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RESUMO

MARTINS, Victor de Carvalho. Investigacdo sobre um Método de Deteccdo de
Adulterantes em Café por CLUE-EM-EM. 2017. 120 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2017.

O café consiste em uma das bebidas mais apreciadas em todo o mundo, devido a suas
caracteristicas sensoriais e funcionais. Atualmente como principal produtor e exportador no
mundo, estima-se que no Brasil haja crescimento no mercado interno para os préximos anos,
em que se predomina o café torrado e moido. Este tipo de produto é prejudicado
principalmente pela pratica de adulteracdo com outras matérias-primas vegetais. A
implementacdo de métodos de maior sensibilidade e seletividade é necessaria para a garantia
de produtos de maior qualidade. O objetivo desta dissertacdo foi desenvolver um método de
deteccdo de adulterantes (arroz, cevada, milho e soja) em amostras comerciais de café, através
do perfil de oligossacarideos e das técnicas de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CLUE-EM-EM). A partir de solucdes
padrdo de cinco possiveis marcadores quimicos (maltose, rafinose, estaquiose, 1-kestose e
nistose) em solvente solugdo aquosa de acido formico a 0,1% e acetonitrila (1:1) e em &gua
grau Milli-Q, foram testados os parametros operacionais do espectrdmetro de massas e as
condicBes cromatograficas. O método cromatografico adotado consistiu no uso da
cromatografia por interacdo hidrofilica e eluicdo em gradiente de acetonitrila e solucdo aquosa
de &cido férmico, com as condi¢des de temperatura do injetor de 20°C; volume de injecéo de
1,0 pL; fluxo de 0,5 mL/min; temperatura da coluna de 35°C; e tempo de corrida de 10 min.
Para 0 método espectrométrico, empregou-se a ionizagdo por eletrospray em modo positivo,
com voltagem no capilar, nos cones de amostragem e de extracdo de, respectivamente, 3,0
kV, 50 V, 2,0 V; temperatura da amostra de 80°C; fluxo do gas do cone de 40 L/h;
temperatura e fluxo do gas de dessolvatacdo de 300°C e 500 L/h; e energias de colisdo de, no
minimo, 15,0 V. Os resultados indicaram uma boa repetitividade entre as andlises das
solugdes padrdo, com a seletividade sendo garantida pelo monitoramento em tempo real dos
espectros de massas sequencial. Extratos das amostras previamente torradas dos adulterantes
foram analisados, sendo confirmado o efeito da temperatura como um fator interferente para a
deteccdo dos oligossacarideos. Apenas a soja apresentou como potenciais marcadores
quimicos rafinose e estaquiose. Para os grdos de arroz, cevada e milho, foi observado outro
ion precursor de mesma relagdo massa/carga (m/z) da rafinose e da 1-kestose. Este foi
identificado como a maltotriose, em que a diferenciacdo isomérica pode ser garantida pelos
diferentes perfis de fragmentacdo. O estudo dos espectros de massas ainda ratificou estes
resultados pela observacdo de uma maior facilidade da ruptura das ligacdes a5 (1<2) e de
formacdo de ions fragmentos de cadeia ciclica saturada. Porém, através do emprego da
metodologia, ndo foram detectados os marcadores quimicos nas amostras comerciais de café
analisadas, mesmo com as amostras previamente reprovadas pela presenca de cevada. A
otimizacdo do método de extracdo ou a incluséo de solventes sodiados podem ser necessarios
e, por tal razdo, novos experimentos ainda devem ser realizados, garantindo a aplicabilidade
do método por CLUE-EM-EM.

Palavras-chave: oligossacarideos, fragmentacéo, adulteragéo.



ABSTRACT

MARTINS, Victor de Carvalho. Investigation about Method of Adulterants Detection in
Coffee by UPLC-MS-MS. 2017. 120 p. Dissertation (Master Science in Food Science and
Technology, Food Science). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Coffee is one of the most appreciated beverages in the world, due to its sensorial and
functional characteristics. Currently, as the main producer and exporter in the world, it is
estimated that in Brazil there will be growth in the domestic market in the coming years, in
which roasted and ground coffee predominates. This type of product is impaired mainly by
adulteration with other plant materials. The implementation of more sensitive and selective
methods is necessary to ensure higher quality products. The objective of this dissertation was
to develop a method to detect adulterants (rice, barley, corn and soybeans) in commercial
samples of coffee, through the oligosaccharides profile and the techniques of Ultra
Performance Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry (UPLC-MS-
MS). From standard solutions of five possible chemical markers (maltose, raffinose,
stachyose, 1-kestose and nystose) in aqueous solution of 0.1% formic acid and acetonitrile (1:
1) and in Milli-Q grade water, the operational parameters of the mass spectrometer and the
chromatographic conditions were tested. The adopted chromatographic method consisted of
chromatography by hydrophilic interaction and gradient elution of acetonitrile and aqueous
solution of formic acid 0.1%, with injector temperature 20°C; injection volume 1.0 pL; flow
rate 0.5 mL/min; column temperature 35°C; and run time 10 min. For the spectrometric
method, electrospray ionization was used in positive mode, with capillary, sampling and
extraction cones voltages of, respectively, 3.0 kV, 50 V, 2.0 V; sample temperature 80°C;
cone gas flow 40 L/h; temperature and flow of desolvation gas 300°C and 500 L/h; and
collision energies of at least 15.0 V. The results indicated a good repeatability among analysis
of standard solution, with selectivity by the real-time monitoring of the sequential mass
spectra. Extracts from the previously roasted samples of adulterants were analyzed. It was
confirmed the effect of temperature as an interfering factor for the detection of
oligosaccharides. Only soybean presented as potential chemical markers raffinose and
stachyose. For the grains of rice, barley and corn, another precursor ion of the same
mass/charge ratio (m/z) of raffinose and 1-kestose was observed. It has been identified as
maltotriose, in which isomeric differentiation can be ensured by different fragmentation
profiles. The study of the mass spectra still ratified these results by the observation of a
greater susceptibility of the rupture of a, B (1<>2) bonds and the formation of ions fragments
with saturated cyclic chain. However, through the use of the methodology, the chemical
markers were not detected in the commercial samples of coffee, even with the samples
previously disapproved for the presence of barley. The optimization of the extraction method
or the inclusion of sodiated solvents may be necessary and, therefore, new experiments should
still be performed, ensuring the applicability of the method by UPLC-MS-MS.

Key-words: oligosaccharides, fragmentation, adulteration.
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1 INTRODUCAO

Os frutos do cafeeiro, pertencente a familia Rubiaceae e com destaque as espécies
Coffea arabica e Coffea canephora, sdo responsaveis por prover uma das bebidas mais
apreciadas em todo o mundo. Diferentes tecnologias pos-colheitas, que incluem sobretudo o
beneficiamento e ainda a torrefacdo e a moagem, possibilitam a obtencdo de indmeros
produtos na industria cafeeira, como os grdos verdes, o café torrado e moido, os produtos
descafeinados, os cafés sollveis e, atualmente, as capsulas de café.

Sua composi¢do quimica inclui basicamente elevados teores de carboidratos,
principalmente polissacarideos. O tratamento térmico implica em diferencas significativas
entre o grdo verde e o grdo torrado, como a reducdo dos teores de cafeina e de éacidos
clorogénicos, responsaveis por inimeras atividades bioldgicas. Porém, destaca-se a formacéo
das melanoidinas e de substancias volatilizaveis, resultantes das reacdes de Maillard, de
pirélise e de caramelizacdo e que conferem caracteristicas sensoriais e funcionais distintas a
bebida preparada.

Estas caracteristicas positivas influenciaram o aumento do consumo nacional e
mundial de café nas ultimas décadas. Do ponto de vista econbmico em um periodo de crise, a
cafeicultura apresenta-se como uma atividade agricola importante para o nosso pais, atras
apenas de outras culturas como de soja, cana-de-actcar e milho. Além disso, o Brasil é o atual
lider de producéo e de exportacdo de graos de café, sendo responsavel por mais de 30% do
mercado mundial de café. Estima-se ainda um crescimento tanto na exporta¢cdo quanto no
consumo interno para 0s proximos anos.

A subsisténcia da industria cafeeira brasileira s serd conquistada através da garantia
da qualidade do produto comercializado. Este aspecto pode ser influenciado por diferentes
fatores, como a espécie botanica empregada, o grau de torrefacdo e a ocorréncia de fraudes. A
adicdo de matérias-primas de menor custo financeiro em café ja € uma ocorréncia relatada
desde meados do século XIX no continente europeu enquanto no Brasil apenas na década de
60 do século passado. O aspecto oleoso, o tamanho de particula e a coloracdo do produto final
tende a facilitar a adulteracdo do café na forma torrada e moida, principal forma de consumo
nas residéncias brasileiras.

Orgéos nacionais e internacionais tem atuado na garantia da qualidade do café, como a
Associacao Brasileira da Industria do Café (ABIC), International Coffee Organization (ICO),
entre outras. No Brasil, a legislacdo era regida pela Instrucdo Normativa de n° 16 de 24 de
maio de 2010, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que
reprovava cafés torrados e moidos quando estes apresentavam teor de impurezas, sedimentos
e matérias estranhas igual ou superior a 1,0%. Esta se encontrava em vigor até o inicio de
2013 e existe uma forte tendéncia para que seja admitida uma legislacdo mais rigida.

Tradicionalmente, a microscopia € a técnica mais empregada para a deteccdo de
adulteracdo em cafés, porém esta depende de um maior tempo de analise e do recrutamento de
profissionais capacitados e experientes para a identificacdo botanica. Outras técnicas
analiticas ja foram utilizadas na literatura para determinacdo da presenca de adulterantes
como, por exemplo, milho, soja, cevada, casca de café e sementes de acai.

Uma alternativa atual é o emprego da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE) acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (EM-EM), que pode conferir, por
exemplo, eficiéncia de separacdo, alta sensibilidade e seletividade, através da diferenciacdo
isomerica pelo perfil de fragmentacdo de oligossacarideos presentes em matrizes vegetais.
Esta abordagem pelo perfil de carboidratos é uma tendéncia utilizada nos métodos
cromatograficos para deteccdo de adulterantes em café desde os primeiros artigos no ano de
1958 até os dias de hoje. A partir deste mesmo periodo, a detec¢do de carboidratos por
Espectrometria de Massas também comecou a ser amplamente investigada.



Esta dissertagéo teve como objetivo geral:

Desenvolver um método de deteccdo de adulterantes, através do perfil de
oligossacarideos, em amostras comerciais de café por CLUE-EM-EM.

Foram definidos os seguintes objetivos especificos:

Estabelecer os parametros de operacao do espectrdmetro de massas através de infusdo
direta das solucbGes padrdo de diferentes oligossacarideos, possiveis marcadores
quimicos de adulteracéo;

Determinar os perfis de diferenciacdo, através das reacGes de fragmentacdo, para cada
analito estudado;

Estabelecer o método cromatografico pelo emprego de uma solugdo padrdo contendo
todos os analitos estudados;

Aplicar a metodologia investigada em amostras de café isentas de adulteracdo e em
amostras dos adulterantes;

Aplicar a metodologia investigada em amostras adquiridas no comércio interno
brasileiro, sobretudo para os cafés torrados e moidos.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1. Café: Do Plantio ao Consumidor
2.1.1. Contexto histérico sobre o café

Ao longo da histéria da humanidade, o café alcangou mundialmente grande destaque
devido a valorizacdo de suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. Convem ressaltar que
historicamente ndo existem evidéncias precisas sobre a descoberta do potencial dos gréos de
café. Amamo (2014) relata que povos némades das montanhas etiopes, ainda no século X,
foram os primeiros a reconhecer o efeito estimulante através do consumo direto dos gréos.
Entre tantas lendas relatadas, a mais aceita e amplamente divulgada consiste na descoberta
por um pastor de ovelhas etiope Kaldi (Figura 1), ha cerca de 1000 anos atras (ABIC, 2010;
ICO, 2016a).
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Figura 1. llustracdo do péstor‘etiope- Kaldi.e‘ suas ovelhas (ABIC, 2010).

De acordo com o artigo publicado em um periddico colombiano pelo célebre médico
daquele pais, Fernando Serpa Florez (1964), esta historia foi relatada pelo religioso Fauto
Narvone em Roma, no ano de 1671. Este descreveu que, em uma noite, um humilde pastor
saiu para apascentar suas ovelhas e camelos e observou um comportamento anormal em seus
animais, estando estes muitos inquietos, agitados, alegres e sem sono. Um monge local ajudou
0 pastor a correlacionar esta situacdo com a ingestdo dos frutos de coloracdo avermelhada
presentes naquela regido. Ainda segundo o relato, 0 mesmo monge ingeriu os frutos e
observou os efeitos estimulantes, sendo o principal responsavel inicial pela divulgacdo do
café. Segundo informagdes da ABIC (2010), o consumo dos frutos na forma de infuséo, o que
ajudava este religioso a resistir ao sono durante as suas oragdes ou ainda as longas horas de
leitura do breviério, rapidamente se espalhou entre os monastérios, criando uma demanda pela
bebida.

A solucdo foi o cultivo regular dos frutos de café, realizado pela primeira vez nos
monastérios islamicos no Iémen. Entretanto, foram os arabes os responsaveis pela alta
valorizacdo do café, tendo dominado o cultivo dos grdos e desenvolvido o processo de
torrefacdo, empregado para a obtencdo da bebida mundialmente apreciada (ABIC, 2010). E
neste contexto que se encontra a controvérsia do termo “café”, em que muitos pesquisadores
atribuem a provincia de Kaffa, regido etiope onde originalmente foram encontrados os gréos,
enquanto outros relacionam a palavra arabe gahwa (na traducdo, vinho), no qual foi como
“vinho da Aradbia” que a bebida ficou conhecida na Europa, apds a sua inser¢dao pelos
viajantes (SERPA FLOREZ, 1964; ABIC, 2010; AMAMO, 2014).

No contexto historico sobre o café, duas situacGes curiosas foram relatadas na
literatura. Diante de tamanha valorizacdo do café, uma lei rabe permitia a mulher o divorcio
caso o0 seu marido fosse incapaz de Ihe prover certa quantidade didria da bebida (ABIC,
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2010). Outro acontecimento esta relacionado ao consumo da bebida pelos cristdos na Europa
Ocidental. Como forma de encerrar a discusséo sobre a permissdo do consumo de uma bebida
originalmente produzida pelos islamicos no Oriente, 0 que a caracterizava como demoniaca, 0
Papa Clemente VIII provou a bebida e, ap6s este ato, decidiu que o batismo do café seria a
melhor forma de liberta-lo do diabo (SERPA FLOREZ, 1964).

De fato, foram necessarios muitos esforcos dos povos europeus para conseguir
desvincular a bebida dos povos arabes, visto que estes exportavam apenas a semente do
cafeeiro, parte infértil dos frutos e invidvel a cultivos em outras regibes do planeta (ICO,
2016a). Em 1616, os holandeses venceram essa disputa e iniciaram a cultura do café em
outras regides, sequido dos franceses. A partir dai, ocorreu um amplo cultivo na Africa e na
Ameérica Central e do Sul (ABIC, 2010).

Toda esta valorizacdo também incentivou a criacdo das casas de café ou cafeterias
(Figura 2), locais em que, além do consumo de café, eram realizadas também atividades de
descontracdo, transacBes comerciais e até planejamentos de estratégias politicas e
revolucionarias. As primeiras casas de café foram abertas ainda em Meca, na Aradbia Saudita,
conhecidas como kaveh kanes, porém outras casas também se destacaram como o famoso café
Procdpio localizado em Paris, na Franca, e aberto desde 1686 até os dias de hoje, e a Bolsa de
Valores de Nova lorque e o Banco de Nova lorque, nos Estados Unidos, que comegaram
como casas de café (SERPA FLOREZ, 1964; ICO, 2016a).

Figura 2. Casas de café na Turquia (A) e em Constantinopla (B) (ABIC, 2010).

No Brasil, os primeiros cafezais foram cultivados na regido norte do pais,
principalmente no estado do Pard, sendo introduzidos através das coldnias europeias nas
Guianas. Apos o periodo inicial, outros estados iniciaram seus cultivos, como Maranhao,
Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais. O café ganhou rapidamente uma
posicdo de destaque na economia brasileira, sendo a grande riqueza brasileira por quase um
século e propiciando uma aceleracdo do crescimento do pais. A cafeicultura tornou-se
rentvel devido as condigdes climéticas favoraveis e tambem a facil adaptacdo dos cafeeiros
(ABIC, 2010; ICO, 2016a).

2.1.2. Caracterizacdo boténica

Os cafeeiros consistem em pequenas arvores, de altura entre 2 m a 8 m, cujos frutos
sdo empregados para a obtencdo dos grdos de café (KEW, 2016). Seus dados taxondmicos
incluem a familia Rubiaceae e o género Coffea, conforme Tabela 1.



Tabela 1. Classificagao taxondmica dos cafeeiros (ITIS, 2016).

Classificacao Dados
Reino Plantae
Divisdo Tracheophyta/Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Superordem Asteranae
Ordem Gentianales/Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Coffea L.

Coffea arabica L.,
Coffea canephora Pierre ex A. Froehner,
Coffea liberica W. Bull ex Hiern,
entre outras.

Espécies

Entre as 125 espécies pertencentes ao género Coffea, destacam-se as espécies C.
arabica e C. canephora, conhecidos respectivamente como café ardbica e café robusta ou
conilon, as mais empregadas na cafeicultura mundial (MURKOVIC & DERLER, 2006;
PARRAS et al., 2007). As duas espécies apresentam diferencas quanto as caracteristicas
boténicas e composicdo quimica dos seus frutos e a qualidade sensorial do produto final
obtido através da utilizacdo de seus grdos (BARBIN et al., 2014). Outra espécie empregada,
porém com ainda pouca representatividade, é a espécie Coffea liberica, responsavel por 2%
da producdo mundial de café (PATAY et al., 2016).

O fruto do café (Figura 3) consiste em uma drupa oval com tamanho de
aproximadamente 10 mm, superficie lisa, brilhante e geralmente de coloracdo avermelhada
quando atingido o estadio de maturagdo “cereja” (NARITA & INOUYE, 2014).

Segundo Esquivel & Jiménez (2012) e Bresciani et al. (2014), os frutos podem ser
subdivididos em seis partes (Figura 4):

a. O epicarpo ou a casca (skin), cuja coloracdo varia desde o verde ao vermelho
escuro;

b. O mesocarpo externo ou a polpa amarelada e fibrosa (pulp);

c. A camada de mucilagem ou a pectina (mucilage), de caracteristica transltcida, fina
e altamente viscosa e hidratada;

d. O endocarpo ou 0 pergaminho (parchment), uma camada fina e amarelada;



e. O perisperma, a pelicula prateada ou a testa (silverskin), responsavel por cobrir o
grdo de café;
f. O endosperma, a semente ou o grao de café (bean).

Casca

N

Gréo

Pergaminho

Mucilagem Pelicula
Prateada

Figura 4. Esquema do fruto maduro de café e suas subdivisGes, adaptado de Esquivel &
Jiménez (2012).

As principais matérias-primas de interesse para a inddstria cafeeira sdo as sementes,
em que 0s processos tecnologicos empregados contribuirdo para a obtencdo da bebida a base
de café pelos consumidores.

2.1.3. Tecnologia cafeeira

A tecnologia tradicional cafeeira compreende as etapas para a obtencéo dos principais
produtos cafeicos, que incluem principalmente o cultivo e a colheita dos frutos de café, o
beneficiamento e obtencdo das sementes do café, o processo de torrefacdo e a posterior
moagem dos grdos torrados. No mercado internacional, o café é basicamente comercializado
na forma dos grdos verdes, com o processamento térmico a ser realizado apenas no pais em
que ocorrerd o preparo da bebida (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012). E importante destacar
que é de conhecimento geral que, no Brasil, os grdos de melhor qualidade tendem a ser
destinados a exportacdo enquanto o produto em p6 consumido internamente constitui-se de
uma mistura de cafés de diferentes procedéncias e graus de qualidade (MENEZES JUNIOR,
1953).

A cafeicultura, etapa inicial para obtencdo dos frutos, esta basicamente situada em
areas que abrangem latitudes de 25° ao norte e sul da Linha do Equador (NARITA &
INOUYE, 2014). A Figura 5 destaca esta regido do planeta, conhecida como “cinturdo do
café”. Quanto as condi¢Ges climaticas ideais para as espécies produtoras, diferentes
informac0es estdo disponiveis na literatura e, portanto, estdo dispostas na Tabela 2.
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Figura 5. O cinturdo do café, sendo representados, do verde mais claro ao escuro, paises que
predominam o café arabica (por exemplo, Brasil), café robusta (ex. India) e producéo dividida
(ex. Indonésia), adaptado de Paterson et al. (2014).

Tabela 2. CondicGes climaticas relatadas para as espécies arabica e robusta.

International Coffee CODEX
Organization ALIMENTARIUS Paterson et al. (2014)
(1CQO, 2006) (2009)
Regides subtropicais (latitudes de
: 16° a 24° e altitudes de 550 m a
. Altitudes Altitudes de 600 m 1100 m), como no Brasil e Jamaica
Café a 2000 m com A . i
1 de 600 m a Regides equatoriais (latitudes
Arébica temperaturas entre o :
1600 m 18°C e 22 5°C menores que 10° e altitudes de
' 1100 m a 1900 m), como Colémbia
e Etiopia
Frequentemente em  Altitudes abaixo de
Café regides tropicais 600 m com Regides com latitudes de 10° e
Robusta  Umidas ou ainda ao temperaturas de altitudes de 900 m (nivel do mar)

nivel do mar 22°C a 26°C

A colheita dos frutos, realizada geralmente ap6s 5 anos da plantacdo dos cafeeiros,
ocorre por derrica (retirada) manual no pano ou mecanizada, seguida de uma pré-limpeza,
lavagem e consequente flotacdo dos frutos em agua para classificacdo e separacdo dos frutos
maduros (MUSSATTO et al., 2011; FUNED, 2012). Apds as fases iniciais do tratamento pos-
colheita, dois processamentos podem ser empregados para beneficiamento dos graos maduros.
A metodologia mais simples é o processo a seco, mundialmente utilizado para o café robusta,
em que se expde os grdos a secagem ao sol e procede-se 0 descascamento mecanico para
remogdo da pele, polpa, mucilagem e pergaminho (GONZALEZ-RIOS et al., 2007b;
ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012).

A segunda metodologia, conhecida como processo uUmido, é empregada
preferencialmente para o café ardbica e consiste na utilizagdo de grandes volumes de agua nas
sequintes etapas (GONZALEZ-RIOS et al.,, 2007a; GONZALEZ-RIOS et al., 2007b;
ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012):

a. Remocao mecénica da casca e da polpa dos frutos ainda fresco por pressionamento

em agua;

b. Retirada da mucilagem através de fermentacdo controlada por 12 a 48 horas,
ocorrendo a produgdo de compostos volateis e metabolitos microbianos,
precursores das substancias responsaveis pelo sabor do café torrado, ou ainda por
friccdo mecénica, que permite a reducdo do gasto de agua e a recuperacdo da
mucilagem;



c. Secagem e descasque dos gréos, retirando o pergaminho;
d. Remocdo opcional da pelicula prateada, sendo feita através de polimento e
garantindo um café tipo premium.

Gonzalez-Rios et al. (2007b) citam ainda que o processamento pos-colheita pode
apresentar variagOes significativas, especificados para cada regido de producdo, como a
retirada de mucilagem dos grdos de café em condi¢bes de auséncia de agua no México.
Esquivel & Jiménez (2012) enfatizam que a escolha do método de obtencdo do café verde
exerce influéncia nas caracteristicas sensoriais da bebida preparada a partir do café.

Além disso, a recuperacdo de subprodutos dependera do tipo de processamento.
Através do método a seco, é recolhido uma fracdo Unica contendo pele, polpa, mucilagem e
pergaminho. Diferentemente, o processo Umido permite a obtencdo de fragdes contendo pele e
polpa (43,2% massa/massa — m/m do fruto); mucilagem e aclcares soltveis (11,8% m/m),
quando n&o fermentados; e pergaminho (6,1% m/m) (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012).

Como mencionado anteriormente, a tecnologia cafeeira também engloba o processo de
torrefacédo, tratamento térmico que provoca nos grdos de café profundas modificacfes em sua
composicao quimica, atividade bioldgica e propriedades sensoriais (GONZALEZ-RIOS et al.,
2007a; PARRAS et al., 2007). Nos grdos destinados a exportacdo, esta etapa apenas sera
realizada no pais em que sera preparada a bebida a base de café, possibilitando manter as
qualidades sensoriais do produto. A faixa de temperatura e 0 tempo de processo variam
significativamente de acordo com diferentes artigos presentes na literatura, sendo
relacionados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros do processo de torrefacdo na literatura.
Murkovic &  Gonzalez-Rios Bagdonaite et Bicho et al.

Derler (2006) et al. (2007a) al. (2008) (2012)
Temperatura a b 180 a 190° ou
C) 240% ou 270 170 a 240 240 a 300 290 2 230"
Tempo (min) 3° ou 6° méximo de 15 - 12° ou 15

Os trabalhos de Franca, Mendonga, et al. (2005) e Gonzalez-Rios et al. (2007a)
dividem o processo em 3 fases: 0 inicio corresponde a secagem, em que ocorre a liberacdo de
vapor de agua e substancias volatilizaveis; em seguida, é realizada a torrefagdo, sendo obtidos
uma variedade de substancias e compostos poliméricos responsaveis diretamente pelo gosto,
aroma e cor do café; e encerra-se com o arrefecimento imediato, evitando o escurecimento e a
perda de aroma do produto final. Bicho et al. (2012) relacionam os diferentes fendmenos que
acontecem no gréo durante a torrefagdo com o aumento de temperatura:

a. A 50°C, ocorrem as primeiras mudancas estruturais do gréo de café;

b. Em temperaturas superiores a 50°C, a desnaturacdo proteica e, principalmente, a
evaporacao da agua e outros gases favorecem um aumento de volume (inchago do
gréo);

c. As reagdes de Maillard e de pir6lise favorecem a formacao de substancias organicas
volatilizaveis, compostos sulfurados e melanoidinas, em temperaturas proximas a
100°C;

d. Com o aumento até 200°C, é favorecido a ruptura do endosperma, a liberacdo de
aroma e o desenvolvimento da caramelizacdo;

e. Por dltimo o resfriamento rapido, interrompendo as reagdes quimicas.

O produto torrado tende a apresentar perda de peso de até 14 a 23%, relacionado a
perda de agua e substancias volatilizaveis; aumento do volume, devido ao inchago celular e a
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destruicdo de polimeros como celulose e lignina; coloracdo mais escura e aroma de notas
olfativas torradas até queimadas (PARRAS et al., 2007; BAGDONAITE et al., 2008). A etapa
final consiste na diminuicdo do tamanho dos grdos e homogeneizagdo do material através do
processo de moagem.

Para a obtencéo de outras formas de comercializacdo do café, sdo empregados ainda
processos adicionais de extragdo e concentracdo, como na producdo das formulacGes de café
solvel/instantaneo e café descafeinado e os produtos em cépsulas, que surgem como uma
nova tendéncia para o mercado.

Existem também cafés considerados exoticos devido a peculiaridade do processo de
obtengdo, entre os quais, destacam-se aqueles que sdo obtidos a partir de excrecdes de
diferentes animais como o café Jacu (aves jacu — Penelope superciliares) e o café civeta ou
Kopi Luwak (mamiferos civeta — Paradoxurus hermaphroditus). O trato gastrointestinal
destes animais provoca mudancas na composicdo quimica dos grdos de café quando ingeridos,
conferindo as bebidas preparadas a base destes grdos aspectos sensoriais muito apreciados.
Esta observacdo pode ser exemplificada pelo alto preco praticado no comércio para o café
civeta (DE CONTI et al., 2013; JUMHAWAN et al., 2015).

2.1.4. Composicdo quimica e propriedades funcionais

Diferentes fatores véao influenciar a composi¢cdo quimica e, consequentemente, as
propriedades funcionais e sensoriais do café comercializado, como a espécie utilizada, as
condicGes de cultivo, o grau de maturacdo dos grdos no momento da colheita e 0 método de
processamento, ja destacado anteriormente (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012).

O café verde apresenta elevado teor de carboidratos, principalmente polissacarideos,
como galactomananas, arabinogalactanas e celulose, que representam em torno de 50% da
massa do grdo (REDGWELL & FISCHER, 2006; ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012). Além
destes, carboidratos sollveis, lipideos, minerais, proteinas e aminoacidos alcaloides,
compostos fendlicos e outras classes de substancias também estdo presentes no grdo verde,
conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo qualitativa dos graos de café verde (MURKOVIC & DERLER, 2006;
REDGWELL & FISCHER, 2006; PARRAS et al., 2007; BELITZ et al., 2009; ESQUIVEL &
JIMENEZ, 2012).

Classes Substancias

Polissacarideos (Galactomananas, Arabinogalactanas, Celulose,
Hemicelulose), Oligossacarideos (Sacarose, Rafinose e Estaquiose) e
Monossacarideos (Glicose, Galactose, Arabinose, Frutose, Manose, Manitol,
Xilose e Ribose)

Carboidratos

) Triglicerideos, Esterdis (Estigmasterol, Sitosterol),
Lipideos Acidos Graxos (Acido Palmitico, Linoleico, Linolénico, Oleico, Esteérico,
Araquidonico, Lignocérico e Beénico)

Alanina, Asparagina, Fenilalanina, Acido Glutdmico, Acido Aspartico,
Aminoacidos Valina, Treonina, Isoleucina, Serina, Arginina, Glicina, Leucina, Prolina,
Lisina, Tirosina, Glutamina, Histidina, Metionina

Potassio, Magnésio, Calcio, Fésforo, Chumbo,

Metais Cromo, Zinco, Cobre, Niquel e Ferro




Tabela 4. Continuacao.

Classes Substancias

Diterpenos Alcoois (Metilcafestol, Cafestol e Caveol),

Terpenos Diterpenos e Triterpenos Esterificados

a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol,

Tocoferdis a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-tocotrienol

Acidos Acidos Volatilizaveis (Acido Acético, Propanoico, Butanoico,
Alifaticos Isovalérico, Hexanoico e Decanoico) e

N&o-Volateis (Acido Citrico, Malico e Quinico)
Acidos Fenolicos (Acido Cafeico, Fertlico, p-cumarico e Nicotinico),
Compostos Acidos Clorogénicos (Acido Cafeoilquinico, Feruloilquinico,
Fendlicos Dicafeoilquinico, p-cumaroilquinico e outros derivados)
Antocianinas, Proantocianidinas, Isoflavonas, Lignanas e Taninos

Alcaloides Cafeina, Trigonelina, Teobromina e Teofilina

A utilizacdo de altas temperaturas no processo de torrefacdo dos grdos favorece a
ocorréncia de sucessivas reacdes quimicas, como a hidrolise de polissacarideos em moléculas
de baixa massa molecular, a degradacdo de substancias termolabeis e a formacédo de diversos
compostos através das reacbes de Maillard e de pirdlise (FRANCA, MENDONCA, et al.,
2005; GONZALEZ-RIOS et al., 2007a; PARRAS et al., 2007; BICHO et al., 2012;
ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012). Conforme Tabela 5, os gréos de café de ambas as espécies
produtoras tendem a apresentar diferencas qualitativas e quantitativas em sua composi¢ao
quimica antes e ap0s a torrefacéo.

Tabela 5. Teores dos principais constituintes quimicos do café verde e torrado em grau
médio, em % (m/m de base seca) (BELITZ et al., 2009; ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012).

Café Verde Café Torrado
C.arabica C.canephora C.arabica C. canephora
Carboidratos 55 a 66 40 a 56 38 41
Lipideos 15a18 8al2 17 11
Proteinas e Aminoéacidos 8,7a12,8 10
Minerais 3,0a54 45 47
Cafeina 08al4 1,7a4,0 1,3 2,4
Acidos Clorogénicos 6,7a9,2 71a12,1 2,7 3,1
) Melanoidinas - 23
Acidos Alifaticos 0.1 2.4 25

Volatilizaveis

Dentre os compostos que apresentam reducdo em seus teores, destacam-se a cafeina, a
subclasse dos acidos clorogénicos e os carboidratos. A cafeina (1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona
ou 1,3,7-trimetilxantina), cuja estrutura quimica esta ilustrado na Figura 6, € o alcaloide mais
abundante nos grdos de café, sendo responsavel por conferir o sabor amargo a bebida
preparada a base de café (RODRIGUES & BRAGAGNOLO, 2013). O processo de torrefacdo
implica na diminuicdo do teor de cafeina, principalmente para os cafés robusta, que
apresentam maiores concentracdes deste metabolito. Segundo Franca, Mendonca, et al.
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(2005), durante este tratamento, estima-se uma tendéncia de reducdo em cerca de 30%,
resultado possivelmente do arraste da cafeina pelo vapor de agua liberado.

L
{N \K
NjiH/N\
o
Figura 6. Férmula estrutural da cafeina.

Entretanto, o maior destaque a cafeina ocorre pelas suas diferentes atividades
bioldgicas. Por exemplo, a ingestdo de doses baixas a moderadas de cafeina (entre 50 a 300
miligramas - mg) ja4 implica em melhoras significativas na performance cognitiva e
psicomotora do consumidor. Outras propriedades incluem aumento da circulacdo sanguinea e
respiracdo, reducdo do peso corporal, efeitos potenciais anti-inflamat6rio e imunossupressor,
diminuicdo do risco de desenvolvimento de doenca de Parkinson, Alzheimer e diabetes tipo
Il, potencial de atividade antioxidante, entre outros (ALVES, CASAL & OLIVEIRA, 2009;
ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012; HALL et al., 2015).

Outro constituinte importante do café sdo os acidos clorogénicos, classe de compostos
formados a partir da reacdo de esterificacdo entre acidos hidroxicindmicos, como os acidos
cafeico, fertlico e p-cumarico, com o 4&cido quinico (Figura 7) (RODRIGUES &
BRAGAGNOLDO, 2013).

HOIII/,
HOlllu
o
HO "’/or—x

=H= Amdop cumarico R,
= OH = Acido cafeico
R] = OCHj = Acido fertlico

Figura 7. Reacéo de esterificagdo e formacao de um acido clorogénico.
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De acordo com Hall et al. (2015), os acidos clorogénicos tem apresentado inumeros
efeitos bioldgicos, que incluem propriedades antimutagénica, antiviral, anticarcinogénico,
anti-inflamatorio, antioxidante, neuroprotetor e neurotréficas. A ingestdo de produtos a base
de cafe é a principal fonte de acido clorogénico na dieta humana, ainda que estes, a
temperatura de torrefacdo, apresentem reducdo em seus teores, devido a formacéo de acidos
clorogénicos lacténicos, a partir da perda de uma molécula de agua, e até de melanoidinas
(ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012; RODRIGUES & BRAGAGNOLO, 2013).

O processo de formacdo de novos compostos durante a torrefacdo dependera
basicamente da constituicdo, no grdo de café verde, de aminodcidos e carboidratos, cujo
elevado teor apresenta papel importante no desenvolvimento do café torrado (MURKOVIC &
DERLER, 2006). Os polissacarideos sdo 0s principais carboidratos presentes nos graos
verdes de café, porém, entre os carboidratos de baixa massa molecular, destaca-se ainda a
sacarose, com um teor aproximadamente entre 5% a 12% (m/m) em base seca (REDGWELL

11



& FISCHER, 2006). Knopp et al. (2005) relatam também a presenca de outras substancias,
porém em concentracGes até 100 vezes inferior que a sacarose, como frutose (0,4 %), glicose
(0,2%), rafinose (0,06%) e estaquiose (0,04%).

O tratamento térmico altera a composi¢do qualitativa e quantitativa de carboidratos,
através da clivagem da cadeia central e das cadeias laterais dos polissacarideos, como as
arabinogalactanas, que apresentam maior susceptibilidade a degradacdo térmica; da
degradacdo dos oligossacarideos a monossacarideos; e da rapida conversdo a produtos da
reacdo de Maillard e de pirélise pelos monossacarideos presentes no café verde (REDGWELL
& FISCHER, 2006). A Figura 8 representa um esquema sobre as principais transformacoes
quimicas submetidas nos graos de café através do processo de torrefacao.

Polissacarideos (Insollveis)

@ Clivagem

Polissacarideos (Soluveis)

@ Clivagem

Oligossacarideos Aminoécidos
@ Clivagem @
Monossacarideos |:> Produtos de Maillard
Compostos Furanicos :> Subst’ar.]mas Vol?tl.zavels +
Acidos Organicos

Figura 8. Esquema de conversdo dos carboidratos a novos produtos durante o processo de
torrefacéo, adaptado de Oosterveld et al. (2003).

Entre os principais produtos, as melanoidinas compde a classe de maior abundancia
nos grdos de café torrado. Estas sdo caracterizadas como compostos de alta massa molecular e
de estruturas quimicas desconhecidas, devido a complexidade de suas moléculas (ESQUIVEL
& JIMENEZ, 2012). As melanoidinas ainda conferem importante contribuico sensorial para
o café torrado, além de estarem relacionadas ao aumento da atividade antioxidante dos cafés
torrados, quando comparados aos graos verdes, e propriedade antimicrobiana, sinergicamente
a atuaco da cafeina e dos &cidos clorogénicos. E importante ressaltar que graus médios de
torrefacdo resultardo em uma maior atividade antioxidante, proveniente do equilibrio entre a
degradacdo de compostos fendlicos e a formagdo de novas substancias (ESQUIVEL &
JIMENEZ, 2012; SUNARHARUM et al., 2014).

Substancias carcinogénicas também sdo formadas nesta etapa da producdo, como 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Porém, entre os trabalhos cientificos, existe um
maior destaque para a presenca de acrilamida, por ser o café a principal fonte de ingestéo
diaria desta substancia em diversos paises como Noruega, Suécia, Suica e Dinamarca
(MURKOVIC & DERLER, 2006; BAGDONAITE et al., 2008; ESQUIVEL & JIMENEZ,
2012).

A formacéo de acrilamida durante a torrefacdo depende do tempo e temperatura de
processo, da espécie de grao utilizada e principalmente do teor inicial de asparagina, segundo
aminoacido mais abundante em grdos de café verde e limitante para a reacdo de sintese
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(MURKOVIC & DERLER, 2006; BAGDONAITE et al., 2008). O trabalho de Bagdonaite et
al. (2008) relata que, nos primeiros minutos de torrefacdo, sdo encontrados 0s maiores teores
de acrilamida, sobretudo para o café robusta, e que existe a tendéncia da degradagdo desta
substancia durante o processo (reducédo de até 82%) e a estocagem do produto final.

O sabor do produto depende tanto destes compostos ndo volateis quanto das
substancias volatilizaveis. Mais de 1000 substancias diferentes ja foram identificadas em
concentracdo de parte por milhdo (ppm) ou parte por trilhdo (ppt), sendo em torno de 40 que
contribuem diretamente para o aroma do café. Em resumo, considera-se de maior
significancia para o sabor do café quantitativamente a classe dos furanos e das pirazinas
enquanto qualitativamente a classe dos compostos sulfurados junto as pirazinas (ESQUIVEL
& JIMENEZ, 2012; SUNARHARUM et al., 2014). Entre todas estas substancias
mencionadas, o 2-furfuriltiol (Figura 9) é destacado como aquele de maior contribui¢do para o
aroma do café (BELITZ et al., 2009; UEKANE et al., 2013).

/N

(0}
Figura 9. Férmula estrutural do 2-furfuriltiol (UEKANE et al., 2013).

Diferencas na composi¢do quimica também estdo relacionadas ao tipo de espécie
empregada, como maiores teores de aminoacidos e de cafeina em café robusta que em café
arabica (MURKOVIC & DERLER, 2006; BELITZ et al., 2009); ao tipo de produto a ser
comercializado, tais quais menores concentracdes de acidos clorogénicos, cafeina e
trigonelina em café soltvel que o convencional (RODRIGUES & BRAGAGNOLO, 2013); e
0 modo de preparo, que exerce influéncia, por exemplo, no teor de isoflavonas totais presentes
na bebida (ALVES et al., 2010).

2.1.5. Importancia econémica

Atualmente, o café consiste na segunda maior commodity dentro do comeércio
internacional, atras apenas do petroleo bruto (PARRAS et al., 2007; DOMINGUES et al.,
2014). Esta importancia econdémica vem sendo conquistada pelo aumento do consumo de
bebidas a base do grdo de café, cujo indice foi quase duplicado nos ultimos 40 anos
(PATERSON et al., 2014). Segundo Barbin et al. (2014), é possivel afirmar que o café, depois
da &gua, é a bebida mais popular do mundo.

Mais de 60 paises tropicais e subtropicais, localizados sobretudo no “cinturdo do
café”, sao responsaveis pelo fornecimento de grdos de café verde para suprir 0 consumo em
todo mundo (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012; NARITA & INOUYE, 2014). Segundo a ICO
(2016b), os maiores produtores séo o Brasil, 0 Vietnd, a Colombia, a Indonésia e a Etiopia,
representando mais de 70% da producdo mundial de café (Tabela 6).

A cafeicultura brasileira destaca-se por abranger o cultivo tanto da espécie arabica
guanto da espécie robusta. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2016), em agosto de 2016, foram obtidos mais de 2,8 milhdes de toneladas de grdos, com o
café arabica representando 83% (mais de 2,3 milhdes de toneladas) e o café robusta 17% (481
mil toneladas). Os principais estados brasileiros produtores de café sdo Minas Gerais, Espirito
Santo, Bahia, Sdo Paulo e Rondénia (Figura 10). Destaca-se ainda a disparidade em relagéo as
especies cultivadas, mesmo para estados vizinhos como Minas Gerais e Espirito Santo.
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Tabela 6. Dados de producdo e exportacdo de café, em milhdes de sacas de 60 kilogramas
(kg), para os principais paises produtores nas safras de 2013/2014 e 2014/2015, (ICO, 2016b).

Producao Total Exportacao
2013/2014  2014/2015 % 2013/2014  2014/2015 %
Brasil 49,2 45,6 -7,3 32,7 36,9 12,8
Vietna 27,5 26,5 -3,6 24,9 21,3 -14.4
Colémbia 12,1 13,3 9,9 10,8 12,3 13,9
Indonésia 11,4 10,4 -8,8 10,0 6,6 -44.0
Etidpia 6,5 6,6 1,5 3,0 2,9 -3,3
Escala 146,6 141,4 35 115,1 112,1 2,6
Mundial
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Figura 10. Participacdo na safra 2015 de grdos totais, de café ardbica e de café robusta
(IBGE, 2016).

A extensiva producdo brasileira de café visa a exportacdo para os paises desenvolvidos
e 0 abastecimento do consumo interno do pais. Conforme dados dispostos na Tabela 6, 0
Brasil é o principal pais exportador de café no mundo, o que favorece que a cafeicultura
represente a quarta maior receita bruta brasileira em relagdo aos produtos agricolas, ficando
atras apenas da soja, cana-de-actcar e milho (CONAB, 2015). Segundo a ABIC (2015a),
houve um crescimento progressivo nos nimeros de exportagdo do Brasil durante as ultimas
décadas (Tabela 7) e os paises que mais importam o café brasileiro atualmente sdo os Estados
Unidos, a Alemanha, a Bélgica, a Itdlia e o Japao (Figura 11).

Tabela 7. Dados de exportacdo brasileira de café desde a década de 60, em milhGes de sacas
de 60 kg de cafée (ABIC, 2015a).

Média de Exportacéo Crescimento (%)
1961-1970 17,1 -
1971-1980 15,1 -12,0
1981-1990 17,0 12,9
1991-2000 18,1 6,3
2001-2010 27,9 54,1
2011-2015 33,5 20,1
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Figura 11. Dados de café verde brasileiro exportado, em milhGes de sacas de 60 kg, no
periodo de janeiro a dezembro de 2013 e de 2014 (ABIC, 2015a).

Além da exportacdo, o mercado interno apresenta grande representatividade diante da
producgdo cafeeira, com crescente evolugdo do consumo de café pelos brasileiros. Ainda de
acordo com a ABIC (2015a), o numero de sacas destinadas a comercializacdo interna
aumentou 2,5 vezes nos Ultimos 25 anos, superando a marca de 20,5 milhdes de sacas de 60
kg em 2015, mesmo diante da crise econdmica brasileira (Figura 12). Além disso, o proprio
consumo per capita brasileiro foi quase duplicado neste periodo, alcancando o nimero de 4,9
kg café torrado/habitante/ano.
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Figura 12. Evolugdo do consumo interno de café durante os ultimos 25 anos, em milhdes de
sacas de 60 kg (ABIC, 2015a).

Outras pesquisas da propria associac¢do indicaram que, em 2015, 80% das residéncias
investigadas possuiam o produto, comprovando uma vez mais a cultura do consumo de café
pelos proprios brasileiros. A principal forma de comercializagdo continua sendo o café torrado
e moido, representando 81% do volume total consumido pelas familias brasileiras em suas
residéncias. ProjecBes ainda indicam a possibilidade de o mercado interno alcancar 24
milhdes de sacas ja no ano de 2019 (ABIC, 2015a). Para tal resultado esperado, a qualidade
do café comercializado passou a ser objeto de avaliacdo cientifica nos dltimos anos,
conferindo ao consumidor brasileiro o0 acesso a um produto de qualidade garantida.
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2.1.6. Qualidade e legislacdo

O mercado global tem sido influenciado principalmente pelo surgimento de
consumidores preocupados com a qualidade, a seguranca e até a origem geografica dos
produtos que estes consomem (DI STEFANO et al., 2012). A qualidade é um dos aspectos
mais importantes para a industria cafeeira, sendo relacionada principalmente a composicao
quimica dos graos de café e ao processo de torrefacdo (FRANCA, MENDONCA, et al., 2005;
BARBIN et al., 2014).

Por exemplo, as espécies botanicas empregadas, as quais diferem em sua constitui¢éo
quimica, originam bebidas sensorialmente distintas. Enquanto o mercado considera o produto
a base de café aradbica como detentor de um sabor fino e pronunciado, o que eleva os precos
das sacas em até 10 vezes, o café robusta € menos apreciado e utilizado especialmente na
forma de blends ou para aumentar a viscosidade de alguns tipos de bebidas oriundas de café
(ALVES, CASAL, ALVES, et al., 2009; BARBIN et al., 2014).

Diferentes critérios sdo empregados para a avaliacdo da qualidade dos gréos de café,
destacando-se a presenca de defeitos e o sabor. O termo “defeito” esta relacionado
diretamente aos grédos de café e pode revelar operacfes de colheita e processamento de baixa
eficiéncia. Entre os principais defeitos, estdo os gréos pretos, oriundos de graos mortos dentro
dos frutos de café ou de grdos caidos naturalmente no solo por acdo de chuva ou excesso de
amadurecimento; os grdos acidos, resultantes de fermentacdo prolongada; os grdos verdes de
frutos imaturos; e ainda os gréos pretos imaturos, resultantes dos frutos que caem no chéo
ainda imaturo e ao contato com solo estdo susceptiveis a fermentacdo (FRANCA,
MENDONCA, et al., 2005; FRANCA, OLIVEIRA, et al., 2005).

Quanto ao critério de sabor, os cafés brasileiros, por exemplo, sdo classificados em
diferentes categorias, desde as bebidas de maior qualidade, com baixa acidez e gosto doce
suave, até os de menor qualidade, que incluem aqueles de elevada adstringéncia e baixo gosto
doce, e aqueles que apresentam sabor intolerdvel (FRANCA, OLIVEIRA, et al., 2005;
FARAH et al., 2006).

Uma pratica comum que prejudica a qualidade do café é a adulteracdo através da
mistura intencional ou ndo de matérias-primas de menor custo financeiro (OLIVEIRA et al.,
2015; CAI et al., 2016). Em 1851, o jornal britanico The Lancet ja destacava o0 uso de
chicéria, milho, feijdo e batata como adulterantes no café. Dois anos mais tarde, 0 mesmo
jornal relatava o uso de misturas de café com chicéria, que ainda eram toleradas em
concentragcfes de no maximo 50% (m/m) na Europa, porém ndo era informado
adequadamente aos consumidores de acordo com a legislagdo vigente (LANCET, 1851,
OLIVEIRA et al., 2015).

No Brasil, Menezes Junior (1953) foi o pioneiro na divulgacéo cientifica sobre as
possiveis fraudes encontradas nos cafés torrados e moidos comercializados internamente. O
autor j& mencionava que o aspecto granuloso e oleoso e a cor do café propiciavam o
mascaramento dos materiais adulterantes através da adsorcdo do Oleo e a aderéncia das
particulas mais finais do pé de café a sua superficie. Destaca-se, portanto, que o principal tipo
de produto que sera alvo de adulteracdo tende a ser o tradicional café torrado e moido, o que
prejudica fortemente o consumidor brasileiro devido a sua grande representatividade no
mercado interno.

Na década de 60, a adulteracdo consistia basicamente no imediato aproveitamento das
cascas de café, que apresentavam alta disponibilidade e o preco relativamente baixo e
“compensador” (MENEZES JUNIOR, 1953). Nos dltimos anos, outros adulterantes como
milho, casca de semente de cacau, cevada, arroz, feijao, caramelo, sacarose e soja e, mais
recentemente, trigo, triticale e sementes de acai foram encontrados em cafés brasileiros,
adicionados provavelmente antes ou durante o processo de torrefacdo. Estas adulteracOes
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podem alcancar concentracfes de até 40% (m/m) (TAVARES et al., 2012; AQUINO et al.,
2014; DOMINGUES et al., 2014; PAULI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Devido as dimensdes alcancadas, a adulteracdo é considerada uma grave ameaga ao
desenvolvimento sustentavel da indlstria cafeeira. Em escala mundial, diferentes
organizacbes tem atuado na garantia da qualidade do café mundial, como Institute for
Scientific Information on Coffee, Coopération Internationale em Recherche Agronomique
pour le Développement, ICO, Food and Agriculture Organization (FAO) e Food Safety and
Inspection Service of the United States Department of Agriculture. As principais normas
utilizadas envolvem o Codex Alimentarius, realizada pela FAO, e o0 CODEX STAN 1-1985
(Rev, 1-1991), produzido pela World Health Organization, além dos regulamentos internos de
cada pais (OLIVEIRA et al., 2015; CAl et al., 2016).

No Brasil, a ABIC € responsavel desde 1989 pela implementacdo e execucdo do
Programa Permanente de Controle da Pureza do Café (Figura 13), cuja funcdo do programa é
identificar os produtos que apresentam 100% de café e, assim, possibilitar o resgate da
credibilidade junto aos consumidores em geral (ABIC, 2015b). A legislacdo era regida pela
Instrucdo Normativa de n® 16, de 24 de maior de 2010, do MAPA (BRASIL, 2010). Esta se
encontrava em vigor até o inicio do ano de 2013 e estabelecia, para comercializacdo, um
percentual maximo de 1% para o conjunto de impurezas, sedimentos e matérias estranhas em
café torrado em gréos ou moido.

SELO DE
PUREZA

ABIC

ASSOCIAGAQ BRASILEIRA DA IND. DE CAFE

Figura 13. Selo de pureza incorporado nas embalagens de cafés com 100% de pureza.

Todos estes esforcos ainda sdo insuficientes para a garantia da qualidade do café
comercial brasileiro, sendo possivelmente, nos proximos anos, implementada uma legislacédo
mais rigida, considerando apenas a deteccdo do adulterante como forma de reprovacdo do
produto, e 0 emprego de técnicas analiticas de maior sensibilidade e seletividade.

2.2. Investigacdo de Fraudes em Café
2.2.1. Técnicas analiticas empregadas

A deteccdo da adicdo de adulterantes no café dependera do auxilio de métodos
analiticos adequados, visando a identificacdo de matérias estranhas que possam apresentar até
0 mesmo grau de torrefacdo do café e pequenos tamanhos de particulas. Segundo Tavares et
al. (2012), os laboratorios credenciados pela ABIC utilizam métodos microscopicos para
deteccdo e quantificacdo das impurezas presentes no café, através de comparacdo de extrato
aquoso de café puro e da amostra.

A Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, 2012), em parceria com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, produziu um documento nomeado como “Atlas de
Microscopia — Café Torrado e Moido (Coffea sp)” para consulta e apoio técnico-cientifico
para laboratérios de controle de qualidade em café. O material aborda os principais
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adulterantes e caracteristicas botanicas, que servem como ferramenta de identificacdo de
possiveis adulteracdes (Figura 14).
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Figura 14. Deteccdo em café de (A) cascas e pedacos do pedunculo do café, (B) milho, (C)
cevada, (D) caramelo, (E) triguilho e (F) soja (FUNED, 2012).
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De acordo com Oliveira et al. (2015), os primeiros métodos desenvolvidos
empregavam a remogdo da fracdo lipidica com solventes orgénicos e a posterior visualizagdo
e comparaco das amostras com possiveis adulterantes. E possivel afirmar que estes serviram
de base para os métodos subsequentes, com a utilizacdo de microscopia éptica, microscopia
eletronica de varredura e analise por imagens (AMBONI et al., 1999; ASSAD et al., 2002;
SANO et al., 2003).

Embora estas técnicas apresentem eficiéncia na deteccdo de adulterantes, algumas
desvantagens sdo observadas como o maior tempo de anélise, a subjetividade da interpretacdo
e a consequente necessidade de profissionais experientes. Além disso, fatores externos, como
0 uso de altas temperaturas, podem favorecer alteracdes nos tecidos vegetais (MENEZES
JUNIOR, 1953). Dentre as demais técnicas analiticas que ja foram relatadas na literatura,
destacam-se a espectroscopia na regido do infravermelho, as reacbes do tipo cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction - PCR) e a cromatografia.

A espectroscopia na regido do infravermelho proximo e médio ao visivel é empregada
tanto para a determinacdo de constituintes de alimentos quanto para o controle de qualidade
de alimentos. O trabalho de Tavares et al. (2012) diferenciou amostras de café puro e
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adulterado com casca de café, a partir da intensidade de bandas espectrais em determinados
comprimentos de ondas e da analise dos principais componentes, com diminui¢do de tempo
de analise e maior confiabilidade.

Métodos baseados em replicacdo das moléculas de DNA também apresentam boas
vantagens quando comparados aos convencionais, como alta especificidade e sensibilidade e
estabilidade das moléculas de DNA frente as condi¢des de processamento. A utilizacdo da
técnica de PCR em tempo real, através da utilizacdo de reagentes fluorescentes, também
permite quantificacdo do DNA inicial (OLIVEIRA et al., 2015). Ferreira et al. (2016)
desenvolveram uma metodologia com base nesta técnica para deteccdo de cevada, milho e
arroz em cafés torrado e moido e café sollvel usando uma sequéncia especifica de &cidos
nucleicos, tendo sido aplicado com sucesso para amostras de diferentes paises.

Com emprego nas mais diferentes areas, a cromatografia é atualmente uma das
técnicas analiticas mais utilizadas devido a sua versatilidade. Substancias organicas de
diferentes polaridades e massas moleculares e em concentragdes até o nivel traco podem ser
detectadas e quantificadas mediante a combinacédo de colunas, fases moveis e detectores.

2.2.2. Cromatografia

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC (1997), a
cromatografia ¢ definida como “um método fisico de separacao em que os componentes que
serdo separados estdo distribuidos entre duas fases, uma que é estacionaria (fase estacionaria)
enquanto a outra se move em direcdo definida (fase movel)”. A interagdo entre as substancias
inicialmente presentes em uma mistura e as duas fases distintas e imisciveis contribuira para a
ocorréncia dos fendmenos de retencdo e eluicdo, responsaveis pela migracdo diferencial e a
consequente separacdo das substancias (Figura 15).
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Figura 15. Esquema simplificado sobre o processo cromatografico com a separagdo das
substancias por diferentes propriedades como, por exemplo, polaridade e solubilidade.

A invencdo da cromatografia € atribuida principalmente ao botanico russo Mikhael S.
Tswett (1872-1919), que publicou inicialmente em 1903 um relatdrio sobre seus extensivos
experimentos sobre um novo fenémeno de adsorcéo e sua potencial aplicacdo na separacéao de
pigmentos de folhas de plantas. Até entdo, Tswett ainda nomeava o processo como filtracao.
Somente em 1906 com a publicacdo de dois artigos cientificos, o termo cromatografia foi
adotado e descrito pelo botanico russo. Duas interpretagdes sdo plausiveis como justificativa
para 0 nome da técnica: a primeira consiste nas palavras gregas chroma (cor) e graphein
(escrever), significando “a escrita da cor”; ou ainda que o nome Tswett escrito em russo
significa “cor” e, portanto, seria “a escrita de Tswett” (LANCAS, 2009b; PACHECO et al.,
2015).

Embora Tswett tenha sido o primeiro a compreender e interpretar 0 processo
cromatografico, existem muitos registros de fenémenos similares a cromatografia em periodos
anteriores ao século XX. Segundo Pacheco et al. (2015), o possivel relato mais antigo, no ano
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77 (depois de Cristo — d.C.), consiste na publicacdo de uma grande obra chamada de Naturalis
Historia, do militar romano Caio Plinio Segundo (23-79), conhecido como Plinio, o Velho. A
descricdo de um meétodo para verificacdo da autenticidade de verdigris, um sal utilizado como
fungicida e pigmento verde, envolvia a aplicagdo do produto em folhas de papiro embebidas
com um extrato vegetal e o surgimento de coloracdo negra excluia a possibilidade da comum
fraude com adicdo de p6 de méarmore verde.

A partir da década de 50 do século passado, foi observado um grande desenvolvimento
da cromatografia e o surgimento de diversas vertentes da técnica classica. Atualmente,
diferentes critérios sdo empregados para a classificacdo das técnicas cromatogréaficas (Tabela
8).

Tabela 8. Principais classificac@es utilizadas quanto as técnicas cromatograficas (ETTRE,
1993; LANCAS, 2009b).

Critérios Tipos Exemplos
Tipo de Leito Em Coluna Colunas de Vidro ou Metal
Cromatogréfico Planar Camada Delgada com Silica
- Cromatografia Liquida de Alta
Liquido o
Por Estado Fisico da Eficiéncia
Gasoso Cromatografia Gasosa

Fase Moével

Fluido no Estado
Supercritico

Cromatografia com Fluido
Supercritico

Por Mecanismo de
Separacéo

Adsorcao
Particédo

Troca I6nica
Exclusao Molecular

(Bio)Afinidade

Camada Delgada com Silica
Cromatografia em Filtro de Papel
com Adicdo de Solvente
Resinas Poliméricas lonicas
Neutralizadas com Contra-ions
Utilizacdo de Gel Polimérico como
FE
Interacdo especifica entre analito e
ligante presente na FE

Por Polaridade das
Fases

Fase Normal
Fase Reversa

FE Polar e FM Apolar
FE Apolar e FM Polar

Analitica

Quantificacao de teores de

Vitamina C em alimentos
Isolamento de Metabdlitos
Secundarios

Por Finalidade
Preparativa

2.2.2.1. Cromatografia liquida

Entre as técnicas desenvolvidas, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
ou High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC) apresenta grande destaque, sendo
frequentemente empregada para a separacdo de misturas complexas de substancias de baixo a
alta massa molecular e diferentes polaridades e propriedades acido-base (NUNEZ et al.,
2012).

Este sistema cromatografico (Figura 16) funciona de forma integrada, iniciando-se a
partir do funcionamento de uma bomba de alta pressdo, responsavel por impulsionar a fase
movel do reservatdrio pelos canais do equipamento. Uma vélvula de injecdo introduz a
amostra no fluxo da fase mdvel em direcdo a coluna cromatografica, contendo a fase
estacionaria. O efluente da coluna é direcionado ao detector, responsavel por gerar sinais de
resposta relacionados a presenca dos analitos separados. Este sinal, apos amplificacdo no
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detector, é captado por um software e disposto graficamente na forma de um cromatograma,
sendo as variaveis independente e dependente, respectivamente, o tempo de analise e o sinal
do detector (LANCAS, 2009b; SANTIAGO, 2014).

Detector
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Figura 16. llustracdo de um sistema cromatogréafico do tipo modular (LANCAS, 2009a).

Atualmente, a cromatografia liquida apresenta um nivel satisfatorio de sensibilidade,
seletividade, resolucéo e tempo de analise, devido principalmente aos avancos conquistados
em instrumentacdo e informatica ao longo das décadas passadas. Uma das principais
melhorias consiste na evolucdo quanto a forma e ao tamanho das particulas da fase
estacionaria. O desenvolvimento de novos tipos de particulas e com menores diametros, desde
a década de 50 do século passado, favoreceu diretamente a diminuicdo do tempo de anélise e
0 aumento de eficiéncia cromatografica (Tabela 9).

Tabela 9. Resumo da evolugdo cronoldgica das fases estacionarias para cromatografia
liquida, nos altimos 70 anos (MALDANER & JARDIM, 2009; PACHECO et al., 2015).

Eficiéncia

Periodo Eventos (pratos te6ricos/15 cm)

Colunas recheadas com particulas
Até 1950 irregulares de didmetro de 100 a 200 200
micrémetros (um)

Particulas peliculares de 40 a 50 pm
(ndcleo solido revestido com camada de

Década de 60 1 pm de silica porosa), com resisténcia 1000

mecanica, porém baixa area superficial
Década de 70 Particulas porosas de 10 pum 6000
Década de 80 Particulas esféricas de 5 um 12000
Década de 90 Particulas esféricas 292000

de 3a3,5um
Particulas esféricas ndo-porosas de 1,5
KM, com menor resisténcia a
Ano de 1936 transferéncia de massa mas baixa area 30000
superficial
Particulas esféricas porosas de 2,5 um 22000
Século XXI ) _ .

Apos, surgimento das particulas com 30000

didmetro de 1,7 um
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Nos Ultimos anos, observa-se o emprego de diferentes preenchimentos para a coluna
cromatogréafica que vao incluir desde as fases estacionarias quimicamente ligadas, como as
Cs, C15 € Csp, Obtidas através de insercdo de grupamentos apolares em moléculas de silanol; as
particulas tipo coreshell, baseadas nas peliculares dos anos 60, apresentando um nucleo
fundido e uma fina camada superficial porosa; as particulas monoliticas, cuja composi¢éao
basica consiste em silicas porosas, no formato de bastdo ou haste; e ainda as particulas
porosas com diametro inferior a 2 um (MALDANER & JARDIM, 2009; PACHECO et al.,
2015). Este altimo tipo de conceito possibilitou o surgimento da Cromatografia Liquida de
Ultra Alta Eficiéncia (CLUAE) e a posterior Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE).

Na primeira vertente, os principais trabalhos utilizavam altas pressdes (acima de 410
MPa ou 60000 psi) e particulas ainda ndo-porosas porém de didmetro inferior a 2 um em
colunas de grandes comprimentos. A dificuldade de adaptar um sistema de injecdo a alta
pressdo e o potencial de separacdo desta técnica impulsionou o desenvolvimento da CLUE,
através da aplicacdo de particulas de silica porosas de diametro igual ou inferior a 2 pm em
colunas analiticas de CLAE (MALDANER & JARDIM, 2009).

O consequente aumento das pressbes de trabalho e maior desgaste dos selos dos
pistdes e das bombas e a inadequacdo dos sistemas de deteccdo utilizados comprometeram o
desempenho dos sistemas de CLAE. No inicio da dltima década, a companhia americana
Waters lancou o equipamento Acquity® Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC™), o primeiro cromatogréafo a liquido de ultra eficiéncia comercial, capaz de operar
em pressdes de até 15000 psi (PACHECO et al., 2015). Este equipamento apresenta diversas
vantagens em relacdo aos sistemas tradicionais de cromatografia liquida, como maior
resolucéo e detectabilidade e menor tempo de analise e quantidade de fase mével e amostra
necessarios (MALDANER & JARDIM, 2009).

As principais diferencas fisicas da instrumentacdo incluem colunas de menor
comprimento e didmetro interno, alta resisténcia mecanica e preenchidas com particulas de
menor didmetro e maior grau de empacotamento; sistema binario de solventes com duas
bombas individuais em série propiciando gradientes a altas pressdes; sistema de injecdo de
amostra com faixa de volume de 0,1 pL a 50 pL e ciclo rapido; e detectores com aumento da
detectabilidade, como diminui¢do do volume de cela e maior caminho Optico em
equipamentos opticos (MALDANER & JARDIM, 2009).

Outro grande desafio enfrentado pelos analistas nos laboratérios instrumentais e
superado ao longo dos anos era a separacdo por cromatografia liquida de substancias de alta
polaridade com uma boa resolugcdo cromatografica. Estas substancias tendem a apresentar
fraca retencdo em colunas de fase reversa, como Cg, Ci3 € C3p, enquanto, em fase normal,
observa-se uma maior dificuldade na eluicdo com solventes de baixa polaridade (NUNEZ et
al., 2012).

Em 1990, Andrew Alpert propés uma nova técnica cromatogréfica denominada
Cromatografia por Interacdo Hidrofilica (CIH) ou Hydrophilic-Interaction Chromatography
(HILIC), que baseia-se na utilizagdo de fases estacionarias polares, como silicas puras, silicas
guimicamente modificadas com grupos diol, ciano, amino e amida e até compostos com
carater zwiteridnico, combinados com fases moveis contendo uma pequena concentracao
aquosa em solvente de baixa polaridade, sendo geralmente utilizada a acetonitrila (LANCAS,
2010; NUNEZ et al., 2012; ITO et al., 2014).

Conceitualmente, pode-se dizer que a CIH consiste no emprego de elementos da fase
normal (fase estacionaria polar) e da fase reversa (especialmente a fase maovel). Segundo
Nufez et al. (2012), concentragfes aquosas superiores a 1% na fase mdvel favorecem a
formacdo de uma camada de moléculas de agua adsorvidas na fase estacionaria polar e,
portanto, a separacdo cromatografica ocorre preferencialmente pelo mecanismo de parti¢éo
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liquido-liquido. A retencdo na coluna seré proporcional a polaridade do soluto e inversamente
proporcional a polaridade da fase movel (LANCAS, 2010). As principais aplicacfes incluem
desde carboidratos, proteinas até metabolitos secundarios polares oriundos de extratos
vegetais (LANCAS, 2010; ITO et al., 2014).

2.2.2.2. Deteccao por espectrometria de massas

Um dos maiores progressos conquistados para a cromatografia liquida foi o
acoplamento com a técnica de espectrometria de massas (EM) como um sistema de deteccéo,
reunindo as vantagens da cromatografia, como, por exemplo, alta seletividade e eficiéncia de
separacdo, e as vantagens da EM, como obtencdo da massa molecular e de possiveis
informagdes estruturais e aumento adicional de seletividade e sensibilidade (CHIARADIA et
al., 2008; MILMAN, 2015). Sua utilizacdo envolve uma larga faixa de aplicacéo, sobretudo
para a identificacdo e a quantificacio de moléculas organicas de diferentes massas
moleculares e em concentracGes até o nivel traco, como as substancias bioativas, 0s
pesticidas, as toxinas e outros residuos.

A Espectrometria de Massas ou Mass Spectrometry (MS) consiste em uma técnica de
deteccdo de ions, sob vacuo, através de suas relacbes massa/carga (mass/charge - m/z). O
Professor John B. Fenn, ganhador do Prémio Nobel em Quimica no ano de 2002 pelo trabalho
pioneiro no uso da ionizacdo por eletrospray para espectrometria de massas, descreve a
técnica como:

“é a arte de medir atomos e moléculas para determinar suas massas
moleculares. Tal informacdo sobre a massa ou peso € muitas vezes
suficiente, frequentemente necessaria, e sempre util na determinagéo
da identidade de uma espécie. Para praticar esta arte, colocamos carga
nas moléculas de interesse, isto €, os analitos, e entdo medimos como
as trajetorias dos ions resultantes respondem, sob vacuo, a varias
combinagcfes de campos elétricos e magneticos. Claramente, a
condigdo “sine qua non” deste método ¢ a conversdo de moléculas
neutras de um analito em ions” (LANCAS, 2009a).

Duas etapas sdo importantes na EM: a ionizacdo de moléculas neutras, realizada
através da utilizacdo de uma fonte de ionizacdo, e 0 processo de separa¢do dos ions por um
analisador de massas (Figura 17). A Ultima questdo citada pelo Professor Fenn incluia, por
exemplo, a dificuldade no acoplamento com a cromatografia liquida, devido a necessidade de
evaporacdo do solvente ainda sob pressao atmosférica, o que ndo ocorre com a cromatografia
gasosa e cuja combinacdo j& é usualmente empregada ha algumas décadas. A solucdo foi o
desenvolvimento de fontes de ionizagdo a pressdo atmosférica, que apresentaram melhor
desempenho que as fontes a vacuo, facilitando a transferéncia do analito que sai na coluna
para a fase gasosa e a sua posterior ionizagdo (LANCAS, 2009a).

Injecdo Direta Fonte de A feaderr Sistema de
Detector
ou Efluente do |:> lonizagao :> de Massas |:> |:> Dados

Cromatdéarafo

Figura 17. Diagrama de blocos sobre a instrumentagdo de um espectrémetro de massas.

A instrumentacdo inicia-se a partir do inlet, dispositivo responsavel pela introducao da
amostra por infusdo direta ou do efluente que sai da coluna, sendo possivel a deteccdo de cada
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analito previamente separado. Trés tipos de fontes de ionizacdo sdo mais empregadas na
interface CL-EM:

v lonizacdo por eletrospray (IES) ou electrospray ionization (ESI), em que uma
diferenca de potencial elétrico sobre o capilar de entrada da amostra e o cone de
amostragem da fonte, posicionado de forma oposta ao capilar, favorece o
espalhamento do liquido em forma de spray, evaporacdo do solvente e a ionizagdo dos
analitos. Este tipo de fonte é usualmente empregada para deteccdo de moléculas
polares, idnicas ou ionizaveis, possibilitando a formacdo de radicais, denominados
fons moleculares (M™ ou M"), através de reagbes de oxirreducdo; de moléculas
protonadas ou desprotonadas ([M + H]" ou [M — H]"), por reacdes do tipo acido/base; e
de moléculas cationizadas ou &nionizadas (por exemplo, [M + Na]*, [M + K]", [M +
CI]), através de coordenacdo com outros d&tomos, principalmente os representantes da
familia 1A da Tabela Periddica;

v lonizacdo quimica a pressdo atmosférica (IQPA) ou atmospheric pressure chemical
ionization (APCI), cuja aplicacdo é recomendada para compostos apolares. Uma
descarga parcial oriunda de um eletrodo tipo corona provoca a ionizagdo da fase
movel, que ird reagir com os analitos para a consequente formacao de cations [M +
H]" ou &nions [M — HJ;

v Fotoionizacdo a pressdo atmosférica (FIPA) ou atmospheric pressure photoionization
(APPI), similar a fonte anterior, porém com o uso de uma lampada ultravioleta. A
absorcdo de fotons pelo analito resultard na formacdo de um cation radicalar do tipo
M™, pela perda de um elétron, quando a energia do féton for maior que o potencial de
ionizagdo da molécula. A deteccdo mais comum corresponde a espécie [M + H]", pela
abstracdo de um &tomo de hidrogénio do solvente (CHIARADIA et al., 2008;
LANCAS, 2009a; DI STEFANO et al., 2012).

Quanto a ionizacdo por IES, desenvolvida pelo Professor Fenn, destaca-se o fenémeno
conhecido como “explosdo couldmbica” para a formagao dos ions na fonte. A diminui¢dao do
tamanho das gotas, mediante a evaporacdo do solvente, e a maior repulsdo eletrostatica entre
as cargas nas superficies das gotas resulta na formacdo de gotas menores (CROTTI et al.,
2006). Segundo Lancas (2009a), o mecanismo completo de formacao dos ions ainda é alvo de
discussdo, sendo mais aceitos os propostos por Dole, em 1968, e por Iribarne e Tomson, em
1976, conforme a Figura 18.

A supressdo idnica consiste em outro fendbmeno observado nas técnicas de ionizagéo.
Substéancias de menor volatilidade presentes na solucéo injetada influenciam a evaporagéo do
solvente e, consequentemente, diminuem a eficiéncia de ionizagdo e a intensidade dos sinais
dos analitos detectados. Moléculas de baixa massa molecular e maior polaridade apresentam
maior susceptibilidade a supressdo idnica. Etapas de purificagdo (clean up) no preparo da
amostra, mudanc¢a nas condi¢bes cromatograficas, adicdo de modificadores ou de padrBes
internos tendem a minimizar estes impactos negativos (ANNESLEY, 2003).
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Figura 18. Esquema dos mecanismos provaveis de IES: (A) por Iribarne e Tomson; e (B) por

Dole (LANCAS, 2009a).

Para a separacdo do conjunto de ions formados na fonte de ionizacdo, diferentes

analisadores de massas podem ser empregados, entre 0s quais destacam-se:

v

Quadrupolo (Q), o tipo de equipamento mais simples, que consiste em um instrumento
constituido de 4 hastes, onde pares opostos estdo eletricamente conectados. A
aplicacdo de voltagens especificas favorece a passagem de ions de determinada m/z
por uma trajetoria estavel. Este analisador apresenta um excelente desempenho para
quantificacdes e custo relativamente baixo (CHIARADIA et al., 2008; DI STEFANO
etal., 2012);

Analisadores do tipo lon-trap (IT), considerados uma variagdo do Quadrupolo, porém
com disposigdo tridimensional. O principio de operagdo consiste na captura de todos
os ions introduzidos e na liberagdo de ions de determinadas m/z mediante a aplicacao
de radiofrequéncia (CHIARADIA et al., 2008; LANCAS, 2009a). Suas vantagens
incluem uma maior sensibilidade que os analisadores do tipo Quadrupolo e um custo
relativamente baixo, porém, assim como 0 anterior, este apresenta uma baixa
resolucdo de massas (DI STEFANO et al., 2012);

Analisadores do tipo Tempo de Voo (TDV) ou Time of Flight (TOF), empregados
quando é necessario um alto poder de resolucdo. Estes equipamentos baseiam-se no
fato de que ions gerados na mesma fonte de ionizagdo apresentam energias cinéticas
iguais e, portanto, as velocidades nas trajetorias até o detector serdo diferenciadas
apenas pelas relagdes m/z de cada ion (CHIARADIA et al., 2008). Em comparagéo
com o Quadrupolo, os analisadores do tipo Tempo de Voo apresentam maior poder de
resolugédo, exatiddo de massas e faixa de deteccdo (DI STEFANO et al.,, 2012;
HOLCAPEK et al., 2012).

25



Uma estratégia adotada visando o aumento de seletividade durante as analises
espectrométricas é a utilizacdo de equipamentos que possuem dois ou mais analisadores de
massas em série. Esta vertente da técnica € denominada Espectrometria de Massas sequencial
ou Tandem Mass Spectrometry (EM-EM, MS-MS ou MS") e contribui com a deteccéo de ions
provenientes de reacOes de fragmentacdo do ion formado a partir de um analito. Portanto, este
sistema fornece um maior numero de informagles estruturais, possibilitando uma
identificacdo mais exata de cada substancia (CHIARADIA et al., 2008; DI STEFANO et al.,
2012).

O aumento de seletividade € alcancado também pelo uso de diferentes métodos de
ativacdo, que irdo favorecer a fragmentacao de ions precursores, ou seja, aqueles que formam
0s ions produtos da reacdo. Destacam-se, entre outras, a dissociacdo induzida por colisdo
(collision-induced dissociation - CID), a dissociacdo por captura de elétrons (electron capture
dissociation — ECD) e a dissociacdo por transferéncia de elétrons (electron transfer
dissociation — ETD). Como a ionizacdo por eletrospray é considerada branda e geralmente
ndo possibilita as fragmentacBes dos ions, o uso destes métodos, principalmente por CID, é
extremamente necessario para viabilizar a clivagem das ligagdes moleculares dos analitos e a
formacédo de ions fragmentos (VESSECCHI et al., 2011; DEMARQUE et al., 2016).

Uma das possiveis configuracBes consiste na combinacdo dos analisadores do tipo
Quadrupolo e Tempo de Voo (QTDV ou QTOF). Espectrébmetros que apresentam esta
configuracdo possuem geralmente dois Quadrupolos posicionados em série e um Tempo de
Voo disposto ortogonalmente. Usualmente, o primeiro instrumento é responsavel por isolar o
ion de interesse enquanto o segundo funcionard como célula de colisdo, favorecendo a
dissociacdo induzida em novos ions por colisdo com um gas de arraste inerte. A obtencao dos
espectros de massa dependera da separacao pelo analisador do tipo Tempo de Voo dos ions
formados, permitindo a identificacdo de compostos com maior resolucdo, quando comparado
ao espectro obtido de ions totais, e a consequente maior confiabilidade (CHIARADIA et al.,
2008). Os espectrometros de massa de alta resolucdo Synapt®, da Waters® (EUA), sdo um dos
equipamentos comerciais disponiveis no mercado e apresentam em sua configuracdo a
tecnologia Triwave™ (Figura 19), que consiste na presenca de duas células de colisdo
denominadas trap e transfer, substituindo o segundo quadrupolo (WATERS, 2008).

Analyte spray Lock mass Quadrupole Transfer lenses
reference spray

T-Wave pDRE lens
ion guide

TOF Detector

Oil-free scroll Air cooled
pump turbomolecular pumps ‘

Figura 19. Configuracéo do espectrometro de massas de alta resolugdo Synapt®, com
tecnologia Triwave™ (WATERS, 2008).

TRIWAVE

Segundo Milman (2015), este tipo de equipamento, combinado com a ionizagdo por
eletrospray, apresenta faixa de deteccdo de até mil unidades de m/z e acurdcia de massas
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menor que 5 ppm para resolucdes de até 10000, sendo geralmente empregado para detecgdes
por Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (High Resolution Mass Spectrometry —
HRMS).

As principais respostas obtidas pelo emprego destas técnicas sao a relagdo m/z de cada
ion obtido e o perfil de fragmentacdo de cada ion precursor. Para determinacdo mais exata das
relacbes m/z, sdo utilizadas as massas monoisotopicas (is6topo mais abundante) de cada
elemento quimico, segundo os relatdrios atualizados da IUPAC publicados periodicamente
sobre massa atdmica, e a prévia calibracdo do equipamento com uma solucdo de relacdo m/z
conhecida (IUPAC, 1991; MENA et al., 2016). Além da comparacdo com padrdes
certificados e bibliotecas de espectros de massas, a identificacdo dos analitos nas analises de
alta resolucdo também pode ser realizada pela comparacdo com os dados referenciais tedricos,
calculadas a partir dos dados sobre massas monoisoétopicas. Neste caso, determina-se o erro de
massa, ou seja, a diferenca entre a massa exata observada e a calculada, podendo ser expressa,
segundo a Equacdo 1, em miliDalton (mDa) ou, segundo a Equacéo 2, em ppm. Para uma
determinacdo segura da identidade da espécie em analise, este erro de massa deve representar
baixos valores, tolerando valores de até 5 ppm (HOLCAPEK et al., 2012; MILMAN, 2015).

Erro (mDa) = (massacqicuiaga — MASSAgcurada) * 103
Equacdo 1. Célculo de erro de identificagdo por EM em mDa.

(massacalculada - massaacurada)
massa calculada

Erro (ppm) = * 100

Equacao 2. Célculo de erro de identificacdo por EM em ppm.

Os perfis de fragmentacdo contribuem com informacGes sobre a estrutura quimica dos
analitos, indicando indiretamente, através das relacdes m/z dos ions produtos, 0s grupamentos
eliminados das moléculas e, possivelmente, os tipos de ligacdes clivadas durante a etapa de
fragmentacdo. Por exemplo, ap6s a colisdo com o gas de arraste nas células de colisdo, o
aumento da energia interna favorecera a decomposi¢do dos ions, que, de acordo com 0s tipos
de ligacbes e funcBes quimicas presentes, podem sofrer diferentes tipos de reacgdes,
envolvendo ou ndo a carga eletronica (DEMARQUE et al., 2016). O estudo de cada
mecanismo de fragmentacdo pode resultar na elucidacdo de possiveis formulas estruturais de
cada analito e/ou na diferenciacdo entre moléculas organicas que apresentam isomeria entre
Si.

2.2.2.3. Métodos cromatogréaficos empregados para determinacdo de adulteracdo em
café

Diferentes metodologias ja foram desenvolvidas para avaliar a qualidade do café
comercializado nas ultimas décadas desde o trabalho de Skarka & Radej (1958), em que foi
aplicado a cromatografia em papel para diferenciar café e chicoria através dos teores de
acucares livres. A Tabela 10 relaciona os principais métodos encontrados na literatura para
determinar adulteragdo em amostras de café. Diversas vertentes da cromatografia foram
empregadas como CLAE com diferentes tipos de separacédo (fase normal, fase reversa e troca
ibnica) e detectores (por absor¢do na regido do Ultravioleta/Visivel — UV/Vis; por
fluorescéncia - FLR; por pulso amperométrico - DPA,; por indice de refracdo — IR); CG em
coluna capilar e detector de ionizacdo em chama (DIC) ou por EM; e, recentemente, CLUE-
CIH também acoplado a deteccao por EM.
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Tabela 10. Principais métodos desenvolvidos para determinacdo de adulteracdo em cafe.

Referéncias

Bibliograficas Tipo Detecgdo Analito Adulterante
Skarka & Cromatoarafia em Panel i Acucares Redutores Raiz de
Radej (1958) g P Livres Chicoria
CLAE em fase normal, 5
0 o :
Smith (1981) com .S'“Ca gel (FE) e 5% uv Hidroximetilfurfural Ra_lz,d_e
isopropanol em e Cafeina Chicoéria
diclorometano (FM)
CLAE em fase reversa, i
reenchida com fase C Raiz de
Clifford etal. P m 18 5- Chicoria e
(FE) e eluicdo em uv . LT
(1987) . L Hidroximetilfurfural Outros
gradiente de 0,5% acido o
. - Materiais
férmico e acetonitrila
CLAE em fase normal,
com .S'I.'Ca gel (FE) € Arabinose, Frutose,
Blancetal.  acetonitrila e solugéo de UV/Vis  Galactose. Glicose Cascas de
(1989) fosfato de sodio (80:20) "o ' Café
: Manose, Xilose
como FM, e posterior
derivatizacao
(rils‘iﬁf gg:bgggz;ﬁr;ii Arabinose, Fucose,
Bernal et al - anibnica) e eluicdo em Frutose, Galactose, Cereais e
' . G DPA Glicose, Manitol, Raiz de
(1996) gradiente de 4gua e .
~ A Manose, Ramnose, Chicoria
solucéo de hidroxido de Sacarose
sodioa 0,2 M
CLAE em fase normal,
Jham et al. com coluna de silica e a-, -, y-, o- .
(2007) fase moével hexano e 2- FLR tocoferol Milho
propanol (99,5:0,5)
Acido Palmitico,
Jham et al CG em coluna capilar de Esteérico, Oleico,
(2008) ' silica fundida e gas de DIC Linoleico, Milho
arraste hélio (He) Linolénico e
Eicosanoico
CL.AE por troca ionica Manitol, Arabinose,
. (resina CarboPac™ PA1 .
Garciaetal. anionica) e fase movel DPA Galactose, Glicose, Cascas de
(2009) Xilose, Manose, Café e Milho

solucéo de hidroxido de
sodio a 0,0014 M

Frutose
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Tabela 10. Continuacéo.

Referéncias

Bibliograficas Tipo Deteccdo Analito Adulterante
CG em coluna capilar
Oliveira et al contendo 5% difenil e Substéancias
(2009) ' 95% dimetil EM Volateis e Semi- Cevada
polissiloxano e gas de volateis
arraste He
CLAE por fase reversa, .
com ch))Iuna Agilent® Maltose, Rafinose,
. g Estaquiose, 1- Milho, Soja,
Santiago etal.  Zorbax Carbohydrate e :
e i IR kestose, Nistose, 1- Cevadae
(2012) eluicdo isocratica de p- Triquilho
acetonitrila e 4gua i g
(75:25) frutofuranosilnistose
CLAE por troca ibnica
Pauli et al (resina CarboPac™ PA1 Arabinose, Frutose,
(2014) ' - anibnica) e fase maovel DPA Galactose, Glicose,  Sojae Trigo
solucéo de hidroxido de Manose, Xilose
sodio a 0,0014 M
CLAE por troca ionica:
(A) resina CarboPac™
. PAL - anionica e fase (A) Arabinose, Triticale e
Domingues et movel solucdo de DPA e ;
o - Galactose, Glicose,  Sementes de
al. (2014) hidroxido de sodio a (B) Mannose. Xilose Acal
0,0014 M; e (B) Aminex UV/Vis ! ¢
HPX-87P e fase movel
agua
Cai et al. - EM de . ] :
(2016) CLUE-CIH alta ) Oligossacarideos Soja e Arroz
resolucao
CLAE em fase normal,
com coluna de silica e
Tavares etal. eluicdo isocrética de n- FLR o s -, 0 Cascas de
(2016) tocoferol Cafe e Milho

hexano e 1,4-dioxano
(98:2)

* O trabalho consiste em uma nota técnica e nao apresenta detalhes da metodologia empregada.

Até o final dos anos 90, as metodologias cromatogréficas investigavam basicamente a
presenca de raiz de chicdria, que, conforme foi mencionado anteriormente, foi um dos
primeiros casos relatados de adulteracdo no mundo. Observa-se que, apds esse periodo, com 0
aumento da producdo e do consumo brasileiro, houve uma énfase no desenvolvimento de
metodologias que contemplassem fraudes nos cafés torrados e moidos pela adicdo de outras
matérias-primas, devido & baixa producdo de chicdria na América Latina (MENEZES
JUNIOR, 1953). E importante ressaltar que a versatilidade das técnicas cromatograficas
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permitiu também o emprego para diferenciacdo entre as espécies ardbica e robusta,
determinacdo de autenticidade geogréfica e deteccdo de gréos defeituosos.

Dentre as referéncias bibliograficas mencionadas na Tabela 10 desde o ano de 1958, a
investigacdo pelo perfil e concentracdo de monossacarideos e oligossacarideos presentes nas
amostras continuou sendo a principal ferramenta para deteccdo de adulteracdo em café com
outras fontes vegetais.

2.2.3. Carboidratos: definicdo e analise por espectrometria de massas

Segundo recomendacdo da IUPAC (MCNAUGHT, 1996), o termo genérico
“monossacarideos” refere-se a moléculas de 3 ou mais atomos de carbono ligados que
apresentem as funcGes aldeidos ou cetonas na estrutura quimica, além de hidroxilas como
ramificacdo para os demais atomos de carbono. As férmulas estruturais mais aceitas
consistem na Projecdo de Fischer e na Projecdo de Haworth (forma ciclica), conforme Figura
20.

CH,OH

6
(A) (B) (®)
Figura 20. Formulas estruturais da a-D-glicopiranose, segundo (A) a Projecéo de Fischer e
(B) a Projecéo de Haworth, com destaque para (C) a conformacéo em cadeira.

Ja o termo “oligossacarideos” € utilizado para compostos resultantes de ligagdes
glicosidicas entre monossacarideos, podendo ser chamados de dissacarideos, trissacarideos,
tetrassacarideos, entre outros, de acordo com o numero de unidades de monossacarideos. Por
fim, os polissacarideos consistem em macromoléculas que apresentam um vasto numero de
monossacarideos ligados (MCNAUGHT, 1996).

Em uma metodologia analitica, a deteccdo dos carboidratos pode ser dificultada pelos
diferentes compostos que estdo incluidos nesta classe e suas variagfes na estrutura quimica
(presenca de mais de um carbono assimétrico ou quiral, isomeria, ramificagdes na estrutura
central) ou ainda devido aos sistemas de detecgdo empregados como, por exemplo, a baixa
seletividade dos detectores por IR ou a necessidade de derivatizacdo para os detectores por
UV/Vis (IKEGAMI et al., 2008; PENNA et al., 2009).

Portanto, destaca-se a utilizacdo da Espectrometria de Massas para analise de
carboidratos. Segundo Settineri & Burlingame (1995), esta é empregada desde a década de 60
do século passado, inicialmente por CG e ionizacdo por impacto de elétrons (IE) para
obtencéo de informagdes sobre a estrutura quimica dos carboidratos. Somente a partir do final
da década de 80, as pesquisas cientificas direcionaram a aplicacdo das técnicas de IES e
também de dessorcdo/ionizacdo a laser auxiliada por matriz (matrix assisted laser
desorption/ionization — MALDI). Aplicagfes incluem a quantificagdo de agucares no plasma
humano (ROGATSKY et al., 2005; BIBI & JU, 2016); e a detecgdo e/ou quantificacdo de
diferentes monossacarideos e oligossacarideos em matrizes alimenticias como pera, maca,
tdmaras, milho, soja, cevada, malte, cerveja, flor de trigo (TINKE et al., 1993; IKEGAMI et
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al.,, 2008; FABRIK et al.,, 2012; PARK et al.,, 2012; GHFAR et al., 2015; LIU &
ROCHFORT, 2015).

Em relacdo aos produtos da ionizacdo, os monossacarideos e 0s oligossacarideos
formam, em modo positivo, preferencialmente moléculas cationizadas com elementos da
familia 1A, apresentando com menor intensidade a espécie [M + H]". lons como Li* e Na®,
devido ao menor raio i6nico, apresentam alta afinidade de coordenacdo com o0s
oligossacarideos (ROGATSKY et al., 2005). A presenca de sdédio na composicdo das
vidrarias de laboratério condiciona este elemento como um contaminante oriundo do preparo
de amostra (ZHOU et al., 2014). Além disso, de acordo com Zaia (2004), a utilizacéo de altas
voltagens no cone favorece o aumento da concentragio de [M + Na]*, possivelmente devido
ao efeito da dissociacdo induzida na fonte de ionizacdo (in-source fragmentation). Por tais
motivos, durante as Gltimas décadas, artigos cientificos tem se baseado na deteccdo de
acucares a partir das moléculas sodiadas (TINKE et al., 1993; TAORMINA et al., 2007;
PENNA et al., 2009; BIBI & JU, 2016).

Outros cations também ja foram estudados, porém como aditivos da fase movel.
Rogatsky et al. (2005) desenvolveram um método para quantificacdo de glicerol, glicose e
sorbitol em plasma humano utilizando fase moével contendo acetato de césio (CsC,H30;) a 40
mM. O céation Cs" apresenta menor afinidade aos monossacarideos que o cation Na' e,
portanto, a seletividade do método foi garantida pela deteccdo do préoprio cation como ion
produto. JA Wan & Yu (2006) empregaram acetato de aménio (NH4C,H30,) na fase movel,
possibilitando a deteccdo de até trissacarideos da fracdo organica do ar atmosférico.

Quanto ao modo negativo, 0s carboidratos tendem a formar moléculas desprotonadas,
podendo gerar também moléculas anionizadas com ions de F e CI' (ZAIA, 2004,
ROGATSKY et al., 2007; HAMMAD et al., 2009). Esta versatilidade foi testada no artigo de
Jiang & Cole (2005), em que foi observado que a adicdo de anions fllor e acetato
favoreceram o aumento do nimero de [M — H]". As espécies [M + CI] ainda apresentaram
maior estabilidade que as moléculas desprotonadas.

Em relacdo a fragmentacdo, sobretudo, dos oligossacarideos, trés possiveis vias podem
ocorrer: pela quebra da ligacdo glicosidica entre monossacarideos; pela ruptura do anel
ciclico; ou ainda a perda do cation ou do anion ligado a molécula. Em energias mais baixas, a
primeira via tende a ser favorecida para as espécies normalmente formadas, como [M + H]",
[M + Na]" e [M — H] (ZAIA, 2004). Segundo Domon & Costello (1988) e Demarque et al.
(2016), para a eliminacdo de glicosideos, destaca-se a migracao de hidrogénio ou eliminacdo
1,2 () intramolecular de hidrogénio como principal mecanismo de reagdo, resultando na
quebra da ligacéo glicosidica.

Como resultado da fragmentacdo dos oligossacarideos, diferentes ions produtos podem
ser observados nos espectros de massas, possibilitando a compreenséo das estruturas quimicas
e das ligacOes glicosidicas presentes. Domon & Costello (1988) foram os primeiros a elaborar
uma nomenclatura sistematica para fragmentos de glicoconjugados e oligossacarideos, sendo
esta utilizada nos trabalhos realizados por diferentes pesquisadores ao longo dos anos. Esta
nomenclatura encontra-se esquematizada na Figura 21.
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Se o ion fragmento for originado da
cadeia glicosidica

Se o ion fragmento for originado do
monossacarideo

k|l
X — Clivagem do anel

Y - Clivagem da ligacdo glicosidica
J
sem perda do atomo de O

Z. — Clivagem da ligacao glicosidica
j
com perda do atomo de O

kI
A —Clivagem do anel

B — Clivagem da ligacdo glicosidica
1

com perda do atomo de O

C - Clivagem da ligacdo glicosidica
1

sem perda do 4tomo de O

k.l sdo os numeros das ligagdes clivadas dentro do anel;
j € 0o numero da ligacdo glicosidica rompida a partir da extremidade redutora ou
da aglicona, considerando a ligagéo da aglicona como 0.
i € 0 nimero da ligacao glicosidica rompida a partir da extremidade nédo
redutora (ou oposta a aglicona).

Figura 21. Esquema da nomenclatura sistematica para fragmentos de glicoconjugados e
oligossacarideos (DOMON & COSTELLO, 1988).

As informacoes relatadas colaboram para a tentativa de diferenciar por Espectrometria
de Massas o café e seus adulterantes pelo perfil de carboidratos, que varia de acordo com a
classificacdo taxondmica de cada matriz vegetal. O trabalho de Santiago et al. (2012) indica
oligossacarideos especificos que podem favorecer a rastreabilidade da ocorréncia de

adulteracdo, como:

v

Maltose [a-D-glicopiranosil-(1—4)-a-D-glicopiranose] (Figura 22):

A maltose é um possivel indicador de adi¢do de gréos de milho (Zea mays L.), devido
a este dissacarideo ser oriundo da hidrolise das cadeias de amido, cujo milho apresenta

teor em torno de 72% (m/m) em base seca (PAES, 2006);



http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=41302

H OH
Figura 22. Formula estrutural da maltose.

Rafinose [a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-D-glicopiranosil-(1«<>2)-4-D-frutofuranose]
e Estaquiose  [a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-D-galactopiranosil-(1—6)-a-D-
glicopiranosil-(1<2)-p-D-frutofuranose] (Figura 23):

Estes oligossacarideos, oriundos da ligacdo a (1—6) entre sacarose e residuos de
galactose, podem sugerir a adicdo de soja (Glycine max (L.) Merr.), outro adulterante
comum. Alguns cultivares brasileiros apresentaram em torno de 0,4% a 1,2% e de
2,4% a 4,4%, respectivamente, de rafinose e estaquiose, diferentemente do café verde,
com apenas 0,04% e 0,06% (JORGE et al.; KNOPP et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2010);

OH

(B) HO! H o

H HO' OH

Figura 23. Formula estrutural da (A) rafinose e (B) estaquiose.

1-kestose [B-D-frutofuranosil-(2— 1)-B-D-frutofuranosil-(2«<1)-a-D-glicopiranose] e
Nistose [B-D-frutofuranosil-(2—1)-B-D-frutofuranosil-(2—1)-p-D-frutofuranosil-
(2>1)-a-D-glicopiranose] (Figura 24):

Estes oligossacarideos provenientes da adigdo de B-D-frutose a molécula de sacarose
através de ligagdo B (2—1), fazem parte da classe dos frutanos e estdo presentes
especificamente nas sementes de gramineas. Podem indicar, portanto, a adicdo de
cevada (Hordeum vulgare L.), que apresenta predominantemente frutanos de 3 ou 4
cadeias e teores de em média 1,0 % (VERSPREET et al., 2015).
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Figura 24. Formula estrutural da (A) 1-kestose e (B) nistose.

Outros grdos também podem ser detectados pelo perfil de carboidratos, como o arroz
(Oryza sativa L.), que apresenta elevada concentracdo de amido, sendo relatados na literatura
teores de 72% a 82% em arroz integral de diferentes cultivares (WALTER et al., 2008).

Estes dados qualitativos e quantitativos ainda podem ser modificados, quando os
materiais vegetais citados forem submetidos ao processo de torrefacdo. Logo, existe a
necessidade de um método cromatogréfico que apresente baixos limites de detec¢do para que
ocorra a proibicdo de consumo de produtos que tenham sofrido adulteracdo com qualquer
grdo mencionado. O emprego da EM como sistema de deteccdo pode garantir alta
sensibilidade e, por tal razdo, é recomendado pelo Jornal Oficial das Comunidades Europeias
(J.0.C.E., 2002) como sistema de deteccdo para métodos de confirmacdo de residuos e
contaminantes organicos em controle de qualidade. Além disso, o sistema CLUE-EM-EM
favorece também a diferenciacdo isomérica, através das reacGes de fragmentacdo, conferindo
alta seletividade para o método qualitativo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Execucéo do Procedimento Experimental

Esta dissertacdo corresponde a execucdo do plano de acgdo “Desenvolvimento de
método qualitativo baseado em LC-MS para deteccdo de adulterantes em café”, referente a
um projeto do Consoércio Pesquisa Café, sob titulo “Desenvolvimento de métodos para
deteccdo de adulterantes e grdos de baixo valor de mercado em blends de café torrado e
moido”. Por esta razao, todo 0 procedimento experimental foi realizado no Laboratério de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroinddstria de Alimentos, situado no bairro de
Guaratiba no municipio do Rio de Janeiro — RJ.

3.2 Material
3.2.1. Vidrarias, equipamentos e insumos

v Embalagens metalizadas com ziper e dimensdes de 12 cm e 19 cm, respectivamente,
de largura e altura;

v Béqueres com capacidade de 100 mL, 600 mL e 1000 mL;

v Provetas de 50 mL, 250 mL e 500 mL;

v Baldes volumétricos de 2 mL, 5 mL, 10 mL, 250 mL e 500 mL;

v Espatulas metalicas;

v Placas de petri;

v Tubos de centrifuga de 40 mL com tampa;

v Ponteiras para pipetador automatico de capacidade de 10 uL a 100 uL e 100 pL a
1000 pL;

v Papel de filtro qualitativo;

v Seringas de vidro intercambiavel de 10 mL;

v Filtros de fluoreto de polivinilideno (polyvinylidene fluoride — PVDF) com diametro
dos poros de 0,22 pm;

v Colunas para extracdo em fase sélida Sep-Pak® Cig (Waters®, EUA);

v Tubos de vidro tipo vial com tampa com septo de politetrafluoretileno (PTFE) e
silicone de capacidade de 1,8 mL;

v Tubos de vidro tipo vial shell com tampa de polietileno de capacidade de 1 mL;

v Microseringas Hamilton® (EUA) de capacidade de 100 pL e 250 pL;

v Frascos de vidro borossilicato de 20 mL e 40 mL com tampa;

v Frascos de vidro borossilicato para reservatério de fase movel com capacidade de 250
mL e 500 mL.

3.2.2. Padrdes analiticos

Maltose, grau de pureza (GP) > 99%;
Rafinose, GP > 98%;

Estaquiose, GP = 98%;

1-kestose, GP > 98%;

Nistose, GP > 98%;

Maltotriose, GP > 90%;

Sacarose, grau ACS.

NN

Todos os padrdes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich® (Alemanha).
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Solventes

Acetonitrila, grau LC-MS, da marca Merck® (Alemanha):;
Acetonitrila, grau LC-MS, da marca Fluka Analytical® (EUA);
Acetonitrila, grau LC-MS, da marca Scharlau® (Espanha);
Acetonitrila, grau HPLC, da marca Tedia® (EUA);

Metanol, grau LC-MS, da marca Merck® (Alemanha);

Metanol, grau HPLC, da marca Sigma-Aldrich® (EUA);

Agua, grau LC-MS, da marca Fluka Analytical® (EUA);

Agua ultrapurificada grau Milli-Q;

Acido férmico, GP = 98% a 100%, da marca Merck® (Alemanha);
Acido fosférico (HsPO,), GP = 85%, da marca Spectrum® (EUA):;
Etanol, GP = 99,5%, da marca Tedia® (EUA);

Formiato de aménio, GP > 99%, da marca Fluka Analytical® (EUA).

Instrumentacéo

Cromatégrafo a liquido de ultra eficiéncia Acquity UPLC® acoplado a um
espectrémetro de massas de alta resolucdo Synapt® modelo G1 com ionizagdo por
eletrospray (IES) e analisadores do tipo quadrupolo e tempo de voo (QTDV),
conforme Figura 25, e operagdo do equipamento através do software MassLynx®
(Waters®, EUA);

¥
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Figura 25. Sistema Acquify UPLC"™ acoplado ao espectrémetro de massas Synapt™ modelo

G1 com analisadores QTDV (SCHULZ, 2014).

Coluna Acquity UPLC® BEH do tipo Cis 130 A (150 mm x 2,1 mm, 1,7 pm), da
marca Waters® (EUA);

Coluna Kinetex® HILIC 100 A (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um), da marca Phenomenex®
(EUA);
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Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Waters® (EUA) composto por bomba 600,
injetor automatico 717 plus, controlador de temperatura da coluna 231M, detector de
indice de refracdo modelo 2414, e software Empower®;

Coluna Zorbax® Carbohydrate Agilent (EUA) (250 mm x 4,6 mm, 5,0 um);

Balanca analitica Marte Shimadzu (Japdo) modelo AY 220;

Agitador tipo vértex Scientific Industries® (EUA) modelo Genie 2;

Banho ultrassom Branson® (EUA) modelo 2210;

Centrifuga Hettich® (Alemanha) modelo EBA 12;

Pipetadores automaticos Brand® (Alemanha) de capacidade de 10 pL a 100 pL e 100
pL a 1000 pL;

Sistema de purificacdo de 4gua Milli-Q® Gradient 10A Millipore® e Elix®/RiOs™ 5
(EUA);

Moinho analitico IKA® A11;

Peneiras inox para andlise gravimétrica Bertel (Brasil), com porosidade de 106
mm/um (150 mesh) e 250 mm/pm (60 mesh).

AN NN Y N N N NN

N
o

Amostras

Grdos de café torrado;

Gréos de milho in natura e torrado;

Gréos de soja in natura e torrado;

Grdos de cevada in natura e torrado;

Gréos de arroz integral in natura e torrado;

2 amostras comerciais de café torrado e moido;
6 amostras comerciais de café soltvel.

LAy @

Todas as amostras foram adquiridas no comércio varejista do municipio do Rio de
Janeiro — RJ.

3.3. Preparo de Solucbes
3.3.1. Solucéo qualitativa aquosa de acido fosférico a 0,1% (v/v)

Transferiram-se, com auxilio de um pipetador automatico, 20 pL de &cido fosférico
para uma proveta contendo 20 mL de agua grau Milli-Q.

3.3.2.  Solucéo qualitativa aquosa de acido fosforico a 0,1%o e acetonitrila (1:1)

Transferiram-se, com auxilio de uma proveta, 20 mL de acetonitrila grau LC-MS para
a proveta contendo a solu¢édo 3.3.1. Acondicionou-se a solucéo final em frasco de vidro.

3.3.3.  Solugdo aquosa de &cido formico a 0,1% (v/v)

Adicionaram-se 500 pL de &cido férmico em um baldo volumétrico de 500 mL e
completou-se o volume com &agua grau Milli-Q. Acondicionou-se a solu¢do em frasco de
vidro para fase movel.
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3.3.4. Solucéo qualitativa aquosa de acido formico a 0,1%o e acetonitrila (1:1)

Transferiram-se, com auxilio de uma proveta, 20 mL da solucdo 3.3.3 para uma
proveta contendo 20 mL de acetonitrila grau LC-MS. Acondicionou-se a solucdo final em
frasco de vidro.

3.3.5.  Solucéo de acido férmico a 0,1% (v/v) em acetonitrila

Em baldo volumétrico de 250 mL contendo acetonitrila grau LC-MS, adicionaram-se
250 pL de é&cido férmico. Completou-se o volume com acetonitrila grau LC-MS e
acondicionou-se a solucdo final em frasco de vidro para fase movel.

3.3.6. Solucéo aquosa de formiato de aménio a 10 mM

Para obtencdo de uma solucdo de formiato de aménio a 10 mM em 500 mL, é
necessaria a massa de 0,3153 g deste sal organico. Portanto, pesou-se 0,3249 g de formiato de
amonio e transferiu-se quantitativamente com adicdo de agua grau Milli-Q para baldo
volumétrico de 500 mL. Completou-se o volume com agua grau Milli-Q e acondicionou-se a
solucdo em frasco de vidro para fase movel.

3.3.7. Solucbes padrdo de cada analito (maltose, rafinose, estaquiose, 1-kestose e
nistose)

Para infusdo direta em espectrdmetro de massas, foram preparadas inicialmente
solugdes padrdo de cada analito em diferentes solventes e concentragdes, conforme Tabela 11.

Tabela 11. Diferentes solu¢fes padrédo preparadas para cada carboidrato e analisadas em
infusdo direta no espectrometro de massas.

Concentracéao

Solucdes Preparo Solvente
¢ P (ug/mL)

4 mg de padrdo em baldo Solugéo Aquosa de Acido

Solucéo A.1 e Férmicoa0,1% e 2000
volumetrico de 2 mL Acetonitrila (1:1)
Diluicao de 10 pL da Solucdo Aquosa de Acido
Solucdo A.2 solucdo A.1 em Férmicoa0,1% e 20
1000 pL Acetonitrila (1:1)
~ 10 mg de padréo em baldo < -
Solucdo B.1 volumétrico de 10 mL. Agua Grau Milli-Q 1000
x Diluicdo de 10 pL da " -
Solucédo B.2 solucio B.1 em 1000 pil Agua Grau Milli-Q 10
1 mg de padrdo em bal&o Solugdo Aquosa de
Solucéo C volumétrico de 2 mL Formiato dﬁ]@lmonlo alo 500

Posteriormente, foram realizadas ainda novas diluicdes a partir da solugdo estoque
A.1, conforme Tabela 12.
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Tabela 12. Diluic¢Ges, em solucao aquosa de acido férmico a 0,1% e acetonitrila (1:1), a partir

da solugdo A.1.

Solugdes Preparo Concentracao
. _ __ (g/mL)

Solugdo A.1 4 mg de padraodgrg rbnall_ao volumétrico 2000
Solugdo A.2 Diluicao de 101%I60dﬁiolugéo A.lem 20

Solugdo A.3 Diluicéo de SOigolbd;Lsolugéo Alem 1000
Solugdo A.4 Diluicédo de 25(;510L0d;|_solugéo A.lem 500
Solugdo A5 Diluicao de 1251(;)10L0d;|_solugéo A.lem -
Solugdo A.6 Diluicdo de SOl%I(_)OdSEqugéo A.lem 100
Solugdo A.7 Diluicdo de 102%I(_)Odﬁiolugéo A.lem 10

3.3.8.  Solugdes padrédo contendo mistura de maltose, rafinose, estaquiose, 1-kestose e

nistose

Para injecdo em cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia, foram preparadas solugoes
contendo mistura dos padrdes analiticos a partir da solucdo A.1 e também da pesagem de cada
analito, em diferentes concentragdes, conforme Tabela 13.

Tabela 13. Diferentes solu¢bes padrdo analisadas por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia.
~ Conc.
Solugdes Preparo Solvente
: P , (pg/mL)
250 pL da solucdo A.1 de Solucdo Aquosa de Acido
Solugéo D cada padréo, com volume Formicoa0,1% e 400
total de 1250 uL Acetonitrila (1:1)
~ 1 mg de cada padréo em ‘ .-
Solucgéo E.1 balio volumétrico de 50 mL Agua Grau Milli-Q 20
Solugio E.2 Diluigdo de 450 WL da Agua Grau Milli-Q 5

solugéo E.1 em 1800 pL

3.3.9.  Solucdes padréo de outros carboidratos (sacarose e maltotriose)

Pesou-se 5,0 mg de cada analito e transferiu-se quantitativamente para balédo
volumétrico de 5 mL. Completou-se o volume com agua grau Milli-Q. Foram realizadas ainda
duas dilui¢bes seguidas das solugdes padréo (1:100 e 1:2), resultando em uma solucdo aquosa
de concentragédo de 5 pg/mL.

3.3.10. Solugéo padréo contendo maltose e sacarose

A partir de 1000 pL das duas solucdes padrdo a 10 pg/mL de maltose e sacarose,
preparou-se uma solugdo padrdo com concentracdo de 5 pg/mL de cada isdmero.

39



3.3.11. Solucéo padrao contendo rafinose, 1-kestose e maltotriose

De modo similar ao item 3.3.10, preparou-se uma solucdo padrdo contendo o0s
isdbmeros rafinose, 1-kestose e maltotriose, resultando em uma concentragédo de 3,3 pg/mL.

3.3.12. Solucéo aquosa de etanol a 80,0% (v/v)

Em baldo volumétrico de 500 mL, adicionaram-se 400 mL de etanol, com auxilio de
uma proveta. Completou-se o volume com &gua grau Milli-Q e acondicionou-se a solugdo em
frasco de vidro.

3.3.13. Solugdes padrao para curva analitica por CLAE-IR

Em baldo volumétrico de 10 mL, pesou-se 10 mg de cada oligossacarideo inicialmente
investigado (maltose, rafinose, estaquiose, 1-kestose e nistose) e completou-se o volume com
agua grau Milli-Q, totalizando uma solucdo padrdo de concentracdo de 1,0 mg/mL (Solucéo
F). Para obtengdo de uma curva analitica, procedeu-se o preparo de cinco dilui¢bes, conforme
Tabela 14.

Tabela 14. DiluicBes aquosas a partir da solugédo F para posterior construcdo da curva

analitica.

Solugoes Preparo CoFrﬁZ?r::ﬁ;;go
Solugdo F.1 Diluigdo de 1%%8(')—33 solugdo F em o1
Solugdo F.2 Diluigdo de 3%%8(')—33 solugdo F em 03
Solugo F.3 Diluigao de 501% (L)lc')— Sﬁ solugéo F em 05
Solugso F.4 Diluigao de 701% (L)lc')— Sﬁ solugéo F em 07
Solugdo F.5 Diluigdo de 9%%8(')—33 solugdo F em 09

3.3.14. Solugéo aquosa de acetonitrila a 70,0% (v/v)

Em baldo volumétrico de 100 mL contendo acetonitrila grau LC-MS, adicionaram-se,
com auxilio de uma proveta, 30 mL de agua grau Milli-Q. Completou-se o volume com
acetonitrila grau LC-MS e acondicionou-se a solucéo final em frasco de vidro.

3.3.15. Solugéo aquosa de acetonitrila a 75,0% (v/v)

Em baldo volumétrico de 100 mL contendo acetonitrila grau LC-MS, adicionaram-se,
com auxilio de uma proveta, 25 mL de agua grau Milli-Q. Completou-se o0 volume com
acetonitrila grau LC-MS e acondicionou-se a solucéo final em frasco de vidro.

3.3.16. Solugéo aquosa de acetonitrila a 90,0% (v/v)

Em baldo volumétrico de 250 mL contendo acetonitrila grau LC-MS, adicionaram-se,
com auxilio de uma proveta, 25 mL de agua grau Milli-Q. Completou-se o0 volume com
acetonitrila grau LC-MS e acondicionou-se a solucéo final em frasco de vidro.
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3.3.17. Solucéo aquosa de acetonitrila a 20,0% (v/v)

Em baldo volumétrico de 50 mL contendo acetonitrila grau LC-MS, adicionaram-se,
com auxilio de uma proveta, 10 mL de agua grau Milli-Q. Completou-se o0 volume com
acetonitrila grau LC-MS e acondicionou-se a solucéo final em frasco de vidro.

3.4. Determinacédo do Método Espectromeétrico
3.4.1. Célculo das massas monoisotdpicas de cada analito

A identificacdo de cada oligossacarideo foi realizada através da deteccdo de suas
respectivas relagdes massa/carga (m/z), sendo estas calculadas previamente a partir das
massas monoisotopicas de cada elemento quimico de acordo com o relatério técnico da
IUPAC (1991). Todas as massas atbmicas e monoisotopicas de cada elemento atdbmico estdo
relacionadas na Tabela 15.

Tabela 15. Massas monoisotdpicas dos elementos quimicos de maior abundancia (IUPAC,

1991).
Elemento Quimico Massa Atdmica (Da) Massa Monoisotopica (Da)

Hidrogénio (H) 1,0079 1,0078
Carbono (C) 12,0110 12,0000
Oxigénio (O) 15,9994 15,9949
Sédio (Na) 22,9898 22,9898
Potéssio (K) 39,0983 38,9637
Cloro (Cl) 35,4527 34,9689

3.4.2. Calibracao do detector

Previamente a utilizagdo do espectrometro de massas para deteccdo dos analitos, foi
realizada a calibracdo do analisador por tempo de voo em periodicidade semanal com a
solucdo 3.3.2 (solucdo aquosa de acido fosférico a 0,1% e acetonitrila, 1:1) nas condicBes
recomendadas pelo fabricante e descritas na Tabela 16.

Tabela 16. Parametros operacionais para calibracdo do espectrometro de massas.

Polaridade Positiva Negativa
Fluxo (uL/min) 5,00 5,00
Capilar (kV) 2,5 2,0
Cone de Amostragem (V) 22 12
Cone de Extracéo (V) 5,0 4,0
Temperatura da Amostra (°C) 80 120
Temperatura de Dessolvatacéo (°C) 150 300
Fluxo do Gas do Cone (L/h) 56 60
Fluxo do Gas de Dessolvatacéo (L/h) 300 350
Energia de Colisdo Trap (V) 6,0 4,0
Energia de Colisdo Transfer (V) 4,0 15,0
Analisador Modo V Modo V

3.4.3. Definicdo dos parametros espectrométricos

Atraves da infusdo direta das solucBes padrdo de cada analito (solucbes 3.3.7),
procedeu-se a determinacdo dos pardmetros operacionais para ioniza¢cdo em modo positivo e
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em modo negativo, a partir dos parametros pre-definidos para a operacdo do equipamento. A
Tabela 17 relaciona os valores utilizados para ambos 0s modos de ionizag&o.

Tabela 17. Parametros operacionais do espectrometro de massas.

Polaridade Positiva Negativa
Fluxo (uL/min) 5,00 5,00
Capilar (kV) 3,0 3,0
Cone de Amostragem (V) 50 40
Cone de Extracéao (V) 2,0 4,0
Temperatura da Amostra (°C) 80 80
Temperatura de Dessolvatacgéo (°C) 300 150
Fluxo do Gas do Cone (L/h) 40 40
Fluxo do Gas de Dessolvatacéo (L/h) 500 300
Energia de Colisdo Trap (V) 15,0 15,0
Energia de Colisdo Transfer (V) 15,0 15,0
Analisador Modo V Modo V

Para obtencdo da fragmentacdo por EM-EM, foram utilizadas energias de colisdo no
trap e no transfer, em V, especificos para cada carboidrato, conforme Tabela 18.

Tabela 18. Valores de energia de colisdo, em V, no trap e no transfer definidos para cada
molécula analisada.

Analitos IES+ IES-
Maltose 15,0 1,0
Rafinose 20,0 10,0
1-kestose 20,0 15,0
Estaquiose 25,0 15,0
Nistose 25,0 20,0

A confirmacdo de cada analito foi realizada através do calculo do erro de identificacdo
em mDa e ppm, conforme Equacdo 1 e 2. Realizou-se, por ultimo, a infusdo direta de cada
solvente empregado, eliminando a possibilidade de interferéncia na deteccdo dos
oligossacarideos.

3.5. Determinacdo do Método Cromatogréafico
3.5.1. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia em fase reversa

Para o método cromatografico com fase reversa, foi utilizada uma coluna Acquity
UPLC® BEH do tipo Cyg 130 A (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um), da marca Waters® (EUA), e
como fase movel o solvente acetonitrila e a solu¢do aquosa de &cido formico a 0,1% (solucao
3.3.3). O método desenvolvido apresentou as seguintes condi¢cGes cromatograficas:
temperatura do injetor de 20°C; volume de injecdo de 1 pL; vazdo de fase movel de 0,2
mL/min; temperatura da coluna de 35°C; e tempo de corrida de 6 min. A Tabela 19 descreve a
composicgdo do gradiente de eluicdo do método com fase reversa adotada.
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Tabela 19. Composicdo da fase movel do método com fase reversa: acetonitrila (A) e solucéo
aquosa de &cido férmico a 0,1% (B).

Tempo de Corrida (min) A B
0,0 2,0 98,0
2,0 4,0 96,0
4,0 4,0 96,0
6,0 2,0 98,0

3.5.2. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia por interagdo hidrofilica

Outro método de separacdo dos carboidratos foi desenvolvido, baseando-se na
cromatografia por interacdo hidrofilica. Empregou-se uma coluna Kinetex® HILIC 100A (50
mm x 2,1 mm, 1,7 pm), da marca Phenomenex® (EUA) e solvente acetonitrila e a solugéo
aquosa de acido formico a 0,1% (solucdo 3.3.3). O método estabelecido e adotado por CIH
consistiu no emprego de temperatura do injetor de 20°C, volume de injecéo de 1,0 pL, fluxo
de 0,5 mL/min, temperatura da coluna de 35°C e tempo de corrida de 10 min, com eluicdo em
gradiente conforme Tabela 20.

Tabela 20. Composicao da fase movel do método por CIH: acetonitrila (A) e solucdo aquosa
de &cido formico a 0,1% (B).

Tempo de Corrida (min) A B
0,0 92,0 8,0
2,9 92,0 8,0
3,0 90,0 10,0
6,8 90,0 10,0
7,3 60,0 40,0
8,3 60,0 40,0
8,8 92,0 8,0
10,0 92,0 8,0

3.6. Aplicacdo da Metodologia Analitica
3.6.1. Moagem dos graos de café e dos adulterantes

Amostras in natura e torradas de gréos de milho, soja, cevada e arroz foram trituradas
em moinho analitico, procedendo a homogeneizacao de cada produto em pé obtido, através de
classificacdo em peneiras de 150 mesh e 60 mesh e o armazenamento em embalagens
metalizadas com ziper. Estas amostras foram disponibilizadas pelo pesquisador D.Sc. Otniel
Freitas e pela aluna Cinthia Couto, mestranda em Alimentos & Nutricdo (UNIRIO), ambos da
Planta de Pos-Colheita da Embrapa Agroindistria de Alimentos. Estes procedimentos
também foram realizados com gréos de café torrado adquiridos no comércio varejista (Figura
26).
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Figura 26. Amostra de gréo de café torrado, antes e ap6s a moagem.
3.6.2. Extracéo dos carboidratos solUveis das amostras torradas e moidas

Procederam-se as extracdes, em duplicata, dos carboidratos solGveis das amostras de
café torrado e dos adulterantes in natura e torrados, segundo o método de Macrae (1998) com
adaptacdes. Para o0 estudo com soja, excepcionalmente foi empregado o método de Oliveira et
al. (2010), também com adaptacdes. A Figura 27 esquematiza os dois procedimentos
experimentais empregados para extracdo dos carboidratos soluveis.

0,4 gde
amostra
CAFE, MILHO, Banho de
‘ ‘ ultrassom por
ARROZ, CEVADA 20 min
10 mL de 4gua
grau Milli-Q
Vértex por Centrifuga
2 min por 10 min a
60000 rpm

159gde ﬁ

amostra

:> E::] Filtracéo (0,22

pm) para tubo
tipo vial

30 mL de etanol
a 80%

Figura 27. Diagrama de blocos dos dois métodos de extracdo adaptados e empregados para as
matrizes de trabalho.

3.6.3. Extragéo de carboidratos soluveis de amostras comerciais de café

Realizou-se também, em duplicata, a extracdo de 4 amostras comerciais, sendo 2 de
café torrado e moido e 2 de café solivel. Estas amostras foram cedidas pela pesquisadora
D.Sc. Edna Oliveira e pelo aluno Thiago Ferreira, doutorando em Nutricdo (UFRJ), ambos do
Laboratorio de Diagnostico Molecular da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Todas estas
amostras foram consideradas adulteradas com cevada pela metodologia por PCR em tempo
real de Ferreira et al. (2016). Outras 4 amostras de café soluvel também foram investigadas.
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Os extratos das amostras comerciais, obtidos segundo o método de Macrae (1998)
com adaptac@es, foram purificados de acordo com a Figura 28, através do uso de coluna de
extracdo em fase sélida Sep-Pak® C1g (Waters, EUA).
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Figura 28. Etapa de purificacdo dos extratos de café comercial.

Para definicdo destas condicGes de purificacdo, testes de recuperacdo foram realizados
previamente com uma solucdo padrdo contendo 90% do extrato dos grdos de café torrado,
totalizando uma concentracdo dos padrdes de 100 pug/mL. As fracdes obtidas foram analisadas
por CLAE-IR, com coluna Zorbax® Carbohydrate Agilent (EUA) (250 mm x 4,6 mm, 5,0
um), modo de eluigdo isocratico com fase movel acetonitrila:dgua (75:25 v/v), fluxo de 1,0
mL/min, volume de injecdo de 20 pL e tempo de corrida de 20 min. A quantificagdo dos
teores recuperados foi realizado por padronizacdo externa.

3.6.4. Injecdo dos Extratos por CLUE-EM-EM

Todos os extratos obtidos foram injetados em sistema integrado com um cromatografo
a liquido de ultra eficiéncia com espectrdmetro de massas de alta resolucdo com IES+ e
analisadores QTDV, utilizando-se a metodologia previamente desenvolvida por CIH. Foram
programados 4 fun¢des simultaneas de deteccdo no método espectrométrico (Tabela 21), com
aumento das energias de colisdo no trap e no transfer para os ions de m/z 527 e 689, devido a
maior dificuldade de distin¢do entre os isdmeros dos oligossacarideos.

Tabela 21. Método programado no software MassLynx® para detecgdo por espectrometria de

massas.
Funcoes Tipo fon (m/2) Intervalo (min) Energias de Coliséo (V)
1 EM - 0,0a10,0 15,0
2 EM-EM 365 0,la25 15,0
3 EM-EM 527 1,0a5,0 25,0
4 EM-EM 689 3,0a10,0 30,0
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Desenvolvimento do Método Espectrométrico
4.1.1. Etapas preliminares

A técnica de espectrometria de massas baseia-se na medicéo das relagdes massa/carga
dos ions inseridos no equipamento, conforme mencionado anteriormente. Foi observado que a
IUPAC publica um relatorio técnico padrdo com os valores de massa atdbmica de cada
elemento quimico bem como de seus is6topos a cada dois anos, sendo referente desde o ano
de 1967 até 2013 (IUPAC, 1969; MEIJA et al., 2016). Para o desenvolvimento da
metodologia, optou-se por utilizar como base o relatério do ano de 1989 (IUPAC, 1991), visto
que este era 0 empregado pelo software do equipamento.

Com base no trabalho de Santiago et al. (2012), foram empregados os analitos
maltose; rafinose e estaquiose; e 1-kestose e nistose como possiveis marcadores de
adulteracdo em café, respectivamente, com milho, soja e cevada. As massas moleculares dos
oligossacarideos inicialmente estudados, assim como as rela¢cbes m/z de suas moléculas na
forma protonada ([M + H]"), cationizada com &tomo de sodio ([M + Na]") ou potéssio,
presente na composicéo do café ([M + K]%), desprotonada ([M — H]") e anionizada com &tomo
de cloro ([M + CI]), espécies de formacdo mais favoravel por IES, estdo dispostas na Tabela
22.

Tabela 22. Massas exatas calculadas, a partir do relatério da IUPAC (1991), para 0s
provaveis ions formados a partir dos oligossacarideos.

Massa Massa Massa Massa Massa Massa
Analito Molar Exata Exata Exata Exata Exata
(g/mol) [M + H]+ [M + Na]* [M + K]* [M - H] [M+ CIT

Maltose 342,1155 343,1233  365,1053  381,0792  341,1077 377,0844

Rafinose/ 5041680 5051758 527,1578 543,1317 503,1602  539,1369
1-kestose
Esﬁﬁgt‘é'sfel 666,2205  667,2283  689,2103 7051842 6652127  701,1894

Outro aspecto inicial importante foi a realizagdo da calibracdo do equipamento com
solucdo de acido fosforico. fons inorganicos e organicos sdo largamente utilizados para tal
finalidade devido a facilidade de formarem agregados ionicos (clusters) através da infuséo
direta de solucéo salina em fonte eletrospray, além de poder compreender uma larga faixa de
relagdo m/z. Como a estrutura quimica do H3PO, apresenta trés grupos doadores de protons e
um receptor de protons, solugdes contendo este acido tendem a apresentar uma rede
intermolecular de ligacdes de H, seja como agregados iénicos positivos do tipo [(HzPOs), +
xH]** ou negativos do tipo [(HzPOs)n — XH]* (VILCIAUSKAS et al., 2012; LAVANANT et
al., 2014). A Figura 29 exemplifica a formacé&o de clusters positivos, através da infuséo direta
da solucéo de &cido fosforico a 0,05% (v/v), na faixa de 50 a 1500 m/z.
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Figura 29. Espectro de massas de ions totais da solucdo de &cido fosférico (solucao 3.3.2.),
com destaque para a estrutura quimica desta substancia.

Testes preliminares de checagem através de calculos de erro de identificagdo dos
clusters observados confirmaram a possibilidade de uso de um mesmo arquivo de calibracao
no software MassLynx® entre dias diferentes de anélise, em um periodo observado maximo
de 14 dias. O controle da temperatura, através do isolamento da sala do equipamento, permitiu
a ocorréncia de minimas oscilacbes de temperatura, conferindo maior estabilidade ao
analisador de massas do tipo tempo de voo. Para o desenvolvimento da metodologia, adotou-
se a calibracdo do equipamento em periodo maximo de 1 semana, com checagem diéria dos
erros de identificacdo para a solucdo de acido fosforico.

4.1.2. Deteccdo de oligossacarideos por espectrometria de massas em modo positivo

Inicialmente, foram realizadas infusbes diretas em modo positivo apenas por
Espectrometria de Massas (EM) das solucGes padrdo de cada oligossacarideo (maltose,
rafinose, 1-kestose, estaquiose e nistose) em solvente solucdo aquosa de acido férmico a 0,1%
e acetonitrila (1:1), referentes as solucfes A.1 e A.2. Nesta etapa, foram observados os tipos
de ions preferencialmente formados a partir dos analitos estudados e definidos os parametros
iniciais de analise espectrométrica em modo positivo, conforme Tabela 23. Posteriormente,
foram realizadas novas infusdes, sob estas condicdes estabelecidas, com as solugdes B.1 e
B.2, cujo solvente corresponde apenas a agua ultrapurificada grau Milli-Q.

Tabela 23. Pardmetros operacionais iniciais do espectrébmetro de massas em modo positivo.

Parametros Valores
Fluxo (nL/min) 5,00
Capilar (kV) 3,0
Cone de Amostragem (V) 40
Cone de Extracéo (V) 4,0
Temperatura da Amostra (°C) 80
Temperatura de Dessolvatacéo (°C) 150
Fluxo do Gas do Cone (L/h) 40
Fluxo do Gas de Dessolvatacéao (L/h) 300
Energia de Colisdo Trap (V) 15,0
Energia de Colisdo Transfer (V) 15,0
Analisador Modo V
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Para ambas as solugdes A e B, foram detectadas majoritariamente, nos espectros de
massas de ions totais, ions com 23 unidades de m/z superior as massas moleculares dos
oligossacarideos, ndo sendo observadas diferencas quanto ao solvente empregado (solvente
acidificado ou apenas agua). Além disso, foi verificada a presenca de ions com o dobro das
massas moleculares e com acréscimo de 23 unidades de m/z. Concluiu-se preferencialmente a
formacdo de moléculas sodiadas [M + Na]* e de dimeros sodiados [2M + Na]* a partir dos
carboidratos investigados, conforme pode ser visualizado no espectro de massas de ions totais
para maltose (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de massas, por EM, de ions totais da solucdo padrdo de maltose a 1000
pg/mL (B.1), com presenca dos ions de m/z 365 e 707.

Estes resultados em modo positivo coincidem com as informacgdes obtidas na
literatura, em que os ions majoritarios observados correspondem as moléculas coordenadas
com atomos de sddio, impureza procedente das etapas de preparo de amostras. Resultados
similares foram encontrados por Taormina et al. (2007), em que, mesmo sem a adi¢cdo de
sodio, ocorreu a deteccdo de moléculas sodiadas de glicose. Para maltooligossacarideos como
a propria maltose, Penna et al. (2009) anteriormente observaram a mesma formacao
preferencial para oligossacarideos com até 7 unidades de glicose.

Em relacdo a formacdo de clusters, a alta concentracdo dos analitos nas solucdes
empregada nas analises pode ter favorecido esta ocorréncia. Durante o processo de eliminagédo
do solvente e formacdo das moléculas sodiadas, a diferenca de potencial aplicada entre o
capilar e o cone de amostragem pode néo ter sido suficiente para promover a ruptura total da
elevada quantidade produzida de clusters. Uma alternativa para evitar esta ocorréncia foi a
utilizacdo de solucBes com menores concentracBes. Através da infusdo direta de novas
diluicdes da solucdo A.1, ndo foi observada a presenca dos dimeros, nos espectros de ions
totais, quando analisadas solugdes de concentracdo igual a 10 pg/mL, com excecdo da
maltose (Figura 31). A continuidade do desenvolvimento da metodologia foi realizada
preferencialmente com solucdes de concentragdes na faixa entre 5 pg/mL a 20 pg/mL.
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Figura 31. Comparagdo entre os espectros de massas de ions totais para cada analito nas
concentracgdes de (A) 1000 pg/mL e (B) 10 pg/mL.
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Apls os resultados iniciais, foram realizadas analises com a solugdo A.2 por
Espectrometria de Massas Sequencial (EM-EM), selecionando as moléculas sodiadas de cada
analito e estabelecendo as energias de colisdo, em V, necessarias para a fragmentacdo. Os
espectros obtidos (Figuras 32 a 36) apresentaram baixos erros de identificacdo para as
moléculas sodiadas, com valores inferiores a 5 ppm, o0 que garante uma identificacdo com
maior exatidao e confiabilidade.
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Figura 32. Espectro de massas, por EM-EM, da maltose, com aplicacdo de energias de
coliséo de 15,0 V.
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Figura 33. Espectro de massas, por EM-EM, da rafinose, com aplicagédo de energias de
coliséo de 20,0 V.
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Figura 34. Espectro de massas, por EM-EM, da 1-kestose, com aplicacéo de energias de

coliséo de 20,0 V.
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Figura 35. Espectro de massas, por EM-EM, da estaquiose, com aplicacdo de energias de
coliséo de 25,0 V.
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Figura 36. Espectro de massas, por EM-EM, da nistose, com aplicacdo de energias de coliséo
de 250V.
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Quanto a fragmentacdo, foram observadas perdas de 162 e 180 unidades de massa
atdbmica unificada (u) ou Dalton (Da) e diferengas nas intensidades dos ions sodiados para
cada analito, o que permite a diferenciacdo entre os isdmeros. A molécula sodiada de maltose
apresentou baixa tendéncia a fragmentagdo, mesmo quando submetido a energias de coliséo
préximas as dos demais oligossacarideos. Além disso, junto a rafinose (m/z 527) e estaquiose
(m/z 689), foram detectados preferencialmente ions fragmentos a partir da perda de 162 Da
enquanto a fragmentacéo da 1-kestose (m/z 527) e nistose (m/z 689) originaram também ions
fragmentos a partir da perda de 180 Da de intensidade similar.

Esta diferenca de perfil de fragmentacdo entre isdmeros também foi observada por
Fabrik et al. (2012), em que detectaram-se os ions de m/z 347, 365, 509 e 527 para a nistose
enguanto apenas 0s ions 365 e 527 para estaquiose. Estes resultados ainda foram obtidos com
fragmentacéo até a intensidade de sinal de 10% para os ions precursores.

A Tabela 24 relaciona todas as informacdes obtidas a partir dos fragmentogramas de
cada oligossacarideo obtidos por eletrospray em modo positivo.

Tabela 24. Resumo dos resultados obtidos, em modo positivo, por EM-EM para os diferentes

analitos.
Carboidrato Massa Exata Massa Acurada Erro de Fragmentos
[M + Na]” [M + Na]” Identificacdo (ppm)  por EM-EM
Maltose 365,1053 365,1043 2,74 203

Rafinose 527,1578 527,1573 0,95 365, 203
1-kestose 527,1578 527,1573 0,95 365, 314;75 203,
Estaquiose 689,2103 689,2123 2,90 527,365, 203
. 527, 509, 365,
Nistose 689,2103 689,2123 2,90 347,203, 185

4.1.3. Deteccdo de oligossacarideos por espectrometria de massas em modo negativo

Foram realizadas também infusdes diretas em modo negativo, seguindo o mesmo
planejamento metodoldgico: primeiro, apenas as analises por EM das soluc¢des padrao de cada
analito em diferentes solventes, observando os tipos de ions preferencialmente formados; e,
apos, foi realizada a analise por EM-EM para verificacdo do erro de identificacdo e dos perfis
de fragmentacdo.

As condicOes de analise empregadas basearam-se nos pardmetros estabelecidos para
infusdo direta em modo positivo. Procedeu-se a analise nos solventes solucéo aquosa de &cido
férmico a 0,1% e acetonitrila, na proporcdo 1:1 (A.1 e A.2); agua grau Milli-Q (B.1 e B.2); e
também em solucdo aquosa de formiato de aménio a 10 mM (C). Este ultimo solvente foi
testado devido a funcéo do formiato de aménio como um tampao volatil para controle de pH e
um aditivo que auxilia na separagédo de cargas na molécula solvatada, facilitando a ionizagéo
dos analitos.

Assim como em modo positivo, ndo foram observadas diferencas qualitativas para
ambos 0s solventes, sendo observados 0s mesmos tipos de ions e com baixos erros de
identificacdo. Porém, para as infusdes em modo negativo, foram detectados ions cuja relacéo
m/z indica a formag&o de moléculas desprotonadas oriundos diretamente dos oligossacarideos
investigados ([M — HJ]’) ou de seus dimeros ([2M — HJ]) nos espectros de massas de ions
totais, ao contrario da presenca de adutos, por exemplo, com atomos de cloro ([M + CI]). Este
comportamento guanto a ionizacdo em modo negativo dos carboidratos também coincide com
as informagdes disponiveis na literatura (TINKE et al., 1993; GHFAR et al., 2015). Através
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da Figura 37, é possivel visualizar a ocorréncia dos dois ions mencionados na analise de
estaquiose. A concentracdo dos analitos nas solugdes também deve ter favorecido a formacéo
dos clusters na injecao por eletrospray em modo negativo.
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Figura 37. Espectro de massas de ions totais da estaquiose, com destaque aos ions de m/z 665
e 1331, com aplicacdo de energias de colisdo de 15,0 V.

As infusbes, por EM-EM, em modo negativo revelaram alguns resultados diferentes
guando comparados com os fragmentogramas em modo positivo. A principal diferenca
verificada foi a maior tendéncia a fragmentagdo dos oligossacarideos, com alta quantidade de
ions produtos formados. Para evitar a degradacéo total dos ions precursores, sobretudo do ion
precursor de maltose, foram empregadas energias de colisdo no méximo de 15,0 V, conforme
podem ser visualizados nas Figuras 38 a 42.
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Figura 38. Espectro de massas, por EM-EM em modo negativo, da maltose, com aplicagéo de

energias de colisdo de 3,0 V.
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Figura 39. Espectro de massas, por EM-EM em modo negativo, da rafinose, com aplicacéo
de energias de colisdo de 10,0 V.
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Figura 40. Espectro de massas, por EM-EM em modo negativo, da 1-kestose, com aplicacédo
de energias de colisdo de 15,0 V.
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Figura 41. Espectro de massas, por EM-EM em modo negativo, da estaquiose, com aplicacao
de energias de colisdo de 15,0 V.
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Figura 42. Espectro de massas, por EM-EM em modo negativo, da nistose, com aplicacao de
energias de colisdo de 15,0 V.

Além disso, outra diferenca observada entre os modos de infusdo foi a fragmentacéao
preferencial pela perda de 180 Da das moléculas desprotonadas dos tetrassacarideos
estaquiose e nistose, gerando ions produtos de m/z 485 e, portanto, diferentes das moléculas
desprotonadas dos trissacarideos rafinose e 1-kestose. JA nos fragmentogramas destes
oligossacarideos, é possivel observar a formacdo dos ions produtos pelas duas rotas
caracteristicas, ou seja, pela perda de 162 Da e 180 Da, resultando, respectivamente, nos ions
de m/z 341 e 323. Estes ions podem ser utilizados como pardmetro de distincdo entre os
isbmeros, em gue, nas analises dos oligossacarideos da classe dos frutanos, os ions de m/z 323
apresentaram maior intensidade em energias de colisdo iguais ou até com variagdo de 5,0 V.

Embora estes resultados também permitissem a diferenciacdo entre os analitos, foi
adotada a ionizacédo por eletrospray em modo positivo para o desenvolvimento do método de
deteccdo de fraudes em café comercial. Destaca-se que os pontos positivos foram a maior
estabilidade dos ions sodiados e a formacdo de um menor nimero de ions fragmentos para
cada analito, o que facilita a compreensdo e a sugestdo de provaveis mecanismos de
fragmentacdo e aumenta a confiabilidade na distingdo entre os isdmeros marcadores de
diferentes adulterantes.

4.1.4. Analise dos solventes utilizados

Todos os resultados obtidos em modo positivo foram confirmados através da injecdo
do branco da analise, isto é, a analise de cada solvente que poderia ser utilizado no
desenvolvimento da metodologia. Esta etapa possibilitou eliminar a suspeita de interferéncia
por outras substancias presentes nos solventes que pudessem originar ions de m/z igual ao dos
analitos.

Para tal finalidade, foram empregados solventes acetonitrila de 4 marcas diferentes (A,
B, C e D), metanol de 2 marcas diferentes (A e B) e 4gua de 2 procedéncias diferentes (A e B,
obtida por ultrapurificagdo grau Milli-Q). E importante ressaltar que os solventes grau HPLC
ainda n&o tinham sido utilizados para preparo de solugdes padrdo, servindo como um teste
para aplicabilidade futura destes solventes. Foram verificados, para cada solvente, 0s
espectros de ions totais obtidos a partir da infusdo direta e sob aplicacdo de energias de
colisdo no trap e no transfer de 10,0 V e também de 15,0 V, utilizado na metodologia por
EM.

As andlises dos solventes organicos apresentaram resultados distintos. Todas as
acetonitrilas investigadas indicaram auséncia de ions de m/z igual aos ions precursores dos
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oligossacarideos (Figura 43). Além disso, foram observados também, no escaneamento a cada
segundo, quantidade de ions bases na escala de dezena nos espectros de massas, com exce¢do
da acetonitrila de marca A. Apenas o solvente grau HPLC ndo foi recomendado para a
utilizacdo durante a metodologia, devido ao elevado nimero de ions formados de alta
intensidade na faixa de m/z de 400 a 750, podendo conferir supressdo iénica aos isbmeros
rafinose e 1-kestose (m/z 527) e estaquiose e nistose (m/z 689).
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Figura 43. Espectros de massas em tempo real do solvente acetonitrila das marcas A, B, C e
D, destacando o nimero de ions base para cada espectro.

Diferentemente dos resultados para acetonitrila, o espectrdmetro de massas detectou
ions de m/z 365, 527 e 689 para ambos os solventes metandélicos, em intensidade relativa na
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escala de centena para o0 numero de ion base. Através dos resultados ilustrados na Figura 44, é
possivel concluir que a utilizacdo de metanol de ambas as marcas A e B como solvente pode
conferir falsos positivos nas analises com amostras comerciais e, por tal razdo, ndo foram
empregados no preparo de solucdes e de fase moveis.
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Figura 44. Espectros de massas em tempo real do solvente metanol das marcas A e B,
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destacando o nimero de ions base para cada espectro.

Entre os resultados para agua, é importante mencionar que foi detectado com maior
intensidade, para a agua ultrapurificada grau Milli-Q, um ion de m/z 195, correspondente
provavelmente aos ftalatos, residuos dos plastificantes utilizados nas membranas do
purificador. Todavia, também ndo foram encontrados ions de m/z iguais aos ions precursores
dos oligossacarideos para ambos 0s solventes e 0s testes ainda demonstraram nimeros de ions
base na escala da dezena, o que confere baixa intensidade para os ions formados a partir do
solvente e consequente baixa interferéncia nos espectros de massa analisados em tempo real

(Figura 45).

Logo, procedeu-se, para o preparo de solucBes e fases moveis, a utilizacdo dos
solventes agua obtida através do sistema de ultrapurificacdo do proprio laboratorio e

acetonitrila grau LC-MS.
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Figura 45. Espectros de massas em tempo real da 4gua da marca A e B, obtida por
ultrapurificacdo, destacando o nimero de ions base para cada espectro.

4.1.5. Otimizacdo do método espectrométrico

Visando a eficiéncia do método espectrométrico, foram otimizados os parametros que
apresentam maior influéncia na detec¢do dos ions a partir dos analitos. Dois testes foram
realizados através da infusdo direta continua das cinco solucGes padrao de cada carboidrato a
500 pg/mL (A.4) em modo positivo.

O primeiro teste consistiu na variacdo dos parametros do gas de dessolvatacdo, cuja
funcdo esta relacionada a evaporacdo do solvente e ao favorecimento a formacao dos ions na
camara de ionizacdo. Inicialmente, foram realizados dez ensaios com a solucdo padrdo de
maltose, combinando diferentes valores de temperatura e fluxo do gas de dessolvatacao,
segundo a faixa de trabalho indicada pelo fabricante (WATERS, 2008). Os fatores de resposta
(fr) foram as razdes entre 0 numero de ions base nos cromatogramas de ions especificos para
as moléculas sodiadas (ne) e de ions totais (n;), apds 2 minutos de aquisi¢do de dados. Para 0s
demais analitos, empregaram-se as condi¢des que tiveram maiores fatores de resposta com
menores fluxos de gas, evitando desgaste da cdmara de ionizagdo. A Tabela 25 resume 0s
ensaios realizados no primeiro teste de otimizacdo, enfatizando as condi¢Ges do ensaio 7 que
apresenta maior fr entre todos os demais (com excecdo para a analise de rafinose).

O segundo teste baseou-se no estudo da diferenca de potencial entre os cones de
amostragem e de extracdo, que tende a favorecer a dissociagdo induzida na fonte de ionizagéo
(in-source dissociation) e, segundo Crotti et al. (2006), alterar a relacdo entre as moléculas
protonadas [M + H]" e as cationizadas, por exemplo, por coordenacdo com atomos de sddio
[M + Na]". Procedeu-se este teste como tentativa de evitar o uso das moléculas sodiadas, visto
que a formacdo destas especies dependerd da composicdo de sodio das amostras e da
contaminacdo ao contato com as vidrarias utilizadas. Outro fator limitante consiste na baixa
sensibilidade obtida para estes adutos quando analisadas matrizes que apresentam baixas
concentragdes de carboidratos (ROGATSKY et al., 2005).

Para 0s nove ensaios realizados com as solucgdes padréo de todos os analitos, foram
verificados as razfes entre n. e n;, apds 2 minutos de aquisicdo de dados, para ambas as
moléculas protonadas e sodiadas. Entretanto, os resultados indicaram que as variacdes da
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diferenca de potencial entre os cones ndo alteraram a formacgédo preferencial das moléculas
sodiadas. A razdo das moléculas sodiadas em relacdo aos ions totais foi, em média, superior
79 vezes que a razdo de moléculas protonadas em relacdo aos ions totais. Os resultados do
segundo teste para as moléculas sodiadas estdo dispostos na Tabela 26.

Tabela 25. Teste de otimizagdo dos parametros do gas de dessolvatagdo, com destaque em
negrito para as melhores condicoes.

f f f f f
Ensaio Tempoeratu ra Fluxo Mal?ose Rafizose 1-ke§tose EstaqRuiose NistRose

(°C) L) e o) (%) (%) (%)

1 300 6,33 - - - -

2 500 7,90 - - - -
3 150 750 8,95 4,67 11,09 4,16 5,61
4 900 8,61 6,10 10,52 4,02 5,93

5 1000 8,52 - - - -
6 300 9,69 7,81 12,16 4,59 6,39
7 500 10,20 7,65 13,58 5,53 7,58
8 300 750 9,78 7,52 11,74 4,96 6,70

9 900 9,68 - - - -

10 1000 9,09 - - - -

fr = fator de resposta.

Tabela 26. Teste de otimizagéo das voltagens aplicadas na fonte de ionizacdo, com fg para as
moléculas sodiadas e destaque em negrito para condi¢do adotada.

Cone de Cone de fa fa fa fo fo
Ensaio Amostragem Extracdo Maltose  Rafinose  1-kestose Estaquiose  Nistose
(V) (V) (%0) (%) (%) (%) (%)
1 2 7,26 7,90 3,73 9,94 5,28
2 25 3 7,86 8,42 4,02 9,68 5,44
3 4 7,61 8,57 391 10,46 5,42
4 2 9,84 10,27 5,42 12,35 7,12
5 40 3 10,09 10,08 5,57 12,50 7,07
6 4 9,02 9,95 5,95 12,10 6,75
7 2 10,31 11,67 6,92 14,20 8,35
8 50 3 10,16 10,82 6,80 14,43 8,35
9 4

9,79 11,53 6,89 14,67 8,79

fr = fator de resposta.

O método espectrométrico foi otimizado, portanto, com as seguintes condigdes:
temperatura e do fluxo do gas de dessolvatacdo de 300°C e 500 L/h; e voltagens nos cones de
amostragem e de extracdo igual a 50,0 V e 2,0 V, condi¢Bes Otimas para as moléculas
sodiadas.

4.2. Desenvolvimento dos Métodos Cromatograficos

Durante o planejamento do projeto, trés tipos de fases estacionarias foram propostos
para 0 método cromatografico: a fase estacionaria Cig, de elevado emprego para moléculas
organicas, embora ndo seja recomendada para a separacdo de carboidratos devido a baixa
retencdo de moléculas polares e oligossacarideos de baixa massa molecular (HICKS &
HOTCHKISS JR, 2002); a fase de silica pura, ideal para sistemas CL-EM por nao possibilitar
a eliminagdo de grupos ligados a coluna e que podem ocasionar interferéncias nos espectros
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de massas (LANCAS, 2010); e a fase de silica contendo grupamento amida, que apresenta
boa separacdo de moléculas polares e foi empregado com sucesso por Ghfar et al. (2015) para
analise por CLUE-EM de monossacarideos e oligossacarideos. Devido a problemas na
aquisicdo das colunas, somente foram possiveis experimentos com as fases Cig € silica pura.

Para a obtencdo de cromatogramas com maior resolucdo cromatogréafica, extrairam-se
0s cromatogramas do pico base, ou seja, em que a intensidade de todos os picos é relativo ao
pico mais intenso. A funcdo smooth (suavizacdo) também foi empregada para a mesma
finalidade, sendo utilizada o nimero de 1 suavizagdo a cada scan pelo método das médias.
Foram estimadas as resolugcdes cromatogréaficas entre os picos em porcentagem, a largura da
base e a largura em meia altura da base (50%), conforme as Equacdes 3, 4 e 5.

H,— H
R, entre os picos 1e 2 (%) = % * 100
2

em que: H,; = altura da base do pico 1; H, = altura do pico 2.

Equacao 3. Célculo de resolugdo em porcentagem.

(trz - trl)

Rs entre os picos1e2 = 2%
° (Wp1 + wpz)

em que: t., = tempo de retencdo do pico 1; t,, = tempo de retencio do pico 2;
wyq = largura da base do pico 1; wy, = largura da base do pico 2.

Equacao 4. Célculo de resolucdo a largura da base.

(trz - trl)

R; entre os picos1e2 = 1,18
: (Wh1 + wpz)

em que: t,., = tempo de retencao do pico 1; t,, = tempo de retencao do pico 2;
Wy, = largura da base do pico 1 a meia altura;
Wy, = largura da base do pico 2 a meia altura.

Equacdo 5. Célculo de resolugdo a largura em meia altura da base.
4.2.1. Cromatografia com fase reversa

Para o método com fase reversa (coluna com fase C;g), foram avaliados modos de
eluicdo isocratico e em gradiente, com solucdo aquosa de acido formico a 0,1% (v/v) e
acetonitrila em composicdo maxima de 25%. Foi observado que teores acima de 5% de
acetonitrila ndo promoviam a separagdo cromatografica. Como mencionado anteriormente,
esta dificuldade de separacdo ja era prevista para colunas com fase estacionaria apolar como a
Cig € ainda com pressdes de trabalho acima de 5000 psi.

A partir das observagoes, foi desenvolvido um método com gradiente de eluicdo com
maximo de 4% de acetonitrila, que inicialmente apresentou éxito na separacdo dos
carboidratos em uma corrida cromatografica de apenas 6,0 min. A Figura 46 consiste no
cromatograma da solucdo padrdo contendo os cinco oligossacarideos estudados, em que 0S
picos cromatograficos referentes aos ions de m/z 365 (tempo de retencdo — tg de 1,94 min),
527 (tr de 2,33 min e 2,50 min) e 689 (tr de 2,18 min e 3,60 min) foram detectados. A
visualizacdo dos espectros de massa por EM-EM indicou a ordem de eluigdo como maltose,
estaquiose, rafinose, 1-kestose e nistose.
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Figura 46. Cromatograma do pico base, por CLUE-EM, da solu¢édo padrdo a 400 pug/mL de
cada oligossacarideo (solucdo D), com deteccdo da (A) maltose, (B) estaquiose, (C) rafinose,
(D) 1-kestose e (E) nistose.

A aplicacdo do método desenvolvido em novas corridas com solucdo padrdo
demonstrou alteracdo no perfil cromatografico, tanto em relacdo aos tempos de retencédo
guanto a resolucdo cromatografica principalmente para a separagdo entre a estaquiose,
rafinose e 1-kestose, como pode ser observado na Figura 47 e na Tabela 27.

100+

. %,

|
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Figura 47. Cromatograma do pico base, por CLUE-EM, da solucéo padrdo E, com a perda de
resolucdo cromatogréafica e possivel co-eluicdo de 1-kestose e nistose, em 2,58 min.

Tabela 27. Comparagéo entre as resolucdes calculadas para os diferentes perfis
cromatograficos.

Picos Figura 46 Figura 47
% LarguradaBase A Meia Altura| % LarguradaBase A Meia Altura
A-B | 100 0,60 0,71 100 1,26 1,73
B-C | 98 0,50 0,44 88 0,23 0,31
C-D | 100 0,43 0,50 51 0,11 0,17
D-E | 100 2,44 3,25 91 3,70 4,99

Como tentativa de minimizar estas diferencas obtidas no perfil cromatografico das
analises da solugéo padréo, foi realizada ainda a limpeza da coluna com um gradiente com até
60% de acetonitrila, favorecendo a eluigcdo de substancias que pudessem ainda estar retidas na
coluna. A obtencdo de um perfil com boa separacdo cromatogréfica e repetitividade néo foi
alcancada, mesmo apds a limpeza da coluna. Alternativas como a alteracdo da composicao da
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fase movel e até a troca da coluna cromatografica por outra de mesma fase estacionaria
também ndo surtiram o efeito desejado.

Esta perda de resolucdo observada pode estar relacionada a interrupcdo e ao reinicio
do fluxo de fase mdvel altamente aquosa (acima de 90% v/v) em colunas de fase reversa,
sobretudo aquelas que possuem poros de diametros médios menores que 12 nm (120 A).
Segundo Walter et al. (2005), quando o fluxo € interrompido, a pressdo liberada favorece a
saida da fase movel dos poros da fase estacionaria apolar, principalmente na saida da coluna,
regido mais proxima a presséo atmosferica, o que diminui a interacdo entre fase estacionéria e
fase movel. O mesmo artigo realizou um estudo em que a restauracdo da resolucdo para
colunas Cyg com poros de diametro médio menor que 10 nm foi alcangada quando ocorreu a
prévia estabilizacdo das condicGes cromatograficas com fase movel contendo minimo de 40%
de metanol com fluxos de 1 mL/min por 30 min.

Portanto, ainda que inicialmente tenha sido alcangcado um método por fase reversa
com boa resolucdo cromatogréafica, a necessidade de um maior estudo sobre a estabilidade do
sistema cromatografico nas condicGes definidas e os possiveis efeitos ja esperados da matriz
do café resultou no desenvolvimento de um segundo método através do emprego de uma
coluna do tipo CIH, recomendada para separacéao de substancias de maior polaridade, como 0s
carboidratos.

4.2.2. Cromatografia por interacdo hidrofilica - CIH

O método cromatografico por CIH foi estabelecido através do emprego de uma coluna
preenchida com silica e de fases mdveis solucdo aquosa de acido férmico a 0,1% (v/v) e
acetonitrila. Estas fases moveis tambem foram utilizadas no método por fase reversa, porém,
para CIH, a proporcéo de acetonitrila deve ser majoritaria. Logo, foram avaliados modos de
eluicdo isocraticos e gradientes compostos de 60% até 98%, assim como 0s parametros
volume de vazdo, em mL/min, e a temperatura da coluna, em °C. Foi testado também o uso da
fase movel acetonitrila com &cido formico, porém ndo foi observada diferenga significativa
entre 0s cromatogramas e 0s espectros de massas obtidos com a fase moével acetonitrila ndo
acidificada.

Os melhores resultados durante o desenvolvimento do método foram obtidos com
eluigdes isocraticas com 92% e 90% de acetonitrila. A partir destes resultados, foi planejado
um gradiente inicial com 92% de acetonitrila, favorecendo a elui¢cdo dos analitos maltose, 1-
kestose e rafinose; apos, a proporcao de solucdo aquosa de acido formico a 0,1% foi elevada
para 10%, o que resulta em menores tg para nistose e estaquiose; e, por ultimo, a fase aquosa
alcanca 40% para completa eluicdo das demais substéncias polares retidas e retorna a
condic&o inicial de andlise. A Figura 48 refere-se ao cromatograma obtido da solucéo padrdo
a 5,0 pg/mL em agua (solucéo E.2), a partir de um método com fluxo 6timo de 0,5 mL/min,
temperatura da coluna de 35°C e tempo de corrida de 10 min.

Comparando ao método anterior, foi observada uma mudanca na ordem de eluicéo,
sendo o fenébmeno de retencdo proporcional ao aumento da massa molecular dos
oligossacarideos. Quanto a resolucdo cromatografica, é possivel indicar uma melhora
satisfatoria na separagéo entre os picos A e B e C e D em relacdo ao método por fase reversa
(Tabela 28), porém todos os analitos apresentaram alargamentos em Seus picos
cromatograficos.
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Figura 48. Cromatograma do pico base, por CLUE-EM, da solucdo padrdo a 5,0 pg/mL, com
deteccdo da (A) maltose, (B) 1-kestose, (C) rafinose, (D) nistose e (E) estaquiose.

Tabela 28. Comparacdo entre as resolucdes calculadas para os diferentes tipos de
cromatografia empregados.

Fase Reversa

HILIC

Picos % LarguradaBase A Meia Altura| % LarguradaBase A Meia Altura
A-B | 100 0,60 0,71 100 1,20 1,33
B-C | 98 0,50 0,44 26 0,16 0,20
C-D | 100 0,43 0,50 89 0,72 1,02
D-E | 100 2,44 3,25 63 1,26 1,66

Como principal resultado, destaca-se que a repeticdo da injecdo das solucdes padrdo
entre as corridas cromatograficas e em diferentes dias de analise demonstrou uma maior
estabilidade, sugerindo maior repetitibilidade e excluindo a necessidade de um amplo estudo
sobre as condigdes cromatogréaficas ideais de trabalho, como no método por fase reversa.
Além disso, a seletividade do método ainda pode ser garantida através do monitoramento em
tempo real dos espectros por EM-EM obtidos durante a andlise cromatogréafica e a
comparagdo com os perfis de fragmentacao dos padrdes de cada oligossacarideo.

Por tais razdes, foi injetado o extrato, obtido pelo método de Macrae (1998), dos graos
de café torrado adquiridos no comércio e moidos no laboratorio de pesquisa. O resultado desta
analise mostrou a auséncia dos analitos investigados, o que indica a viabilidade do método
para deteccao dos analitos estudados.

Foi verificado também o possivel efeito da matriz do café na detecgdo dos ions
referentes aos oligossacarideos. Foi diluida uma solucdo padrdo em &gua com o extrato de
café preparado acima, resultando em uma solucdo padrdo contendo 10% (v/v) do extrato do
café e concentracdo de 10,0 pg/mL de cada analito. A andlise desta solu¢do por CLUE-EM
(Figura 49) demonstrou perfil cromatografico similar ao obtido para a solugéo padrdo em
agua.
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Figura 49. Cromatograma do pico base, por CLUE-EM, da solucédo padrdo a 10,0 pg/mL
contendo 10% (v/v) do extrato de café, com detec¢do da (A) maltose, (B) 1-kestose, (C)
rafinose, (D) nistose e (E) estaquiose.

E importante destacar que a interferéncia da matriz do café pode ser observada,
sobretudo no primeiro minuto de corrida cromatografica. A deteccdo da maltose pode ser
dificultada pelo efeito da supresséo i0nica por outras substancias, o que indica a necessidade
de um estudo para a metodologia ideal de extracdo e purificacdo dos extratos.

As proximas etapas do projeto incluiram a aplicacdo da metodologia investigada em
relacdo aos adulterantes estudados e também em amostras comerciais de café.

4.3. Confirmagdo dos Marcadores Quimicos para Cada Adulterante
4.3.1. Andlise de diferentes grédos por CLUE-EM-EM

Apos a investigacdo de uma metodologia analitica, foi verificada a possibilidade de
deteccdo de cada adulterante por CLUE-EM-EM, através dos oligossacarideos previamente
estabelecidos. Destaca-se que, como a adulteracdo pode ser caracterizada como um crime
contra o consumidor, informacdes sobre estes procedimentos ndo sdo oficialmente
disponibilizadas. Portanto, diferentes questdes se encontram em aberto como 0 modo em que
sdo misturados os adulterantes ao café, a quantidade adicionada, a possivel torrefacdo
separada dos adulterantes, entre outros.

Para o estudo de confirmacdo dos marcadores quimicos, foram empregados amostras
in natura e torrados de grdos de milho, soja e cevada, além do arroz integral, outro grdo muito
empregado para a adulteracdo de café e investigado por diferentes metodologias analiticas.
Estas amostras foram preparadas previamente em outro plano de acdo do projeto do
Consorcio Pesquisa Café, conforme ANEXO A. A Figura 50 apresenta os adulterantes antes e
apos a torrefacdo e as informacdes das condi¢Ges empregadas.
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(A) 230°C por 50 min ||
(B) 230°C por 100 min ||
(C) 250°C por 30 min ||
(D) 245°C por 15 min ||

Figura 50. Comparacao entre os adulterantes in natura e torrado, com destaque as condigdes
de processamento (temperatura e tempo) empregada para (A) arroz, (B) cevada, (C) milho e
(D) soja.

A partir dos extratos de cada adulterante, verificou-se a detec¢do dos oligossacarideos
estudados. A Tabela 29 relaciona todos os resultados obtidos durante as analises por CLUE-
EM-EM.

Tabela 29. Detecgdo dos analitos, por CLUE-EM-EM, nas matrizes in natura e torrada.

Matriz Condicoes ions observados
In natura Presenca de rafinose
Arroz A .
Torrado Auséncia de rafinose
In natura Presenca de maltose, kestose, rafinose e nistose
Cevada . . .
Torrado Auséncia de maltose, kestose, rafinose e nistose
: In natura Presenca de maltose e rafinose
Milho . .
Torrado Auséncia de maltose e rafinose
Soja In natura Presenca de rafinose e estaquiose
Torrado Presenca de rafinose e estaquiose

Entre os adulterantes, a soja apresentou maior facilidade de diferenciacdo, sendo
confirmada a possibilidade de deteccdo por rafinose e estaquiose (Figura 51). Este resultado
foi possivel devido a utilizacdo de um método alternativo ao de Macrae (1998) para extracdo
dos carboidratos da soja. O método de Oliveira et al. (2010) emprega como solvente de
extracdo uma solucdo aquosa a 80% (v/v) de etanol, o que, aliado a centrifugacéo, favorece a
precipitacdo das proteinas da soja.
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Figura 51. Espectros de massas, por EM-EM, da rafinose (m/z 527) e estaquiose (m/z 689),
obtidos nas amostras de soja in natura e torrada.

Além disso, 0 menor tempo de exposicao da soja ao processo térmico também pode ter
influenciado a obtencdo destes resultados. Verifica-se que, para os demais adulterantes,
diferentes perfis de oligossacarideos foram obtidos para as amostras in natura. Porém o
processamento térmico contribuiu significativamente para a auséncia dos oligossacarideos,
dificultando a confirmacdo dos marcadores quimicos para arroz, cevada e milho.

4.3.2. Pesquisa de novos potenciais marcadores quimicos

Alguns oligossacarideos estudados ndo apresentaram inicialmente potencial para
deteccdo de adulteracdo apds o processamento de torrefagdo. Como ja mencionado
anteriormente, esta etapa imprescindivel da tecnologia cafeeira favorece a adicdo de outros
materiais pelo mascaramento através da coloragdo escura. Logo, analitos que apresentem
maior estabilidade térmica, como oligossacarideos de maior massa molecular, sdo ideais para
investigacgdo da ocorréncia de fraudes em café.

Para amostras de arroz, milho e cevada tanto na forma in natura quanto torrada, foram
observados na analise por CLUE-EM-EM dois ions precursores de relacdo m/z 527 e 689 com
perfis de fragmentacdo diferentes dos apresentados, respectivamente, por rafinose e 1-kestose
e por estaquiose e nistose (Figura 52). Estes ions também nao foram detectados nas analises
dos extratos gréos de café torrado adquiridos no comércio.
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Figura 52. Espectros de massas, por EM-EM, dos ions precursores desconhecidos de m/z 527
e 689, obtidos nas amostras torradas de arroz, cevada e milho.

O perfil de fragmentacdo destes ions apresenta como ion base (de maior intensidade)
0s préprios ions precursores, mesmo quando submetidos as voltagens de energia de colisdo de
25,0 V e 30,0 V, respectivamente, para 0s ions de m/z 527 e 689. Isto demonstra uma baixa
tendéncia a fragmentacdo, comportamento similar ao observado para a molécula sodiada de
maltose por IES em modo positivo. Foi sugerido que estes ions sejam correspondentes a
maltotriose e a maltotetraose (Figura 53), oligossacarideos oriundos da ligacdo a (1—4) entre

moléculas de a-glicose.
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Figura 53. Formula estrutural da (A) maltotriose e (B) maltotetraose.

Com a disponibilidade do padrdo no laboratério de pesquisa, foi possivel realizar a
infusdo direta no espectrdmetro de massas sob as mesmas condi¢es de andlise de uma
solugéo aquosa a 5,0 pg/mL de maltotriose. A Figura 54 indica o perfil de fragmentacdo da
maltotriose, o que confirma a identidade do ion de m/z 527.

[M + Na]’

100— 527.1671

[M + Na— C6H1005]+

[M+Na-C.H, O]

12

%)

528.1638

365.1073 529.1613

347.09521 \L
Ot prrrrprbr e Ferr T rrrer Mz

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Figura 54. Espectro de massas, por EM-EM, da maltotriose, com aplicacéo de energias de
coliséo de 20,0 V.

Para o ion de m/z 689, a confirmacdo da identidade como maltotetraose nao foi
possivel devido a descontinuidade da comercializagcdo do seu padrdo analitico. Quanto a
comparacdo com dados da literatura, foram observados resultados controversos. O trabalho de
Fabrik et al. (2012) apresenta um perfil similar para a fragmentagdo da molécula sodiada da
maltotetraose, com a maior intensidade para o ion produto m/z 527. Porém, o espectro
apresenta ainda o ion m/z 629, que seria oriundo da ruptura do anel glicosidico. Segundo
Penna et al. (2009), este comportamento € caracteristico dos maltooligossacarideos, que
apresentam o fon [M + Na — C,H40,]", referente a perda de 60 Da. No seu trabalho, a
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fragmentacdo por Q-IT possibilitou a deteccéo deste ion tanto para a molécula de maltotriose
quanto para a maltotetraose. Possivelmente, as energias de colisdo de 20,0 V, por Q-TDV, néo
foram suficientes para favorecer a presenca destes ions com maior intensidade no espectro de
massas.

Nas amostras de arroz e cevada, outro ion foi observado, possuindo a relacdo m/z 365
e apresentando auséncia do sinal analitico ap6s a torrefacdo. Assim como a maltotriose, a
confirmacéo da molécula de sacarose (Figura 55) foi obtida também através da infusdo direta
em espectrometro de massas de uma solucéo padréo a 5,0 pg/mL (Figura 56).

L HO

HO H
Figura 55. Formula estrutural da sacarose.

[M+Na-CH, O] [M+Na-CH, O]

100+ 203.0747

185.0639

[M + Na]’

365.1502

%

204.0821 366.1557

100 12‘5 1&">0 17‘5 260 22‘5 2%0 2‘75 3(50 3‘25 3E‘>0 3‘75 460 42‘5 4%0 47‘5 56(r)nZ
Figura 56. Espectro de massas, por EM-EM, da sacarose, com aplicacéo de energias de
colisdo de 15,0 V.

Para ambos os analitos, foi testada a separacdo cromatografica com os demais
isdbmeros através do método cromatografico desenvolvido. Foram preparadas, portanto, duas
solugdes padrédo contendo os isbmeros de m/z 365 (maltose e sacarose) e 527 (rafinose, 1-
kestose e maltotriose) para posterior analise por CLUE-EM-EM. O resultado indicou a co-
eluicdo dos analitos em ambos 0s casos, porém destaca-se mais uma vez que foi possivel
realizar a distincdo isomérica pelo perfil de fragmentacdo observado através do
monitoramento dos espectros de massas em tempo real.

4.3.3. Proposta de mecanismos de fragmentacéo para diferenciagdo entre isdmeros

A partir dos resultados obtidos com os adulterantes, foi estudado e proposto
mecanismos de fragmentacdo para cada oligossacarideo investigado. Esta etapa foi realizada
como forma de ratificar a diferenciacdo isomeérica obtida por EM-EM, sobretudo para os
analitos maltotriose, rafinose e estaquiose, que foram detectados apés a torrefacao.

Os mecanismos propostos foram desenvolvidos segundo informacdes disponiveis da
literatura, que incluem a tendéncia das moléculas cationizadas de realizar fragmentagéo
distante da carga (ou por retencdo de carga) por IES; o mecanismo de reac¢do pela migracgao de
hidrogénio ou eliminacdo 1,2 (f) intramolecular de hidrogénio para ruptura de ligacdes

69



glicosidicas, sob baixas energias de colisdo; e o emprego da nomenclatura para fragmentos de
oligossacarideos, elaborada por Domon & Costello (JORGE et al.; DOMON & COSTELLO,
1988; DEMARQUE et al., 2016).

E importante ressaltar que o trabalho de Domon & Costello (1988) néo incluiu
oligossacarideos nao redutores. Porém, esta nomenclatura é amplamente utilizada em
diferentes trabalhos cientificos. Logo, para oligossacarideos ndo redutores, considerou-se o
valor de j como 1 para a ligacdo glicosidica envolvendo 0 monossacarideo inicial da molécula
(JORGE et al.).

4.3.3.1. Maltose e maltotriose

Oligossacarideos cuja constituicdo possui apenas um tipo de monossacarideo
apresentaram baixa tendéncia de fragmentacdo do ion precursor nas energias de colisao
aplicadas (15,0 V a 25,0 V). A Figura 57 representa as duas rotas (A e B) de fragmentagéo
para maltose.

y OH
. H o +
_ — Na HO
HO H
H OH
H OH
CeH{,NaOg* CgHygNaOs"
203,0526 185,0420

Cp,HpNaO* HOHO H +
365,1054 W
H OH
CeH;,NaOg* C¢H;(NaOs*
203,0526 185,0420

Figura 57. Mecanismo de fragmentacéo da maltose, através de reacdo de migracao de f-
hidrogénio, com predominancia do fragmento Y.

O fragmento Y consiste no ion fragmento de maior intensidade no espectro de massas
por EM-EM da maltose. Na analise da maltotriose, importante marcador de adulteragéo,
também foi observado o mesmo comportamento, com maior intensidade dos ions fragmentos
de cadeia saturada em comparacdo aos de cadeia insaturada de mesmo ndmero de
monossacarideos. Os fragmentos Y e C corresponderam aos ions mais intensos, de acordo
com 0s mecanismos propostos para a fragmentacao da maltotriose (Figuras 58 a 60).
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Figura 58. Mecanismos de fragmentacdo (rotas A e B) da maltotriose, atraves da primeira
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Figura 59. Continuacdo do mecanismo de fragmentagdo da maltotriose (rota A), através de

segunda reacao de migracdo de S-hidrogénio.
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Figura 60. Continuacao do mecanismo de fragmentacao da maltotriose (rota B), através de
segunda reacao de migracdo de S-hidrogénio.

4.3.3.2. Sacarose

Embora os isdmeros que possuiram ions precursores m/z 365 ndo tenham apresentado
potencial como marcador de adulteracdo, o estudo do mecanismo de fragmentacdo da
sacarose, assim como da maltose, forneceu informagGes importantes para o desenvolvimento
dos demais mecanismos propostos. A principal observacdo encontrada foi a diferenca sobre a
tendéncia de fragmentacdo dos ions precursores de ambos os dissacarideos, visualizada nos
espectros de massas por EM-EM e sob a mesma energia de colisdo (15,0 V). Esta diferenca
esta relacionada ao tipo de ligacdo glicosidica. Para sacarose, a estereoquimica da ligacédo o,
(1+2) ocorre entre duas ramificagdes em posi¢des diferentes no plano, o que pode facilitar o
rompimento da ligacdo do tipo éter. A Figura 61 esquematiza as rotas de fragmentacdo (A e
B) da sacarose, similares aos da maltose, porém com a formacao de ions produtos diferentes.

Este resultado contribuiu significativamente para a proposicdo dos mecanismos de
fragmentacdo para os oligossacarideos da familia da rafinose (rafinose e estaquiose) e dos
frutanos (1-kestose e nistose).
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H oH HO H
H OH L OH |
CeH,NaOg* CgH (NaOs*
203,0526 185,0420
Figura 61. Mecanismo de fragmentacao da sacarose, através de reacdo de migracdo de /-
hidrogénio.

4.3.3.3. Rafinose e estaquiose

De modo geral, os espectros de massas por EM-EM da rafinose e estaquiose
apresentaram maior intensidade dos ions fragmentos referentes a perda de 162 Da. Estes
resultados foram similares aos encontrados para maltose, maltotriose e sacarose, em que 0S
ions de cadeia saturada (fragmentos Y e C) sdo mais intensos que os de cadeia insaturada
(fragmentos Z e B).

A fragmentacdo pode ser iniciada pela quebra da ligacdo a (1—6) entre as moléculas
de galactose adicionadas a glicose ou, ainda, pela quebra da ligagdo o, (1<2) da estrutura
central de sacarose. Entretanto, tanto para rafinose quanto para estaquiose, 0 primeiro ion
produto apresentou alta intensidade em relagcdo aos demais, 0 que indica que o aumento da
cadeia glicosidica pela adi¢cdo de galactose ndo apresenta influéncia no perfil de fragmentacéo
destes oligossacarideos. A ruptura da ligacdo a,f (1<>2) parece ser favorecida novamente e,
portanto, 0s mecanismos de fragmentacdo mais provaveis da rafinose e estaquiose indicam a
perda inicial da g-frutose (Figuras 62 a 71). Este resultado proposto coincide com as energias
de ligacdo calculada por Yang et al. (2013) para os dois tipos de liga¢des glicosidicas presente
na rafinose. O célculo tedrico indicou que a ligacdo «,f (1<>2) apresenta menor energia de
ligagdo (84,3 kcal/mol) em relacdo a ligacdo a (1—6) (90,4 kcal/mol) e, portanto, €
considerada mais labil.
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Figura 62. Mecanismo de fragmentacéo (rota A e B) da rafinose, através da eliminacéo do
anel furénico (p-frutose).
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Figura 63. Continuagdo do mecanismo de fragmentacao da rafinose (rota A), atraves da
segunda reacao de migracdo de S-hidrogénio.
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Figura 64. Continuacdo do mecanismo de fragmentacédo da rafinose (rota B), através da

segunda reacao de migracdo de S-hidrogénio.
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Figura 65. Mecanismo de fragmentacédo (rota A e B) da estaquiose, através da eliminagdo do
anel furanico (f-frutose).
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Figura 66. Continuacdo do mecanismo de fragmentacao da estaquiose (rota A), através da
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Figura 67. Continuagcdo do mecanismo de fragmentacao da estaquiose (rota A.1), através da

terceira reacdo de migragéo de S-hidrogeénio.

76



(e}
H
HO .
H OH
H
C1pHpNaOy"
365,1054
G,

OH

C¢H;(NaOs*
185,0420

B,

oHOH

H +
H

C¢H;NaOg*
203,0526

C

oHOH

C¢H,NaOg*
203,0526

OH

H OH

C¢H,(NaO;*
185,0420

7,

Figura 68. Continuacdo do mecanismo de fragmentacdo da estaquiose (rota A.2), através da
terceira reacdo de migracdo de S-hidrogénio.
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Figura 69. Continuacdo do mecanismo de fragmentacéo da estaquiose (rota B), através da
terceira reacao de migragéo de S-hidrogénio.
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Figura 70. Continuacdo do mecanismo de fragmentacdo da estaquiose (rota B.1), através da
terceira reacdo de migracédo de S-hidrogénio.
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Figura 71. Continuacdo do mecanismo de fragmentacdo da estaquiose (rota B.2), através da
terceira reacao de migracgéo de S-hidrogénio.
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4.3.3.4. 1-kestose e nistose

Para a classe dos frutanos, foi observado exclusivamente um maior equilibrio de
intensidade entre ions produtos de cadeia saturada e insaturada, com 0 mesmo numero de
monossacarideos. Seguindo a mesma linha de raciocinio da familia da rafinose, 0 mecanismo
de fragmentacdo pode ser iniciado pela eliminacdo dos residuos, neste caso anéis furanicos
provenientes da ligacdo f (2—1), ou ainda, pela ruptura da ligacdo o, (1<2) da estrutura
central de sacarose. O primeiro mecanismo nao favorece a formacao do primeiro ion produto
de cadeia insaturada, como pode ser visualizado no caso da 1-kestose (Figura 72).

+
_ Na

H OH

CygH3,NaOy6" CpHp,NaOy " CgHjgNaOs*
527,1583 365,1054 185,0420

Figura 72. Mecanismo de fragmentacéao pela eliminag&o inicial de anel furanico da 1-kestose,
formando apenas ion fragmento de cadeia saturada (m/z 365).

A auséncia de hidrogénio ligado ao carbono g inviabiliza a fragmentacdo pela perda de
180 Da [M + Na - 180]" e a formacdo do ion de m/z 347 através da eliminag&o inicial de anel
furénico. Logo, o provavel mecanismo de fragmentacdo corresponde novamente a ruptura
inicial da ligacdo glicosidica a, (1<»2) na estrutura central da sacarose. As Figuras 73 e 74
esquematizam esta rota de fragmentacdo da 1-kestose.

Semelhantemente, a auséncia de alguns ions de cadeia insaturada também ocorre para
a nistose. Por tal motivo, o mecanismo de fragmentacdo proposto também envolveu a perda
inicial do anel piréanico, em detrimento do anel furénico (Figuras 75 a 78).

A maior intensidade do sinal analitico dos ions m/z 347 em comparagdo aos ions m/z
365 visualizada nos espectros de massas por EM-EM da nistose pode estar relacionado a
estequiometria de fragmentacdo da rota B, em que sdo obtidos preferencialmente apenas ions
de cadeia insaturada.
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Figura 73. Mecanismo de fragmentacao da 1-kestose, através da eliminacao inicial do anel

piranico.
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Figura 74. Continuacdo do mecanismo de fragmentacdo da 1-kestose (rota C e D), atraves da
segunda reacao de migracdo de S-hidrogénio.
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Figura 75. Mecanismo de fragmentacao da nistose, através da eliminacdo inicial do anel
piranico.
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Figura 76. Continuagcdo do mecanismo de fragmentacao da nistose (rota A), através da

segunda reacdo de migracgdo de S-hidrogénio.
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Figura 77. Continuacdo do mecanismo de fragmentacao da nistose (rotas A.1 e A.2), através
da terceira reacdo de migracao de S-hidrogénio.
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Figura 78. Continuagdo do mecanismo de fragmentacao da nistose (rotas B.1 e B.2), atraves
da terceira reacdo de migracéo de S-hidrogénio.

Portanto, foi possivel identificar aspectos, como a maior facilidade de ruptura das
ligagdes o, (1<-2) e intensidade dos ions produtos de cadeia saturada (fragmentos Y e C)
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quando comparado aos de cadeia insaturada, e propor mecanismos de fragmentacdo que
contribuirdo para a garantia da diferenciacéo isomerica entre os oligossacarideos investigados.

4.4. Aplicacdo da Metodologia em Amostras Comerciais de Café
4.4.1. Testes prévios de purificacéo (clean up) por CLAE-IR

Com a estratégia de identificacdo dos marcadores quimicos definidas, a pesquisa foi
direcionada ao estudo de amostras comerciais de café. Visando diminuir as interferéncias dos
demais constituintes quimicos do café torrado (efeito matriz) e a consequente supresséo iénica
dos analitos na fonte de ionizacdo do espectrometro de massas, foi testada preliminarmente
uma etapa de purificagdo com o uso de colunas preparativas descartaveis destinadas a
extracdo em fase sélida (Solid-Phase Extraction — SPE).

Os testes de recuperacdo com colunas preenchidas com fase estacionaria Cig foram
realizados paralelamente a confirmacdo dos marcadores quimicos. Consequentemente, foi
empregado o extrato aquoso obtido a partir dos graos torrados de café e adicionados apenas de
solugdo padrdo contendo o0s cinco analitos inicialmente investigados, totalizando
concentracdes de 100 pg/mL.

Para a quantificacdo dos oligossacarideos nas fracGes, foram elaboradas curvas
analiticas de cada analito com cinco pontos a partir das soluc¢des padrdo F.1 (0,1 mg/mL), F.2
(0,3 mg/mL), F.3 (0,5 mg/mL), F.4 (0,7 mg/mL) e F.5 (0,9 mg/mL). A Figura 79 consiste em
um cromatograma obtido através da injecdo da solucdo padrdo dos analitos em sistema
CLAE-IR.

14,00—
12,00
10,00

8,00

2 oo (A)
| (B) () (D)
. (E)
2,00{
0,00\W/_\/
20—
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Minutes

Figura 79. Cromatograma, por CLAE-IR, de uma solugdo padrdo dos oligossacarideos
inicialmente investigados: (A) maltose — 10,5 min; (B) 1-kestose — 13,6 min; (C) rafinose —
15,2 min; (D) nistose — 18,6 min; (E) estaquiose — 25,9 min.

Os resultados, em triplicata, de cada ponto da curva foram submetidos ao teste
estatistico de Grubbs, através da Equacdo 6, que indicou a auséncia de valores extremos
(outliers). Apos, foi realizado o teste de Cochran (Equagéo 7) com o conjunto de valores de y
para cada analito, em que foi comprovada uma variancia uniforme, ou seja, a
homocedasticidade dos dados obtidos. A Tabela 30 relaciona todos os dados utilizados para a
construcdo da curva analitica e os valores calculados nos testes estatisticos.
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em que: Y = média;Y; = valor da aliquota; s = desvio padrao.

Equacéo 6. Calculo de G para Teste de Grubbs.

Ccalc -

Gi

_ Y=yl

S

2
Smax

k 2

i=15]

k

em que: s34, = maior variancia obtida; Z s? = soma de todas as variancias.

Equacao 7. Célculo de C para Teste de Cochran.

i=1

Tabela 30. Dados obtidos para a construcao da curva analitica utilizada para etapa de

purificagdo.!

Conc. Areal Area2 Area3 X s G, G, G; s2 Cealc
0,115 15470 16320 15915 15902 425 1,02 098 0,03 180758
§ 0,345 43569 41816 43321 42902 949 0,70 1,145 0,44 899923
= 0575 69167 70625 71425 70406 1145 108 019 089 1310721 0,44
> 0,805 96765 96360 95737 96287 518 092 0,14 1,06 268156
1,035 124417 123514 123373 123768 566 1,146 0,45 0,70 320871
° 0,097 12788 14115 15171 14025 1194 1,04 0,08 0,96 1425792
g 0,291 41224 40089 40457 40590 579 1,09 0,87 0,23 335323
E 0,485 66812 65808 62003 64874 2537 0,76 0,37 1,13 6435420 0,45
f' 0,679 90916 86261 87623 88267 2393 1,11 0,84 0,27 5727986
0,873 113759 113211 114603 113858 701 0,14 0,92 106 491717
° 0,095 11729 11625 11211 11522 274 0,76 0,38 1,134 75089
g 0,285 31870 30978 33229 32026 1134 0,14 092 1,06 1284924
-é 0,475 51040 53764 49472 51425 2172 0,18 1,08 0,90 4716677 0,49
&5 0,665 71954 68783 69534 70090 1657 1,12 0,79 0,34 2745940
0,855 90804 91862 90177 90948 852 0,17 1,07 0,90 725286
0,108 13364 12109 16912 14128 2491 0,31 081 1,12 6205356
S 0324 40297 38163 39654 39371 1095 0,85 1,10 0,26 1198414
% 0,54 66740 65958 63426 65375 1732 0,79 0,34 1,12 3000857 0,39
Z 0,756 90532 88899 87204 88878 1664 0,99 001 101 2769216
0,972 116904 112684 111332 113640 2906 1,12 0,33 0,79 8447248
@ 0,106 12835 11866 10198 11633 1334 0,90 0,17 1,08 1779159
2 0,318 37227 34542 34339 35369 1612 1,152 051 0,64 2598496
% 0,53 58452 60241 55595 58096 2343 0,15 0,92 1,07 5491381 0,34
w 0,742 82154 84531 79495 82060 2519 0,04 0,98 1,02 6346951
W 0954 105726 106155 103129 105003 1637 0,44 0,70 1,145 2680854
1 Os valores tabelados para o Teste de Grubbs e Cochran em nivel de significancia de 5% foram,

respectivamente, 1,153 (n = 3) € 0,6838 (k =5, n = 3).

Ap0s a construcdo das curvas analiticas, procederam-se 0s testes de recuperagdo com
solugdes aquosas de diferentes concentracbes de acetonitrila (70%, 75% e 90% v/v).
Verificou-se, como era esperado, que a fracdo obtida diretamente da eluicdo do extrato de
café ja apresentava grande parte dos analitos adicionados e com menor intensidade da

coloracdo do café, devido a retencdo de substancias apolares na coluna.
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As maiores taxas de recuperacdo foram encontradas nas condicGes de ativacdo da
coluna com 5 mL de solucdo aquosa de acetonitrila a 90%, eluicdo de 2 mL amostra e eluicdo
da mesma proporcdo de agua grau Milli-Q e, apos, limpeza com 5 mL de solucdo aquosa de
acetonitrila a 90%. Este experimento foi realizado em triplicata e a soma das fragdes eluidas
foi seca sob fluxo de ar comprimido e solubilizadas em 300 pL de solucdo aquosa de
acetonitrila a 20%, similar ao solvente dos extratos submetidos ao método de aglcares por
CLAE-IR (MACRAE, 1998). Os resultados obtidos a partir das equagdes da reta de cada
analito estdo dispostos na Tabela 31.

Tabela 31. Taxas médias de recuperacdo para a etapa de purificacdo adotada.

Equagcdo da Reta R2 % Recuperacio (X + S)
Maltose y =117008x + 2573,4 0,9999 30,23 £ 1,67
1-kestose y = 127496x + 2487 0,9996 159,86 + 41,87
Rafinose y =103640x + 1973 0,9997 81,71 +5,49
Nistose y = 115060x + 2146 0,9997 90,92 £ 5,50
Estaquiose y =110109x + 74,5 0,9999 91,01 £ 9,85

Com excecdo da maltose e 1-kestose, todos o0s demais analitos apresentaram
porcentagens de recuperagdo acima de 80%, em especial rafinose e estaquiose, que sdo
marcadores de adulteracdo com soja. Por este motivo, adotaram-se estas condicdes de
purificacdo para os extratos de café.

4.4.2. Andlise dos extratos de amostras comerciais de café por CLUE-EM-EM

Com os extratos purificados, foram realizadas analises por CLUE-EM-EM das
amostras de café comercial e torrado (amostras 1 e 2) e de café soltvel (amostras 3 e 4). Para
as amostras 1 e 2, ndo foram observados nenhum dos ions investigados. Como a metodologia
por PCR em tempo real tinha detectado anteriormente a presenca de cevada (ANEXO B),
foram realizadas alternativas visando a obtencdo de amostras mais concentradas como a
menor diluicdo dos extratos durante a etapa de purificacdo (sem adi¢do de agua grau Milli-Q
ou eluicdo com volumes menores como 0,5 mL e 1,0 mL) ou o preparo de extratos de maior
concentracdo de café (6,7%, 10,0% e 20,0% v/v). Porém, novamente, ndo foi possivel detectar
a presenca de nenhum ion investigado, sobretudo a maltotriose. A Figura 80 consiste no
espectro de massas, por EM-EM, de um extrato da amostra 1, em que foi possivel detectar um
ion de m/z préximo a maltotriose distribuido em uma faixa de tempo de retengdo (3,21 min a
6,72 min), porém de perfil de fragmentacdo diferente (perda de 252 Da e formag&o dos ions
de m/z 437 e 185).

100 689.6549

690.6693

%

185.0598 437.3460 691.6360

688.6509

438.3463 692.7098
‘/ 687.6766
I

Ot g B SEEEEREREE L L L L B e e e e w72
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 80. Espectro de massas, por EM-EM, do ion de m/z 689,6 obtido nos extratos das
amostras 1 e 2 e com distinto perfil de fragmentacéo.
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Para as amostras de café soluvel (3 e 4), foram observados 0s espectros de massa
sequencial caracteristicos da maltose, maltotriose e do ion de m/z 689 ndo identificado.
Entretanto, tempos de retencdo superiores aos registrados para as solugdes padrdo foram
obtidos. Uma das justificativas para tal ocorréncia pode ser mais uma vez o efeito da matriz,
sendo neste caso o café solivel, um produto obtido a partir da concentracdo de extratos de
café por processos como evaporagdo convencional ou osmose reversa. A alternativa testada
foi o preparo de solugbes com menor concentracdo do soluto. A partir desta observacéo,
foram preparados extratos a 1% (m/v) de café solivel e, em substituicdo a etapa de
purificacdo e possivel concentracdo, realizou-se uma dilui¢do 1:10 (v/v) do extrato cafeico.

As anélises por CLUE-EM-EM destes extratos também apresentaram as mesmas
alteracdes no tempo de retencdo. Novas amostras comerciais de café soltvel (amostras 5 ao 8)
foram testadas em duplicata e os perfis cromatogréaficos repetiram os mesmos resultados, com
adicdo da deteccdo do ion de m/z 689,6 (Figura 81).
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Figura 81. Espectros de massas, por EM-EM, obtidos no extrato da amostra de café soltvel

5: (A) ion m/z 365 (tr = 1,00 min); (B) ion m/z 527 (tr = 3,57 min); (C) ion m/z 689,6 (tg =
5,00 min); e (D) ion m/z 689 (tg = 7,60 min).

Estes resultados obtidos ndo indicaram a ocorréncia de adulteracdo para as amostras
analisadas, o que diverge principalmente daquelas cuja fraude havia sido confirmada pelo
método por PCR em tempo real. Uma das possibilidades de otimizacdo da metodologia ainda
incluia o método de extracdo e também a inclusdo de um tampé&o sodiado como fase movel,
aumentando a formagdo das moléculas cationizadas na fonte de ionizagdo (TINKE et al.,
1993; ZAIA, 2004), porém novos experimentos ndo puderam ser realizados devido a uma
falha no injetor do cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia.

A auséncia de recursos financeiros disponiveis e 0 atraso no conserto do equipamento
prejudicaram a continuidade na busca de uma metodologia analitica ideal. Portanto, o
potencial método qualitativo desenvolvido por CLUE-EM-EM ainda depende do reparo do
equipamento e, em seguida, da otimizacdo da metodologia analitica, o que possibilitara a
investigacdo também de outras amostras comerciais de café e estudos com blends de café e
adulterantes torrados e moidos.
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5 CONCLUSOES

As técnicas de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas Sequencial (CLUE-EM-EM) demonstraram grande potencial para o estudo de
carboidratos, sobretudo para diferenciacdo isomérica de oligossacarideos.

Foi possivel distinguir os diferentes analitos principalmente pelos perfis de
fragmentacdo observados para cada oligossacarideo por ionizagdo por eletrospray em modo
positivo. Através dos espectros de massas por EM-EM, a intensidade dos ions formados pode
ser relacionada com o tipo de ligacdo glicosidica apresentada nas estruturas quimicas dos
analitos, em que se destaca a formacéo preferencial de cadeias ciclicas saturadas e, sobretudo,
a ruptura preferencial de ligac6es glicosidicas .5 (1<2).

Além disso, os cromatogramas obtidos por CLUE com coluna por interacdo hidrofilica
(CIH) permitiram a separagdo cromatogréfica dos oligossacarideos investigados e uma boa
repetitividade nos estudos com as solucGes padrdo. A deteccdo dos analitos é garantida pelo
monitoramento em tempo real dos espectros de massas por EM-EM obtidos.

Entretanto, a aplicacdo para determinacdo de fraudes em café depende de alguns
fatores. Foi verificado que o efeito da temperatura no processo de torrefacdo aplicado aos
grdos de café e possivelmente aos adulterantes pode contribuir para a perda de deteccdo dos
oligossacarideos. O estudo com os adulterantes possibilitou confirmar inicialmente apenas a
deteccdo de soja por rafinose e estaquiose. A presenca dos demais adulterantes estudados
(arroz, cevada e milho) pode ser identificada pela presenca de maltotriose, um oligossacarideo
até entdo ndo relatado na literatura como marcador quimico para estes adulterantes.

Os resultados com as amostras comerciais de café ndo evidenciaram a ocorréncia de
adulteracdo. Possivelmente, mesmo em um sistema com alta sensibilidade, a otimizacdo da
metodologia de extracdo ou até a inclusdo de solventes sodiados serdo necessarios para a
deteccdo dos oligossacarideos mesmo em amostras de café anteriormente reprovadas pela
presenca de cevada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Devido a esta dissertagdo consistir em um plano de acdo de um projeto do Consércio
Pesquisa Café, novos experimentos com amostras comerciais de café devem ser executadas
tdo logo o cromatografo liquido a ultra eficiéncia esteja novamente em operagé&o.

Como o café apresenta grande importancia para a economia brasileira e os estudos
com técnicas analiticas mais sensiveis é uma demanda do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, investimentos constantes sdo feitos para os projetos que visam a qualidade
do café. Entretanto, é importante ressaltar a necessidade de que recursos financeiros sejam
destinados ndo somente ao desenvolvimento e implantacdo das técnicas analiticas, mas
também ao suporte aos laboratdrios de pesquisa e aos de fiscalizacdo para manutencdo destes
equipamentos de maior custo financeiro.
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ANEXO A - RESULTADOS DO PROCESSO DE TORREFACAO DOS GRAOS

Os gréos de milho, soja, cevada e arroz integral, matrizes muito utilizadas como
adulterantes, foram submetidos separadamente a tratamento térmico. A Tabela 32 relaciona as
condigdes de processamento (tempo e temperatura) previamente estabelecidas em outro plano
de acdo do mesmo projeto do Consorcio Pesquisa Café, sob execucdo do pesquisador D.Sc.
Otniel Freitas e pela aluna Cinthia Couto, mestranda em Alimentos & Nutricdo (UNIRIO),
ambos da Planta de Pos-Colheita da Embrapa Agroinduastria de Alimentos.

Tabela 32. Condi¢6es de processamento térmico de cada adulterante.

Equipamento Temperatura Tempo
Amostra (torra) °C) (min)
Arroz cru Forno convencional modelo Milano, da marca
N . . 230 50
gréo Continental (Brasil)
Cevadacrua Forno convencional modelo Milano, da marca
N . . 230 100
gréo Continental (Brasil)
Milho cru Torrador doméstico de café modelo CBR- 950 30
gréo 101, da marca Gene Café® (Coréia do Sul)

Torrador doméstico de café modelo CBR-

101, da marca Gene Café® (Coréia do Sul) 245 1

Soja cru grao

Foram feitos testes preliminares até a obtencdo de uma torra que se assemelhasse
visualmente a coloracdo do café torrado e moido. O milho e a soja foram processados em
torrador de bancada por ter tamanho similar ao grdo de café possibilitando seu uso neste
equipamento, diferentemente dos demais adulterantes, torrados em forno convencional. Além
disso, para os graos de milho, a torrefagdo em forno convencional apresentou uma coloragéo
mais clara que o café, necessitando de um excessivo tempo de torra, o que degradaria mais
sua matriz. Em contrapartida, o arroz e a cevada, mesmo em forno convencional,
apresentaram colorac6es similares ao café torrado e moido nas condicdes descritas na Tabela
32.
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ANEXO B - RESULTADOS DA ANALISE POR PCR EM TEMPO REAL DAS
AMOSTRAS COMERCIAIS DE CAFE

As amostras 1-4 foram disponibilizadas pela pesquisadora D.Sc. Edna Oliveira e pelo
aluno Thiago Ferreira, doutorando em Nutricdo (UFRJ), ambos do Laboratério de
Diagnostico Molecular da Embrapa Agroindustria de Alimentos. A partir da metodologia por
PCR em tempo real, foram analisadas diferentes amostras de café comercial, sendo os
resultados publicados na revista Food Chemistry (FERREIRA et al., 2016). A Tabela 33
descreve os resultados obtidos para as amostras 1-4, que foram posteriormente analisadas
nesta dissertacao.

Tabela 33. Deteccdo por PCR em tempo real de adulterantes em amostras comerciais de cafe.

Amostras Média Limiar  Coeficiente de Deteccao Quantificacao
de Ciclos Variacdo (%) (Adulterante) (% Adulterante)
1 33,3+0,1 0,300 Cevada 1,0
2 33,0£0,7 2,121 Cevada 1,2
3 31,8+0,8 2,516 Cevada 2,3
4 30,6 £0,3 0,980 Cevada 4,8
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