais de 90 % da acrilamida absorvida é eliminada na forma
de metabolitos e 2 % na sua forma ndo alterada; e que a excrecao biliar e fecal ocorre

em quantidades minimas. (Erkekoglu & Baydar, 2010)

2.1.4 Aspetos toxicoldgicos da Acrilamida

A exposicdo a acrilamida ndo provém somente dos alimentos cozinhados, podendo
ocorrer também através do fumo do tabaco, por absor¢do dérmica e numa menor
extensdo, por consumo de agua potavel, devido ao uso de poliacrilamidas no seu
tratamento. (Preedy, 2015; Rifai & Saleh, 2020) Desta forma, pelo facto de ser bastante
reativa e poder atuar a varios niveis no organismo, é de elevada importancia o estudo

dos efeitos da acrilamida em relagdo a neurotoxicidade, -carcinogenicidade,

genotoxicidade e toxicidade reprodutiva.
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2.1.4.1 Neurotoxicidade

A exposicao a longo prazo a acrilamida pode causar danos nos sistemas nervosos
central e periférico dos seres humanos, com degeneragdo dos nervos periféricos e dos
terminais nervosos em certas regides do cérebro (cortex cerebral, hipocampo e
hipotalamo), originando disfungBes ao nivel da memoria, aprendizagem e cognigéo.
(Matoso et al., 2019; Nematollahi et al., 2020)

Com base em varios estudos, os investigadores acreditam que esta neurotoxicidade
pode surgir essencialmente de trés formas: (1) inibicdo direta da neurotransmisséo, (2)
alteracao dos niveis de neurotransmissores e (3) supressao rapida do transporte axonal
baseado na cinética. (Peivasteh-Roudsari et al., 2022) Os sintomas caracteristicos
incluem ataxia, perda de peso, inchaco distal, fraqueza dos musculos esqueléticos e
degeneracdo de axonios nos sistemas nervosos central e periférico. (Rifai & Saleh,
2020) Sintomas graves do sistema nervoso central em relagdo a exposicdo aguda e
subaguda a altas doses de acrilamida foram relatados, incluindo confusédo, sonoléncia,
desorientacdo, perda de memoria e alucinagbes. Quanto a exposi¢do prolongada,
sintomas caracteristicos de polineuropatia periférica podem surgir, como formigueiro
nos dedos, dorméncia dos membros inferiores, diminuicdo da sensagédo de picadas,
diminuicdo da sensibilidade ao toque, perda da sensacdo de vibracdo e fraqueza ou
auséncia de reflexos tendinosos. (Zamani et al., 2017)

2.1.4.2 Carcinogenicidade e Genotoxicidade

A Agéncia Internacional de Investigacao sobre o Cancro (IARC), baseada em inUmeros
documentos relativos a testes carcinogénicos em animais de laboratério, designou a
acrilamida como “provavel carcinogénico para os humanos” (Grupo 2A). (Robert &
Brown, 1994) N&o foi classificada efetivamente como “carcinogénico para os humanos”,
pois varias investigacdes epidemioldgicas sobre exposicdo dietética e ocupacional da
acrilamida nao evidenciaram resultados carcinogénicos para humanos. (Rifai & Saleh,
2020)

Na realidade, nos dias de hoje, 0 mecanismo exato dos efeitos que a acrilamida pode
causar em termos de carcinogenicidade ainda ndo estd bem compreendido. A
acrilamida que atua a varios niveis no organismo, pelo seu epoxido reativo, a
glicidamida, forma aductos com o DNA e induz o desenvolvimento de tumores em
roedores. Em humanos, verificou-se uma provavel relacao entre a exposi¢ao cronica da
acrilamida com um maior risco de cancros do ovério e da mama, hiperplasia endometrial
e cancro ginecolégico. (Adani et al., 2020; Capuano & Fogliano, 2011; Obdn-Santacana
et al., 2016) No entanto, os dados ainda séo limitados e, por isso, tornam a relacéo

acrilamida-risco de cancro inconsistente. (Zhivagui et al., 2019)
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Apesar dessa inconsisténcia, o provavel mecanismo do carcinoma renal induzido pela
acrilamida esta relacionado com a genotoxicidade da glicidamida. Quando ingerida, a
acrilamida é parcialmente metabolizada em glicidamida pela enzima CYP2E1, e sao
observados sinais de genotoxicidade em ratos, tais como mutacdes genéticas,
anomalias cromossomicas e danos no DNA. (lkeda, 2021) A conversao para o0 seu
epoxido pode induzir mutagbes pontuais nas enzimas através da alquilacdo do DNA,
levando a perturbacéo de diversas respostas fisioldgicas. Acresce, que como referido
(subcapitulo 2.1.1.) a acrilamida pode alterar as fun¢des das proteinas ao ligar-se aos
residuos aminoacidicos de cisteina. Além disso, atua como um aceitador de Michael
para produzir aductos com grupos -SH, -OH e -NH2 no DNA. (Adani et al., 2020; Pundir
et al., 2019; Zhivagui et al.,, 2019) investigaram e identificaram um novo efeito
mutagénico da acrilamida, através da atividade da glicidamida. Essa assinatura
mutacional € encontrada em cerca de um terco de aproximadamente 1600 genomas de
tumores correspondentes a 19 tipos de tumores humanos em 14 érgaos diferentes. O
maior impacto incide em cancros do pulméo (88%), figado (73%), rim (mais de 70%),
ducto biliar (57%) e colo do atero (50%). (Zhivagui et al., 2019)

O Centro de Saude Publica do Japéo (JPHC) tem vindo a realizar diversos estudos
sobre doencas relacionadas com o estilo de vida, incidindo também numa analise
extensiva entre a relacdo da ingestdo de acrilamida proveniente da dieta japonesa e o
risco de cancro. De acordo com um questionario de habitos alimentares, que inclui
dados sobre a acrilamida em todos os alimentos japoneses, concluiu-se que na
populacdo desse pais a ingestao dietética de acrilamida ndo estava associada ao risco
de cancros do ovario, endométrio, ou da mama. (Kotemori et al., 2018b) De acordo com
os dados do JPHC, a ingestédo de acrilamida a partir de alimentos também nao parece
aumentar o risco de cancro do pulméo (Liu R., 2020), cancro do pancreas (Kito K., 2020),
malignidades hematolégicas (Zha L., 2021), bem como os riscos de carcinomas de
células renais, bexiga e prostata (lkeda S., 2021; Jiang et al., 2020), tendo em conta que
a ingestdo dietética é relativamente baixa em comparagdo com as populagdes
ocidentais. Outros estudos conduzidos na Suécia, nos EUA, no Reino Unido e nos
Paises Baixos evidenciaram também que a ingestao da acrilamida e o risco de cancro
da mama eram independentes. (Kotemori et al., 2018a)

Uma revisao sisteméatica global mais recente mostrou que ndo existe uma associagéo
dose-resposta entre a exposi¢do dietética elevada a acrilamida e diferentes tipos de
cancro em locais especificos na populacdo em geral, pois o contacto com este provavel
carcinogénico acaba por ser minimo (uma ingestdo diaria de 6,8-44,1 pug;
correspondente a cerca de 0,7 ug/kg de peso corporal/dia), em comparagdo com 0s

niveis toxicos quando em estudos em animais (50 mg/kg de peso corporal/dia).(Filippini
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et al., 2022) Atabati e colegas verificaram também um risco insignificante de cancro da
mama decorrente da ingestédo de acrilamida pelo café. (Atabati et al., 2020)

Com base em vérios estudos, verifica-se entdo uma inconsisténcia para o efeito que a
acrilamida pode causar no organismo. A auséncia de consenso pode ser explicada por:
(1) diferencas nos padrdes alimentares nos diversos grupos etarios, (2) impacto de
agentes interferentes no metabolismo da acrilamida, como compostos antioxidantes
presentes na matriz alimentar, que podem diminuir a sua toxicidade, (3) os habitos
alimentares em diferentes regifes geograficas e (4) a auséncia de avaliagao simultanea
de outros carcinogénicos alimentares na matriz alimentar. (Atabati et al., 2020; Filippini
et al., 2022)

2.1.4.3 Toxicidade Reprodutiva

Apesar de ainda ndo se compreender por completo os efeitos da acrilamida na
reproducdo humana, a literatura demonstrou que a exposi¢éo a elevadas quantidades
deste composto tem impacto na capacidade reprodutora de animais. (Kumar et al.,
2018) Varios parametros tém sido investigados, concluindo-se que pode afetar
adversamente a capacidade reprodutora masculina. Isto porque, a glicidamida
resultante da acrilamida, pode originar mutac¢des induzidas em células germinativas e
somaticas, e quando em curtos periodos de contacto com doses elevadas, é verificada
uma ampla gama de toxicidade testicular em ratos machos. (Kalaivani et al., 2018; Recio
et al., 2017)

Sendo um composto de baixo peso molecular, que se dissolve facilmente em agua, a
acrilamida pode atravessar a placenta e pode ocorrer no leite materno de animais e

humanos, influenciando o desenvolvimento pré-natal e pos-natal. (Semla et al., 2017)

14



2.2 Cafe

O café é consumido por todo o mundo e grande parte dos paises ja desenvolveu 0s
seus proprios habitos de preparacdo e consumo. Pensa-se que a sua origem €
proveniente da Etiopia, porém foi no Iémen, no século XV, que as primeiras evidéncias
do café em forma de bebida e de planta foram relatadas. No século XVI, o café comecou
a difundir-se, e apesar de ter chegado a Europa, ha somente umas centenas de anos
atras, o consumo desta bebida ocupa nos dias de hoje um papel importante nas culturas
dos paises europeus. (Nieber, 2017) O café é entdo conhecido pelas suas propriedades
estimulantes e para se entender o impacto do seu consumo, que tem aumentado de
forma muito significativa, tém sido conduzidos inimeros estudos sobre a sua atividade
fisiologica em véarios 6rgdos e na saude humana. Os assuntos mais investigados
incluem efeitos em condi¢des cardiovasculares, no cancro, como também nos sistemas
nervoso e gastrointestinal. (Preedy, 2015)

A influéncia do café sobre o coragéo e o sistema vasomotor foram os primeiros efeitos
fisiologicos a serem identificados e no inicio do século XXI tornou-se claro que o
potencial antioxidante do café poderia contribuir para a prevencdo de doencas
cardiovasculares. (George et al., 2008; Preedy, 2015)

O avanco na medicina genética e molecular permitiu a realizacdo de varios estudos,
mostrando a complexidade dos mecanismos associados ao metabolismo dos
compostos do café e ao aparecimento ou prevencao de cancro. Porém, ainda € incerta
a relacdo do café com este tipo de patologias, tendo em conta que 0 seu consumo
parece estar associado a um maior risco de certos cancros, mas também a um papel
protetor para muitos outros. O efeito protetor esta associado de imediato aos polifendis
com potencial anticarcinogénico, especialmente aos acidos clorogénicos, enquanto o
aumento do risco esta relacionado com compostos, como a acrilamida, resultantes da
reacdo de Maillard e da pirélise que ocorrem durante o processo de torra do grao do
café. (Preedy, 2015)

Os estudos do efeito do café no sistema nervoso iniciaram-se em 1850, focando-se em
dois temas principais: a acao direta do café em condi¢des neuroldgicas e psicologicas,
e a mediacgdo, via sistema nervoso, da influéncia do café em diferentes 6rgaos. No final
da década de 1990, métodos de andlise espectral permitiram avaliar o aumento da

atividade dos sistemas simpatico e parassimpético, provocados pela cafeina. O café foi
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entdo associado a reducdo do risco de doengas como Parkinson e Alzheimer. (George
et al., 2008; Preedy, 2015)

Apesar das vantagens e desvantagens inerentes aos compostos presentes no café, o
seu consumo deve-se essencialmente as suas propriedades sensoriais que séo
bastante apreciadas pelos consumidores. Deste modo, o café tornou-se a terceira
bebida mais consumida no mundo (por mais de 1000 anos) e a seguir ao petroleo € o
produto mais comercializado internacionalmente. (Li et al., 2023)

2.2.1. Producéao e Consumo de Café

Atualmente, o café é considerado o produto tropical mais comercializado, envolvendo
cerca de 25 milhdes de familias agricolas, responsaveis por 80% da producéao global.
Este produto, sendo um dos mais consumidos mundialmente, € um dos bens de
consumo mais negociado. Cerca de 60 paises tropicais e subtropicais produzem café
extensivamente, sendo 0os maiores produtores o Brasil, o Vietname e a Colémbia,
enguanto o continente europeu e os EUA sd0 os maiores consumidores e importadores.
(Filete et al., 2022; Slavova & Georgieva, 2019)

A produg&o mundial de café diminuiu cerca de 1,4 % para 168,5 milhdes de sacas no
ano de 2021/2022, prejudicada pela produgédo bienal e condicdes meteoroldgicas
adversas. (Price, 2023a)

No ano de 2022/2023 a producao global do café manteve-se praticamente inalterada,
com um ligeiro decréscimo para 165,5 milhdes de sacas (0,04 %). O café arabica
permaneceu como o principal grdo de café a ser produzido, representando 56,3 % da
producdo global, ou seja, registou um aumento de 0,5 pontos percentuais em relagéo
ao ano anterior.

O principal contribuidor positivo em 2022/2023 foi o Brasil, com um aumento liquido de
2,4 milhdes de sacas. O menor contribuidor foi o Vietham com uma perda liquida de 2,2
milhdes de sacas.(International Coffee Organization, 2023)

No que diz respeito ao consumo global de café no ano de 2022/2023 também houve um
decréscimo, apesar de ndo muito acentuado, para 173,0 milhdes de sacas (1,9 %) apds
ter registado uma expansdo de 3,8 % em 2021/22, 0 ano com 0 aumento mais
acentuado de 2000/01 (4,6 %). A taxa média de crescimento de longo prazo, entre 1990-
2018, era de 2,3 %, porém devido & pandemia COVID-19, o consumo global sofreu uma
reducdo significativa (taxa média de -0,4 %). Isto levou a uma procura reprimida
estimada em 10,2 milhdes de sacas, que somente em 2021/22 foi recuperada (6,4
milhdes de sacas). Deste modo, um crescimento seria de se esperar no ano de 2022/23,

porém, o elevado custo de vida e o rendimento reduzido disponivel inverteu a tendéncia.
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A América do Norte apresentou a maior queda no consumo, com uma reducéo de 2,0
milhdes de sacas, diminuindo o seu impacto em 16,9 % no consumo global. A Europa
também sofreu um declinio (3,8 %), mas houve registo de aumentos no resto do globo.
A América do Sul apresentou a maior taxa de crescimento, com um aumento de 2,1 %,
e a Asia e Pacifico com o maior aumento absoluto, e influéncia no consumo global em
25,8 %. (International Coffee Organization, 2023)

Quando se analisa o consumo em paises produtores verifica-se um aumento de 1,5 %
(55,5 milhées de sacas) com o Brasil como o pais mais influente. Ja nos paises nao
produtores o mesmo ndo se verifica, analisando-se um decréscimo em 4,0 %, uma

perda liquida de 4,9 milhdes de sacas.(International Coffee Organization, 2023)

2.2.2. Ingestdo de Acrilamida Associada ao Consumo de Café

Além do sabor e aroma caracteristicos apreciados pelos consumidores a nivel mundial,
o café mostrou apresentar efeitos benéficos, mas também prejudiciais para a saude. A
acrilamida e derivados de furano e furfural sdo compostos com efeitos negativos para o
consumidor, e que se formam no grande complexo reacional que ocorre durante o
processo de torra. Juntamente com produtos a base de batatas e cereais que estdo
presentes na dieta diaria, o café contribui significativamente para a exposi¢cdo a
acrilamida. (Kocadagh & Gokmen, 2022; Panel & Chain, 2015)

O seu consumo tem vindo a aumentar, mas obviamente o padréo de ingestdo de café
varia de regido para regiao, notando-se que na América do Norte, os adultos consomem
cerca de 2 chavenas por dia, enquanto em varias partes da Europa sdo consumidos
pelo menos 4 chavenas por dia. (Ramirez-Villegas et al., 2012) Assim, 30 a 40 % da
ingestéo dietética de acrilamida na Noruega e na Suécia séo atribuidos ao consumo de
café em toda a populacdo adulta, enquanto nos EUA e nos Paises Baixos essa
contribuicdo é estimada em 8 % e 13 %, respetivamente. (Bortolomeazzi et al., 2012)
Estudos prévios mostraram que os valores para os conteudos de acrilamida no café
variam entre 135-1139 pg/kg para o p6 de café torrado na Etiépia (Deribew &
Woldegiorgis, 2021), enquanto, a analise de alimentos dinamarqueses relativos a
contaminantes quimicos reportou niveis médios mais elevados de 580 pg/kg e 275 pg/kg
para o café instantaneo e café torrado moido, respetivamente. (Panel & Chain, 2015)
Outro estudo, refere que na Pol6nia, a ingestao de acrilamida no café torrado representa
19 % e os conteudos médios de acrilamida no gréo de café comercializado nesse pais
variam entre 227 e 699 ug/kg. (Mojska et al., 2010)

Face ao consumo alargado do café torrado, os niveis de exposicdo a acrilamida

variaram entre 0,003 e 0,171 ug/kg peso corporal/dia para consumidores regulares,
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representando cerca de 0,5 % a 41,4 % da ingestao total do contaminante, dependendo
do pais em questdo. Os niveis mais altos de exposicdo e com maior contribuicdo do
café foram reportados para a Suécia e Franca, respetivamente. Ja para consumidores
assiduos, ou seja, individuos que consomem grandes quantidades de café ou
guantidades normais, mas com alto teor do contaminante, a ingestdo da acrilamida
situou-se entre 0,059 e 0,456 ug/kg peso corporal/dia, contribuindo para uma exposi¢cao
total de 14 % a 44,5 %, sendo a superior registada em Franca. (Preedy, 2015)

Quanto a quantidade de acrilamida ingerida por adolescentes através do café torrado,
os niveis variaram de 0,000 a 0,012 ug/kg peso corporal/dia para consumidores
habituais e consequentemente com uma percentagem de ingestdo total a variar de 0 a
9 %. Os niveis de ingestdo maiores sao relatados para a Suécia e Franca, porém a
percentagem de contribuigdo maxima foi observada no Brasil. Relativamente aos
consumidores assiduos, a ingestao variou de 0,000 a 0,223 ug/kg peso corporal/dia,
contribuindo o café até 17,5 % da exposicéo total, sendo maxima em Franca. (Preedy,
2015)

2.2.3. Preparacao da Bebida

O café, seja ele verde ou torrado, para ser consumido necessita de ser moido. O objetivo
principal do processo é aumentar a area especifica de extracéo, ou seja, incrementar a
interface &gua-sdlido, facilitando assim a transferéncia de substancias solluveis e
emulsionaveis.(llly, A & Viani, 2005)

Pelo facto de a acrilamida ser altamente solivel em agua, a sua extracao € facilitada
durante a preparacao da bebida. (Strocchi et al., 2022) No entanto, o tipo de percolacdo
(incluindo o método de preparacéo e o racio café/agua), como também a composicao
da mistura de café e a temperatura de torra, influenciam significativamente a quantidade
de acrilamida presente no produto final. (Alves et al., 2007) Existem varias maneiras de
preparar o café, usualmente baseadas em trés processos diferentes: decocc¢éao (fervido,
turco, vacuo e percolagéo), infuséo (filtrado e napolitana) e a presséo (prensa francesa,
moka e café expresso). A decoccao ocorre quando parte do solido soltvel € mantido em
contacto com uma determinada quantidade de agua, com uma temperatura apropriada
e durante um periodo consideravel, possibilitando assim 0 aumento da concentracdo de
compostos solUveis no liquido. Bebidas mais concentradas sdo possiveis de obter
através do aumento do tempo de contacto e da temperatura. (Preedy, 2015)

Por outro lado, a infusédo consiste na passagem de um caudal de agua quente por uma
camada de material parcialmente solGvel, permitindo um curto tempo de contacto, que

consequentemente origina um café mais suave do que os obtidos por decoccao.
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Geralmente, os niveis de acrilamida na prepara¢do dos cafés mais comuns (como 0s
de prensa francesa e filtrado) sdo entre 2 — 25 pg/L. (Preedy, 2015)

Comparativamente aos outros cafés, o processo para a obtencdo do café expresso
realiza uma extracdo incompleta da acrilamida, devido ao baixo tempo de contacto entre
o café e a 4gua. (Lantz et al., 2006) Neste processo, um determinado volume de agua
quente (20-50 mL, 90 £ 5 °C), sob elevada pressao (9 + 2 atm), é percolado num curto
periodo (30 + 5 s) através dos graos de café moidos (6,5 + 1,5 g). Isto resulta num café
concentrado com um sabor intenso, coberto por uma camada de creme e pronto a ser
consumido. (Alves et al., 2007) Este tipo de café é altamente apreciado em paises
europeus como Portugal, Italia e Franca. Apesar da extracdo da acrilamida durante a
preparacdo do café ser incompleta, os cafés expresso apresentam uma concentracao
mais elevada que os outros, devido ao maior racio café/agua usado (6,5 g/70 mL).
Verificou-se gue os niveis de acrilamida sdo normalmente entre 0,32-1,76 ug/chavena
(30 mL), correspondendo a concentrac¢des de 10,7-58,5 ug/L. (Alves et al., 2010; Soares
et al., 2006) Recentemente, introduziram-se as cdpsulas de café, que consistem numa
forma facil e simples de obter café expresso em maquinas especificas. Este café é
altamente apreciado pelos consumidores, ndo se verificando mudancga significativa nos
niveis de acrilamida (33,4-55,3 pg/L), em comparagcdo com a extragdo tradicional de
café expresso. Também, para os cafés descafeinados foram detetados valores muito
similares de acrilamida, pois o processo de descafeinacdo ndo influéncia os precursores
da acrilamida (agucares redutores e asparagina) no grao de café verde. (Alves et al.,
2010)

2.2.4. Espécies de Café e Origem

A producdo de café tornou-se uma importante fonte de rendimento para muitos paises
em desenvolvimento das regifes tropicais das Américas Central e do Sul, Africa e Asia.
O café consumido mundialmente provém basicamente de duas espécies: Coffea
ardbica L. (café Arabica) e Coffea canephora (café Robusta). (Poltronieri & Rossi, 2016)
O café Arabica é considerado de melhor qualidade, devido as propriedades da bebida
final, nomeadamente as suas caracteristicas aromaticas e baixo contelido de cafeina,
comparativamente com o café Robusta, atingindo assim o Ar4bica, precos de mercado
cerca de 30-40% mais elevados. (Mishra et al., 2011; Winston et al., 2005)

A planta do café faz parte do sub-reino Angiospermae, da familia Rubiaceae (que tem
cerca de 500 géneros e mais de 6000 espécies) e do género Coffea, que é o membro
mais importante do ponto de vista economico dessa familia. O género Coffea integra

varios subgéneros, sendo o do café o Eucoffea. (Preedy, 2015)
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O primeiro cafeeiro foi descoberto no século XVI, levando a uma investigacao extensiva,
especialmente na segunda metade do século XIX, que culminou com a identificacéo de
uma grande variedade de novas espécies. Apesar das inUmeras plantas classificadas
no género Coffea, o Centro Nacional de Informacdo sobre Biotecnologia (NCBI) dos
EUA realizou um estudo intensivo de 25 espécies e confirmou que somente duas tém
um impacto comercial significativo, nomeadamente, a Coffea arabica e a Coffea
canephora, que representam cerca de 63% e 37%, respetivamente, da producéo
mundial. (Filete et al., 2022; Preedy, 2015) Obviamente, sendo espécies distintas,
apresentam diferencas em Vvarios aspetos, como na distribuicdo geografica,
carateristicas genéticas, fisiologia, composicao quimica, atributos sensoriais, aplicacées
industriais, segmentos de mercado e precos. (Filete et al., 2022)

Todas as espécies de café sao diploides, exceto C. arabica que é alotetraploidal, com
origem provavel da hibridacdo natural entre C. canephora e C. eugenioides, ou de
ecétipos relacionados com estas duas espécies diploides. C. arabica é suscetivel a
muitas pragas e doengas, apresentando limitacdbes ao nivel da producdo e
produtividade. As suas plantas podem atingir 6 m de altura, crescem bem em altitudes
elevadas e temperaturas amenas, entre 18-21 °C, sendo que a partir de 23 °C o fruto
amadurece mais rapido, afetando negativamente a sua qualidade. Uma grande
vantagem desta espécie é o facto de ser a unica autofertilizavel, e por isso mesmo
também autopolinizavel. (Mishra et al., 2011, Poltronieri & Rossi, 2016; Preedy, 2015)
Apesar da C. arabica apresentar melhor qualidade sensorial, a popularidade e o
consumo de C. canephora tém vindo a aumentar, devido a expansdo em mercados de
economia emergente, como na industria de café solGvel, pois esta variedade apresenta
um teor elevado de sélidos soluveis, e na composicéo de blends com café Arabica. Esta
espécie tem caracteristicas Unicas e de grande potencial, possuindo a capacidade de
economizar e aumentar o rendimento, balanceando o sabor e corpo da bebida. Também
devido ao seu maior contetdo em cafeina, tem uma maior resisténcia a pragas e
insetos, sendo possivel o seu crescimento em altitudes menores (100-600 m) e
temperaturas mais altas (22-26 °C). (Filete et al., 2022; Pedroza da Silva et al., 2019;
Poltronieri & Rossi, 2016) Comparativamente a Arabica, a espécie Robusta é mais
vigorosa, apresentando maior produtividade e menor vulnerabilidade ao crescimento de
bolores. (Winston et al.,, 2005) Relativamente ao aroma, a Robusta apresenta uma
fragrancia torrada terrosa e picante, enquanto a Arabica uma esséncia torrada doce e
caramelizada. (Cong et al., 2020)

Por norma, o café preferido pelos consumidores é uma bebida em que se misturam as
espécies Ardbica e Robusta, com maior influéncia da primeira ao nivel do aroma e da

segunda relativamente ao sabor e textura. Também devido ao seu menor valor de
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mercado, usa-se muito a espécie Robusta no preenchimento dos blends e para
adicionar perfis fendlicos a alguns cafés de torra preta. (Sanz et al., 2002)

A composicdo do café e consequentemente os compostos formados durante o
processamento do mesmo, séo influenciados por varios fatores, desde as condi¢gbes
edafoclimaticas a que estdo sujeitas as plantas, praticas agricolas e até as condi¢des

de processamento e armazenamento do produto final.

2.2.5. Planta do Café

O crescimento da planta do café é altamente influenciado por alteracfes climéaticas e as
praticas de cultivo devem ser ajustadas as condi¢cdes existentes, de forma que a
qualidade e a producéo ndo sejam comprometidas. Ramirez-Villegas (Ramirez-Villegas
et al., 2012) estudou o impacto que estas alteracdes podem ter na agricultura
Colombiana (um dos maiores produtores de café) e verificou que o aumento da
pluviosidade pode ter um impacto na colheita de 80% e na terra cultivada de 60%. O
calor é outro fator com impacto significativo, tal como se tem verificado na Etiépia.
(Attribution-noncommercial, 2012; Poltronieri & Rossi, 2016)

O café é uma planta curta, que inicia a floragdo em condi¢des de 8-11 h de luz diaria.
Tecnicamente, as flores formam-se em ramos com 1 ano que estdo ligeiramente
endurecidos e, de seguida, 6 h apds floracdo, da-se a polinizagdo. O processo de
fertilizacao € completo 24-48 h ap6s a polinizacdo. Posteriormente, um fruto desenvolve-
se na forma de uma longa cereja de 10-15 mm contendo duas sementes. O fruto
compreende: (1) a pele (exocarpo), sendo uma camada monocelular coberta por uma
substancia cerosa que protege o fruto. A mesma costuma ser vermelha, rosa-escura ou
amarela; (2) a polpa (mesocarpo), composta por uma estrutura carnosa que, quando o
fruto se encontra maduro, tem ainda uma camada pectinosa viscosa de mucilagem
aderente ao endocarpo; (3) pergaminho (endocarpo), constituido por uma camada fina
de polissacaridos; (4) pele de prata (silverskin), sendo uma camada fina protetora da
semente, composta essencialmente por polissacaridos, maioritariamente celulose e
hemicelulose, monossacaridos, proteinas, polifendis, entre outros compostos menores;
e (5) dois grdos ou sementes elipticas, que contém o endosperma e embrides (Figura
2.5). (Preedy, 2015)
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Pergaminho (endocarpo) — 3 Pele (exocarpo) — 1

Polpa (mesocarpo) — 2

Semente - 5 | Semente -5

Caule - 6w Silverskin — 4
Figura 2.5: Aparéncia e estrutura de uma cereja de café. 1 — Pele; 2 — Polpa (mesocarpo); 3 —

Pergaminho (endocarpo); 4 — Silverskin; 5 — semente; 6 — Caule. (Adaptado de Poltronieri & Rossi,
2016; Yusriah et al., 2012)

2.2.6. Composic¢ao Quimica e Valor Nutricional do Gréos Verdes
do Café

Os gréaos verdes sao essencialmente constituidos por polissacaridos insoltveis, como a
celulose e a hemicelulose (cerca de 50%). Os mesmos contém também hidratos de
carbono soluveis, como monossacaridos (frutose, glucose, galactose e arabinose),
oligossacaridos (sacarose, rafinose e estaquiose), e alguns polimeros dos indicados
anteriormente. Estes sdo de extrema importancia pois auxiliam na ligacdo do aroma,
estabilizagdo da espuma, sedimentacdo, e na viscosidade do extrato. Conta-se com a
presenca também de acidos alifaticos ndo-volateis e 4cidos volateis. Adicionalmente, os
Oleos e ceras representam 8 a 18 % da massa seca, juntamente com proteinas e
aminodcidos livres (9-12 %) e minerais (3-5 %).

A bebida do café é rica em substéncias biologicamente ativas como o acido nicotinico,
acido quinolinico, trigonelina, &cido tanico, acido pirogalico e cafeina.

A composicao quimica dos gréos de café verdes Arabica e Robusta estéo presentes na
tabela 2.4. (Das, 2021)
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Tabela 2.4: Composicao quimica dos graos verdes do café. (Adaptado de Das, 2021)

Composicao Arabica Robusta
(g/100 @)

Polissacéaridos 49,8 54,4
Sacarose 8,0 4,0
AcUcares redutores 0,1 0,4
Outros Agucares 1,0 2,0
Lipidos 16,2 10,0
Proteinas 9,8 9,5
Aminoécidos 0,5 0,8
Acidos alifaticos 1,1 0,2
Acidos quinicos 0,4 0,4
Acidos Clorogénicos 6,5 10
Cafeina 1,2 2,2
Trigonelina 1,0 0,7
Minerais 4,2 4,4

Aroma Volatil Vestigial Vestigial

Agua 8al2 8al2

2.2.7. Colheita

O grau de maturacédo e o processo de colheita sdo cruciais para a qualidade final do
café. Enquanto as cerejas de café (frutos maduros) tendem a produzir uma bebida de
melhor qualidade, os frutos imaturos e/ou demasiado maduros ddo origem a graos
defeituosos e de baixa qualidade. (Ribeiro, 2012)

O inicio da maturacdo ocorre pelo aumento da atividade respiratéria e a sintese do
etileno. Esta fase caracteriza-se pela mudanca de cor verde para vermelho,
proporcionado pelo metabolismo de agucares e acidos, a degradagéo da clorofila e
sintese de pigmentos responsaveis pela mudanca de cor do exocarpo. Para além disto,
ocorre a sintese de compostos volateis como aldeidos, ésteres, cetonas e alcoois,
responsaveis pelo caracteristico aroma do fruto maduro. (Pedroza da Silva et al., 2019)
Frequentemente, a planta do café apresenta frutos com diferentes estadios de
maturacdo, pelo que se torna dificil decidir qual a melhor altura para a sua colheita.
Quando néo é obtida uma maturacdo uniforme, é aconselhavel uma colheita seletiva,
ou seja, fruto a fruto. Porém, idealmente deve ser iniciada quando existem no maximo
5% de frutos verdes, mas tendo em conta a influéncia climatica, em anos onde a
maturacao ocorra de forma mais irregular, é aceitavel um teor de frutos verdes de 20%.
(Farah, 2019; Carvalho Janior et al., 2003)

A colheita pode ocorrer de forma manual ou mecéanica. A colheita manual pode ser

realizada por escolha de cereja a cereja, ou entdo, por colheita de um ramo inteiro e
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apanha tanto de frutos maduros, como imaturos ou demasiado maduros. Quanto ao
procedimento mecéanico, este ocorre por simplesmente abanar as arvores ou por
descasque dos ramos com um aparelho similar a um pente flexivel, ajustando
parametros de vibracdo e velocidade. Mais recentemente, maquinas que distinguem
frutos maduros dos imaturos pela cor tém sido também uma opcao viavel para obtencéo
de uma colheita de melhor qualidade. Comparativamente, o método manual € mais
demorado e caro, porém € o que resulta em qualidade de colheita mais elevada. Os
outros métodos tendem a produzir uma série de defeitos intrinsecos e extrinsecos que
provém de frutos com diferentes niveis de maturacdo, como os fermentados e os
oxidados. Os defeitos intrinsecos, que sdo muito mais relevantes para a qualidade final
da bebida, sdo por exemplo graos imaturos, pretos, furados ou danificados por insetos.
Os defeitos extrinsecos sdo pedras, cascas, galhos, etc., que séo arrastados durante o
processo. (Preedy, 2015)

Como referido, a colheita € uma operagdo com um peso significativo na qualidade final
do café, mas também no custo total do processo, representando em média 30%.
(Carvalho Junior et al., 2003)

Para além do grau de maturacdo, séo importantes outros fatores, como a garantia da
auséncia de contaminagfes por crescimento de microrganismos, especialmente de
bolores, durante a colheita, mas também na secagem e armazenamento dos graos, de
forma que a qualidade final da bebida e a seguranca da saude dos consumidores seja
assegurada. (Preedy, 2015)

2.2.8. Processamento Primario

Apo6s a colheita, os frutos sofrem um processamento primario, que consiste na remogao
da silverskin, pergaminho, mucilagem, polpa e por fim a pele de forma a obter o grédo
verde. (Bastian et al., 2021)

Para tal propésito, os cinco métodos mais comummente usados sao: “seco ao natural”

“ ”

(o primeiro método utilizado), “naturalmente despolpado”, “mel”, “casca humida” e
“totalmente lavado”; estando a escolha do método diretamente relacionada com as
caracteristicas climéticas da regido de producéo.

De forma geral, os objetivos destes procedimentos sdo a remocdo da mucilagem e
reducdo do conteudo de humidade dos gréos. (Poltronieri & Rossi, 2016) Tal como se
tem descrito, sdo varios os fatores que afetam o desenvolvimento dos sabores
caracteristicos do café, pelo que a escolha do método primério a ser aplicado para a
remocao das camadas externas do fruto maduro também vai ter influéncia significativa,

apesar de ainda incerto o nivel desse impacto.
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Uma tonelada de cerejas Arébica rende cerca de 120 kg de mucilagem, dos quais cerca
de 9 kg da massa seca representam acucares, que tém um papel importante na
fermentacéo do café como fonte de hidratos de carbono. Cerca de 35 % da massa seca
englobam substancias pectinicas, incluindo cadeias de acido poligalacturonico unidas
por ligacdes glicosidicas, que s6 sdo desagregadas por acdo enzimética. Minerais como
Ca, K e P estdo também presentes. (Poltronieri & Rossi, 2016)

Por norma, na secagem do café pretende-se que o contelido de agua atinja os 12 %,
apesar deste contetdo poder variar de acordo com a variedade do café e preferéncia
do produtor. (Bastian et al., 2021)

O método “naturalmente despolpado” é o que recorre menos a fermentagao, seguido do
processo “mel”, com uma fermentacao e acidez resultante minima; de seguida, tem-se
os métodos “lavados”, com fermentacdo controlada e mais acidez; e finalmente os
métodos “naturais” com os maiores tempos de fermentacdo. De referir também os
métodos que fazem a lavagem mecanicamente (sem uso de fermentacdo), permitem
atingir parametros qualitativos comparaveis aos dos produtos fermentados. (Processes,
2024)

O método “natural” tende a originar compostos com um sabor mais ativo, providenciando
um “corpo maior” (sensagao de boca sedosa), menor acidez, e um espectro mais amplo
de notas frutadas comparativamente com os cafés lavados. Por outro lado, os naturais
tém menor qualidade em termos de limpeza e sdo mais vulneraveis a danos, devido a
maior exposi¢ao a agentes externos. Por estes motivos, estes tipos de cafés sao raros,
porém quando executados da forma correta e com os cuidados necessarios atingem
uma excelente combinacdo de sabores, intensidade e corpo, capazes de satisfazer os
palatos mais exigentes. (Poltronieri & Rossi, 2016; Processes, 2024)

E de notar que ap0Os este processamento, os grdos de café verde necessitam de um
tratamento para inibir enzimas, deterioracdo por acdo microbiana e oxidacgao lipidica. A
presenca de uma elevada quantidade de acidos gordos insaturados e um conteudo
reduzido de agua torna-os suscetiveis a oxidacdo lipidica e rancidez durante o
armazenamento. Estas alteracdes sdo caracterizadas ndo s6 pelo odor, mas também
por alteragdo do valor nutricional e producéo de produtos oxidativos secundarios que

podem ser prejudiciais para a saide humana. (Cong et al., 2020)

2.2.9. Processo de Torra

Quando se pensa no processo de torrefacdo, pensa-se que é um processo bem
estabelecido e de facil concessao, assumindo que basta simplesmente aplicar calor aos
gréos de café verde. De forma simplista, o importante é de facto aplicar e controlar a

temperatura no momento correto, € por sua vez parar O pProcesso quando se
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desenvolver por completo o aroma e a cor estiver homogeneamente distribuida todo o
gréo. (llly, A & Viani, 2005)

O processamento térmico dos alimentos tem influéncia nas propriedades organoléticas,
na preservacao, na seguranga microbiolégica e também em alteragbes quimicas e
formacdo de novas moléculas. Algumas destas moléculas tém impacto positivo na
saude dos consumidores, enquanto outras apresentam propriedades carcinogénicas e,
em alguns casos, mutagénicas. A acrilamida, alvo do estudo deste trabalho, forma-se
no processo de torra dos gréos de café. (Bastian et al., 2021)

Este processo € considerado como a etapa mais importante para a qualidade final da
bebida, que ocorre geralmente entre 200-230 °C com um tempo de duracédo entre os 12
e 20 minutos, sendo estes valores variaveis, dependendo do tipo de torra desejada
(leve, média ou escura), o tipo de equipamento usado, tipo de café e composi¢cdo. Tudo
isto ttm uma grande influéncia no desenvolvimento da complexa e caracteristica
qualidade sensorial da bebida, para a qual contribuem a cor, o aroma e o sabor. (Das,
2021; Strocchi et al., 2022)

Os graos de café torrados séo constituidos por hidratos de carbono, péptidos, acidos de
baixo peso molecular, cafeina, trigonelina, lipidos, melanoidinas, e mais de 900
compostos volateis, que na sua maioria sao formados durante a torra. Apesar da
composicdo depender de varios fatores (como a espécie da planta, tempo e
temperaturas de torra), a degradacao de polissacaridos, oligossacaridos (especialmente
sacarose), acidos clorogénicos, e de trigonelina € normalmente observada neste
processo. (Preedy, 2015) Para o caso dos acidos clorogénicos, que representam um
total de tipicamente 6,9 % dos graos verdes, apds uma torra leve a sua concentracédo
diminui para 2,7 %, e ap6s uma torra escura permanecem somente 0,2 %. (IARC, 1991)

O processo de torra pode ser dividido em 4 estagios, a seguir enunciados.

- Secagem (até 150 °C)

Nesta primeira fase, o objetivo é evaporar a 4gua presente nos graos. A maioria da agua
€ removida antes da temperatura atingir os 150 °C, permanecendo sempre uma
peguena percentagem, mesmo apos 0 processo de torra estar completo. A temperatura
de ebulicdo da 4gua aumenta, devido a pressao interna nos gréos, ou seja, quando o
contetdo humido entra no estado de vapor e outros gases comegam a surgir no interior
do grédo, a pressao interna fica extremamente elevada e consequentemente a
temperatura de ebulicdo aumenta também. Apds esta fase, os grédos perdem cerca de
8-10 % do seu peso original. (Farah, 2019)

Apesar de comecarem a ocorrer certas reagbes de Maillard entre aminoacidos e

acucares redutores, (Martins et al., 2000) néo se verificam rea¢des quimicas relevantes,
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pois as temperaturas ainda sdo muito baixas. Porém, ja é possivel notar o
desenvolvimento de certos aromas e uma ligeira cor (figura 2.6), isto devido aos
compostos intermediarios das reacdes de Maillard e, mais tarde, devido a formacao de
melanoidinas. (Hofmann et al., 1999)

Para além de reacdes importantes como isomerizacdes e lactonizagbes dos acidos
clorogénicos, a acrilamida é também um dos compostos que se comeca a formar logo
nesta etapa, atingindo concentra¢cdes méaximas no inicio da torrefagdo, mas com
decréscimo acentuado durante a progresséao do processo.(Bastian et al., 2021; llly, A &
Viani, 2005)

Figura 2.6: Cor do café durante a fase de secagem.(Farah, 2019)
- Estagio Inicial de Torra (150-180 °C)

ApOs a secagem, as temperaturas continuam a subir e 0s grdos comec¢am a ficar mais
escuros (figura 2.7). Juntamente com as reac¢des de Maillard, proximo de 160 °C iniciam-
se reagOes de caramelizac@o dos agucares. A temperatura de caramelizagdo depende
da velocidade a que é realizado o aguecimento, ou seja, Se se aumentar poucos graus
por minuto, a transformagéo da sacarose (0 agucar mais importante presente no café)
inicia-se a 160 °C, enquanto se o aumento da temperatura for mais rapido, a
caramelizac@o pode acontecer acima de 180 °C. (J. W. Lee et al., 2011)

E exatamente nesta fase em que os hidratos de carbono comecam a ser degradados a
acidos carboxilicos, que o pH diminui, levando assim a um aumento da acidez. Outros
compostos como a trigonelina e acidos clorogénicos comecam também a degradarem-
se. (Farah et al., 2005)
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Figura 2.7: Cor dos gréaos de café sob uma torra leve.(Farah, 2019)

- Segundo estagio de Torra (180-230 °C)

A alteracdo da cor do café é mais evidente, adquirindo um tom cada vez mais escuro
com o aumento da temperatura.

Durante todo o processo de torra, existem dois momentos onde os grdos quebram e
emitem um som idéntico ao caracteristico da formacao das pipocas. O primeiro ocorre
no inicio desta etapa, usualmente perto de 190 °C, dependendo do tipo de café. Esta
guebra ocorre devido as reacdes quimicas envolvidas, que produzem gases como
diéxido de carbono, 4gua e elementos orgéanicos volateis; e facilita a extracdo dos
componentes sollUveis durante a preparacao da bebida. (Farah, 2019)Nesta fase, acima
dos 200 °C, inicia-se a fase mais delicada do processo. As reacdes até entdo
endotérmicas tornam-se exotérmicas, originando assim um aumento de temperatura
mais rapido. (Das, 2021)

O processo de pirdlise inicia-se também nesta fase. As reacbes de pirdlise ocorrem
gquando substancias organicas sdo aquecidas num ambiente de baixa concentracdo em
oxigénio. (Fang et al., 2006)

As reacdes de caramelizagdo continuam para o desenvolvimento do tipico sabor doce
e agradavel da bebida, no entanto uma caramelizacdo descontrolada pode produzir
resultados amargos. Quanto mais escuro o grau de torra, mais amargo sera o sabor
final. O grau de torra ndo afeta somente a docura do café, a acidez também é
influenciada e apresenta caracteristicas mais neutras consoante o grau de torra se torna
mais escuro, devido aos acidos que comecam a degradar-se e volatilizam, tal como se
pode verificar na figura 2.8. (Farah, 2019; Das, 2021)
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Figura 2.8: Variagdo do pH ao longo do tempo de torra.(Farah, 2019)

Uma série de reacgdes estdo envolvidas durante este processo, levando a decomposicao
de compostos maiores em mais pequenos, e consequentemente na libertacdo de
diéxido de carbono e agua. Para além disto, outros compostos organicos volateis e
semi-volateis sdo eliminados do grao, levando assim a uma perda extra de peso,
relativamente a perda que ocorre durante a etapa de secagem (cerca de 4 a 6%
dependente da cor final de torra). Todo este gas que for¢a a sua saida dos graos resulta
no aumento do volume dos gréaos, podendo estes atingir o dobro do volume, em casos
de torra escura a 230 °C. Consoante as qualidades sensoriais pretendidas para o
produto final, o processo pode terminar nesta etapa. (Farah, 2019)

Os cafés podem ser caracterizados como muito claros até muito escuros, sendo que o
grau de torra é determinado usando simultaneamente dois sistemas. Ou seja, realiza-
se o controlo da cor dos graos apdés moagem através de colorimetros, porém, como a
cor pode ser relativamente diferente de grao para gréo e mudar rapidamente durante o
processo, € como a moagem acaba também por demorar algum tempo, efetua-se
também a monitorizagdo pela temperatura dos gréos. Apoés a torrefacdo, a cor do café
é verificada em laboratério e quando ocorre um desvio da cor desejada, o ponto de
ajuste da temperatura final é reajustado no sistema de controlo para os lotes de
torrefagcdo seguintes. (Farah, 2019)

Durante muito tempo néo existiu padronizagcédo para a escala de cores, no entanto em
1995, a Associacdo de Cafés Especiais da America criou um método de classificacéo
de cor, o Sistema Agtron. Essencialmente, o numero Agtron indica o grau de
caramelizacdo da sacarose (Tabela 2.5). A Agtron desenvolveu um espectro
infravermelho para esta determinagéo e fabricou discos de cores diferentes de acordo
com os padrdes especificados na escala. Assim, padronizou-se o controlo de torra por
meio de comparagéao visual usando um espectro infravermelho. (Farah, 2019; Santoso
et al., 2021)
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Tabela 2.5- Classificagdo Agtron do café torrado. (adaptado de Farah, 2019)

Classificagao de torra Numero Agtron
Muito clara 100/95
Clara 90/85
Moderadamente clara 80/75
Clara médio 70/65
Médio 60/55
Moderadamente escuro 50/45
Escuro 40/35
Muito escuro 30/25

As torras que terminam neste segundo estagio sao consideradas entre claras e médias
escuras (numeros Agtron 90-45). (Farah, 2019)

Parametros fisicos como a perda de peso, mudanca de volume e densidade sédo usadas
também para controlar a qualidade de torra. (Das, 2021)

- Terceiro estagio de Torra (acima de 230 °C)

A segunda quebra dos graos verifica-se no inicio desta fase. Este tipo de fenébmeno é
resultante dos elevados picos de intensidade nas reacdes de pirdlise, que nesta
segunda quebra causam um dano severo as fibras celulésicas da parede externa das
células do gréo, tornando-as mais permeaveis. Desta forma, séo potenciados os efeitos
causados pela primeira quebra e a extracdo dos componentes sollveis é facilitada. O
continuo aumento do volume leva a inevitavel migracéo dos 6leos naturais do café para
a sua superficie, 6leos estes que transportam a maior parte do aroma caracteristico da
bebida. (Buffo & Cardelli-Freire, 2004) Simultaneamente, ha também um aumento da
libertacdo de componentes volateis aromaticos e ndo aromaticos, porém cuidados extra
s80 necesséarios nesta etapa, pois as degradagfes destes compostos volateis
modificam o caracteristico aroma do café, como acontece em torras escuras. (Farah,
2019; Das, 2021)

A fase quando termina a torra vai influenciar efetivamente o tipo de café obtido. A
popular torra francesa (Agtron 45-40) resulta em menor acidez que 0 americano e possui
0 sabor caracteristico das torrefacbes escuras. A torra italiana, ainda mais escura
(Agtron 40-35) é bastante oleosa, sem acidez e todo o sabor é ofuscado pela
carbonizagéo. (Farah, 2019)

Acima dos 250 °C, os compostos organicos encontram-se quase todos carbonizados,
tornando a cor muito escura, a tender para o preto. Graos carbonizados resultam num

amargor indesejado e geralmente sdo prejudiciais para a saude, uma vez que
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provavelmente irdo conter hidrocarbonetos aromaticos policiclicos carcinogénicos.
Comparando com café torrado médio, o café torrado escuro exibe uma menor atividade
de eliminacdo de radicais devido a degradacdo dos polifendis, afetando assim a
atividade antioxidante. (Farah, 2019; Das, 2021)

As diferentes etapas de torra aqui apresentadas requerem niveis especificos de energia
para obtencdo das diversas transformacgdes quimicas e fisicas. Por sua vez, apés a
torra, deve ser realizado o arrefecimento rapido dos grdos para interromper
imediatamente essas transformagdes. Para o arrefecimento da maioria do café torrado,
usa-se agua, porém empresas que produzem café especial tendem a usar ar frio, porque
a agua pode aumentar a humidade dos graos e promover reag¢des indesejadas. (Farah,
2019)

2.3. Formacgéo da Acrilamida

O conhecimento do mecanismo reacional e das diversas variaveis que influenciam
significativamente a formacéo da acrilamida, contribui ndo sé para a compreensao da
sua acumulagdo nos alimentos, mas também das estratégias de mitigagdo deste
provavel carcinogénico.

Os fatores que tém maior impacto na formagéo da acrilamida s&o as concentragdes
iniciais de aminoacidos (essencialmente asparagina) e de acucares redutores, e
obviamente o seu racio, bem como a temperatura e duracdo do processo de torra,
atividade da agua e pH. A concentracdo de acrilamida nos alimentos é claramente
dependente das suas taxas de formacao e de eliminacéo, tendo em conta que a mesma
nao € o produto final da reacéo. (Stadler et al., 2002)

Os aminoéacidos constituintes tém bastante influéncia na quantidade de acrilamida
formada. Realizou-se um estudo, sujeitando individualmente 20 aminoacidos a 180 °C,
durante 30 min, e verificou-se a formagdo de acrilamida a partir de metionina e
asparagina. Quando, sob as mesmas condi¢cdes, se introduziu uma quantidade
equimolar de glucose, a concentracdo de acrilamida formada foi maior, pois outros
aminoé&cidos e péptidos comecgaram também a reagir, como a glutationa e a cisteina. A
asparagina, em particular, foi a que originou maiores quantidades do composto. (Stadler
et al., 2002) As concentragfes da asparagina livre nos gréos de café verde vao
tipicamente de 0,2 a 10 g/kg, com valores relativamente maiores para cafés Robusta,
raz&o pela qual este apresenta maiores conteudos de acrilamida. (Preedy, 2015)
Como indicado, os amino&cidos e 0s agucares sdo espécies que a sequéncia reacional
principal. A asparagina é o amino&cido chave, e o tipo de acucar, ou seja, se € mono-
ou dissacérido (como glucose, frutose ou sacarose) também vai influenciar diretamente

a formacdo do contaminante. (Balagiannis et al., 2019) Isto porque a reatividade dos
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acucares depende do comprimento da cadeia carbonada, ou seja, quanto mais pequena
for, mais acrilamida € formada. Deste modo, pentoses sdo mais reativas do que hexoses
e dissacaridos. (Laroque et al., 2008; Passos et al., 2018) Para além disto, as aldoses
s&80 mais reativas que as cetoses, e entre 0s aglcares isomeéricos, as riboses sao mais
reativas do que as xiloses. (Perera et al., 2021)

Por norma, as batatas apresentam elevadas quantidades de asparagina e glutationa,
porém, baixos contetdos de acucares redutores (Muttucumaru et al., 2014); os produtos
de cereais costumam ser limitados em asparagina (Shewry et al., 2009); enquanto o
café é rico tanto em asparagina como em sacarose, sendo esta Ultima degradada em
glucose e frutose durante o processo de torra. (Perera et al., 2021)

O conteudo de agua também tem uma forte influéncia na formacado de acrilamida. Ou
seja, caso a atividade da agua esteja abaixo de 0,8, a formacdo do contaminante &
favorecida, atingindo maximos para valores de 0,4.(Visvanathan, 2014) Contrariamente,
se se aumentar a atividade da agua, a acrilamida é eliminada de alimentos quentes,
como biscoitos e batatas fritas. (De Vleeschouwer et al., 2007)

Outro fator importante é o pH do meio, verificando-se diminuicdo da formacdo da
acrilamida em condic¢des acidicas, devido a protonacao do grupo a-amino da asparagina
gue, consequentemente, deixa de reagir. Como tal, a acidificagdo do sistema alimentar
com &cidos organicos comecgou por se tornar uma opg¢ao de prevencao.

Apesar da relevancia dos fatores até aqui enunciados, o mais importante é efetivamente
a temperatura e concomitantemente o tempo do aquecimento, pois elevadas
concentracdes de acrilamida sdo produzidas nos estados iniciais da torra, atingindo o
pico no momento onde a asparagina livre esta prestes a ser esgotada. Porém, com a
rapida diminuicdo e escassez do aminoacido, tendo em conta que somente reacdes de
degradacéo de acrilamida passam a ocorrer, devido ao seu grupo vinil eletrofilico muito
reativo, a concentracdo de acrilamida vai sendo reduzida drasticamente com o tempo
de torra. Deste modo, relativamente a quantidade de acrilamida, € melhor o consumo
de um café torrado mais escuro. (Preedy, 2015)

No café, a acrilamida pode ser produzida por diferentes vias (figura 2.9), uma vez que o
grao verde contém varios precursores, sendo outros acumulados durante o processo de
torra. Foram propostas para a sua formacao trés vias: oxidacao lipidica (a), degradacgéo

de proteinas e de aminoacidos (b), e reacdo de Maillard (c). (Li et al., 2023)
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Figura 2.9: Potenciais vias para a formagao da acrilamida durante o processamento do café. (a) Via da
oxidagéo lipidica; (b) Via da degradagéo proteica e aminoacidica; (c) Via da reagdo de Maillard. (adaptado
de Li et al., 2023)

A via principal é a de Maillard (figura 2.9 c), pelo que, a presen¢ca de compostos com
grupos carbonilo é essencial para a conversado da asparagina em acrilamida, e apesar
dos acucares redutores existirem em pequenas quantidades no café, devido as
elevadas temperaturas e oxidacgdo lipidica, estes sdo as principais fontes para a
obtencao destes compostos. Enquanto a glucose e a frutose sédo formadas por hidrélise
da sacarose, o catido frutofuranosil e a glucose sdo obtidos por pirélise da sacarose,
guando a 4gua ¢ limitada. O catido formado € imediatamente convertido em condi¢des
de aguecimento a seco em 5-hidroximetilfurfural (HMF), que por sua vez apresenta uma
taxa de conversao da asparagina em acrilamida maior do que a da glucose. Também
na presenca de acidos, nomeadamente, de acidos clorogénicos na matriz do café, a
acumulacdo da acrilamida aumenta, pois, a degradacédo da sacarose é acelerada e
consequentemente mais HMF e compostos com grupos carbonilo sdo formados.
(Kocadagl & Gokmen, 2022; Preedy, 2015; Strocchi et al., 2022) Quando a glucose é
aguecida, da origem a compostos de furano no café, que por sua vez sdo também
precursores da acrilamida. (Li et al., 2023)

Resumindo, sob altas temperaturas, o acucar é descarboxilado pela via metabdlica da
oxazolidina-5-cetona de forma a produzir HMF. Apés desaminacdo, condensacéo e
hidrélise ocorre a formacéo da acrilamida. E de notar que o HMF também pode ser
formado durante o processo de caramelizacao, através da eliminacao de trés moléculas

de agua da glucose. (Li et al., 2023)
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Outro intermediério importante para a formacao de acrilamida é a 3-aminopropionamida
(3-APA), que ocorre na maioria dos produtos alimentares, a concentragdes comparaveis
ou até mesmo superiores a da acrilamida. (Lineback et al., 2012) Dependendo das
condigbes empregues, a 3-APA origina elevados rendimentos de acrilamida, atingindo-
se em produtos de café concentragdes de 122 a 241 ug/kg. (Preedy, 2015) A instavel
base de Schiff, que resulta das reac¢des térmicas de desidratacdo e condensacédo de N-
glicacdo da asparagina e agucares redutores, rearranja-se rapidamente para formar 3-
APA, que apos B-eliminacdo de descarboxilagéo origina a acrilamida. (Li et al., 2023)
O perfil lipidico tem um papel importante na qualidade final do café, ndo s6 por
contribuirem para a formacédo da acrilamida, mas também por conterem compostos de
valor anti nutricional, mais homeadamente dois diterpenos, o cafestol e o kahweol, que
a longo prazo contribuem para um aumento nos valores de colesterol sérico dos
consumidores. (Kitzberger et al., 2014; Sridevi et al., 2011) A formacdo da acrilamida
por esta via, advém de um tratamento inapropriado durante o processamento e a torra
e os cuidados relativos ao transporte e armazenamento, entre outros estagios que levam
a oxidacdo lipidica. Mais nomeadamente, a acrilamida pode ser formada por uma reagao
de desidroxilacdo entre a acroleina e o acido acrilico originado pela decomposicdo dos
lipidos e dos aminodcidos existentes, ou a partir do amoniaco que se formou no
processo de pirélise das proteinas. (figura 2.9 a) Adicionalmente, o &cido acrilico pode
reagir também com o amoniaco para formar a acrilamida. Esta € uma via limitada pela
reduzida libertacdo e captura de amoniaco livre no café, como também pelas elevadas
temperaturas empregues durante o processo. (Li et al., 2023) Varios compostos com
grupos carbonilo sdo também formados por oxidacao dos lipidos. O 6leo do café contém
acido linoleico (ca. de 40% dos acidos gordos) que por oxidacdo da origem a varios
aldeidos, cetonas, e compostos a,-insaturados com grupos carbonilo. Contrariamente
ao efeito produzido pelos acidos clorogénicos na sacarose, estes reduzem a formacao
da acrilamida, pois diminuem a oxidacao dos lipidos. (Kocadagli & Gokmen, 2022)

A temperatura tem efetivamente uma grande influéncia na formacao da acrilamida, uma
vez que também conduz a degradacdo das proteinas e consequente libertagdo de
aminoacidos livres, como o acido aspartico (figura 2.9 b). Posteriormente, este sofre
uma descarboxilagdo e desaminacdo para entdo originar a acrilamida sob elevadas
temperaturas. Paralelamente, estas condi¢cdes levam os aminoécidos a participar nas
reacOes de formagdo das melanoidinas, que contribuem para a cor preta do café, sabor,
aroma e obviamente pelas suas propriedades benéficas (antioxidantes, anti-
inflamatodrias, entre outros) (Adriana Farah, 2019; Li et al., 2023) Verificou-se também,
que os grupos amino nucleofilicos dos aminoacidos presentes na cadeia principal

proteica das melanoidinas reagem com a acrilamida, via reagdo de adicdo de Michael,
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modulando a reacao de formacao e eliminacdo da acrilamida durante a torra do café,
pelo que sédo substancias de mitigacdo da mesma. (Strocchi et al., 2022)

Assim, os principais precursores para a formacdo da acrilamida sdo a 3-APA, um
produto de Amadori descarboxilado, &cido acrilico e acroleina. (Lineback et al., 2012;
Matthaus et al., 2004; Stojanovska & Tomovska, 2015) Um estudo de monitorizacdo de
acrilamida marcada com *C durante o processo de torra e preparacdo da bebida,
revelou que 25 % do **C foi volatilizado durante a torra, 25 % permaneceu no café moido
apoés extragdo com agua, e 50% foi transferido para a bebida. (Kocadagh & Gokmen,
2022)

Como a acrilamida é facilmente dissolvida em agua, é extraida praticamente na
totalidade a partir do café torrado durante a preparacdo da bebida. A massa de
acrilamida que passa para a bebida é dependente do volume de 4gua usada, mas
também do racio café moido:quantidade de agua usada, verificando-se valores de
25 ug/L para cafés prontos a beber e filtrados, e de 10 pug/L em café instantaneo. A
quantidade de acrilamida em cafés prontos a beber é normalmente de 17 ug/kg.
(Kocadaglh & Gokmen, 2022)

Contudo, existe controvérsia nos conteudos de acrilamida no café, pois esta tem
tendéncia a diminuir com o tempo e temperatura de armazenamento, por exemplo
perdas de 40-60 % foram verificadas no café moido conservado a temperatura
ambiente. Constatou-se, no entanto, que 90 % da acrilamida fica fortemente integrada
na matriz do café, podendo estar agregada a compostos que séo eluidos para a bebida,
como compostos corantes. (Preedy, 2015)

2.4. Pontos Criticos de Controlo da Formacéo de Acrilamida

Devido aos efeitos negativos que a acrilamida pode causar na saude humana, tém sido
realizados esfor¢cos para modificar processos e/ou parametros, sem alterar o sabor,
textura e aparéncia do café. Varios métodos tém sido desenvolvidos, apresentando-se

a seguir algumas estratégias de mitigacao (figura 2.10).
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Figura 2.10: Estratégias de mitigacdo da acrilamida no café.

2.4.1. Espécies e Colheita do Gréo

As duas espécies de café com maior relevancia no mercado séo Coffea arabica (de
maior valor comercial) e Coffea canephora var. Robusta. Estas plantas produzem gréos
com caracteristicas quimicas diversas, no que respeita a conteudos de minerais,
substancias volateis, acidos clorogénicos, cafeina e asparagina, que evidentemente
originam distintos perfis de sabor apés torra. A escolha do tipo de café plantado
influéncia efetivamente os niveis de asparagina, tendo-se verificado que o Robusta
produz até duas vezes mais acrilamida do que o Arabica, devido a presenca de mais
asparagina livre.

Os compostos que mais contribuem para a formacdo de acrilamida no café sdo a
sacarose e a asparagina. A concentracdo de sacarose é normalmente maior o café
Arabica, enquanto a concentracdo de asparagina livre é superior no Robusta, tendo
sempre em atencao que estas concentragfes variam significativamente com as praticas
de cultivo e métodos de processamento.

O processo de colheita também é muito importante no que diz respeito a quantidade de
asparagina presente no café. Graos imaturos contém maior conteido de asparagina,
pelo que a sua rejei¢cdo nesta fase é bastante importante. (Li et al., 2023; Preedy, 2015)
Tal como referido anteriormente, os processos de pos colheita tém uma influéncia
significativa na qualidade do gréo verde, sendo a maior diferenga a nivel quimico entre
0s gréos que sofreram processos humido e seco, o teor de sélidos sollveis, que sédo
mais elevados nos sujeitos ao processo seco. Além disso, a composi¢ao de precursores
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de sabor especificos e de baixo peso molecular, como hidratos de carbono e

aminoacidos livres, também varia com o tipo de processamento. (Li et al., 2023)

2.4.2. Tratamento Enzimatico dos Graos Verdes

A formacdo da acrilamida pode ser limitada por dois tratamentos enziméticos: i) com
asparaginase (EC 3.5.1.1), que catalisa a hidrélise do Asn em Asp e amoniaco, através
da hidrélise do grupo amida da cadeia lateral do Asn; (Corréa et al., 2021) e ii) com
acrilamidase (EC 3.5.1.4), que converte a acrilamida em acido acrilico. (Cha, 2013)

O primeiro método enzimético tem como objetivo reduzir a concentracdo do precursor
Asn livre no grao verde, porém os tratamentos preliminares realizados no gréao, de forma
a assegurar uma interagdo eficaz entre a solugdo enzimatica e o aminoécido presente
(distribuicdo homogénea da enzima ativa sobre o gréo), tornam este método complexo
de executar. Todavia, verifica-se com baixas concentragbes de asparginase uma
reducdo de Asn de ca. 70-80 % e uma diminuicao efetiva dos niveis de acrilamida apés
torra de 55-74 %.(Xu et al., 2016) Varias técnicas de pré-tratamento foram realizadas
com o intuito de melhorar a interagédo entre a enzima e o substrato. Procedimentos como
secagem, hidratac&o, pressurizacao, utilizacdo de vapor, branqueamento e outros tipos
de aquecimento, utilizacdo de baixas pressdes, reducédo do tamanho de particula sdo
exemplos que teoricamente auxiliam a mitigacao, porém na préatica ndo sao aplicaveis
a nivel industrial e alteram as propriedades organolépticas do café. Navarini e colegas
(Navarini et al.,, 2014) patentearam um método enzimatico, com asparaginase
(EC 3.5.1.1) e aspartase (EC 4.3.1.1) em solugdo, para a reducgdo de acrilamida num
extrato aquoso do grdo verde. Foi possivel concluir que Asn e Asp estado presentes em
guantidades similares e que Asp também contribuiu para a formacdo da acrilamida,
apesar de em quantidades menores comparativamente com Asn. Apés tratamento
enzimatico, o extrato aquoso € reincorporado nos graos de café antes da etapa da torra,
obtendo-se uma diminuicdo de 70% sem alteragédo das propriedades organoléticas da
bebida.

O segundo método que faz uso de acrilamidase permite reduzir os niveis de acrilamida
pela sua conversao em amaonia e acido acrilico, no entanto, apesar deste Ultimo produto
ser menos toxico, € corrosivo para a pele e mucosas, e afeta o perfil sensorial da bebida.
(Strocchi et al., 2022)

2.4.3. Condicdes de Torrefacao

Durante a torra, vao ocorrendo tanto reacfes de formacdo como de degradacdo da

acrilamida, sendo que no inicio do processo, as reacdes de formacdo sao
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predominantes, levando a concentragfes de acrilamida superiores a 7 mg/kg. Porém,
proximo do final do ciclo de torrefacdo, a taxa de degradacgéo da acrilamida € maior,
verificando-se um decréscimo rapido da mesma. (Preedy, 2015)

A otimizacdo das condi¢cdes de torra € um dos maiores focos para mitigacdo da
acrilamida, contudo é de salientar, que a modificagdo das condigbes de torra é
desafiante, pois as propriedades sensoriais do café ndo devem ser alteradas. (Strocchi
et al., 2022)

Como jé referido, o café de torra escura apresenta niveis de acrilamida menores devido
ao prolongado tempo de torra e temperatura, porém isto leva também a formacgéo de
outros contaminantes como derivados de furano e furfural, e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, com especial atencdo para o alcool furfurilico por também ser
classificado pela IARC como possivel carcinogénico para os humanos (grupo 2B). Deste
modo, estratégias direcionadas ao grau de torra sdo arriscadas, pois este parametro
esta relacionado com preferéncias regionais ou pessoais e com produ¢édo de compostos
indesejados. (Preedy, 2015)

Estudos realizados evidenciaram que uma alteracdo da temperatura para 168 °C,
durante 22 minutos reduziu significativamente a acrilamida (1110 pg/kg) e resultou numa
avaliacdo sensorial de positiva.(Madihah, 2013) Alternativamente, uma torrefacdo média
sob pressao reduzida apresentou resultados satisfatorios, com uma reducéo de 50% de
acrilamida comparativamente as condi¢des tradicionais, com impacto minimo nas
propriedades sensoriais. Tal abordagem, apesar de positiva, ndo € de interesse geral,
pois o café de torra média € comercializado somente nos mercados americanos e do
norte da europa. (Strocchi et al., 2022)

Avaliou-se também o efeito do ar com diferentes caudais, niveis de humidade e
temperatura. Concluiu-se que as concentracfes de acrilamida diminuiram para uma
reducdo do caudal de ar com temperaturas entre os 190-216 °C, e a humidade do ar foi
aumentada quando em temperaturas mais elevadas (216 °C). Verificou-se uma
guantidade baixa de acrilamida (0,0376 pg/g) a 203 °C, porém com deterioracdo
moderada dos polifenéis.(Budryn et al., 2015)

O vapor saturado também promoveu uma redugdo de 10 % da concentracdo de
acrilamida, mas com um impacto negativo no sabor e aroma do café. Ja o vapor
superaquecido resultou numa reducao de 16 % para uma torra média; e 25 % para torra
escura, mas ainda com impacto negativo, passando a apresentar (o café Robusta) sabor

mais doce e acidez tipica de citrinos. (Strocchi et al., 2022)
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2.4.4. Remocao da Acrilamida de Graos de Café Torrados e
Bebidas

De forma a remover a acrilamida dos gréos de café torrado, recorreu-se ao uso de CO
supercritico, com uma eficiéncia de remocédo de 8-45%, apdés um periodo de extracao
de 525 min, que aumentou para 70 % apos 22 h. A temperatura influenciou fortemente
0 processo, contrariamente a pressdo que ndo exerceu qualquer impacto. Também o
uso de etanol (até 9,5% m/m) levou a uma alteracdo na polaridade da mistura
supercritica, promovendo a extracdo da acrilamida. As melhores condi¢des
operacionais verificaram-se para 100 °C, 200 bar e 9,5 % m/m de etanol.(Banchero et
al., 2013)

A remocdo da acrilamida também pode ser realizada diretamente da bebida usando
enzimas bacterianas a temperaturas relativamente altas, porém, algumas limitacdes

foram verificadas para o seu uso em operag¢des em continuo. (Strocchi et al., 2022)

2.4.5. Armazenamento

Varios estudos comprovaram que a acrilamida ndo é estavel durante o armazenamento
do café comercial na forma de grdo ou moido. Cerca de 40-60 % da acrilamida é
degradada, a temperatura ambiente, em periodos de 6-12 meses. Estudos de variacao
de temperatura ( -18, +4, e +37 °C) realizados durante 12 meses em saco sob vacuo,
demonstraram que a degradacéo tem relagdo direta com a temperatura, ou seja, as
maiores taxas de degradacao foram detetadas a temperaturas mais elevadas. (Preedy,
2015)

2.5. Analise da Acrilamida no Café

Tendo em conta a presenca de acrilamida nos alimentos e as suas propriedades
genotodxicas com atividades mutagénicas e carcinogénicas em mdltiplos 6rgaos, tem-se
verificado a necessidade de desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis, precisos
e baratos para a sua quantificacdo. Obviamente, com o intuito de obter resultados
precisos e reprodutiveis, a colheita da amostra e a preparacdo da mesma antes da
andlise instrumental devem ser conduzidas com a maior precisao possivel. (Castle &
Eriksson, 2005)

O desenvolvimento de um método em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
pode ser bastante trabalhoso, obrigando a véarias otimizacdes até que a separagdo na
coluna cromatogréfica permita atingir os resultados desejados. A coluna cromatografica

vai ter assim um papel fundamental, e a sua escolha pode ser complexa, tendo em conta
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a enorme variedade disponivel tanto na base de silica como nas caracteristicas dos
ligandos. (Kaurand et al., 2018)

Os trés pontos criticos para o desenvolvimento de um método em HPLC envolvem:
preparagcdo da amostra (pH, tamanho e idade da amostra, contetdo organico,
desgaseificacao); selecao das condic6es de andlise (pH, caudal, temperatura, coluna e
comprimento de onda de detecgdo); e padronizacdo (método de integracao,
concentracdo padrao e corre¢do do fator resposta). Também, o poder de resolucao,
seletividade e caudal sdo atributos chave para o desenvolvimento de um método
cromatogréfico.

A seletividade pode ser manipulada pela conjugacao de diferentes fatores como a
composicao do solvente, tipo de fase estacionaria, constituicdo da fase movel, solugbes
tampéo e pH. Este ultimo parametro € muito importante para separar compostos
ionizaveis, porque por exemplo, compostos acidos sao retidos a um pH baixo, enquanto
compostos basicos ficam mais retidos a valores maiores de pH. (Kaurand et al., 2018)
Quando se pretende realizar a detecdo e quantificacdo da acrilamida nos alimentos,
deve-se ter sempre em conta 0s seguintes parametros do método analitico seguido:
limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), linearidade, recuperacéo,
seletividade, exatidao e precisdo. Nos varios grupos de alimentos mais propicios a
formacdo de acrilamida, esta ocorre numa ampla gama de concentracdes; e mais
especificamente para o café, espera-se a capacidade de se conseguir detetar
concentracdes iguais ou inferiores a 10 pg/kg. (Castle & Eriksson, 2005)

Assim, desde 2002, que varios artigos tém sido publicados sobre métodos de detecdo
de acrilamida, e apesar de ainda nao existir um método oficial adequado para a sua
guantificacdo em alimentos, o Esquema de Avaliacdo de Desempenho de Andlise de
Alimentos (FAPAS) organiza frequentemente ensaios interlaboratoriais para avaliar a
gualidade e validar métodos. Os resultados tém mostrado que as duas melhores
abordagens para a acrilamida sdo através de HPLC acoplada a espectrometria de
massa em tandem (MS/MS) e Cromatografia Gasosa (GC) do derivado mono- ou
dibromo de acrilamida com ionizag&o eletrénica e detecdo por espectrometria de massa
dos iBes fragmentados. (Preedy, 2015) De referir, que em alimentos a base de amido,
a valina proporciona a mesma transicdo MS/MS que a acrilamida ap6s fragmentacéo na
origem, porém no café torrado a valina ndo é considerada interferente, pois os
aminocidos livres sdo completamente degradados. No caso do café torrado, 0s
compostos principais que vao interferir na andlise sdo N-acetil-B-alanina, 3-APA e
lactamida que produzem a mesma transicao idnica por fragmentacéo na origem que a
acrilamida. (Kocadagh & Gokmen, 2022)
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A selecé@o/desenvolvimento do método mais apropriado tem uma forte dependéncia do
tipo de alimento a analisar (matriz da amostra), como a estrutura da acrilamida e as suas
propriedades fisico-quimicas. A acrilamida € desprovida de grupos cromaoforos
suficientemente fortes (i.e., ligagbes duplas ou triplas conjugadas, anéis aroméaticos) e
a auséncia de fluorescéncia natural, impossibilita a sua detecdo com radiacdo
ultravioleta. (Preedy, 2015)

Tal como referido no paragrafo anterior, a matriz da amostra tem uma influéncia muito
grande na detecdo, sendo que dos varios alimentos ja analisados, a matriz do café é
considerada bastante complexa, devido a presenca de interferentes co-extrataveis e
apresentar supressao ionica. Por este motivo, ha necessidade de aplicar uma etapa de
limpeza da amostra, de forma a eliminar ou reduzir a presenca dos interferentes e
possibilitar a obtencdo de resultados mais exatos. (Preedy, 2015)

A analise da acrilamida é assim peculiar e acresce que € extremamente dificil obter
brancos, tendo em conta que em cada conjunto de amostras a analisar deve-se ter pelo
menos um e preferencialmente mais brancos da amostra. Como alternativa, os mesmos
devem ser o mais semelhante a amostra, como produtos ndo processados, ou entdo
realizar o ensaio na auséncia de qualguer amostra alimentar. (Castle & Eriksson, 2005)
Abordagens de cromatografias liquida e gasosa de diluicdo isotopica, acopladas com
detetores de espectroscopia de massa em tandem, sdo bastante recomendados para a
detecdo quantitativa da acrilamida. Outros métodos provém da derivatizacdo da
acrilamida e/ou separacédo por GC. Métodos de cromatografia gasosa — espectrometria
de massa (GC-MS) tem sido usados com bastante regularidade, porém os de GC
baseados na derivatizacdo proporcionam desvantagens, como o serem demorados e
trabalhosos, com possibilidade de se perder analito, devido a instabilidade do derivado
ou ocorréncia de derivatizagdo incompleta, e ainda obteng&do de falsos positivos
decorrentes da existéncia de reacgfes colaterais ou dos interferentes dos reagentes da
derivatizacado. (Preedy, 2015)

E de ter em atencdo também que, qualquer contaminacgdo ird comprometer 0s
resultados e como tal é importante a selecdo correta dos materiais a usar. Verificaram-
se contaminagdes provenientes de filtros de seringa, usualmente utilizados antes de
injecdes em sistemas de LC-MS, apesar de incerta se a fonte de contaminagéo adveio
realmente dos filtros ou da respetiva embalagem que podia conter poliacrilamidas.
(Castle & Eriksson, 2005)

2.5.1. Amostragem

7 by

A acrilamida € um composto que se forma a superficie dos alimentos, que sdo

praticamente sempre solidos. A sua acumulagdo nédo ocorre de forma homogénea, como
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€ 0 caso das batatas fritas, em que se verificam maiores concentra¢des de acrilamida
nas zonas mais escuras e nas extremidades do alimento. Deste modo, a amostra deve
ser previa e corretamente homogeneizada para que andlise seja fidedigna. (Castle &
Eriksson, 2005)

2.5.2. Padrao Interno

Antes de se realizar a extracdo da acrilamida, € recomendado em muitos métodos
publicados o0 uso de um padréo interno, sendo os dois mais utilizados, a acrilamida
deuterada (*Hs — acrilamida) (figura 2.11) e a acrilamida marcada com carbono 13 (*3Cs
— acrilamida). A marcacao tripla nos dois casos permite que as mesmas tenham uma
massa ionica afastada o suficiente para a determinacdo da acrilamida por MS, no
entanto a preferéncia recai na acrilamida marcada com carbono, que apesar de mais

cara, permite evitar troca dos atomos de deutério. (Castle & Eriksson, 2005)

*H O

HON NH,

’H

Figura 2.11: Estrutura quimica da acrilamida deuterada.

2.5.3. Extracéao

A acrilamida é um composto solivel em solventes polares como agua, acetona e
metanol. Por este motivo, tem-se verificado uma extracao rapida, em apenas alguns
minutos, com agua a temperatura ambiente para varios tipos de matrizes, incluindo a do
café. A proporgdo de agua € usualmente 10 volumes para um volume de amostra, e
como a acrilamida ndo apresenta propriedades fortemente acidas nem basicas, ndo sao
necessarios ajustes de pH. Apesar da agua a temperatura ambiente originar bons
rendimentos de extracdo, 0 uso de agua quente para matrizes ricas em gorduras
promove a disperséo e igualmente uma extragédo eficiente. Alternativamente, pode-se
combinar agua a temperatura ambiente com um solvente organico, como n-hexano,
ciclohexano ou tolueno. Embora se possa aquecer a agua para remover gorduras
presentes na matriz, no caso da extragado da acrilamida no café, ndo convém ultrapassar
0s 40 °C devido a instabilidade da acrilamida e também para controlar a formagéo de
subprodutos. De forma a promover esta etapa, costuma-se usar equipamentos como

agitadores ou banhos de ultrassons, e até mesmo acelera-la com um solvente (extracao
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acelerada com solvente), ou utilizando fluidos supercriticos (extragdo com fluido
supercritico). Também o metanol tem atraido bastante interesse, tendo em conta que
para além de extrair a acrilamida, precipita compostos co-extrataveis, que s&o
posteriormente removidos. Outro fator importante neste processo, € que os graos de
café devem ser moidos até obtencdo de particulas com dimensdao inferior a 1 mm, de
forma a aumentar o rendimento da extracao.

Ao longo dos anos conseguiu-se comprovar que a extragao da acrilamida é efetivamente
completa. (Castle & Eriksson, 2005; Preedy, 2015)

2.5.4. Etapa de Purificacao

Durante a preparacdo das amostras, os procedimentos para minimizar interferentes,
que sdo extraidos do alimento concomitantemente com a acrilamida, podem ser
variados, sendo um exemplo, a precipitacdo dos co-extrataveis com solugdes Carrez
(ferrocianeto de potéassio (ll) e sulfato (VI) de zinco (11)).

Para analises por LC-MS é também empregue a tecnologia de extragéo em fase solida
(SPE). Nesta etapa de limpeza, pode ser usado um cartucho SPE Unico ou multiplo com
diferentes fases estacionarias (silica, polimérica, ou a base de carbono) ou entdo uma
combinacdo destes (modo misto). Sdo exemplos a Oasis HBL de poli(divinil-benzeno-
co-N-vinilpirrolidona), possuindo uma fase estacionaria hidrofilica/lipofilica que permite
a remocao da maioria dos componentes da amostra e a Bond Elut AccuCAT de acido
benzeno sulfénico a base de silica, esta de modo misto com sorvente excelente para

trocas catidnica e anionica. (Preedy, 2015)

2.5.5. Separacao e Detecdo da Acrilamida no Café

A aplicacdo de cromatografia liquida é frequente para determinacdo de acrilamida em
poliacrilamidas, nos solos, alimentos, entre outros tipos de amostras. (Castle & Eriksson,
2005) Em particular, a sua dete¢do ocorre frequentemente por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massa (MS). O sistema de
cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS)
€ conhecido por permitir a andlise eficiente de compostos polares, como a acrilamida,
que nao sdo suficientemente volateis de forma a serem quantificados diretamente por
GC-MS. (Preedy, 2015) Apesar da detecdo da acrilamida ser realizada a um
comprimento de onda baixo, por norma entre 208 nm e 254 nm, esta gama de absorcao
€ quase universal para uma grande maioria de moléculas insaturadas. (Tareke et al.,
2002)
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Para além da andlise de acrilamida por LC-MS/MS ultrapassar a questdo da baixa
volatilidade do composto, permitindo a omissdo da etapa demorada de derivatizagcéo
necessaria em GC, também se poder optar por realizar uma bromacéo em sistemas de
cromatografia liquida, de forma a aumentar a sensibilidade e seletividade da dete¢éo na
presenca de interferentes com caracteristicas semelhantes, seja no tempo de retengéo
na coluna, como nas massas apoés fragmentacdo no sistema MS. (Castle & Eriksson,
2005; Preedy, 2015)
Um espetrometro de massa geralmente inclui os seguintes componentes: uma entrada
da amostra para introduzir o composto a ser analisado; uma fonte de ionizagdo para
gerar ibes a partir da amostra; um ou mais analisadores de massa para separar 0S
diferentes ibes obtidos; um detetor para quantificar; e por Ultimo um sistema de
processamento de dados que ird gerar um espetro de massa (figura 2.12). No entanto,
existem equipamentos em que a entrada da amostra e a fonte de ionizagdo s&o
combinadas, assim como o analisador de massa e o detetor.
Desta forma, o equipamento garante 0s seguintes processos:
I. obtenc&o na fonte de ionizacdo de ides a partir da amostra;
Il. separagdo desses ibes de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) no
analisador de massa;
[ll. eventualmente, fragmentacéo dos ibes selecionados e andlise dos fragmentos
num segundo analisador;
IV. deteccao dos iBes que emergem do Ultimo analisador e medicdo da sua
abundéancia com o detetor, que os converte em sinais elétricos;
V. processamento e transmissdo dos sinais para o computador, e controlo do

instrumento por feedback.
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Figura 2.12: Diagrama simplificado de um espetrémetro de massa tipico. (Adaptado de Prasain, 2012)
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Existe uma variedade de técnicas de ioniza¢do, sendo umas muito energéticas e
causam fragmentacao extensiva, enquanto outras sdo mais suaves e s6 produzem ides
da espécie molecular. A ionizacao por eletrbes, a ioniza¢cdo quimica e a ionizagdo por
campo elétrico sao técnicas apropriadas apenas para a ionizacdo em fase gasosa, o
que as torna restritas a compostos que sejam suficientemente volateis e estaveis ao
calor. No entanto, muitos compostos séo termicamente instaveis ou tém baixa presséo
de vapor, o que significa que suas moléculas precisam ser extraidas diretamente da
fase condensada para a fase gasosa. (de Hoffmann & Stroobant, 2007)

Essas fontes diretas de iBes podem estar em fase liquida ou sélida. No caso das fontes
liquidas, o analito estd dissolvido numa solucdo, que é nebulizada em forma de
pequenas goticulas. Os i6es sdo gerados sob pressdo atmosférica e levados ao
espectrémetro de massa por um sistema a vacuo. (de Hoffmann & Stroobant, 2007)

A maior parte das técnicas de ionizagdo usadas em sistemas de LC-MS incluem
ionizagdo por eletrospray (ESI), apesar de ja se ter obtido bons resultados com
ionizagd@o quimica a presséo atmosférica (APCI). Ambas as técnicas sao de ionizagéo
suave, permitindo até a detecdo de moléculas muito polares, cuja andlise é dificil, e
menos suscetiveis a supressdo idnica. Porém, como a detecdo € feita a baixos
comprimentos de onda, a seletividade é reduzida para amostras como as de café.
(Preedy, 2015)

As maiores vantagens das técnicas que usam uma fonte de ionizacdo a presséo
atmosférica sdo a simplicidade em acoplar com outras técnicas de separa¢cao, como o
HPLC, e a amostra ser de facil introducao no espetrometro de massa, pois opera a
pressdo atmosférica fora do mesmo. O enorme interesse por ESI surgiu com a
descoberta da possibilidade de se originar multiplos ides carregados a partir de
proteinas, permitindo a determinacéo da sua massa molecular. Inicialmente, este era
um método empregue em andlise de proteinas com massa molecular relativamente
grande, porém, 0 seu uso alargou-se a outros polimeros e bio-polimeros, como também
a moléculas polares pequenas. A sensibilidade pode ser aumentada com a reducao do
caudal, ocorrendo perda de sensibilidade para caudais acima de 0,5 mL/min. A reducéo
do caudal permite a passagem de menores quantidades de analito e solugdo tampéo na
fonte, o que consequentemente, origina menos contaminagdes. Por sua vez, a reducéo
do didmetro da coluna possibilita obviamente um aumento da sensibilidade, pois
concentra o analito na fase movel. (de Hoffmann & Stroobant, 2007)

Uma vez que os ides estdo na fase gasosa, estes sdo separados com base nas suas
massas, que sdo entdo medidas. Essa medicao é feita por analisadores especificos que
calculam a relacdo m/z, onde m/z representa uma fracdo da massa do composto em

andlise. Diferentes tipos de analisadores de massa correspondem a uma ampla
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variedade de fontes, e a separacdo dos ides de acordo com 0 m/z pode ser baseada
em diferentes principios. No entanto, todos os métodos tém em comum o uso de campos
elétricos e magnéticos, que podem ser estéticos ou dinamicos, aplicados de forma
independente ou em conjunto. A maior diferenga incide na forma como tais campos séo
empregues para alcancar a separacao. (de Hoffmann & Stroobant, 2007)

Os analisadores de massa triplo-quadrupolo para sistemas de LC-MS sdo bastante
dispendiosos, e apesar da utilizagdo de um instrumento de estagio Unico permitir
minimizar os custos, os mesmos ndo tém sensibilidade suficiente para andlises de
acrilamida em extratos aquosos de alimentos. Como a analise da acrilamida ocorre
acoplada a espectrometria de massa, € aconselhavel que ocorra em modo de
monitorizacao de reacdo multipla (MRM), pois oferece maior seletividade em relacdo ao
modo de monitorizacdo de ido unico (SIM) aplicado num Unico quadrupolo, uma vez que
a transicdo de um ido precursor para um ido produto é monitorizada. O produto é
originado por colisdo no segundo quadrupolo e monitorizado no terceiro. No entanto,
existem formas de contornar e conseguir de certa forma um limite de detecéo
semelhante ao sistema LC-MS/MS. Como alternativas tem-se: a mudanca para
eletrospray em modo SIM (Monitorizagdo Seletiva de 180); alteragdo do solvente
organico, de forma a permitir concentrar a amostra e analisar em sistema de LC-APCI-
MS; aplicacao da técnica de extracao assistida por solvente (ASE) e analise por LC-ESI-
MS em modo positivo ou detecdo UV; ou até mesmo, realizacdo de derivatizacdo com
acido 2-mercaptobenzéico, seguida de analise por LC-ESI-MS em modo positivo. A
derivatizacdo com acido 2-mercaptobenzéico torna a molécula menos polar,
aumentando assim a retencdo na coluna e consequentemente a melhoria do potencial
de separacdo, 0 que permite a analise sensivel por LC-UV, ou até mesmo por LC-
fluorescéncia, caso a derivatizacdo ocorra com um nucledfilo de enxofre fluorescente.
Apesar de existirem diversas estratégias para ultrapassar as limitacdes de um sistema
LC-MS, a mais frequente é mesmo a utilizacdo de LC-MS/MS em modo ESI positivo,
gue oferece melhor sensibilidade e mais fiabilidade na identificacdo de um analito como
a acrilamida. (Castle & Eriksson, 2005)

Na figura 2.13 é possivel visualizar os produtos obtidos apds fragmentagdo da
acrilamida. Os principais ides observados s&o os de m/z 72, correspondendo ao ido
molecular protonado; m/z 55, associado a perda de NHz; e m/z 27, que resulta da
subsequente perda do CO. Para o i&o m/z 44, o sistema costuma apresentar uma fraca
resolucdo na andlise de extratos alimentares. A transicdo de massa de elevada
intensidade 72 > 55 permite a quantificacdo da acrilamida, sendo as restantes tansicoes
usadas para confirmacao. A transicao de 75 > 58 foi descrita para o0s is6topos marcados

de acrilamida, Ds-acrilamida e *Cs-acrilamida. (Riediker & Stadler, 2003a)
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Figura 2.13: Espetro dos ides produto da fragmentagéo da acrilamida e respetivos m/z. (adaptado de
Riediker & Stadler, 2003)

Para estes tipos de sistemas, a identificacdo da acrilamida vai incidir deste modo no
tempo de retengdo cromatografico e na presenca e abundancia relativas dos ides
caracteristicos. Quanto ao tempo de retencdo e a forma do suposto pico da acrilamida
tém de corresponder ao de um padréo e espera-se que o racio do tempo de retengéo
comparativamente com o de um padrdo interno esteja dentro de 3%. Para estes
sistemas de cromatografia liquida, as melhores retengcées ocorrem com uma fase
composta por carbono grafitico poroso, usando agua como fase mével. (Castle &
Eriksson, 2005; Corporation, 2015)
Para uma identificacéo fidedigna, é importante, que os valores da abundéancia relativa
sejam concordantes em +/- 10%. De acordo com a Decisdo da Comissdo Europeia
2002/657/CE (Comisséo Europeia, 2002), a confirmacédo da presenca de acrilamida em
alimentos ocorre quando pelo menos duas respostas positivas de monitorizacéo seletiva
de ides (SIM) sdo obtidas, com uma tolerdncia aceitavel de +/- 10-20%
comparativamente com as razdes obtidas a partir dos padrées. Porém, a analise do
espetro de massa completo também é necessaria para a identificacéo, esperando-se a
obtencdo de espetros idénticos para a amostra e para o padrdo em 10 e 20 eV de
energia de colisdo. (Tareke et al., 2002)
Tipicamente, os valores de LOD séo 3-20 ug/kg e de LOQ 10-50 pg/kg, sendo que a
andlise é linear na gama de 10-10000 ug/kg. (Castle & Eriksson, 2005) Concluiu-se
também que melhorias significativas foram verificadas quando se realizou uma reducao
da quantidade de amostra aplicada nos cartuchos SPE e uma extragdo prévia com n-
hexano, de forma a ultrapassar a rapida perda de desempenho do sistema apos varias
injecBes e supresséo idnica severa. (Preedy, 2015)
A cromatografia liquida é uma das técnicas de andlise instrumental que tem sofrido
rapidos progressos.(Guillarme et al., 2010) Como tal, com o intuito de melhorar ainda

mais a sua resolugcdo, com corridas cromatograficas mais rapidas e com melhor
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sensibilidade, desenvolveu-se a cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), que
faz uso de colunas com menor tamanho de particula (1-2 um) sob pressfes ainda
maiores que a tradicional HPLC. Tal separagdo € possivel através de uma coluna de
fase reversa BEH C18 (150 mm x 2,1 mm; 1,7 um). Nas colunas tipicas de HPLC, ou
seja, com diametro de particula de 5 um, a acrilamida pode sofrer uma fraca retencéo e
consequentemente, uma separacao insuficiente, originando deformacédo dos picos.
Outras vantagens de UPLC s&o o uso de caudais reduzidos (0,2 mL/min), menores
volumes de amostra e a obtencao de cromatogramas com maior qualidade. Quanto as
desvantagens, para além da necessidade de bombas que proporcionem muito maior
pressdo comparativamente aos sistemas de HPLC, os cromatogramas resultantes,
devido a melhor resolugéo, contém mais picos e consequentemente a sua interpretacao
€ mais complexa. (Oracz et al., 2011)

Outras técnicas Uteis para a determinacdo da acrilamida séo a eletroforese capilar (CE)
e métodos bioanaliticos como testes imunoenzimaticos e o uso de biossensores, que

mostraram suficiente seletividade e sensibilidade. (Oracz et al., 2011)

2.6. Validacdo do Método

As técnicas de separagdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), tém
vindo a destacar-se na area da quimica analitica pela capacidade de caraterizar
qualitativa e quantitativamente diferentes tipos de amostras, tais como ambientais,
farmacéuticas, biolégicas e alimentares.

No desenvolvimento de um método analitico, é crucial a obtencao de informacgdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, uma vez que dados analiticos nao
confiaveis podem conduzir a decisbes desastrosas e a prejuizos financeiros
irreparaveis. Face ao exposto, 0 método deve sofrer uma avaliacdo denominada de
validagdo. (Ribani et al., 2004) De acordo com a Organizagao Internacional de
Normalizagao (ISO), o termo “validagao” € definido como verificagdo da adequabilidade
dos requisitos especificados para um uso pretendido. (Gupta & Kaur, 2018)

O grande beneficio da validagdo de um método consiste em garantir um grau de
confianga, ndo apenas a quem desenvolve, mas também para quem vai usufruir, e
embora o processo de validacdo seja trabalhoso, demorado e envolva certos
investimentos monetarios, no final, permite uma melhor gestdo de tempo, elimina
repeticdes frustrantes e consequentemente, uma melhoria econdmica.

Tendo em vista a validacdo de um método de separacdo, 0os pardmetros analiticos

usualmente avaliados encontram-se a seguir.
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> Seletividade
A seletividade é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, o analito na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo na matriz complexa de uma
amostra. O objetivo é obter uma seletividade tal, que o pico de resposta do sistema seja
exclusivo do composto de interesse. Caso a seletividade néo seja assegurada, a
linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas. (Cassiano et
al., 2009)
Este € um parametro essencial no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo, havendo necessidade de o reavaliar continuamente ao
longo de todo o processo, pois algumas amostras podem sofrer degradacao e gerar
compostos novos que poderdo ser co-eluidos com a substancia de interesse.
As estratégias mais comuns de avaliagdo da seletividade de métodos cromatogréficos
realizam uma comparacdo da eluicdo sem interferentes entre a matriz com e sem
analito, outras usam detetores modernos (como espetrometros de massa) que
comparam o espetro do pico obtido na separacdo com o de um padrédo, ou incluem até
mesmo analises complementares com outra técnica cromatogréafica, ou com métodos
especificos para a estrutura da substancia de interesse (como espetrometria de massa,
espetroscopia no infravermelho ou bioensaios especificos). Porém, no caso particular
da avaliagédo da acrilamida no café torrado, ndo sendo possivel obter uma matriz isenta
do composto de interesse, é usual realizar-se o método de adicdo padrdo para
determinacdo da seletividade. Neste caso, é obtida uma curva analitica com adi¢édo do
analito a amostra, que € comparada com uma curva analitica sem a presenga da matriz,
e na eventualidade de apresentarem semelhancas, é possivel afirmar que ndo héa
interferéncia significativa da matriz e deste modo considerar que o método € seletivo.
(Ribani et al., 2004)

» Linearidade e Gama de trabalho

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia a analisar, dentro de uma determinada
gama de trabalho. Ela representa a capacidade de repetir um resultado consistente.

A correlagdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou concentracdo
da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida antecipadamente, pelo que
deve ser determinada empiricamente através de uma curva analitica ou curva de
calibracdo. Deste modo, analisa-se no minimo 6 pontos, e mede-se 0s sinais para as
respetivas massas ou concentracbes conhecidas da espécie em questdao. Os
coeficientes da curva de calibracdo sdo obtidos através de uma regresséao linear com

os resultados anteriormente analisados, que para além da equacéo da reta que permite
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quantificar o analito na amostra, fornece também o coeficiente de correlagédo entre os
valores obtidos. O coeficiente de correlacdo deve estar o mais proximo de 1, para que
a disperséo do conjunto dos pontos experimentais e a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados sejam menores. (Cassiano et al., 2009)

A regressao linear descrita pela equacdo y = mx + b (sendo y o sinal, x a concentracao,
m o declive e 0 b a ordenada na origem) permite obter uma relacdo entre o sinal e a
concentracdo do analito na amostra, porém a mesma so é vélida para um determinado
intervalo de concentracdes da espécie medida. Este intervalo designa-se por gama de
trabalho ou faixa linear dindmica. Deste modo, apesar da perda de linearidade ser
caracteristica de cada técnica, a selecdo dos pontos para a curva de calibracdo deve
ser efetuada dentro da gama de trabalho.

Segundo a norma ISO 8466-1, sdo recomendados dez padrBes distribuidos
equitativamente na gama de concentragfes. Para métodos que envolvam a realizacao
de uma curva de calibragdo, a avaliagdo da melhor gama de trabalho é realizada pelo
teste de homogeneidade das variancias ao primeiro e ao Ultimo padrdo da curva de
calibragdo, segundo a equagdo 1, de forma a observar possiveis diferencas

significativas nos limites da gama de trabalho.(Relacre, 2000)

2 Y2y — ¥)? 1)
2 =
n; — 1
Sendo:
10
— _ 4j=1 Vi j )
B4 n;

Parai=1ei=10.

Para analisar as possiveis diferencas entre as variancias, é efetuado o calculo do valor

teste PG, através das equacdes a) e b).

Sio

a) PG = 3
2

b) PG =2-

Sendo a) quando S3,> SZ; e b) quando S? > SZ,.
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A comparacdo é entéo efetuada com o valor da distribuicdo F de Snedecor/Fisher, para
n-1 graus de liberdade e caso:
e PG < F: as diferencas de variancias ndo séo significativas e a gama de trabalho
esta bem ajustada;
e PG >F:asdiferencas de variancias sao significativas e a gama de trabalho deve
ser reduzida, até que a diferenca entre as variancias relativas ao primeiro e
altimo padrbes permitam obter PG < F
Alternativamente também se pode verificar o coeficiente de correlacdo que deve ser
superior a 0.995. (Relacre, 2000)

> Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico representa a capacidade de resposta a
pequenas varia¢cdes na concentracdo do analito, traduzindo-se pelo quociente entre a
variacdo do sinal medido (4y) e a variagdo da concentragdo do analito (4c), tal como

representado pela equacao seguinte:

Ay
S = o (3)

Este valor é coincidente com o valor do declive da reta de calibragdo, caso a mesma
siga um modelo linear, e é relevante quando se pretende averiguar a sua evolucao ao
longo do tempo, comparar a sensibilidade entre varios métodos de analise do mesmo
analito baseados em modelos lineares, ou quando se compara a sensibilidade para

varios analitos. (Relacre, 2000)
» Limites analiticos

Em situacbes em que a amostra possui baixos conteidos do componente a ser
analisado ou quando se pretende avaliar uma propriedade especifica (valores
residuais), é crucial determinar o menor valor de concentragdo do componente que pode
ser identificado e mensurado pelo método a ser validado. Estes calculos incluem a
determinacé&o dos limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ).

O limite de deteccao representa a concentracdo minima do componente que pode ser
identificado e diferenciado do branco (amostra com a mesma matriz, mas sem a
presenca do componente), com uma certeza estatistica razoavel, embora n&o
necessariamente quantificado com exatiddo. E importante destacar que uma leitura

inferior ao LOD, ndo é indicadora da auséncia do componente. Este parametro é
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expresso em unidades de concentracdo e, mediante a utilizacdo de uma reta de

calibracéo, € calculado pela equacao.

LOD = ”bﬂ 4)

sendo: S,/ 0 desvio padrdo residual da curva de calibracdo; e b o declive da curva de

calibracéo.

O limite de quantificacédo refere-se a concentracdo minima do analito que pode ser
quantificada com uma precisdo e exatiddo aceitveis. Este parametro é crucial em
ensaios quantitativos de compostos em baixas concentracbes na matriz, sendo

especialmente aplicado na andlise de impurezas e/ou produtos de degradacéo.

LOQ = =2 (5)

sendo: S,/ 0 desvio padrao residual da curva de calibracdo; e b o declive da curva de
calibracgéo.

Na prética, o LOQ corresponde ao padrdo de menor concentracdo. (RELACRE, 2000)
» Taxa de recuperacao

A maior parte dos métodos analiticos apresenta perdas do analito de interesse durante
a extracdo a partir de matrizes mais complexas, levando a resultados inferiores a
concentracdo real presente na amostra original. Assim, avaliar a quantidade do
componente que pode ser adicionada a amostra, extraida e quantificada torna-se um
procedimento de validagcdo muito importante.

Para avaliar a recuperacgdo é importante fazer ensaios a trés niveis de concentragdo:
baixo, médio e alto, de acordo com a curva de calibracdo. Em métodos de matriz
biol6gica este parametro deve ser avaliado com o auxilio de um padrao interno.
Obviamente que o objetivo é obter altos valores de recuperagdo, porém o mais
importante é que a recuperagao seja consistente, precisa e reprodutiva. (Cassiano et

al., 2009)
Este parametro é calculado, em percentagem, através da equacao seguinte.

(Cfortificada - Cmatriz)

Recuperacao (%) = x 100 (6)

Cadicionada

52



sendo: Crificada @ cONcentracdo determinada na amostra fortificada; Cmariz @
concentracdo determinada na amostra nao fortificada; e Cadicionada @ CONcCentracao

adicionada de analito.

» Precisdo
Este parametro representa a dispersdo dos resultados entre ensaios independentes
repetidos em aliguotas da mesma amostra. A precisdo avalia os possiveis erros
sisteméaticos e aleatorios, constituindo uma garantia da qualidade dos resultados.
A veracidade dos resultados €, geralmente, avaliada em condi¢des de repetibilidade
(preciséao intra-dias) e precisdo intermédia (precisdo inter-dias), e expressa em termos

de estimativa do desvio padréo (s) ou desvio padrao relativo (DPR %).

(7)

DPR(%) = — X 100 (8)

s
x

Onde x; € o valor individual de uma determinagdo, ¥ € a média aritmética das
determinagdes e N € o numero de determinagdes.

E essencial que o método seja preciso, independentemente da concentracdo da
amostra, sendo assim aconselhavel analisar cada tipo de matriz de amostra, em
separado, de modo a abranger por completo o intervalo de concentra¢do do analito em
estudo. (Cassiano et al., 2009)

A repetibilidade € uma medida de expressao da precisdo de medicdes
sucessivas sobre uma mesma amostra, efetuadas nas mesmas condi¢des, em termos
de analista, equipamento, reagentes e preferencialmente, no mesmo dia. Tal parametro
€ expresso em desvio padrdo relativo, para cada nivel de concentracdes. Este
parametro ndo deve ser confundido com a analise da precisdo instrumental ou
repetibilidade de injecbes.(Cassiano et al., 2009)

A preciséo intermédia representa a habilidade do método fornecer os mesmos
resultados quando as andlises sao efetuadas no mesmo laboratério, mas em dias
diferentes, diferentes analistas e diferentes equipamentos. Para esta avaliagdo
aconselha-se um intervalo de pelo menos dois dias entre andlises. A preciséo intermédia
€ 0 parametro mais representativo da variabilidade dos resultados obtidos num
laboratorio e, por isso, a sua avaliagdo é bastante aconselhada. Este pardmetro é
expresso através da estimativa do desvio padrédo absoluto e do desvio padréo relativo.

(Cassiano et al., 2009; Ribani et al., 2004)
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» Robustez:

A robustez refere-se a habilidade de um método analitico de permanecer eficaz e
consistente, mesmo quando ocorrem pequenas variacdes intencionais nos parametros.
Em métodos como HPLC, estes parametros podem incluir:

- Velocidade de fluxo da fase movel;

- Temperatura da Coluna;

- Temperatura da amostra;

- pH da fase mével,

- Composicao da fase movel
A robustez é essencial para que o método garanta resultados precisos e confiaveis,

mesmo quando hé varia¢gdes normais nas condi¢des operacionais. (Gurram et al., 2017)

» Exatidao:
Este parametro reflete a proximidade entre o valor medido e o valor real. O método é
considerado exato caso uma amostra com um valor conhecido € analisada e o resultado
obtido € o mesmo que o real. Este parametro é frequentemente usado para descrever
somente erros sistematicos, sendo melhor expresso com o desvio em percentagem bias
do valor de referéncia. A exatiddo deve ter em conta tanto os erros sistematicos como

os aleatérios (bias). (Cassiano et al., 2009; Gurram et al., 2017)

X

—x
) % 100 (9)

Exatidao (Y%bias) = ( .

Onde x; é o valor de concentragé@o experimental e o x € o valor de concentra¢cdo nominal

de determinacéo.
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3. Materiais e Métodos

Tal como referido no capitulo 2.5.5, o procedimento estabelecido para a detecéo e
quantificagdo da acrilamida no café torrado realiza-se através de uma técnica de HPLC-
MS/MS ou por GC-MS do derivado mono ou dibromo da acrilamida (European Standard,
2015; Kocadagh & Gokmen, 2022; Preedy, 2015) O pré-tratamento da amostra, ou seja,
0 processo de derivatizagdo incluido neste método é de dificil execucdo e demorado,
pelo que se optou por um método sem esta etapa. Com o0 intuito de seguir um
procedimento expedito, para além da etapa de derivatizacdo, numa fase inicial deste
trabalho, explorou-se o desenvolvimento de um método que permitisse a utilizagdo de
um equipamento mais simples, nomeadamente de HPLC-UV.

Assim, nesta fase, o método desenvolvido fundamentou-se em publicagbes que
descrevem com sucesso a dete¢do e quantificacdo da acrilamida por HPLC-UV, em
diversos géneros alimentares, como batatas fritas, biscoitos e café (Can & Arli, 2014;
Wang et al.,, 2008, 2013) Os procedimentos reportados tém por base um pré-
tratamento da amostra que consiste essencialmente na extracdo aquosa da acrilamida
a partir da amostra em analise seguida de purificacdo. Apesar de Can & Arli (2014) terem
detetado acrilamida em café torrado por HPLC-UV, néo foi possivel reproduzir estes
resultados, devido a complexidade da matriz das amostras de café. Por estes motivos,
e com base em estudos realizados por HPLC-MS (Pugajeva et al., 2015; Senyuva &
Gokmen, 2005), na segunda fase deste trabalho, foi desenvolvido um procedimento
com base na norma EN 16618, que descreve uma andlise por HPLC-ESI-MS (Norma
Europeia - EN 16618, 2015). Em todos os procedimentos desenvolvidos a acrilamida foi
separada numa coluna cromatografica de fase reversa e detetada a varios

comprimentos de onda, nomeadamente a 200, 210 e 225 nm.
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3.1. Amostras

O café objeto deste estudo consistiu numa amostra comercial de café da Gorongosa
torrado e moido (Figura 3.1 A), constituida na sua totalidade pela espécie Coffea arabica
L. (café Arabica). Na fase final deste trabalho analisou-se ainda uma amostra comercial
de café da Gorongosa torrado fornecida mais recentemente.

Paralelamente, foram realizados ensaios com café comercial instantaneo da DELTA
Cafés (Figura 3.1 B), e de café proveniente de capsulas da Nespresso® Kazaar (Figura
3.1 C), sendo este ultimo constituido por uma mistura de café Ardbica e Robusta
(espécie Coffea canephora), de composi¢cdo percentual desconhecida, mas segundo

indicacdo do comerciante, composto maioritariamente por café Arabica.

Figura 3.1: Amostras de café analisadas. (A) amostra comercial de café da Gorongosa torrado e moido; (B)
amostra de café comercial instantaneo da DELTA Cafés; (C) amostra de café proveniente de capsulas da

Nespresso® Kazaar.

3.2. Reagentes e Materiais

Os solventes de grau HPLC utilizados foram: Hexano e Acetonitrilo da Honeywell, Acido
Formico e Acido Acético glacial da Carlo Erba, Metanol da Thermo Fischer Scientific.

A Acrilamida da VWR e a Acrilamida deuterada, o Sulfato de zinco, o Ferrocianato de
Potassio e o Acetato de zinco da Merck. Os restantes reagentes foram fornecidos pela
Sigma e pela Merck, tendo sido selecionados em qualidade e pureza de acordo com a
sua aplicabilidade. Estes produtos foram usados diretamente como recebidos, sem
tratamento prévio.

A agua ultrapura utilizada foi purificada através de um sistema Direct-Q®5UV da Merck.
As colunas de extragdo em fase solida (SPE) Oasis HLB (30 mg, 1 mL), Oasis HLB (200
mg, 6 mL) foram adquiridas & Waters e as colunas Bond Ellut Accucat (200 mg, 3 mL)
a Agilent Technologies.

Os filtros de seringa (0,45 um de nylon) utilizados foram os da MILLEX® - HN.

As colunas de fase reversa C18 usadas foram a Alltima (5 um; 4,6 x 250 mm) da Gace
Alltech e a Inertsil ODS-3V (5 um; 4,6 x 150 mm) da GL Sciences.
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3.3. Desenvolvimento do Método Analitico

No desenvolvimento das metodologias analiticas, para a quantificacdo da acrilamida em
amostras de café torrado, foram realizadas diversas experiéncias até se definirem os
procedimentos de preparacdo das amostras e os procedimentos analiticos, que
permitiram melhorar a detecdo deste composto. Para tal, efetuaram-se diversos
estudos, com diferentes solventes, colunas, temperaturas, fases méveis e caudais, que
serdo descritos neste subcapitulo.

Os estudos iniciais foram desenvolvidos por HPLC-UV - Waters 22695 com detetor PDA
(Photo Diode Array, Waters Alliance 2998) e posteriormente por HPLC-MS (HPLC
acoplado a um espetrémetro de massa Waters ACQUITY QDa), equipado com sonda
ESI e um analisador quadrupolo simples, utilizando o software Waters Empower™ 3

para tratamentos dos resultados.

3.3.1. Preparacédo das Amostras

O processo de determinacdo da acrilamida nas amostras analisadas envolveu varias
etapas fundamentais, nomeadamente, extracao solido-liquido, extracado liquido-liquido,
purificagdo/concentracéo e por fim a sua quantificagdo através de cromatografia liquida
analitica.

Desta forma, foram testados diversos procedimentos para a extracdo da acrilamida, que
se descrevem nesta secéo.

Os métodos 1 e 2 foram somente aplicados ao café da Gorongosa inicialmente
fornecido. O método 4, sendo o que apresentou melhores resultados de extragao, foi

aplicado as restantes amostras de café disponiveis.

3.3.1.1. Extracao da Acrilamida

A. Método 1

Inicialmente, introduziu-se 1 g de café da Gorongosa em dois tubos de centrifuga de
50 mL, adicionando-se 10 mL e 9 mL de agua ultrapura, respetivamente.

No tubo com menor volume de agua, adicionou-se 1 mL da solucdo-padrdo de
acrilamida de 1000 pg/L (previamente preparada) para estudos de recuperacéo.

A extracdo teve inicio colocando os tubos num agitador com agitacdo orbital
(Gallenkamp) a 150 rpm a temperatura ambiente, durante 30 min. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL de uma solugéo Carrez | (hexacianoferrato (Il) de potassio tri-hidratado

0,68 M) e 1 mL de uma solucdo Carrez Il (sulfato de zinco hepta-hidratado 2 M), e apos
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centrifugacdo (Hermle 2383 K) a 8000 rpm durante 20 min a 5 °C, foi possivel visualizar
a precipitacao de proteinas e lipidos presentes nos extratos (figura 3.2). O sobrenadante
foi recolhido e transferido para outro tubo de centrifuga e seco sob uma corrente de
azoto (figura 3.3) durante aproximadamente 3 h a temperatura de 40 °C.

Figura 3.3: Secagem dos extratos com corrente de azoto.

De seguida, o residuo foi redissolvido em 1 mL de agua ultrapura com auxilio de um
agitador vortex (lka — Vortex 2). O extrato aquoso foi filtrado com um filtro de seringa de
nylon (0,45 pm, MILLEX®- HN) para posterior andlise por HPLC-UV. (Wang et al., 2008,
2013)
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B. Método 2

Com o intuito de concentrar o extrato a analisar, neste método fez-se uma alteragéo da
razdo amostra:solvente, reduzindo em 50 % o volume de extracdo, ou seja, a 1 g de
café adicionou-se 5 mL de &agua ultrapura e para os estudos de recuperagdo
adicionaram-se a 1 g de café, 4 mL de 4gua e 1 mL de solucéo-padréo de acrilamida de
1000 pg/L. O restante procedimento foi o descrito anteriormente (Método 1).

Apobs a metodologia descrita, optou-se por introduzir uma etapa de extracdo em fase
sélida (SPE). Em ensaios iniciais foi empregue uma coluna de SPE de poliamida e
posteriormente, utilizaram-se colunas Oasis HLB (30 mg, 1 mL) e Bond Elut Accucat
(200 mg, 3 mL). O condicionamento das colunas de SPE foi realizado com 3,5 mL de
metanol seguido de 3,5 mL de agua. Fez-se passar o extrato pela Oasis HLB e
posteriormente pela Bond Elut Accucat, com o auxilio de uma bomba peristéltica (Gilson
— Miniplus), figura 3.4, desprezando sempre as primeiras 10 gotas de forma a excluir
gualquer vestigio do solvente de condicionamento. Todos os extratos foram recolhidos
e armazenados a 4 °C. (Senyuva & Gékmen, 2005; Wang et al., 2008, 2013)

Posteriormente, o enchimento da Oasis HLB foi aumentado para 200 mg, 6 mL e os

volumes totais dos solventes de condicionamento passaram a ser 7 mL.

Figura 3.4: Extracédo em fase soélida (SPE) com auxilio de uma bomba peristaltica.

C. Método 3

Paralelamente, realizou-se um método de extracdo semelhante ao descrito para o
Método 1, utilizando metanol como solvente em substituicdo da agua. (Senyuva &

Gokmen, 2005) No entanto, na etapa final ndo se realizou a secagem do extrato com
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azoto e efetuou-se uma segunda etapa de extracéo através das colunas de SPE Oasis
HLB e Bond Elut Accucat, conforme descrito no Método 2.

Neste método, de forma a obter-se um volume mais elevado de extrato final, aumentou-
se a massa de amostra de café a analisar, mantendo a razdo massa:solvente.
Somente no Ensaio 3_HPLC-PDA foi realizado a extracdo com metanol e ndo se secou
a amostra. Nos restantes ensaios onde se seguiu este método, a extragdo ocorreu com

agua e a secagem com azoto foi também realizada.

D. Método 4

Este método teve por base o procedimento de extracdo descrito nas normas 1SO
18862:2016 (E) e EN 16618:2015 (E), onde se utiliza n-hexano como solvente na fase
inicial de extragcdo, com o intuito de remover grande parte da matéria organica presente
na matriz do café, tendo sido aplicado a amostra do café da Gorongosa, ao café

instantaneo da DELTA e ao café de capsulas Nespresso.

As extracOes foram realizadas a partir de 2 g de café torrado da Gorongosa, com 2 mL
de n-hexano juntamente com 20 mL de agua ultrapura, com o intuito de remover
compostos orgéanicos insoluveis em &agua, com agitacdo vigorosa manual.
Posteriormente, centrifugou-se (Hermle Z383K) a 8000 rpm durante 25 minutos a 4°C.
Deste modo, foi possivel identificar 3 fases (figura 4.1), tendo sido a fase intermédia
(fase aquosa) recolhida (10 mL) e transferida para novos tubos de centrifuga, apds nova

centrifugacé@o durante 15 min sob as mesmas condigdes.

Ao sobrenadante recolhido, adicionou-se 1 mL das solucbes Carrez | e Il, e centrifugou-
se de novo, durante 10 min a 4000 rpm e 4 °C. Apos recolha do sobrenadante, lavou-se
o residuo com 2 mL de agua ultrapura e repetiu-se o Ultimo passo para posterior

purificagdo por SPE, tal como descrito no Método 2.

O extrato recolhido foi filtrado num filtro de seringa de nylon (0,45 pm, MILLEX®- HN) e
foi transferido para um baldo volumétrico de 20 mL, perfazendo-se o volume com agua

ultrapura.

Para efeitos de estudo de recuperacao, as extragGes foram realizadas em paralelo com
a adicdo de 100 pL de uma solucdo padréo interno de 10 pg/mL de acrilamida aguando

da adicdo do n-hexano (o extrato final obtido pode ser observado na figura 4.2 A).
Para a extracdo da acrilamida a partir do café instantaneo da DELTA, todo o

procedimento foi realizado de igual forma (o extrato final obtido para esta amostra pode

ser observado na figura 4.2 B).
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A extragdo da acrilamida do café de capsula Nespresso®, inclui uma etapa inicial
realizada numa maquina de café (Nespresso KRUPS), com agua ultrapura, até se obter
um volume final de 18 mL. N&o foi necessaria qualquer adi¢do de volume extra de agua,
pois a percolacao do café foi realizada com agua quente. O restante procedimento foi
idéntico ao anteriormente aplicado as amostras de café da Gorongosa e café

instantaneo da DELTA (o extrato final obtido € visivel na figura 4.2 C).

3.3.2. Andlise da Acrilamida

Tal como descrito por diversos autores, muitas dificuldades foram encontradas devido
a matriz complexa dos extratos de café, cujos interferentes sao co-extraidos juntamente
com a acrilamida. (Guenther et al., 2007) Por este motivo, foi necessario ultrapassar
multiplos desafios e varias alteracdes, quer na extracdo, de forma a obter um extrato
mais livre de interferentes, quer nas condi¢bes de eluicdo impostas no HPLC e nos
parametros do MS, que foram estudadas e otimizadas para a obtengdo de melhores
resultados.

O desenvolvimento do método de andlise comecou pela tentativa de detecdo da
acrilamida através de um sistema de HPLC-UV, pelo que a parte inicial deste
subcapitulo do desenvolvimento do método analitico incide exatamente neste assunto.
De referir, que face as dificuldades encontradas, foi necessério o recurso posterior ao

acoplamento de um espectrometro de massa.

3.3.2.1. Identificacdo do Comprimento de Onda para a Detecéo
da Acrilamida

Uma vez que o método de detecdo inicial selecionado foi o HPLC-UV, de forma a
identificar o comprimento de onda de absorcdo maxima da acrilamida 500 pg/mL foi
obtido um espetro de varrimento na gama de 200 a 600 nm (Espetrofotémetro UV-VIS
VWR, UV-3100PC).

3.3.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucao (HPLC-PDA)

Como ja indicado anteriormente, os estudos iniciais foram desenvolvidos num sistema
cromatografico de alta resolugdo da marca Waters 22695, equipado com bomba
quaternaria, forno de coluna, injetor automatico e detetor PDA (Photodiode Array
Detector, Waters Alliance 2998). O software de aquisicdo e tratamento dos dados foi o
software Empower™ 3.

Os estudos de otimizacao do procedimento analitico serdo descritos neste capitulo, e
resultaram no estabelecimento das condigbes cromatograficas para a andlise das

solugbes padrdo e das amostras. Nesta fase do trabalho, foram realizados somente
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ensaios com a amostra do café da Gorongosa inicialmente fornecida, que sofreu uma
série de extracOes (Métodos 1,2,3 e 4). Para o efeito, foram efetuados diversos ensaios
cromatogréficos, onde foram testadas 8 condic¢des, descritas seguidamente.

Todas as fases moveis utlizadas no sistema de HPLC foram previamente
desgaseificadas durante pelo menos 1 h. As solugbes padrdo e os extratos foram

analisados em duplicado.

e Ensaio 1_HPLC-PDA:

As condi¢cdes cromatograficas testadas por HPLC-PDA no primeiro ensaio estdo

indicadas na tabela 3.1.
Tabela 3.1: Condi¢des cromatogréficas de andlise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 1.

Parametros do Método Analitico Condic8es do sistema

Coluna (fase reversa) Inertsil ODS-3V (5 um; 4,6 x 150 mm)
A: acetonitrilo: &gua (1:24)

Fases Méveis (gradiente) B: acetonitrilo

Tempo (min) A % (VIV) B % (VIV)

0 100 0

. 10 100 0

Gradiente 12 20 80

17 20 80

19 100 0

40 100 0

Fluxo 0,4 mL/min
Volume de injecao 10 uL
Dete¢éo (comprimento de onda) 200, 210 e 250 nm
Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C

Tempo de corrida 40 min

A amostra analisada através deste procedimento HPLC-PDA Ensaio 1, foi extraida

através do método de extragdo 1.

e Ensaio 2_HPLC-PDA:

Com base nos métodos descritos por Wang et al., (2008, 2013) foram alteradas
determinadas condic¢des utilizadas no Ensaio 1, nomeadamente a coluna, o caudal e o
sistema de eluicdo (tabela 3.2). A alteracdo da coluna teve por base o aumento de

comprimento, mantendo-se a utilizacdo de uma coluna de fase reversa C18, permitindo
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aumentar o tempo de contacto dos interferentes com a fase estacionaria e promovendo
a eluicdo mais eficiente da acrilamida. O aumento do caudal e a mudanca para uma
eluicdo isocratica efetuou-se somente para rentabilizar o tempo de corrida e de
aquisi¢cao dos resultados.

A amostra analisada neste ensaio cromatogréfico foi obtida tendo em conta o método

de extracdo 2, utilizando uma coluna SPE de poliamida.

Tabela 3.2: Condic¢des cromatograficas de andlise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 2.

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema
Coluna (fase reversa) Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)
Fase Movel (isocratico) acetonitrilo: 4gua (1:24)
Fluxo 0,4 mL/min
Volume de injecao 10 pL
Detec¢do (comprimento de onda) 200, 210 e 250 nm
Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C
Tempo de corrida 10 e 20 min

e Ensaio 3 HPLC-PDA:

O ensaio 3 foi desenvolvido sob as mesmas condi¢gfes do ensaio 2, alterando somente
o tempo de corrida para 10 min. Esta diminuicdo teve por objetivo a obtencdo mais
rapida de resultados, tendo em conta que a acrilamida, sob estas condi¢cdes, é eluida
perto dos 8,5 min.

Através deste ensaio foram analisadas as amostras obtidas pelo método de extracéo 2,
utilizando uma combinacdo das SPE Oasis HLB (30 mg, 1 mL) e Bond Elut Accucat
(200 mg, 3 mL). De forma a verificar o melhor solvente de extracdo para andlise através
deste ensaio 3, foi ainda avaliado o extrato obtido através do método de extracao 3.
Este ensaio cromatografico permitiu também obter informacéo sobre o volume final de

extrato necessario.

e Ensaio 4 HPLC-PDA:

O presente ensaio teve como objetivo verificar a influéncia de alguns pardmetros de

manutencédo preventiva do sistema de HPLC, nomeadamente o tempo de estabilizacéo,
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limpeza e calibragdo do detetor, bem como o tempo de corrida cromatografica, na
detecdo da acrilamida.

A estabilizac&o é essencial para uma boa resposta do sistema, permitindo a garantia da
reprodutibilidade, preciséo e confiabilidade dos resultados experimentais, e tornando-se
assim uma etapa obrigatéria antes de qualquer utilizagdo. Os restantes parametros de
manutencdo devem ser controlados ocasionalmente. As condi¢des utilizadas neste
ensaio para os referidos parametros estao descritas na tabela 3.3.

As condicbes operacionais aqui aplicadas foram as apresentadas no ensaio 3,
aumentando-se apenas o tempo de corrida para 30 min. As amostras analisadas foram
obtidas através do método de extracéo 3.

Tabela 3.3: Pardmetros de manutencéo preventiva do sistema de HPLC aplicados no Ensaio 4.

Parametros de manutencao preventiva

Estabilizag&o 1h com solvente de trabalho

Limpeza Metanol, 1 mL/min, 1:30h

Fluxo e pressdo Adjust Seals

Detetor Calibragao Erbio

e Ensaio 5 HPLC-PDA:
Uma vez que nos ensaios anteriores se verificou a eluicdo de alguns compostos nas
fases finais das corridas cromatograficas foi testada outra condicdo de eluicdo em
gradiente, bem como o caudal a ser utilizado.
Neste ensaio, realizou-se um gradiente onde se diminuiu a progressao de acetonitrilo
puro para 50 %, comparativamente ao gradiente realizado no ensaio 1, lo que levou a
um aumento do tempo de corrida. As condigdes utilizadas neste ensaio estdo descritas

na tabela 3.4 e as amostras analisadas foram obtidas através do método de extracao 3.
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Tabela 3.4: Condi¢bes cromatograficas de analise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 5

Parametros do Método Analitico

Condicdes do sistema

Coluna (fase reversa)

Fases Mdveis (gradiente)

Gradiente

Fluxo
Volume de injecao
Dete¢do (comprimento de onda)
Temperatura do forno da coluna
Temperatura das amostras

Tempo de corrida

e Ensaio 6_HPLC-PDA:

Alltima C18 (5 pm; 4,6 x 250 mm)

A: acetonitrilo: agua (1:24)
B: acetonitrilo

Tempo (min) A % (VIV) B % (V/IV)
0 100 0
15 100 0
20 50 50
27 50 50
32 100 0
55 100 0
0,5 mL/min
10 pL

200, 210 e 250 nm
25°C
5°C

55 min

Com o objetivo de promover uma melhor separacdo da acrilamida dos interferentes,

neste ensaio cromatogréfico, acidificou-se a fase mével (10 % acetonitrilo em 90 %

agua) com acido férmico. (Wang et al., 2013) Assim, este ensaio teve por base o0 ensaio

5, estando as condi¢Bes descritas na tabela 3.5. A amostra foi extraida através do

método de extragéo 3.

65



Tabela 3.5: Condig6es cromatograficas de analise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 6

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema

Coluna (fase reversa) Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)

Fases Mdveis (gradiente)

A: 10% (V/V) acetonitrilo em 90% (V/V) agua
contendo 0,10% (V/V) acido férmico

B: acetonitrilo

Tempo (min) A % (VIV) B % (V/V)
0 100 0
15 100 0
Gradiente 20 50 50
27 50 50
32 100 0
55 100 0
Fluxo 0,5 mL/min
Volume de injecao 10 uL

Detecdo (comprimento de onda)

200, 210 e 250 nm

Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C
Tempo de corrida 55 min

° Ensaio 7_HPLC-PDA:

Através do ensaio cromatogréafico anterior, verificou-se que a fase mével acidificada
proporcionou melhoria nos resultados, pelo que neste ensaio foram testados para a
mesma fase movel diferentes temperaturas (25 °C e 30 °C), gradiente, e
consequentemente tempos da corrida cromatografica (Tabela 3.6). A amostra analisada

neste ensaio cromatografico foi extraida através do método 3.
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Tabela 3.6: Condi¢des cromatograficas de andlise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 7.

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema
Coluna (fase reversa) Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)
A: 10% (VIV) acetonitrilo em 90% (V/V) agua
Fases Mdveis (gradiente) contendo 0,10% (V/V) acido férmico
B: acetonitrilo
Tempo (min) A % (VIV) B % (V/IV)
0 100 0
15 100 0
Gradiente 17 20 80
22 20 80
24 100 0
40 100 0
Fluxo 0,5 mL/min
Volume de injecao 20 pL
Dete¢do (comprimento de onda) 200, 210 e 250 nm
Temperatura do forno da coluna 25°Ce30°C
Temperatura das amostras 5°C
Tempo de corrida 40 min
° Ensaio 8 HPLC-PDA:

Neste ensaio cromatografico, a semelhanga do ensaio 7 e com base no ensaio 6,
utilizou-se uma fase movel acidificada variando-se o caudal (0,4 mL/min) e o gradiente
(Tabela 3.7).
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Tabela 3.7: Condig6es cromatograficas de analise de acrilamida por HPLC-PDA no Ensaio 8

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema
Coluna (fase reversa) Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)
A: 10% (VIV) acetonitrilo em 90% (V/V) agua
Fases Mdveis (gradiente) contendo 0,10% (V/V) acido férmico
B: acetonitrilo
Tempo (min) A % (VIV) B % (V/IV)
0 100 0
15 100 0
Gradiente 20 50 50
27 50 50
32 100 0
55 100 0
Fluxo 0,4 mL/min
Volume de injecao 20 pL
Dete¢do (comprimento de onda) 200, 210 e 250 nm
Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C
Tempo de corrida 53 min

3.3.2.3. Identificacao e Quantificacao da Acrilamida por HPLC-
PDA

A identificacdo da acrilamida na amostra de café foi realizada por comparagédo com os
tempos de retencdo obtidos em idénticas condi¢cdes experimentais para as solucdes
padrdo. Para a quantificacdo recorreu-se a uma curva de calibracdo que expressa a
relac@o entre a concentracdo das solugfes padréo e as areas dos respetivos picos no
cromatograma.

A curva de calibracdo e a quantificacdo da acrilamida foram realizadas utilizando as
condi¢Bes cromatograficas do HPLC-PDA_Ensaio 5, descritas na tabela 3.4.

A partir de uma solucdo mae de acrilamida (1mg/mL) foram preparadas em agua
ultrapura oito solu¢des padrdo, com concentracdes finais de: 50, 100, 200, 300, 400,
500, 1000 e 2000 pg/L, para a construcéo da curva de calibracéo.

3.3.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Resolucédo Acoplada a
Espetrometria de Massa (HPLC-MS)

Como referido anteriormente, e devido a dificuldade de detecdo de acrilamida nas
amostras de café por HPLC-PDA, essencialmente atribuidas a matriz complexa dos
extratos das amostras de café, houve necessidade de utilizar um sistema de HPLC-ESI-
MS, de forma a tentar contornar os obstaculos mencionados.
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Para o efeito, e a semelhanca do desenvolvido para HPLC-PDA, foram definidos e
testados diversos parametros operacionais do espetrometro de massa, nomeadamente
modo de ionizacdo, temperatura de vaporizacdo e voltagem do cone, e como
consequéncia, houve necessidade de ajustar de novo alguns parametros no sistema do
HPLC.

Nos ensaios de HPLC-ESI-MS, foi mantida uma voltagem capilar de 1,5 kV (0 maximo
gue o equipamento utilizado permite), usando azoto como gas de nebulizacao,
dessolvatacéo e de cone. Os resultados incidiram na detecdo dos ides precursores e
ibes produto (m/z) da acrilamida por monitorizac&o seletiva de ido (SIR) e full scan (TIC)
da amostra.

Os ensaios de HPLC-ESI-MS realizados estdo descritos de seguida.

e Ensaio 1 HPLC-ESI-MS:
Numa primeira abordagem, foram testados alguns parametros operacionais no
espetrometro de massa, nomeadamente a temperatura de vaporizacdo, a voltagem do

cone e consequentemente o caudal da fase moével (tabela 3.8).

Tabela 3.8: Otimizacao de parametros do espetrémetro de massa

Pardmetros do Método Analitico Condig8es do sistema
Modo de ionizacdo Positivo ou Negativo
Temperatura de vaporizagéo 600, 400 e 300 °C
Caudal 0,5 e 0,2 mL/min
Tens&o de cone 15e18V
180 precursor (m/z) 72
I&o produto (m/z) 55

Devido as propriedades da acrilamida, a temperatura de vaporizacdo teve de ser
diminuida para 300 °C, e de forma a ndo comprometer a sua ioniza¢do, aumentou-se o
tempo de contacto com capilar de eletrospray, diminuindo o caudal de funcionamento
para 0,2 mL/min. Esta diminuicdo no caudal, levou ao acerto das condi¢des de eluicédo
em gradiente no HPLC adaptadas a partir das descritas por Wang et al. (2013), tal como
indicado na tabela 3.9.

Estas condicdes foram aplicadas ao extrato obtido pelo método de extracéo 3.
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Tabela 3.9: Condigbes cromatograficas de analise de acrilamida por HPLC-ESI-MS no Ensaio 1

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema

HPLC

Coluna (fase reversa)

Fases Mdveis (gradiente)

Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)

A: 10% (VIV) acetonitrilo em 90% (V/V) agua
contendo 0,10% (V/V) acido férmico
B: acetonitrilo

Tempo
(min) A % (VIV) B % (V/IV)

0 100 0

. 30 100 0
Gradiente 34 20 80

44 20 80

48 100 0

80 100 0

Fluxo 0,2 mL/min
Volume de injecdo 10 pL

Dete¢&o (comprimento de onda)

200, 210 e 250 nm

Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C
MS
Temperatura de vaporizagéo 300 °C
Tens&o de cone 18V
Modo de ionizacdo Positivo

e Ensaio 2 HPLC-ESI-MS:
As condicdes operacionais no ensaio 2 foram iguais as descritas no ensaio 1, mas

aplicadas a extrato obtido pelo método de extracao 4.

e Ensaio 3 HPLC-ESI-MS:
Este ensaio teve por base as condi¢cdes anteriormente descritas (Tabela 3.9), variando-
se a concentracdo de acetonitrilo (5%, 10% e 20% (V/V)) da fase movel, uma vez que a
retencdo dos compostos na coluna é afetada pela polaridade desta fase. Foram ainda
testados outros pardmetros, nomeadamente a tensdo de cone (18 e 20 V) e a
temperatura de vaporizacdo (300 e 350 °C), como indicado na tabela 3.10. Os extratos

analisados foram de novo, os obtidos através do método de extracado 4.
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Tabela 3.10: Otimizag&o de pardmetros do sistema HPLC-ESI-MS no ensaio 3

Parametros do Método Analitico Condicdes do sistema
Fase movel A (% acetonitrilo) 510e20%
Temperatura de vaporizacdo 300 e 350 °C

Tens&o de cone 18e 20V

e Ensaio 4 HPLC-ESI-MS:
Com base nos resultados obtidos no ensaio 3, este ensaio focou-se na composi¢ao da
fase movel, removendo o acetonitrilo e consequentemente com alteracdo da eluicédo
para um sistema isocrético (tabela 3.11). Os extratos analisados foram mais uma vez,

0s obtidos através do método de extragéo 4.

Tabela 3.11: Condi¢des cromatogréficas na andlise de acrilamida por HPLC-ESI-MS — Ensaio 4

Pardametros do Método Analitico Condic¢des do sistema
HPLC
Coluna (fase reversa) Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm)
0,01 mM &cido acético em uma solugéo
Fase Movel (Isocratico) aquosa de 0,2% (V/V) de &cido férmico
Fluxo 0,2 mL/min
Volume de injecdo 10 pL
Dete¢éo (comprimento de onda) 200, 210 e 250 nm
Temperatura do forno da coluna 25°C
Temperatura das amostras 5°C
Tempo de corrida 80 min
MS
Temperatura de vaporizagéo 300 °C
Tenséo de cone 18V
Modo de ionizacdo Positivo

Adicionalmente ainda se optou por adicionar a posteriori acrilamida deuterada para

efeitos de qualidade e recuperagéo.
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e Ensaio 5 HPLC-ESI-MS:
No Ensaio 5 de andlise por HPLC-ESI-MS foram mantidas as condi¢des do ensaio 4
(tabela 3.11), variando-se apenas a fase movel para 0,01 mM de acido acético numa
solucdo aquosa de 0,1 % (V/V) de &cido férmico.

e Ensaio 6_HPLC-ESI-MS:
No ensaio 6, foi aumentado o caudal para 0,4 mL/min tendo em conta as
restantes condicfes indicadas no ensaio 4 (Tabela 3.11).
A partir dos resultados obtidos nos ensaios anteriores foi testada outra coluna de fase
reversa Alltima C18 (5 um; 4,6 x 250 mm) da Grace, de forma a verificar o bom

funcionamento da mesma.

e Ensaio 7 HPLC-ESI-MS:

Neste ensaio comparativamente ao ensaio 4 (tabela 3.11), variou-se a composi¢do da

fase movel e o caudal, conforme descrito na tabela seguinte.

Tabela 3.12: Composicéo das diferentes fases moéveis e respetivos caudais de funcionamento para
analise da acrilamida por HPLC-MS no Ensaio-7

Fase movel Fluxo (mL/min)

10% acetonitrilo (v/v) com 90% (v/v) de 0.2

agua contendo 0,1% (v/v) acido férmico

0,1% (v/v) solucdo aquosa de 4cido 0.4

férmico e metanol (97:3)

0,1% (v/v) acido acético 0203

0,05% (v/v) acido acético 02e03

3.3.3.5. Identificacao e Quantificacao da Acrilamida por HPLC-
MS

A identificacdo da acrilamida nas amostras de café foi realizada por comparacdo com
os tempos de retencdo obtidos em condigBes idénticas das solugbes padrdo. A
quantificagdo néo foi possivel, porém uma curva de calibracéo foi construida para o caso
de ser necessario. A curva de calibracdo expressa a relacdo entre a concentracao das
solucdes padrdo e as areas dos respetivos picos no cromatograma.

A curva de calibracdo da acrilamida foi construida utilizando as ultimas condi¢gfes do

HPLC-MS _Ensaio 7, descritas na tabela 3.12, ou seja, eluicdo em modo isocratico com
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uma fase movel de 0,05 % (v/v) de &cido acético em agua, com um caudal de 0,3 mL/min
e um volume de injecédo de 20 pL. A temperatura da coluna Alltima C18 da Grace (5 pm,
250 mm x 4,6 mm), predefiniu-se para 30 °C.

Para o efeito, preparou-se uma solucdo mée de acrilamida deuterada (1 mg/mL) que
originou a solucdo de padréo interno 1 (10 pg/mL). A cada uma das solugdes da curva
de calibrac&o adicionou-se 400 ng/mL da solucéo de padréo interno 1.

Para preparar as solugdes da curva de calibracdo realizaram-se diluicdes sucessivas
com agua ultrapura de uma solu¢cdo mée de acrilamida (1 mg/mL) de modo a obter as
seguintes concentragdes finais: 0, 5, 10, 20, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, 5000 e
10000 ng/mL.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Extracao

A andlise visual dos extratos obtidos pelos diferentes métodos descritos em 3.3.1.1
revelou uma diferenca nitida no aspeto do extrato recuperado com n-hexano de acordo
com o método 4, face aos restantes.

Apos centrifugacéo, foi possivel visualizar trés fases bem distintas (figura 4.1), sendo a

fase intermédia a de interesse (fase aquosa).

Figura 4.1: Processo inicial de extra¢&@o da acrilamida, verificando-se trés fases: fase organica (fase
superior), fase aquosa (fase intermédia, contendo acrilamida) e fase sélida (fase inferior).

Posteriormente, o extrato final obtido a partir das SPE foi o que apresentou menor
coloracéo em relac@o aos obtidos pelos outros métodos, apesar de se notar diferencas
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entre os extratos das trés amostras, da Gorongosa, da Delta e da Nespresso® (Figura
4.2).

Figura 4.2: Extratos aquosos purificados e diluidos, obtidos a partir das amostras: (A) Gorongosa, (B)
DELTA e (C) Nespresso®.

4.2. Selecao do Comprimento de Onda para a Detecdo da
Acrilamida

Os resultados mostram que quanto menor o comprimento de onda, melhor a detecao
da acrilamida, verificando-se a 200 nm, absorvancias mais elevadas (figura 4.3). Porém,
como uma grande variedade de compostos absorve a este comprimento de onda, de
forma a ndo comprometer os resultados, selecionou-se 210 nm para analise da

acrilamida.
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Figura 4.3: Cromatogramas obtidos para uma solugdo de acrilamida de 500 pg/L a 200 nm (preto),
210 nm (azul) e 225 nm (verde).
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4.3. Otimizacado das Condicdes de HPLC-PDA

e Ensaio 1_HPLC-PDA:

Apesar dos extratos obtidos pelo método 1 mostrarem uma coloracéo forte (figura 3.2),
realizou-se uma injecdo de um desses extratos, nas condicbes apresentadas na

Tabela 3.1, com o intuito de verificar o perfil do cromatograma resultante.

104
...................................................................................................................
C % 14,00 17,00 1$,00 1,00 20

Figura 4.4: Cromatogramas do extrato sem adi¢do padrédo do café da Gorongosa (preto) e do
padréo de acrilamida 1000 ug/L (azul).
Da analise da figura 4.4, é possivel constatar que para o extrato, o pico da acrilamida
ndo foi detetado, e que nas condi¢cdes cromatograficas impostas, a acrilamida é eluida

em modo isocratico, uma vez que o gradiente sO se inicia aos 12 min. Face a estes

resultados, seguiu-se a implementacdo do ensaio 2.

e Ensaio 2 HPLC-PDA:
Estes ensaios permitiram verificar que a adicdo de uma etapa de extracdo em fase
sélida para amostras como o café torrado € essencial para assegurar a remocao de
grande parte dos interferentes. Quando se usou previamente uma SPE de poliamida,
nota-se nitidamente no cromatograma a reducdo do numero de picos, face aos
visualizados nos cromatogramas do ensaio anterior. Para se verificar 0 pico da
acrilamida, injetaram-se no sistema os padrdes 100, 500 e 2000 ug/L, para além do

extrato do café da Gorongosa.
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Figura 4.5: Cromatogramas do extrato da amostra de café da Gorongosa (verde) e de trés solucdes

padréo de acrilamida: 100 (preto), 500 (azul-claro) e 2000 (azul-escuro) pg/L.

Os incrementos na altura e na area do pico da acrilamida com o aumento da
concentracdo dos padrdes, permitem a confirmagcdo do seu tempo de retencdo de
6,36 min, e, portanto, a sua identificacdo, comprovando uma boa resposta do sistema
(figura 4.5). Contudo, a qualidade obtida para a linha de base no cromatograma da

amostra ndo permite garantir resultados analiticos precisos.

e Ensaio 3 HPLC-PDA:

Apesar da acrilamida apresentar maior solubilidade em agua do que noutros solventes,
como extracdes com metanol reportadas mostraram bons rendimentos (Senyuva &
Gokmen, 2005), optou-se pela sua utilizacdo nos procedimentos descritos no método 3
(vide 3.3.1.1).

Figura 4.6: Cromatogramas dos extratos do café da Gorongosa obtidos com agua (vermelho) e metanol
(preto); e com adicdo de 100 pL de padrao de 2000 ug/L de acrilamida aos extratos depois da extracao,

em agua (azul escuro) e em metanol (azul claro).

O extrato obtido com metanol e apos purificagdo com as solugdes Carrez | e Il mostrou-

se mais claro, porém depois de ser eluido das colunas SPE (Oasis HLB e Bond Elut
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Accucat) apresentou turvagdo, o que se pode dever ao facto da amostra ndo ter sido
seca com azoto. Apesar da amostra extraida com metanol ndo ter sido sujeita a
secagem, 0 que compromete a comparagdo com o ensaio da amostra aquosa, deu-se
continuidade as extragbes com agua, devido a elevada solubilidade da acrilamida neste
solvente e por a fase movel ser de base aquosa.

Tendo em vista a eliminagcdo de interferentes, selecionou-se posteriormente uma
combinacédo de duas colunas SPE, uma Oasis HLB e outra Bond Elut-Accucat, para o
tratamento da amostra antes da sua andlise por HPLC-DAD (Wang et al., 2013). No
entanto, o perfil atipico do cromatograma resultante, impossibilitou qualquer concluséo

sobre o efeito da alteracao realizada.

Figura 4.7: Cromatogramas do extrato aquoso da Gorongosa com adigéo de padréo de
acrilamida 2000 ug/L (azul) e sem adigao (preto) apds extragdo em fase sdlida (resinas Oasis HLB e Bond

Elut-Accucat). Cromatogramas das solugdes padrdo de 100 pg/L (azul claro) e 1000 pg/L (verde).

Perante a suspeita que o comportamento inesperado verificado na figura 4.7 poderia
estar relacionado com o volume reduzido obtido de extrato final e consequentemente
aplicado no vial para injecdo de 10 uL de amostra no sistema HPLC, foram realizadas
injecbes a partir de vials com volumes maiores de amostra (0,5 mL), tendo-se
comprovado que efetivamente, volumes muito pequenos no vial afetam a eficicia da
injecdo e naturalmente os cromatogramas obtidos. Perante esta evidéncia, foram
realizadas injecdes a partir de um volume de 1 mL no vial.

Deste modo, numa nova extracao (sem metanol), duplicou-se a massa inicial de café,
adequando os volumes de solvente e restantes solu¢des no procedimento de extracao.
Os cromatogramas resultantes da analise da amostra de café da Gorongosa e desta
amostra com adicdo de 100 uL de padrdo 2000 ug/L, apesar de revelarem um perfil
idéntico (figura 4.8), apresentaram linhas de base irregulares e dispares,

impossibilitando a visualizacdo do efeito da adicao de padrdo a amostra.
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Figura 4.8: Cromatogramas do extrato do café da Gorongosa com e sem adi¢do de padrao de acrilamida

2000 pg/L antes da extracdo (azul e preto, respetivamente).

e Ensaio 4 HPLC-PDA:

Apos injecdo do padréo de 1000 pg/L, verificou-se um cromatograma a decrescer para
valores negativos, sugerindo que apesar dos solventes utilizados serem de grau HPLC,
a estabilizacdo do sistema nédo estava a ser feita devidamente, pelo que se executou
posteriormente o procedimento de manutencgdo preventiva descrito na tabela 3.3.
Adicionalmente, face a possibilidade de o tempo de corrida para analise das amostras
de 10 min ser curto e ndo permitir a eluicdo da coluna de todos os compostos presentes
no extrato, comprometendo as inje¢des seguintes, estabeleceram-se as condi¢fes do
ensaio 3 e aumentou-se o tempo de corrida para 30 min.

Nestas condig¢es, injetaram-se o padréo de 100 ug/L, o extrato do café da Gorongosa,
0 mesmo extrato com adi¢do de 1 mL padréo 1000 pg/L antes da extracao e esse extrato

com adicdo de 20 puL da solu¢do mée (1 mg/mL) apds extracao.

MoRE A
& 3 B B B &

¥ B

\

0B v

—
\,

| A s .
i U\- 'L«/“r/ \\ e

e G = = —_

80 00 400 BO0 B W0 12,00 1440 1880 18,00 .00 i Pl 26,00 00

Figura 4.9: Cromatogramas do extrato do café da Gorongosa obtido com 20 mL de agua: sem adicao de
padrao de acrilamida (verde), com adi¢do de padrdo 1000 pg/L antes da extracao (preto) e adi¢céo de
20 pL da solugao mée (1 mg/mL) depois (azul claro), e do padrao de 100 pg/L (azul escuro).
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A adicdo de uma concentracdo elevada de acrilamida permitiu verificar efetivamente o
pico da acrilamida (t; = 8,8 min), porém, os interferentes ndo possibilitaram obter um
pico isolado e bem definido (figura 4.9). Apesar de comprovar a presenca da acrilamida,
0 cromatograma resultante da analise do extrato com 20 pL da solugdo mée apresenta
uma resolugéo entre picos muito baixa.

Na sequéncia dos perfis cromatograficos obtidos, foi realizada uma limpeza ao sistema
com metanol a um fluxo de 1 mL/min durante 1 hora, adicionalmente executou-se um
adjust seals e uma calibracao érbio do detetor, de forma a garantir a operacionalidade
do sistema (tabela 3.3).

Este procedimento melhorou bastante os cromatogramas e o efeito da adi¢cao do padréao

foi observado com sucesso (figura 4.10).

Figura 4.10: Efeito da adigao de padrao de acrilamida (2000 pg/L, t-= 8.9 min) ao extrato de café

da Gorongosa. Cromatogramas de: extrato com adi¢cdo de padrédo apds extragéo (preto), extrato (verde) e
padrao de 100 pg/L (azul).

A estabilizacdo com o solvente de trabalho é de certa forma demorada, mas essencial
para que a coluna figue saturada com o solvente, minimizando-se flutuacdes de
pressao. Este procedimento também permite a estabiliza¢do da linha de base do detetor
e consequentemente, a reducao do ruido e melhoria da precisao na detecdo.(Neue,
2002)
A estabilizacdo € assim crucial para uma boa resposta do sistema, pelo que é uma etapa
obrigatéria antes de qualquer utilizacdo. As restantes acbes foram realizadas
ocasionalmente e a limpeza do sistema foi necessaria apds varias inje¢des, tendo em

conta o extrato complexo do café.

e Ensaio 5_HPLC-PDA:

Na possibilidade de interferentes ndo estarem a ser eluidos na fase final da corrida

cromatogréfica, alterou-se a polaridade da fase mével ao longo do ensaio, com adicédo
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de acetonitrilo puro ao sistema, tornando-a menos polar e consequentemente permitir a
eluicdo de compostos que figuem mais tempo retidos na fase reversa da coluna. Deste
modo, com o intuito de prevenir contaminagdes dos ensaios seguintes implementou-se
novamente uma eluicdo em gradiente.

De forma a ultrapassar os problemas identificados nas analises realizadas e
desenvolver a melhor estratégia de otimizacdo das condigbes cromatograficas, foram
efetuadas inje¢des dos padrdes de acrilamida 500, 1000 e 2000 pg/L nestas condigbes
(tabela 3.4), alterando somente o tempo de corrida para 60 min. Nos cromatogramas
obtidos, verificou-se uma diminuigdo da linha de base para valores negativos e uma
auséncia no incremento da area de pico da acrilamida com o aumento da concentragao
do padréao.

Tal incoeréncia nos resultados levou & mudanga do equipamento HPLC, pois todo o
procedimento de estabilizacdo e funcionalidade do equipamento estava a ser realizado
com 0 maior rigor.

Esta mudanca levou a aplicagéo de todas as precaugdes da tabela 3.3.

Para verificar o desempenho do sistema, analisaram-se solugfes padrédo de 500 e
1000 pg/L com eluicdo em modo isocratico da fase movel A (acetonitrilo: agua, 1:24) e
durante 10 min (figuras 4.11 e 4.12).

w0 03

Figura 4.11: Cromatograma do padr&o de acrilamida 500 pg/L (tr = 9,038 min, A= 107587 pV s) obtido em

condigbes isocraticas.
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Figura 4.12: Cromatograma do padrao de acrilamida 1000 pg/L (tr = 9,027 min, A = 213303 pV s) obtido

em condig¢des isocraticas.
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Os cromatogramas obtidos revelaram-se semelhantes, com a acrilamida a ser eluida
proximo dos 9 min. A &rea do pico do padrdo de 1000 pg/L também mostrou ser
sensivelmente o dobro da do pico detetado para o padréo de 500 pg/L, como expectavel.
Deste modo, testaram-se novamente as condi¢des de eluicdo em gradiente (tabela 3.4).
As figuras 4.13 e 4.14 mostram que a eluicdo em gradiente estd a comprometer os
resultados, mas tendo em conta a quantidade de interferentes que o extrato do café
ainda apresenta, insistiu-se na eluicio em gradiente de forma a descartar a

possibilidade de estar a ocorrer contaminagdes entre injegoes.

Figura 4.13: Cromatograma do padréo de acrilamida 500 ug/L obtido em condigdes de gradiente
(tabela 3.4).
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Figura 4.14: Cromatograma do padréo de acrilamida 1000 ug/L obtido em condi¢des de gradiente

(tabela 3.4).

O efeito do caudal também foi analisado e injegbes com um caudal de 0,5 mL/min, e
consequente ajuste nas condigbes cromatogréficas do gradiente, foram avaliadas. Em
simultaneo, no gradiente imposto a progressao do acetonitrilo para 80% (tabela 3.1) fez-
se diminuir para 50 % (tabela 3.2.), pois a variacgao inicial poderia estar a ser demasiado
abrupta, podendo conduzir a flutuagbes na pressdo do sistema, afetar demasiado a
polaridade da fase mével e comprometer a separagcdo dos compostos.

Apo6s nova limpeza do sistema, injetaram-se os padrdes de acrilamida (500 pg/L e
1000 pg/L) e o extrato de café da Gorongosa com e sem adi¢do de padréo (1000 pg/L)
antes da extragéo.

Obtidos os cromatogramas com triplicados muito idénticos, os dos padres mostraram

que a acrilamida é eluida exatamente aos 8,6 min (figura 4.15). O padréo de 500 pg/L
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apresentou uma area de pico de 55032 pV s e o padrdo de 1000 pg/L uma éarea de
114577 pV s.

Figura 4.15: Cromatogramas dos padrdes de acrilamida de 500 e 1000 pg/L (tr = 8,6 min) obtidos em
condigbes de gradiente (tabela 3.4).

Relativamente ao cromatograma da amostra de café (figura 4.16), um pico no mesmo
tempo de retencdo é detetado, porém com desvio da linha de base, e com pefrfil
diferente, apesar de parecido com o obtido para a amostra a que se adicionou padrdo
antes da extracdo. A adicdo de padrao de acrilamida a amostra permitiu a visualizacado

de um pico melhor definido, com o mesmo tempo de retencdo e menor area.

a0
o

Figura 4.16: Cromatogramas dos extratos de café da Gorongosa com adi¢do do padrdo de 1000 pg/L

(preto) e sem (azul), obtidos em condi¢bes de gradiente (tabela 3.4).

No extrato do café sem adicdo de padrdo, obteve-se para a acrilamida um tempo de

retencdo de 8,683 min e uma area de pico de 4499470 pV s, enquanto no extrato com
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adicdo de padrdo, a acrilamida foi eluida aos 8,654 min, com uma area de
2693636 PV s. As areas de pico determinadas podem ndo estar diretamente
relacionadas com a concentracdo da acrilamida, pois tal como é possivel observar nos
cromatogramas da figura 4.16, o pico do composto em analise ndo sai livre de
interferentes, influenciando a sua quantificacao.

Face a estes resultados, uma nova extragéo foi realizada com o objetivo de fazer mais
ensaios e investigar a resposta do sistema. Os procedimentos de extracao (método 3)
e de analise (tabela 3.4.) foram mantidos nos ensaios com o padrdo de 1000 ug/L e com
os extratos (figura 4.17).
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Figura 4.17: Cromatogramas do padrao de acrilamida 1000 pg/L (verde) (tr = 8,824 min) e dos extratos de

café da Gorongosa com adigao de padrao de 1000 pg/L (azul) e sem (preto).

Um ligeiro desvio no tempo de retengédo da acrilamida para 8,824 min foi verificado e
analisando os cromatogramas dos extratos de café, que desta vez se revelaram
idénticos, notou-se um aumento na altura do pico, com esse mesmo tempo de retencgéo,
para o extrato onde se adicionou acrilamida antes da extracdo. Finalmente, o incremento
do pico da acrilamida foi detetado, porém nestas condi¢des, a acrilamida néo foi eluida
eficientemente e a inconsisténcia nos resultados alcancados até esta fase do trabalho
ndo possibilitam qualquer concluséo sobre a presenga e quantidade deste composto no

café da Gorongosa.

e Ensaio 6 HPLC-PDA:

Este ensaio incidiu na alteracdo da composicdo da fase mével, acidificando-a. Esta
estratégia foi seguida devido a estabilidade da acrilamida nestas condicdes
(Roach et al., 2003) e com a expectativa de outros compostos presentes no extrato de

café diferirem no seu comportamento, podendo-se assim melhorar a resolucdo da
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separacao cromatografica e consequentemente, viabilizando a quantificagéo do analito
nos extratos.

Desta forma, foram analisados: a solucdo padréo de acrilamida de 1000 pg/L, o extrato
do café da Gorongosa com e sem adicdo de padréo (1000 pg/L) antes da extracéo e
por ultimo, uma mistura de igual volume de extrato e padrao de 1000 pg/L (figuras 4.18
e 4.19).
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Figura 4.18: Cromatogramas do padréao de acrilamida 1000 pg/L (vermelho, t- = 7,306 min), do extrato do
café da Gorongosa sem adigao de padrao (azul) e com adi¢do de padrdo antes da extracéo (verde), e do

extrato com adigéo de padrao somente no final da extragao (preto).
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Figura 4.19: Cromatogramas da amostra de café da Gorongosa com adigao de padrao 1000 ug/L depois
da extragdo num volume igual ao volume de amostra.

Uma melhoria significativa foi verificada com a acidificacdo da fase mdvel, que apesar

de ainda néo ter permitido a eluicdo da acrilamida livre de interferentes do extrato,

resultou num aumento da resolucdo do seu pico com boa reprodutibilidade entre

replicados (figura 4.19). De referir também, o incremento dos picos nos cromatogramas,

que é corroborado com as areas dos picos determinadas (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Areas dos picos e respetivos tempos de retencdo da amostra de extrato de café da

Gorongosa com adi¢éo de padréo (1000 pg/L) antes e depois da extracéo.

Extrato Area do pico (uV s) Tempo de retencdo (min)
Gorongosa 4486124 7,313
Gorongosa + Padrao
4928453 7,311
(antes da extracao)
Gorongosa + Padrao
5379199 7,318

(ap0s a extracao)

A acidificacdo da fase movel proporcionou efetivamente uma melhoria na separagéo
dos componentes do café e com o intuito de se definir as condicdes mais adequadas,
variou-se o gradiente do sistema eluente, e posteriormente a temperatura da coluna, tal

como se pode verificar pelo ensaio 7.

e Ensaio 7 HPLC-PDA:

Estes ensaios foram realizados com caudais de 0,4 e 0,5 mL/min, tendo sido testadas
para o caudal de 0,4 mL/min, temperaturas de coluna de 25 e 30 °C.

Nestas condic¢des, injetaram-se o padrao de acrilamida (1000 pg/L), o extrato de café
(Gorongosa), o extrato de café com adicdo de padrdo antes da extragdo (Gorongosa +
Padrao) e por ultimo, uma mistura de igual volume de extrato e padrdo de 1000 ug/L
(Gorongosa + Padrao final).

Da analise das figuras 4.20 a 4.23, é possivel verificar que o aumento da temperatura
ndo promove a separacdo cromatografica da acrilamida, enquanto a diminuicdo do

caudal favorece.
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Figura 4.20: Cromatogramas do padrao de acrilamida 1000 pg/L obtidos nas seguintes condi¢des: caudal
de 0,5 mL/min a 25°C (verde); caudal de 0,4 mL/min a 30 °C (preto); caudal de 0,4 mL/min a 25 °C (azul).
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Figura 4.21: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa obtidos nas seguintes condigdes: caudal
de 0,5 mL/min a 25°C (verde); caudal de 0,4 mL/min a 30°C (preto); caudal de 0,4 mL/min a 25 °C (azul).
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Figura 4.22: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa com adigao de padréo de acrilamida
1000 ug/L antes da extragéo, obtidos nas seguintes condi¢des: caudal de 0,5 mL/min a 25 °C (verde);
caudal de 0,4 mL/min a 30 °C (preto); caudal de 0,4 mL/min a 25 °C (azul).
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Figura 4.23: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa com adi¢édo de padréo de acrilamida
1000 pg/L depois da extragdo num volume igual ao volume de amostra, obtidos nas seguintes condi¢des:
caudal de 0,5 mL/min a 25 °C (verde); caudal de 0,4 mL/min a 30 °C (preto); caudal de 0,4 mL/min a
25 °C (azul).

E de realcar, que foi realizada numa primeira andlise, uma estimativa grosseira da
massa de acrilamida nas amostras injetadas, tendo em consideragdo que cada vial
continha 1mL, o volume injetado no sistema (20 pL), a concentracdo da solugéo padrédo
de acrilamida e as areas dos picos obtidos para a solucdo padrdo e amostras. Ou seja,
conhecendo a concentragdo do padréo (1000 pg/L) e o volume injetado no sistema, para
0,02 pg de acrilamida, ira ter uma area de pico correspondente. Fazendo esta relagédo

de massa injetada — area de pico, obtiveram-se os valores indicados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Areas dos picos e respetivas massas de acrilamida por injegéo (20 uL) do padrédo de

acrilamida 1000 ug/L e da amostra de extrato de café da Gorongosa com e sem adigédo de padrdo, obtidas

para diferentes caudais e temperaturas de coluna

. , Massa de acrilamida por
Caudal 0,5 mL/min a 25°C Area (uV s) L
injecao (ng)
Padréao 1000 pg/L 762550 0,020
Gorongosa 3596769 0,094
Gorongosa + Padrao 4708385 0,120
Gorongosa + Padrao final 4204689 0,110
. i Massa de acrilamida por
Caudal 0,4 mL/min a 25°C Area (uV s) L
inje¢ao (ug)
Padréo 1000 pg/L 721342 0,020
Gorongosa 5229342 0,145
Gorongosa + Padrao 8073765 0,220
Gorongosa + Padrao final 5848428 0,160
, Massa de acrilamida por
Caudal 0,4 mL/min a 30°C Area (pV s) L
inje¢ao (ug)
Padrédo 1000 pg/L 753083 0,020
Gorongosa 4522770 0,120
Gorongosa + Padrao 4445753 0,118
Gorongosa + Padrao final 4472246 0,119

Comparando as massas de acrilamida obtidas para as amostras “Gorongosa + Padrao”
e “Gorongosa + Padrao final”’, o expectavel seria obter uma area de pico superior para
a amostra em que é realizada a adicdo de padréo apos extragdo, mesmo tendo em
conta o fator de diluicdo de 2 associado a mistura da solu¢éo padréo com o extrato final.
Quando as condi¢cdes cromatograficas sdo alteradas, € natural a observacdo de
alteracdes nos cromatogramas, porém as areas dos picos obtidas para as amostras tém
uma variagdo muito significativa. Acresce que esses valores sdo muito mais elevados
do que os determinados para o padréo de acrilamida de 1000 pg/L, que corresponde ao
segundo ponto de concentracdo mais elevada da curva de calibragéo realizada (figura
5.26). Estes resultados podem dever-se a separacao ineficaz de um interferente do

extrato de café, que inviabilizou a eluicdo da acrilamida na forma isolada.
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Face ao exposto, a acidificacdo da fase movel melhorou a resolu¢éo dos picos, apesar

de incompleta para o pico da acrilamida.

4.4. Curvade Calibracdo obtida por HPLC-PDA

Tendo em vista a quantificagdo da acrilamida nas amostras, foi construida uma curva de
calibragéo (figura 4.24), do tipo y = mx + b, com m a representar o declive e b a ordenada

na origem, impondo as condi¢des descritas em HPLC-PDA_Ensaio 5 (tabela 3.4).
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Figura 4.24: Curva de calibracdo para as vérias solu¢bes padréo de acrilamida (50-2000 pg/L),

eluicdo em gradiente e com dete¢do a 210 nm

Da analise da figura anterior, € possivel inferir que o método apresenta uma boa
linearidade de resposta, com um R? de 0,9998.

A construcdo da curva de calibracdo permite determinar os limites analiticos,
nomeadamente o LOD, pela equacgéao 4, e o LOQ, através da equagao 5. Deste modo,
o limite de detecdo corresponde a 33,67 upg/L, e o limite de quantificacdo a
102,04 ug/L.

No entanto, devido as dificuldades encontradas no desenvolvimento de um método de
HPLC-UV para detecao e quantificacao de acrilamida em amostras de café, optou-se
por dar continuidade ao trabalho num sistema de HPLC acoplado a espetrometria de

massa.

4.5. Otimizacado das Condicdes de HPLC-MS

A detecdo da massa da acrilamida é um procedimento mais sensivel e seletivo, e o seu

acoplamento ao sistema de cromatografia liquida é aconselhado por alguns autores

90



para detecdo e quantificagdo da acrilamida no café. (Andrzejewski et al., 2004;
Kocadagl & Gokmen, 2022; Li et al., 2023)

Face a inexisténcia de um sistema de HPLC-MS/MS nos laboratérios do ISEL, os
ensaios foram conduzidos num equipamento de HPLC-MS

e Ensaio 1_HPLC-ESI-MS:

Este ensaio teve como principal objetivo a sele¢cdo e otimizacdo das condicbes
operacionais no espetrémetro de massa.

Devido as propriedades da acrilamida, as andlises foram realizadas em modo de
ionizagd@o positivo, ainda que ndo tenham sido detetados com sucesso 0s sinais dos
ibes com valores m/z de 72 (ido precursor) e 55 (ido produto). Deste modo, foram
testadas alteracdes na voltagem de cone e na temperatura de vaporizagao.

A acrilamida apresenta uma decomposicao térmica relativamente baixa (175-300 °C)
(MERCK, 2004) embora esta possa ser superior em algumas partes do sistema que
operam em vacuo. De forma a evitar essa decomposi¢do, a temperatura de vaporizagcao
inicialmente utilizada de 600 °C foi reduzida para 400 °C. Nestas condi¢des, 0 ido com
razdo m/z 72 foi detetado, mas o de 55 ndo, pelo que se diminuiu a temperatura até
300 °C. Esta reducéo acentuada, num sistema que trabalha a temperaturas muito mais
elevadas, exigiu um decréscimo do caudal, de forma a aumentar o tempo de contacto
com o vaporizador. Assim, o caudal foi modificado para 0,2 mL/min (com consequente
ajuste do gradiente) e nestas condi¢bes foram detetados para o padréo de acrilamida
os ibes com m/z 72 e 55. Apesar desta alteracdo ter permitido essa detecdo, a
intensidade do sinal do i&o com m/z 72 foi bastante mais elevada do que a do ido
produto, indicando uma ionizagdo incompleta do analito.

A voltagem de cone inicial de 10 V foi aumentada para 15 V, porém, somente com
18V, foi possivel a detecdo em modo full scan dos iBes com valores mais proximos dos
m/z pretendidos, apesar do sinal do i&o precursor (m/z 72) se mostrar sempre superior
ao do ido produto (m/z 55).

No modo full scan, todos os ibes formados na fonte s&o captados e detetados, enquanto
no modo SIR (monitorizacéo seletiva de i&o) apenas os sinais dos ibes com valores m/z
especificos sdo analisados, sendo os dos restantes i6es excluidos, o que proporciona
uma analise mais seletiva e sensivel. Assim, devido a sua sensibilidade, o modo SIR foi

eleito para quantificar a acrilamida.
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Foi selecionado um gradiente com passagem para 80 % de acetonitrilo, tendo em conta
gue este solvente néo influéncia o pico da acrilamida e assegura a remocdo dos
interferentes da coluna cromatogréfica. E ainda de realcar que a acidificacdo da fase
mével é vantajosa no sistema de andlise ESI, pois melhora a eficiéncia de ionizagéo e
permite alcancar uma sensibilidade adequada em espetrémetros de massa. (Riediker &
Stadler, 2003b)

Deste modo, no sistema HPLC-MS foi realizada uma sequéncia de 9 injecdes, das

seguintes solucdes:

(a) padrao de acrilamida 1000 ug/L

(b) extrato de café da Gorongosa

(c) extrato de café da Gorongosa com adicao antes da extragéo de padrao de acrilamida
1000 pg/L (G.P.)

e das seguintes misturas:

(d) extrato de café da Gorongosa:agua ultrapura (9:1)

(e) extrato de café da Gorongosa:solucéo padrdo de acrilamida 1000 pg/L (9:1)
(f) extrato de café da Gorongosa:solugdo mae de acrilamida (1 mg/mL) (9:1)
(g) G.P.:4gua ultrapura (9:1)

(h) G.P.:solugéo padréo de acrilamida 1000 pg/L (9:1)

(/) G.P.:solugcdo mae de acrilamida (1 mg/mL) (9:1)

As injecdes foram realizadas em duplicado a partir do mesmo vial, contudo nem todos
0S cromatogramas apresentaram concordancia entre duplicados, originando nalguns
casos areas de pico da acrilamida dispares. Os resultados obtidos encontram-se nas

tabelas seguintes.

92



Tabela 4.3: Resultados de detecéo por PDA e QDA no sistema de HPLC-MS para a solucédo padrédo de

acrilamida 1000 pg/L e extratos de café da Gorongosa com e sem adi¢do de padréo antes da extragdo

(G.P.).
QDA
PDA QDA (modo Full scan)
(SIR)
Area Intensidade Intensidade
tr (min) t- (min) | m/z m/z
(LV x s) (u.a) (u.a)
~ 18,790 1,42x 108 19,3 71,96 3,44 x 10% 54,84 5,6 x 104
(a) Padrao
1 L
000 ug/ 18,665 1,29x 108 19,2 71,94 3,915x 10° 54,80 6,679x 104
(b) 18,667 1,65x 107 19,1 71,99 6,27x 104 54,71 4.814x 103
Gorongosa | 15634 | 262¢107 | 191 |7182| 4797x10¢ |5457 | 1.488x10¢
(c) 18,607 1,71x 107 18,9 71,82 4.82x 104 54,61 1,03x 104
Gorongosa +
Padrio (G.P.) | 18,555 | 1,34x 107 18,8 | 71,83 | 6,47x10* |54,72 | 3,936x 103

Tabela 4.4: Resultados de detecdo por PDA e QDA no sistema de HPLC-MS para os extratos de café da

Gorongosa com e sem adi¢do de padréo ou solugdo mée de acrilamida depois da extracéo.

QDA
PDA QDA (modo Full scan)

(SIR)

Area Intensidade Intensidade

tr (min) tr (min) | m/z m/z
(LV X S) (u.a) (u.a)
(d) 18,644 | 2,58x 107 19,1 | 71,93 6,84x 104 54,77 | 9,917x 103
Gorongosa +
agua 18,777 2,7x 107 19,1 | 71,87 6,62x 104 54,71 8,964x 103
(e) 18,769 | 2,366x 107 19,0 | 71,84 | 7,868x10* |54,79 | 8,112x 108
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Gorongosa +
18,733 | 2,788x 107 19,0 |71,95| 8,712x10* | 54,76 | 1,7855x 104
padrao

() 18,711 | 3,887x 107 18,9 | 71,93 4,39x 1068 54,86 7,29x 10°

Gorongosa +
solugdo-mie 18,664 | 3,543x 107 18,9 | 71,93 | 4,324x10% | 54,86 | 7,058x 10°

Tabela 4.5: Resultados de detecédo por PDA e QDA no sistema de HPLC-MS para os extratos de café da
Gorongosa com adi¢do de padréo antes da extragdo e com e sem adi¢édo de padréo ou solugdo mae de

acrilamida depois da extracéo.

QDA
PDA QDA (modo Full scan)
(SIR)
Area Intensidade Intensidade
tr (min) t- (min) | m/z m/z
(LV x s) (u.a) (u.a)

(g) G.P + 18,572 | 1,476x 107 188 |71,89 | 6,513x10* | 54,77 | 3,973x 103

agua 18,539 | 1,47x107 | 18,8 |71,93| 7,465x 10 |54,95| 1,053x 103
(hGp+ |18512| 1508107 | 187 | 71,88 | 6335x10¢ | 54,83 | 5631x10°
Padrdo | 18507 | 1,525x107 | 18,7 |72,04| 656x10¢ |54,69 | 9,646x10°
()Gp+ | 18471 | 298107 | 186 |7195| 453x10° | 5484 | 853x10°

solugdo-mae | 15 441 | 2,849x 107 | 185 |7194 | 477x105 |54.87 | 7,418x 105

Quanto aos dados fornecidos por MS, os sinais do ido de m/z 72 foram superiores aos
sinais do ido de m/z 55 em todas as amostras. Outro aspeto importante é que, quando
se comparam duas amostras diferentes, como por exemplo na tabela 4.3 a 12 injecdo
da Gorongosa e da Gorongosa + Padrdo, uma tem uma area de pico maior pelo detetor
PDA, mas menor pelo QDA. O melhor resultado foi obtido quando se adicionou solucao
mé&e ao vial, pois permitiu a obtencéo de valores de m/z sempre proximos dos reais, de
intensidades e areas concordantes entre inje¢fes, apresentou cromatogramas do SIR
guase sem ruido e permitiu visualizar bem o pico da acrilamida no PDA. De referir que
os tempos de retencdo apresentados nas tabelas anteriores sugerem uma tendéncia
decrescente com o decorrer das injecdes, podendo isto dever-se a alteracfes na
composi¢cdo da fase mével que devido ao tempo de utilizagdo comegou a sofrer
modificagdo por evaporagdo. A temperatura também tem uma forte influéncia no tempo

de retencdo e quando se realiza muitas corridas continuas sob as mesmas condi¢fes e
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ndo se lava com um solvente orgéanico, pode ocorrer deterioracédo da fase estacionéaria
da coluna. (Neue, 2002)

e Ensaio 2_HPLC-ESI-MS:

Neste ensaio foi analisado o extrato de café da Gorongosa obtido com n-hexano,
seguindo o procedimento do método 4 (vide 3.3.1.1).

O cromatograma desta amostra evidencia uma melhoria nitida comparativamente com
o registado ap0s a realizagdo do método de extracdo 3 (figura 4.25). Porém, é de notar

gue permanece a co-eluicdo de um interferente da acrilamida.

e

B T T T T T T S T T T T T e T T T e T T T ]

Figura 4.25: Cromatogramas dos extratos de café da Gorongosa obtidos com (preto) e sem
n-hexano (azul).

Como se pode verificar, a utilizacdo de n-hexano na fase inicial da extracéo contribuiu
para a remocao de muitos compostos da matriz, possibilitando também a obtencéo de
uma linha de base estavel e corretamente ajustada, o que permite uma quantificacédo
mais precisa. De referir, no entanto, que o método de extracdo em questdo inclui uma
diluicdo do extrato eluido a partir das colunas SPE para um volume final de 20 mL, que
eventualmente, pode ter contribuido para a qualidade do cromatograma.

A monitorizagao seletiva do ido (SIR) com m/z 44 foi também efetuada, com o intuito de
tentar confirmar a presenca da acrilamida, porém o seu sinal so foi visualizado quando
adicionado o padréo de 2000 pg/L, evidéncia que corrobora a baixa resolugcédo deste ido
em extratos alimentares anteriormente descrita. (Riediker & Stadler, 2003a) Para o
extrato de café sem adi¢@o de padrdo, o ido com m/z 55 também néo foi identificado no
modo de aquisicdo SIR e no modo full scan, os valores m/z detetados foram distantes

do esperado.
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Nesta fase do trabalho, foram realizadas diversas analises das solucdes listadas a

seguir, que permitiram obter os resultados sumarizados na tabela 4.6:

(a) padrao de acrilamida 2000 pg/L

(b) padréao de acrilamida 100 pg/L

(c) extrato de café da Gorongosa:agua ultrapura (19:1)

(d) extrato de café da Gorongosa:solucao padrao de acrilamida 100 pg/mL (19:1)

(e) extrato de café da Gorongosa com adi¢ao antes da extracao de padréo de acrilamida
100 ug/L

(f) extrato de café da Gorongosa:solucdo padrao de acrilamida 2000 pg/mL (19:1)

(g) extrato de café da Gorongosa com adi¢cao antes da extracéo de padrao de acrilamida
2000 pg/L

Tabela 4.6: Resultados de detecédo por PDA e QDA no sistema de HPLC-MS para as solugdes padrao de
acrilamida 2000 e 100 ug/L e extratos de café da Gorongosa com e sem adi¢ao de padréo - antes (AE) e

depois da extracdo (DE).

PDA QDA (SIR)
m/z (44) m/z (55) m/z (72)
tr Area
(min) (uV's) tr Area tr Area tr Area
(min) (HV's) (min) (HV's) (min) (HV's)

2 picos com
1,80x10° - 18,693 | 6,03x104
r > min

(d) Gor. + 2 picos com
1,78x10° 18,70 | 1,84x10°% | 18,693 | 1,55x10°
100 (DE) tr > 19 min
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(f) Gor. +

18,488 | 3,72x106 | 18,763 |4,55x104| 18,68 | 1,56x106 | 18,696 | 2,87x107
2000 (DE)

(g) Gor. +

18,084 | 1,76x106 | 18,320 |5,58x104 | 18,27 | 9,86x105 | 18,259 | 1,85x107
2000 (AE)

n.d. — ndo detetado; as diferentes cores representam inje¢des com 24 h de intervalo.

Os cromatogramas do SIR de m/z 44 e 55 tracados para a amostra de café
apresentaram muito ruido, dificultando a identificacdo dos picos, em particular do iao
m/z 44, sendo a sua identificacdo facilitada, somente nos padrbes ou quando se
adicionou uma elevada quantidade de acrilamida ao extrato. Apesar de na tabela 4.6,
as amostras c) e e) ndo apresentarem valores para 0 m/z 55, mas sim para o0 m/z 44, o
tempo de retencdo correspondente a este Ultimo apresenta-se diferente dos restantes,
havendo assim a possibilidade do pico visualizado nao ser do fragmento da acrilamida.
Para as amostras analisadas 24 h mais tarde, verificou-se essencialmente uma
diferenca no tempo de retencéo.

Este ensaio e os seguintes foram realizados de acordo com 0 método de extracao 4
(vide 3.3.1.1).

e Ensaio 3_HPLC-ESI-MS:

A remocdo de interferentes realizada durante a extracdo, leva a acreditar que as
dificuldades inerentes a quantificagdo da acrilamida, mesmo nas amostras fortificadas,
recaem nas condi¢des cromatograficas selecionadas. Como a polaridade da fase movel
influi na retencdo dos compostos na coluna cromatogréafica, neste ensaio, variou-se
nessa fase a concentracao de acetonitrilo (5, 10 e 20 % (V/V)). No espetrémetro de
massa foram também testadas diferentes condi¢cdes de temperatura de vaporizacao
(300 e 350 °C) e de tensédo de cone (18 e 20 V).

Verificou-se que, como esperado, a variacdo da concentracdo de acetonitrilo afetou
efetivamente o tempo de retencdo, porém, sem a separa¢do completa do interferente
(figura 4.26), e que das concentracGes de acetonitrilo testadas, a de 10 % (V/V) (ja
utilizada nos ensaios anteriores) foi a que permitiu obter a melhor resolugéo do pico da

acrilamida.
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Figura 4.26: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa obtidos com diferentes concentragdes
iniciais de acetonitrilo na fase mével: 10% (V/V) (preto); 20% (V/V) (azul); 5% (V/V) (vermelho)
Como a melhoria da separacdo do pico da acrilamida através da alteragdo da
concentracao do acetonitrilo na fase mével ndo se concretizou, foi realizada uma injecao
direta do padrdo de 100 pg/L no espetrometro de massa, ou seja, sem a coluna de
trabalho instalada. Com o intuito de otimizar as condigbes no espetrémetro de massa,
efetuaram-se inje¢cbes com temperatura de vaporizacdo de 300 °C e tensbes de cone
de 18 V e 20 V, analisando-se tanto as areas dos picos dos SIR caracteristicos, como

também a intensidade dos picos nos cromatogramas totais de ides (TIC) (tabela 4.7).

Tabela 4.7- Resultados de SIR e TIC obtidos por ESI-MS com diferentes tensdes de cone para o padrao

de acrilamida de 100 pg /L.

Tensao de Cone

18V 20V
SIR TIC SIR TIC
Area Intensidade Area Intensidade
m/z m/z m/z m/z
(MV x 8) (u.a) (MV x 8) (u.a)

44 82802 44,04 18511,2 44 75460 43,76 7186,67
55 1046980 54,89 209478,1 55 1028440 54,92 271419,6
72 19184455 | 71,97 989605,4 72 22010075 | 71,96 769649,8

Relativamente aos resultados do SIR, as areas dos picos determinadas foram
semelhantes para as duas tensdes de cone.

No modo full scan, com o0 aumento da tenséo de cone para 20 V, embora se tenha obtido
um m/z de 43,76, deslocado do valor do ido produto de 44, verificou-se um aumento da

intensidade do pico referente a m/z 55 e um decréscimo na intensidade do pico relativo
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a m/z 72, concluindo-se assim, que a ionizagao foi melhor para uma tenséo de cone
mais elevada. Apesar de se ter obtido com 18 V um m/z de 44,04, ou seja, muito proximo
do valor real, a identificagdo deste ido € realizada apenas para confirmacao da detecéo
do analito, pelo que foram selecionados os 20 V, por ter originado uma transi¢cao 72>55
com maior intensidade.

De notar, que 0s cromatogramas apresentaram bastante ruido, mas o0s picos
caracteristicos foram percetiveis, como se pode verificar nas figuras 4.27 a 4.29.
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Figura 4.27: Cromatograma do SIR obtido com tensdo de cone 20 V para o ido de m/z 44.
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Figura 4.28: Cromatograma do SIR obtido com tenséo de cone 20 V para o ido de m/z 55.
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Figura 4.29: Cromatograma do SIR obtido com tensédo de cone 20 V para o ido de m/z 72.
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Na figura 4.30, é apresentado um exemplo de espetro obtido para a solugao padrao de
acrilamida 100 pg/L, com tensdo de cone de 20 V e temperatura de vaporizagao de
300 °C.
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m'z

Figura 4.30: Espetro MS do padréo de acrilamida 100 pg/L, com identificagdo dos ides:
m/z = 71,96 (I = 769649,8); m/z = 54,92 (1 = 271419,6) e m/z = 43,76 (I = 7186,67).

No que respeita ao aumento da temperatura de vaporizagdo para 350 °C, no
cromatograma do ido com m/z 72, verificou-se um pico anémalo, pelo que os estudos

prosseguiram a 300 °C.

e Ensaio 4_HPLC-ESI-MS:

Como a acidificacdo da fase mével com acido formico conduziu a uma melhoria nos
resultados e a variacéo da concentracéo de acetonitrilo ndo teve o mesmo efeito, retirou-
se o acetonitrilo por completo e adicionou-se a fase mdvel acido acético, de forma a
obter a seguinte composicdo: 0,01 mM de acido acético em solugdo aquosa de
0,2 % (VIV) de &cido férmico.

Com a remogéao do acetonitrilo do sistema, eliminou-se o gradiente, mas manteve-se o
tempo de corrida de 80 min para evitar eventuais contaminacdes entre injecoes.

Com esta alteracdo observaram-se aspetos positivos nas analises dos padrdes de
acrilamida (100 e 2000 pg/L), mas também negativos. Obteve-se, finalmente, o pico da
acrilamida livre de interferentes, contudo, os cromatogramas evidenciaram ruido na
linha de base. Ainda assim, obtido o pico da acrilamida bem resolvido, esperaram-se

bons resultados de MS para os extratos de café.
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Analisando mais detalhadamente os SIR para os ides caracteristicos, verificou-se que
0 iao de m/z 44 ndo foi detetavel no extrato de café e os cromatogramas, como referido
para os padrdes, revelaram ruido alto, obtendo-se um cromatograma aceitavel somente

para o padrdo de concentracdo mais elevada (figuras 4.31 a 4.33).
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Figura 4.31: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 44 obtido para o extrato de café da Gorongosa.
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Figura 4.32: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 44 obtido para o padréo de acrilamida 100 pg/L.
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Figura 4.33: Cromatograma do SIR para o iao de m/z 44 obtido para o padrédo de acrilamida 2000 pg/L.

Quanto a transigdo 72>55, apresentou cromatogramas melhores para os padrdes, face
aos obtidos anteriormente, no entanto, essa transicdo também foi impercetivel na
amostra (figuras 4.34 a 4.36), 0 que numa primeira analise poderia sugerir inexisténcia

de acrilamida no café da Gorongosa.
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Figura 4.34: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 55 obtido para o extrato de café da Gorongosa.
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Figura 4.35: Cromatograma do SIR para o i&o de m/z 55 obtido para o padréo de acrilamida 100 pg/L.
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Figura 4.36: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 55 obtido para o padréo de acrilamida 2000 pg/L.

Relativamente ao ido precursor m/z 72, os cromatogramas mostraram menos ruido e
para o extrato de café parece existir um pico muito pequeno com o mesmo tempo de
retencao dos picos obtidos para os padrées (tr = 32,78 min) (figuras 4.37 a 4.39). Ainda

assim, a sua andlise tornou-se impossivel.
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Figura 4.37: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 72 obtido para o extrato de café da Gorongosa.
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Figura 4.38: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 72 obtido para o padréo de acrilamida 100 pg/L.
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Figura 4.39: Cromatograma do SIR para o iao de m/z 55 obtido para o padréo de acrilamida 2000 pg/L.
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Os extratos de café da Gorongosa foram também analisados com adigéo apds extracao
de padréo de acrilamida de 100 ou 2000 pg/L, numa propor¢ao de 9:1 (figura 4.40).

Figura 4.40: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa (verde), do extrato com adigdo de

padrao de 100 pg/L (azul) e do extrato com adi¢cdo de padrao de 2000 ug/L (preto).

A adicdo do padrdo de 100 pg/L ndo foi detetada, somente a adicdo do padrdo de
2000 pg/L contribuiu para um aumento notério da area do pico da acrilamida.

Na analise por espetrometria de massa da amostra fortificada com o padrédo de
100 pg/L, nao foi visualizado qualquer pico nos SIR dos ides de m/z 44 e 55, porém para
o ido precursor foi possivel verificar um pico, ainda que pequeno (figura 4.41).
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Figura 4.41: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 72 obtido para o extrato de café da Gorongosa com

adicdo de padrao de 100 pg/L.
Para a amostra suplementada com o padrédo de 2000 ug/L, visualizaram-se picos bem

definidos para os i6es de m/z de 55 e 72 e um mais pequeno, de dificil analise para o
de m/z 44 (figuras 4.42 a 4.44).
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Figura 4.42: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 44 obtido para o extrato de café da Gorongosa com

adicdo de padrdo de 2000 pg/L.
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Figura 4.43: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 55 obtido para o extrato de café da Gorongosa com
adicdo de padrédo de 2000 pg/L.
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Figura 4.44: Cromatograma do SIR para o ido de m/z 72 obtido para o extrato de café da Gorongosa com
adicdo de padrdo de 2000 pg/L.

De forma, a melhorar a precisdo das analises, foram também realizados ensaios com
acrilamida deuterada, tendo em vista a sua utilizacdo como padréo interno. Porém o
elevado ruido dos cromatogramas com a fase movel contendo acido férmico, conduziu
a estudos de diferentes fases moveis e caudais.

Com as condi¢des descritas na tabela 3.11 do Ensaio 4_HPLC-ESI-MS, a acrilamida
deuterada numa concentracdo de 1000 ug/L apresentou um tempo de retencdo de
32,8 min, tendo sido possivel verificar nitidamente os picos para os ibes m/z = 58 e 75,
apesar do ruido apresentado, como se pode visualizar nas figuras 4.45 e 4.46

respetivamente.
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Figura 4.45: Cromatograma do SIR para o iao de m/z 58 obtido para a acrilamida deuterada (1000 pg/L).

104



300000

250000

200000

150000

Intensity

100000
50000
0

} T T T T T T T T T T T T T T T J
0,00 500 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00 65,00 70,00 75,00 80,00
Minutes

Figura 4.46: Cromatograma do SIR para o i&o de m/z 75 obtido para a acrilamida deuterada (1000 pg/L).

e Ensaio 5_HPLC-ESI-MS:

Com o propésito de se obter menos ruido nos cromatogramas e uma separagao do pico
da acrilamida dos interferentes, numa primeira abordagem, reduziu-se para metade a
concentracdo de acido formico na fase movel, obtendo-se a seguinte composigéo:
0,01 mM de acido acético em solucao aquosa de 0,1% (V/V) de &cido férmico.

A reducao de &cido formico minimizou bastante o ruido, porém o pico da acrilamida no
extrato de café n&o saiu livre do interferente, obtendo-se um pico distorcido e com tempo

de retencdo afastado do obtido para o padréo (figura 4.47).

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2500 2600 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4600 4800 5000 5200 5400 5600 800

Figura 4.47: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa obtidos com fases méveis com
0,2 % (V/V) (vermelho) e 0,1% (V/V) (preto) de acido férmico; e do padrdo (1000 ug/L) com fases moveis
com 0,2 % (V/V) (azul) e 0,1% (V/V) (verde) de acido formico.

e Ensaio 6_HPLC-ESI-MS:
Com o intuito de se analisar o efeito do caudal, neste ensaio foi imposto um caudal de

0,4 mL/min, mantendo-se a fase movel de 0,01 mM de acido acético e 0.2 % (v/v) de

acido formico (figura 4.48).
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Figura 4.48: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa obtidos com um caudal de 0,4 mL/min (azul), do
extrato com adicéo de padréo interno 100 pg/L antes da extragado (verde), com adigéo de padrao (1000 pg/L)

apos extracao (azul claro); e do padrdo 1000 pg/L (preto).

A alteragdo do caudal nao minimizou o ruido e voltou-se a verificar que nestas condi¢cdes
a acrilamida sai quase livre do interferente. O tempo de retencdo obviamente reduziu
bastante, porém como néo foi possivel verificar as transicées de massa da acrilamida,
somente no padrdo deuterado, 0 aumento do caudal ndo se implementou nos ensaios
seguintes.

Os resultados obtidos sugerem que o ruido nos cromatogramas possa ser devido a
presenca de acidos, mas tal efeito pode também estar associado a coluna. Ou seja,
ap6s muitas utilizagbes sob varias condi¢des e nestes ensaios, com fases moveis mais
agressivas para a fase estacionaria (apesar da coluna Alltima C18 ser compativel com
solucdes acidas), a coluna pode sofrer desgaste e comprometer os resultados. Assim,
utilizou-se outra coluna com o mesmo tipo de fase estacionéaria, que conduziu a

resultados idénticos, confirmando assim as boas condi¢gfes da Alltima C18.
e Ensaio 7_HPLC-ESI-MS:

N&o tendo sido obtidos até esta fase resultados que permitissem detetar e quantificar a
acrilamida nos extratos de café, repetiram-se, com condi¢cfes otimizadas e na presenca
de acrilamida deuterada, ensaios com uma fase mével idéntica a uma ja usada, i.e.,
10 % (V/V) acetonitrilo em 90 % (V/V) de agua contendo 0,1 % (v/v) de acido férmico.

Através da adicao de acrilamida deuterada (1000 ug/L) no vial contendo extrato de café
da Gorongosa mesmo antes da injecdo, e comparando o cromatograma obtido com o
do padrao, foi possivel verificar a presenca de acrilamida na amostra. A mesma foi
eluida muito proximo de outro interferente, pelo que estas condi¢cdes ndo se adequam

a separacéo eficiente da acrilamida no extrato de café (figura 4.49).
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Figura 4.49: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa sem adigdo de acrilamida (verde), com adi¢ao de

acrilamida deuterada (azul), e do padréo da acrilamida deuterada (1000 pg/L) (preto) obtidos com fase moével

com 10 % acetonitrilo (V/V) em 90 % (V/V) de agua contendo 0,1 % de acido férmico (V/V).

Posteriormente, foi avaliada outra fase moével de solugdo aquosa de acido férmico
0,1 % (VIV) e metanol (97:3). De forma a registar os resultados em menos tempo, 0

caudal foi aumentado para 0,4 mL/min e obtiveram-se os cromatogramas da figura 4.50.
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Figura 4.50: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa com adi¢ao de acrilamida deuterada (preto), do

extrato de café da Gorongosa sem adigéo de acrilamida (azul) e do padrdo 1000 pg/L (vermelho), obtidos com

fase movel com acido férmico 0,1 % (V/V) e metanol.

Nota-se que com adicdo de padrédo ao extrato antes da injecdo, na zona onde o pico da
acrilamida deveria aparecer (por comparacdo com o cromatograma do padrao) existiu
um incremento de area, mas irrelevante pois ndo permitiu verificar um pico livre para a
acrilamida. Através da utilizacdo desta fase mével e da anterior, é possivel concluir que
o ruido é efetivamente provocado pelos acidos empregues, mas que também sao esses
mesmos acidos que permitem eluir a acrilamida livre.

Portanto, optou-se por realizar os ensaios seguintes com fase mével contendo acido,

avaliando-se nesta fase, o efeito da concentracéo de acido acético.
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As fases moveis testadas foram de 0,1 % (V/V) e 0,05 % (V/V) de é&cido acético com
caudais de 0,2 e 0,3 mL/min.

Nos cromatogramas obtidos com a fase movel de 0,1% (V/V) de &cido acético e caudal
de 0,3 mL/min (figura 4.51), é visivel o incremento do pico através da adi¢do do padrao
deuterado, comprovando a presenca de acrilamida, porém o pico parece ndo ser
somente devido a acrilamida, pois para além de se iniciar a um tempo de retencéo

ligeiramente inferior ao do padréo, o aumento da sua area ndo é uniforme.
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Figura 4.51: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa sem adicdo de acrilamida (azul), com adi¢@o de
acrilamida deuterada 1000 pg/L (verde), e do padréo da acrilamida deuterada (1000 pg/L) (preto), obtidos com
fase moével contendo 0,1% (V/V) de acido acético.

Para a fase mével de 0,05 % (V/V) de acido acético, a resolucao dos cromatogramas
também foi boa, apresentando ainda menos ruido, e notando-se um pico bastante

pequeno relativo a acrilamida no extrato do café da Gorongosa (figura 4.52).
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Figura 4.52: Cromatogramas do extrato de café da Gorongosa sem adigao de acrilamida (preto), com adi¢do de
agua (verde), com adicéo de acrilamida deuterada 1000 ug/L (azul claro), e do padrao da acrilamida deuterada

(1000 pg/L) (vermelho), obtidos com fase mével contendo 0,05 % (V/V) de acido acético.
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Na figura 4.52 ndo € bem visivel o pico da acrilamida na amostra, porém pela figura
4.53, onde sdo comparados os cromatogramas registados para 0,1 % e 0,05 % (V/V) de
acido acético, é evidente um pico, apesar de bastante pequeno, para o extrato de café
da Gorongosa.

Figura 4.53: Cromatogramas obtidos com fase movel com 0,05 % (V/V) de &cido acético para o extrato de café
da Gorongosa com adicdo de agua (preto), para o extrato com adi¢éo de acrilamida deuterada 1000 ug/L
(castanho), e do padréo da acrilamida deuterada (1000 pg/L) (azul claro). Cromatogramas obtidos com fase
mével com 0,10 % (V/V) de acido acético para o extrato de café da Gorongosa com adicdo de agua (azul
escuro), para o extrato com adi¢éo de acrilamida deuterada 1000 pg/L (verde), e do padréo da acrilamida
deuterada (1000 pg/L) (vermelho).

Quando se utilizou a menor concentracdo de acido acético foi visivel um pico muito
pequeno (o expectavel) exatamente na mesma zona do padrdo, contrariamente ao que
se observou quando se usou 0,1 % (V/V) de acido. Para além disto, uma minimizacéo
no ruido também foi obtida com a menor concentracao de acido.

Relativamente a variacdo do caudal, ndo se verificou alteracdo nos resultados e tendo
em conta que o tempo de corrida cromatografica também é um aspeto muito importante,
optou-se pelo caudal de 0,3 mL/min. Assim, ap0s andlise dos resultados obtidos para
os diversos ensaios realizados, selecionaram-se como condi¢des mais adequadas para
a separacdo da acrilamida, uma fase movel com 0,05 % (V/V) de &cido acético e um
caudal de 0,3 mL/min. No entanto, estas condi¢cdes cromatograficas ndo permitiram
detetar os ides caracteristicos da acrilamida apos ionizacdo pelo sistema MS, o que
resultou na incapacidade de prosseguir com a validagdo do método prevista e
consequentemente com a determinacdo da concentragdo de acrilamida no café da

Gorongosa.
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4.6. Curvade Calibracdo obtida por HPLC-MS

No decorrer dos diversos ensaios no sistema HPLC-MS construiu-se uma curva de
calibragdo, do tipo y = mx + b com m a representar o declive e b a ordenada na origem,
e que mostrou uma boa linearidade de resposta, com um R? de 0,9997 na gama
estudada. A curva de calibragdo foi obtida nas condicbes descritas em HPLC-MS
_Ensaio 7 (tabela 3.12).
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Figura 4.54: Curva de calibracdo para as varias solu¢des padrédo de acrilamida (0-10000 pg/L), obtidas

em condic¢des isocraticas e com detecdo a 210 nm.

Tal como realizado no sistema HPL-PDA, através da constru¢do da curva de calibragao
determinaram-se os limites analiticos do sistema HPLC-MS. Nomeadamente o LOD,
pela equacgéo 4, e o LOQ, através da equacao 5, correspondendo a, respetivamente,
165,61 ug/L e 501,84 ug/L.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

O objetivo do presente trabalho incidiu no desenvolvimento de um método que
permitisse a extracdo, detecdo e quantificacdo por HPLC-PDA de acrilamida no café
torrado da Gorongosa (Mogambique), de forma a contribuir para a avaliagdo da
gualidade deste produto de elevado valor comercial.
No decorrer das etapas de extragdo da acrilamida a partir do gréo, verificou-se a
presenca de uma grande variedade de compostos na matriz do café, que dificultaram
seriamente os procedimentos de detecdo, tornando-se crucial a purificagdo prévia dos
extratos, realizada em varias etapas, com solugfes Carrez | e Il e em colunas SPE.
Os ensaios de extracdo foram desenvolvidos numa fase inicial com &agua, por ser
efetivamente o solvente no qual a acrilamida apresenta maior solubilidade, pela sua
compatibilidade com as fases méveis, maioritariamente aquosas, utilizadas em sistemas
HPLC e claro, devido ao seu custo e abundancia. Contudo, por ndo ser conclusivo que
a agua pura fosse efetivamente o melhor solvente para o efeito, foram desenvolvidos
estudos preliminares com metanol, que seria interessante aprofundar, pois este solvente
tem capacidade de precipitar proteinas e outros compostos organicos, para além de
facilitar a etapa de evaporacao. (Senyuva & Gékmen, 2005) Outro solvente que poderia
ser avaliado em extracdes futuras, seria o acetonitrilo por ter sido incluido nalgumas
fases moveis utilizadas no decorrer do trabalho. (Pugajeva et al., 2015) O n-hexano
também empregue nas extracdes, revelou-se mais eficaz que os solventes anteriores,
proporcionando uma melhoria notéria da qualidade dos cromatogramas e facilitar a
identificacdo do pico da acrilamida.
Outro aspeto que se revelou importante, foi a diluicdo do extrato final, que resultou na
eluicdo de menor nimero de compostos da coluna cromatogréfica, apesar de resultar
também na diluicdo indesejavel do préprio analito, frequentemente presente em baixas
concentracdes. Dos métodos de extracdo testados, o 4 foi o selecionado, tendo-se
obtido um extrato praticamente incolor para o café da Gorongosa.
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No que diz respeito ao sistema cromatografico, a coluna e a composicdo da fase movel
sao os fatores que mais influenciam a separacéo da acrilamida dos restantes compostos
co-extraidos. A maioria dos ensaios do presente trabalho foi realizada numa Unica
coluna de fase reversa C18, pelo que seria importante confrontar os resultados obtidos
com separacdes noutras colunas com fases estacionarias idénticas. Neste tipo de
cromatografia, o uso de solventes organicos para a eluicdo de compostos polares é
bastante frequente, porém a adicdo de um &cido organico a fase mével permitiu uma
melhor resolucdo do pico do analito e aumento da reprodutibilidade das corridas
cromatogréficas. Concluiu-se também que o incremento da temperatura do forno da
coluna de 25 °C para 30 °C nédo teve influéncia na separacdo da acrilamida do
interferente.

No entanto, devido as dificuldades encontradas no desenvolvimento de um método de
HPLC-PDA para detegao e quantificacdo de acrilamida nas amostras de café, optou-se
por dar continuidade ao trabalho num sistema de HPLC-ESI-MS.

A andlise por MS, implicou a reducéo do caudal para 0,2 mL/min, porque a acrilamida
apresenta uma decomposicdo térmica relativamente baixa, pelo que se optou por uma
temperatura de vaporizagdo de 300 °C, e para aumentar o tempo de contacto com o
vaporizador, foi necessario diminuir o caudal do sistema. Relativamente a tensao de
cone, foram testadas entre 10-20 V, concluindo-se que quanto maior, melhor a ionizacao
da acrilamida. Outras dificuldades verificadas foram a inconsisténcia dos tempos de
retencdo em cromatogramas obtidos em condi¢des iguais e o facto de ndo ser possivel
visualizar o incremento proporcional nas areas dos picos nas amostras em que se
adicionaram solucdes padrdo de acrilamida.

Das fases moveis testadas, verificou-se que as que continham na sua composi¢ao
acetonitrilo e metanol ndo permitiram separar o interferente da acrilamida. As compostas
por &cido férmico e acido acético resultaram numa melhor resolu¢cdo dos picos
cromatograficos, apesar do ruido exibido nos cromatogramas. A diminui¢éo do ruido foi
conseguida pela reducédo da concentracdo de &cido férmico, no entanto a separacao
dos picos foi comprometida. Por fim, a selegdo de uma fase movel de acido acético
0,05 % (V/V) permitiu a separacdo do interferente e uma reducdo do ruido do
cromatograma.

Apesar dos cromatogramas dos extratos de café da Gorongosa terem revelado um pico
com uma area muito pequena, néo foi possivel comprovar a presenca da acrilamida na
amostra, por ndo terem sido identificados os ifes caracteristicos da ionizagdo da
acrilamida. Desta forma, concluiu-se que o método desenvolvido ndo permitiu

efetivamente quantificar a acrilamida no extrato de café torrado.
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Segundo Desmarchelier et al. (2020) € possivel que o interferente na amostra do café
seja a N-acetil-B-alanina, e estes autores sugerem para a sua remoc¢ao um ajuste do pH
da fase mével e eluicdo em gradiente com agua e metanol. Outro aspecto a avaliar,
seria o efeito da diminuicdo do tamanho de particula da resina da coluna na resolucéo
do pico da acrilamida.

Uma outra estratégia para contornar a auséncia de seletividade e sensibilidade do
método para a acrilamida, seria a realizacdo de uma derivatizacdo com acido
2-mercaptobenzoico, que alterando as caracteristicas da acrilamida, melhoraria o
potencial de separacéo. Esta abordagem néo se realizou, pois, 0 objectivo proposto foi
desenvolver um procedimento expedito, excluindo esta etapa demorada, a semelhanca
da analise de acrilamida realizada noutras amostra alimentares (Castle & Eriksson,
2005)

Com a implementacdo de um método validado, seria interessante confrontar os
resultados obtidos com outras técnicas de andlise, como eletroforese capilar (CE),
métodos imunoenzimaticos e o uso de biossensores, que tém demostrado seletividade
e sensibilidade na determinacéo da acrilamida. (Oracz et al., 2011)

Por fim, tendo em conta a influéncia das condi¢cdes do tratamento do gréo de café
(processamento primario, torrefacdo e armazenamento) na concentracao de acrilamida,
seria importante confrontar os resultados da concentragdo de acrilamida determinada

para as amostras com essas condicoes.
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