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RESUMO

O café e mundialmente reconhecido como commodity agricola, sendo uma das bebidas
mais consumida no mundo. Para obtencdo do café comercializado, os grdos sao
submetidos a diversas operacdes, secagem, torrefacdo e moagem. Nesse processo
destaca-se a torrefacdo, ja que o tratamento térmico severo desencadeia inimeras reacoes,
algumas destas associadas ao desenvolvimento de aroma e sabor, mas também de
contaminantes, a exemplo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). A
incidéncia de HPAs no café vem sendo relacionada a etapa de torrefacdo, mas também a
contaminacdo ambiental. Estudos tem evidenciado que alguns HPAs sdo mutagénicos,
genotdxicos e carcinogénicos, portanto, existe a necessidade de analisar os HPAs em
cafés. Para essa finalidade, na literatura foram reportadas diversas técnicas de preparo de
amostra, a exemplo da extracdo liquido-liquido (LLE), extracdo em fase solida (SPE),
extragdo sélido liquido (SLE), microextracdo em fase sélida (SPME), QUEChERS (quick,
effective, cheap, easy, rugged, and safe), e microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME), e posteriormente o uso principalmente de cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Nesse sentido o presente trabalho teve por objetivo,
desenvolver e validar um método de anélise para a determinacdo da ocorréncia de 13
HPAs em café. Realizou-se ensaios combinando as técnicas, QUEChERS-dSPE,
QUEChERS-DLLME e QUEChERS-dSPE-DLLME bem como os solventes hexano e
tolueno e combinacéo destes (50:50), onde 0 QUEChERS-DLLME junto com os solventes
hexano e tolueno (50:50), apresentou os melhores resultados, as varidveis de processo
(massa de amostra (g), tempo de ultrassom no QUEChERS (min), volume do extrato (uL),
volume de solvente de extracdo (uL), propor¢do dos solventes de extracdo
(hexano/tolueno, pL), volume de solvente dispersivo (ml) e o tempo de ultrassom do
DLLME (min)) foram otimizadas por meio do planejamento de Plackett-Burman,
realizado com 12 ensaios e 3 repeticdes do ponto central. Seguido de uma otimizagéo
univariada, onde ficaram estabelecidos as seguintes condi¢bes para o método: 1,5 g de
amostra; 3 min no ultrason; 1,5 mL de extrato; 300 uL de solvente; 50% de tolueno; 7 mL
de agua e 3 min ultrassom no DLLME. Os HPAs foram analisados por cromatografia a
gas com detector de espectrometria de massas (GC-MS). O método foi validado e
apresentou parametros eficientes de acordo com os guias de validacdo internacional,
apresentando confiabilidade para aplicagdo em amostras e depois utilizado para anélise.

Vinte e oito amostras comerciais de cafés moido e torrado comercializados no estado de



Sdo Paulo foram analisadas quanto a presenca de HPAs. Destas cerca de 80% das
amostras continham pelo menos a presenca de um HPA. As concentragfes encontradas
variaram de 21 pg kg™ benzo[a]pireno a 133 pg kg* dibenzo[ah]antraceno. Os HPAs
indeno[123cd]pireno, criseno, benzo[g,h,i]perileno e benzo[a]pireno foram os que mais
apareceram nas amostras avaliadas. A tecnica QUEChERS-DLLME alcancou
caracteristicas atrativas para analises de rotina, incluindo pequena quantidade de amostra,
baixo consumo de reagente e fécil operacdo. Os resultados obtidos em algumas amostras
demonstraram a presenca desses contaminantes, reforcando que ha necessidade do

estabelecimento de niveis legais para os cafés.

Palavras chave: Café, Contaminantes, processamento



ABSTRACT

Coffee is recognized worldwide as an agricultural commodity, being one of the most most
consumed in the world. For commercial coffee, the beans are subject to various processes,
drying, roasting and grinding. In this process, roasting stands out, since the severe heat
treatment triggers numerous reactions, some of which are associated with the
development of aroma and flavor, but also of contaminants, for example, polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs). The incidence of PAHSs in coffee has been associated to
the roasting stage, but also to environmental contamination. Studies have shown that
some PAHs are mutagenic, genotoxic and carcinogenic, therefore, there is a need to
analyze PAHSs in coffee. For this purpose, the literature has reported several techniques
for preparing samples, such as liquid-liquid extraction (LLE), solid-phase extraction
(SPE), solid liquid extraction (SLE), solid phase microextraction (SPME), QUEChERS
(quick, effective, cheap, easy, rugged and safe), and dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME), and later the use mainly of gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS). The present work aims to develop and validate an analysis
method for determining the occurrence of 13 PAHSs in coffee. Tests were carried out
combining the techniques QUEChERS-dSPE, QUEChERS-DLLME and QUEChERS-
dSPE-DLLME as well as the solvents hexane and toluene and combination of them
(50:50). QUEChERS-DLLME together with the the solvents hexane and toluene (50:50),
presented the best results, according to variables of process (sample mass (g), QUEChERS
ultrasound time (min), sample volume extract (uL), volume of extraction solvent (uL),
proportion of extraction solvents (hexane/toluene, pL), dispersive solvent volume (ml)
and the ultrasound time of the DLLME (min)) were optimized using Plackett-Burman
planning, carried out with 12 trials and 3 repetitions of the central point. Followed by an
univariate optimization, which gave the following conditions for the method: 1.5 g of
sample; 3 min ultrasound; 1.5 mL of extract; 300 uL of solvent; 50% toluene; 7 mL of
water and 3 min ultrasound in DLLME. PAHs were analyzed by gas chromatography
with mass spectrometry detector (GC-MS). The method was validated and presented
efficient parameters according to the international validation guides, presenting reliability
for application in samples and then used for analysis. Twenty-eight commercial samples
of ground and roasted coffee sold in the state of S&o Paulo were analyzed for the presence

of PAHs. Of these about 80% of the samples contained at least the presence of a PAH.



The concentrations found ranged from 21 pg kg-1 benzo[a]pyrene to 133 pg kg-1
dibenzo[ah]anthracene. The PAHs indeno[123cd]pyrene, chrysene, benzo[g,h,i]perilene
and benzo[a]pyrene were the ones that most appeared in the evaluated samples. The
QUEChERS-DLLME technique achieved attractive features for routine analysis,
including small sample size, low reagent consumption and easy operation. The results
obtained in some samples demonstrated the presence of these contaminants, reinforcing

the need to establish legal levels for coffees.

Keywords: Coffee, Contaminants, processing
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1. INTRODUCAO GERAL

No cenario mundial, o café se destaca como uma das bebidas mais populares (Bertrand et
al., 2003), e vem apresentando um aumento do consumo. Tal fato tem influéncia dos beneficios
associados a essa bebida, além de seu aroma e sabor marcante e agradavel, a bebida é também
conhecida como estimulante (Esquivel & Jiménez, 2012), sendo fonte de &cidos clorogénicos da
dieta humana, compostos antioxidantes e outros compostos bioativos (Farah, 2012). Apesar de ter
grande destaque sobre os beneficios associados ao consumo do café, este alimento vem sendo alvo
de varios estudos que buscam avaliar a incidéncia de contaminantes. A contaminacdo por
substancias toxicas pode ocorrer em diversos segmentos da cadeia produtiva, desde o plantio até
0 preparo para consumo, podendo-se destacar contaminantes naturais (fitotoxinas, micotoxinas),
ambientais (bifenilas policloradas (PCBs), dioxinas), formados durante o processamento
(acrilamida, nitrosaminas, furano, cloropropandis aminas heterociclicas, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e agrotoxicos (Arcila & Benavides, 2019; Barrios-Rodriguez et
al., 2022; Khaneghah et al., 2019; Maziero & Bersot, 2010).

A torrefacdo € uma das etapas envolvidas no processamento do café, e nela ocorrem
inimeras reacdes levando a alteracdo dos compostos quimicos presentes nos graos, uma variedade
de compostos sao degradados e outros formados. Essas reacdes, ha presenca de alguns percussores
podem desencadear a formacéo de contaminantes oriundos desse processo térmico, a exemplo dos
HPAs (Chu, 2012; da Silva et al., 2021; Park et al., 2021). Os HPAs s&o compostos formados pela
combustdo incompleta e pirdlise da matéria organica (Premnath et al., 2021), apresentam baixa
afinidade com a &gua, baixa solubilidade e alto coeficiente de parti¢cdo octanol-agua (B.-K. Lee &
Vu, 2010). H& uma grande preocupacdo em torno da presenca desses compostos em alimentos,
uma vez que alguns desses compostos sdo descritos como mutagénicos, carcinogénicos,

genotoxicos ou citotoxico (Armstrong et al., 2004).

Estudos vem apontando a presenca de HPAs em alimentos, dentre eles, o café (Sinisterra,
Medina e Langas, 2022; Pissinatti et al, 2015; Singh, Agarwal, 2021; EI-Deen, Kuniyoshi Shimizu
2021; El-Deen, Kuniyoshi Shimizu, 2021). O desenvolvimento de metodologias analiticas

sensiveis e eficientes, que possibilitem a geracdo de dados confiaveis para andlise desses
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contaminantes em café se faz importante. Em virtude da complexidade da amostra, bem como das
baixas concentracfes em que esses contaminantes podem estar presente no café, a combinacao de
um preparo de amostra mais seletivo e uma técnica analitica de alta sensibilidade é um ponto muito

importante para o estudo desses compostos.

A determinacdo de HPAs em amostras de café nacional é extremante importante, diante
do alto consumo de café apresentado pela populacédo brasileira, dado que segundo a Associacao
Brasileira da Industria de Café (ABIC, 2022), o Brasil ocupa a segunda posicao no ranking de
consumo de café, e o consumo per capita nacional em 2021 foi de 4,84 kg por ano de café torrado.
Tomando como base esses dados, a verificacdo da ocorréncia de HPAs em amostras de café é de
grande importancia para se avaliar a exposic¢ao da populacéo a essa classe de contaminantes.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a presenca de 13 de HPAs em amostras de

cafés torrados e moidos comercializados no Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar uma técnica de preparo de amostra (extracdo e limpeza), simples,
rapida e eficiente, com baixa geracdo de residuo, para analise de HPAs em cafés torrados
e moidos.

e Adaptar e validar metodologia analitica para a determinacdo de 13HPAs por cromatografia
a gas acoplada ao detector de massas em amostras de cafe.

e Aplicar a metodologia analitica desenvolvida em 28 amostras comerciais.
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3. CAPITULO 1 - ARTIGO DE REVISAO

HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAs) EM CAFE: UMA
REVISAO

Edilaine A S Santos?, Lucas C R Miranda! e Helena T Godoy?

!Departamento de Ciéncia de Alimentos e Nutricio, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas. Rua Monteiro Lobato 80, CEP 13083-862, Campinas, SP,

Brasil

Manuscrito a ser submetido ao periédico Food Science and Technology

RESUMO

O café se destaca estando entre os produtos mais comercializados no mundo, entretanto o
processamento do grdo pode desencadear a formacdo de contaminantes, a exemplo dos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS). Alguns dos compostos desse grupo apresentam
potencial cancerigeno, genotoxico, citototoxio portanto, faz-se necessario estudos que avaliem a
presenca deles em alimentos. Diante disso, o presente trabalho tem por objetivo, levantar dados a
respeito da ocorréncia de HPAs em café, bem como de métodos analiticos e de preparo de amostra
utilizados para investigagao desses compostos. Para isso foi desenvolvida uma reviséo de literatura
sobre o processamento do café, associando as etapas do processo com a incidéncia de HPAs, e
também um levantamento de dados sobre o as metodologias descritas para analise de HPAs em
amostras de café, tendo como base 56 e artigos, de diversos paises. Esse levantamento mostrou
que a técnica de cromatografia a gas (GC-MS) € a mais utilizada, e para preparo de amostra sao
principalmente empregadas técnicas de extragdo em fase solida (SPE). Também evidenciou a baixa

quantidade de estudos que avaliem HPAs em cafés comerciais brasileiros.

Palavras-chave: HPAs, torrefacédo, café, contaminantes de processamento
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ABSTRACT

Coffee stands out as one of the most commercialized products in the world, however the processing
of the grain can trigger the formation of contaminants, such as polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs). Some of the compounds in this group have carcinogenic, genotoxic, cytotoxic potential,
therefore, studies are needed to assess their presence in foods. In view of this, the present work
aims to collect data regarding the occurrence of PAHSs in coffee, as well as analytical and sample
preparation methods used to investigate these compounds. For this, a literature review on coffee
processing was carried out, associating the process steps with the incidence of PAHSs, and also a
data collection on the methodologies described for the analysis of PAHs in coffee samples, based
on 56 and articles from different countries. This survey showed that the gas chromatography
technique (GC-MS) is the most used, and for sample preparation, solid phase extraction (SPE)
techniques are mainly employed. It also evidenced the low number of studies evaluating PAHSs in

Brazilian commercial coffees.

Keywords: PAHS, roasting, coffee, processing contaminants
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3.1 INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) referem-se a um grande grupo de
poluentes organicos persistentes, que consistem em carbono e hidrogénio ligados em sistemas de
anéis simples a complexos (Cerniglia, 1992). Esses arranjos de anéis benzénicos sdo resultado da
pirdlise de compostos organicos ou combustdo industrial incompleta (Abbas et al., 2018). Esses
compostos vém sendo relatados em alimentos, ar, &gua, solo e sedimentos (Patel et al., 2020). Esse
fato causa preocupacdo em funcdo do potencial toxico, bem como o fato da persisténcia no

ambiente apresentada por essas substancias (Patel et al., 2020).

A exposicao a esses compostos pode acarretar diversos efeitos, que véo de agudos como,
vomitos, nauseas, diarreia, inflamacao e vermelhidao na pele, a efeitos crénicos como oxidativos,
toxicidade genética, transformacéo celular e carcinogenicidade (Diggs et al., 2011; Iko Afé et al.,
2020; Khalil et al., 2010; Rossnerova et al., 2015; Sugimura et al., 2004; Tiwari et al., 2017).

A alimentacdo vem sendo indicada como uma das principais vias de exposicao dos seres
humanos a esses compostos (Singh et al., 2020). A contaminacgdo de alimentos por HPAs pode
ocorrer ao longo de toda cadeia produtiva, uma vez que estes séo persistentes no ambiente e podem
entrar em contato com os alimentos ou se desenvolver por processamentos que envolvam altas

temperaturas (Kacmaz, 2019).

O café  vem sendo indicado como uma importante matriz a ser monitorada para
contaminacdo por HPAs. Esse fato diz respeito principalmente a relacdo que vem sendo
estabelecida na literatura entre a torrefacdo do café e a formacéo dessas substancias (Schouten et
al., 2020). A torrefacdo é uma etapa extremante importante no processamento do café, pois ira
desenvolver 0 aroma e sabor caracteristicos, responsaveis pela popularidade da bebida (Farah,
2012). Entretanto, as altas temperatura envolvidas nesse processo desencadeia a formacdo de
percussores de HPAs (Rose et al., 2015).

Diante desse contexto, e levando em consideracdo o alto consumo de café no Brasil, o
desenvolvimento de técnicas analiticas que contribuam para 0 monitoramento desses compostos é
imprescindivel. Essas técnicas devem transpor o desafio da determinacdo de HPAs em amostra
de café, que sdo os baixos niveis de detec¢do exigidos e a diversidade de potenciais interferéncias

presentes na matriz (Garcia-Falcon et al., 2005). A cromatografia € a técnica analitica mais citada
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na literatura para analise HPAs, onde a cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de
massa (MS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de fluorescéncia
(FLD) sd@o as mais utilizadas. A associagdo de técnicas analiticas com técnicas de preparo de
amostra é um fator determinante para anélise desses contaminantes, técnicas como, extracdo em
fase solida (SPE), QUEChERS e Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME) vem se
destacando frente a avaliacdo de HPAs em amostras de café. Com isso 0 presente estudo objetiva

o levantamento de dados sobre analise da HPAs em amostras de café torrado e moido.

3.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Café

O café é uma bebida mundialmente conhecida e consumida, sua obtencéo se da a partir do
grdo do café torrado e moido. O gréo do café € obtido do cafeeiro, planta a qual produz frutos
arredondados semelhantes a uma cereja, quando maduros podem atingir a coloragcdo amarela ou
vermelha. O gréo apresenta duas sementes semiesféricas que retiradas do fruto sdo denominadas
de “grao de café verde”, sendo essa parte destinada ao processamento para a obtengdo do café
torrado e moido (Buffo & Cardelli-freire, 2004). O grao de café verde é o principal produto de
interesse comercial proveniente do fruto. O gréo representa cerca de 50-55% da matéria seca e
apresenta variabilidade em tamanho, forma e densidade, caracteristicas influenciadas por préaticas

agricolas e espécie cafeeira(Franca & Oliveira, 2019).

O fruto do cafeeiro é uma drupa, sendo caracterizado como carnoso, com 0 pericarpo
diferenciado em exocarpo, mesocarpo e endocarpo (Borém, 2008). O exocarpo é o tecido mais
externo da estrutura do fruto, sendo uma camada de células compactadas. O tecido que compdem
mesocarpo é formado por células parenquimatosas, apresenta caracteristica de ser rigido. Ja o
endocarpo é a estrutura mais interna do pericarpo, formado por células esclerenquimatosas, é a
parte mais proxima da semente, que é formada pela pelicula prateada, endosperma e embrido
(Esquivel & Jiménez, 2012). Dentre a estruturas citadas anteriormente, pode-se destacar que a
composicdo do endosperma estd associada aos compostos precursores do aroma e sabor do café

torrado, sendo também o principal tecido de reserva.
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Sobre este grdo, historicamente indicasse a Etiopia como lugar de origem do café, sendo
que relatado que se disseminou primeiro para a India, seguida da Indonésia, Brasil, Colémbia e
América Central (Borém, 2008; Illy & Viani, 1995).

3.2.1.1 Classificacdo boténica

Em relacdo a classificacdo botanica, o café pertence a familia Rubiaceae, que é composta
por varios géneros, tendo destaque econdmico o género Coffea. Dentro desse género sdo cultivadas
as espécies Coffealiberica (café Libérica), Coffeadewevrei (café Excelsa), Coffeaarabica (café
Arabica) e Coffeacanephora (café Robusta), onde as duas ultimas apresentam grande relevancia
na economia mundial correspondendo a mais de 60% da producéo, sendo importante destacar que

a producéo de café comercial geralmente tem como base o blend dessas duas espécies (ICO, 2022).

O Coffea arabica é conhecido por sua fragilidade em comparacdo com robusta, as plantas
tém melhor cultivo em clima temperado (19-22°C), tém a forma de um elipsoide semi-triaxial com
uma fenda longitudinal sigmoidal em seu lado plano (Franca & Oliveira, 2019). Essa espécie
requerer um manejo agrondmico mais cuidadoso em termos de nutri¢do, fitossanidade (pragas e
doencas), colheita, e pés-colheita (Luis et al., 2020). Apresentando um preco mais alto no mercado
internacional (Gielissen & Graafland, 2009). O Coffea arabiaca possui em sua composi¢éao 0,8-
1,4% de caféina, 7-9% de acido clorogénico e 0,6-1,2% de trigonelina. Ja o Coffea canéfora
apresenta em sua composicdo 1,7-4% de cafeina, 7-12% de &cido clorogénico e 0,3-0,9% de
trigonelina (Belitz et al., 2009). As espécies apresentam caracteristicas distintas em sua
composicao em decorréncia das diferentes condi¢des aplicadas para seu manejo e cultivo. O Coffea
canéfora ocupam preferencialmente as zonas equatoriais de baixa altitude, caracterizam-se como
plantas mais vigorosas, 0s grdos sdo mais redondos com uma fenda central ligeiramente

reta(Franca & Oliveira, 2019), e sdo menos suscetiveis a ataques de doencas (Luis et al., 2020).

3.2.1.2 Composicao fisico-quimica café verde
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As substancias presentes no grdo do café podem ser classificadas de acordo com a afinidade
pela dgua. As substancias hidrossolUveis sdo a cafeina, trigonelina, acido nicotinico, acidos
clorogénicos, mono, di e oligossacarideos, algumas proteinas, minerais e &cidos carboxilicos. Os
compostos insollveis mais encontrados em maior proporcdo sao celulose, lignina, hemicelulose,

lipidios, proteinas e minerais (Borém, 2008).

A composicdo do café verde inclui inimeros compostos, podendo-se citar 0s
polissacarideos, que ficam localizados na parede celular (50%), celulose (15%), arabinogalactana-
proteinas (25 a 30%), mananas ou galactomananas (50%) e pectina (5%) (Borém, 2008; Navarini
et al., 1999; Redgwell et al., 2002). Dentre os compostos, alguns apresentam func¢des primordiais
no grdo, sendo estes a arabinogalactana, a qual tem a funcdo de agregar os componentes quimicos
da parede celular; a manana considerada um polissacarideo de reserva com funcao de estruturar a
parede das células do grdo de café; e a celulose que constitui o esqueleto da parede celular da
semente. Vale ressaltar que, a sacarose é o carboidrato de baixo peso molecular predominante no
café cru (Rogers et al., 1999; Silwar & Lullmann, 1988). Os carboidratos presentes no grdo de café
sdo compostos extremamente importantes, pois tem influéncia no aroma, na estabilidade da

espuma, bem como na viscosidade (Esquivel & Jiménez, 2012).

Além do grupo dos carboidratos, os lipideos e as proteinas sdo substancias presentes em
quantidades representativas no grdo. Dentre a fracdo lipidica estdo presentes cera, triglicerideos,
ésteres de alcoois diterpénicos, acidos graxos, alcoois diterpénicos, esterois, tocoferois, fosfatideos
e acidos graxos livre esterificado na forma de triacilglicerois (Speer & Kolling-Speer, 2006). Ja as
proteinas podem ser encontradas na semente do café em suas formas sollveis ou insolaveis,

também como aminoéacidos livres e peptideos (Mazzafera & Robinson, 2000).

Outros compostos importantes também sdo encontrados, a exemplo dos &cidos
clorogénicos, onde o acido caféico, fertlico e p-cumarico apresentam maior importancia em
termos de quantidade (Clifford et al., 2003). A cafeina € uma substancia de grande destaque em
relacdo a composicdo do café, encontrando-se livre no citoplasma e ligada a parede celular
podendo estar associada a acidos clorogénicos. Também ha presenca de trigonelina, acido
nicotinico, outros acidos carboxilicos (acético, citrico, malico, formico, quimico, succinico), bem
como 0s minerais que correspondem a 4% da massa seca do café cru, tendo destaque potassio,

magnésio, fosforo e célcio (Borém, 2008).
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A cafeina € um alcaldide de grande importancia para o café, estando diretamente associado
a qualidade das bebidas de café, ja que tem relagio direta com o amargor (Farah et al., 2006). E
reconhecida pela sua agdo estimulante no sistema nervoso central, aumento do estado de alerta,
circulacdo sanguinea e respiracdo (Belay et al., 2008). Outros possiveis beneficios da cafeina
incluem a melhora do humor e o melhor desempenho em exercicios, sendo um dos fatores que
trazem destaque e tem influéncia sobre a grande aceitacdo da bebida (Heckman et al., 2010).
Embora os beneficios, o consumo de cafeina foi associado a ins6nia e dependéncia leve, em altas
doses a cafeina foi vinculada a ansiedade, inquietacéo, tenséo, nervosismo e agitacdo psicomotora
(Daly & Fredholm, 1998).

3.2.1.3 Mercado do café

O café se destaca como uma das bebidas mais consumidas em escala mundial. Segundo
a Instrucdo Normativa n° 16, de 24 de maio de 2010, entende-se por café (bebida), o liquido obtido
por infusdo, percolacdo, decantacdo ou outro processo de preparo a partir do café torrado e moido.
Apesar de haver diferentes espécies de café, maior parte da bebida café é obtida a partir das
espécies Coffeaarabica (Arabica) e Coffeacanephora (Robusta). O café arabica se destaca por
suas propriedades sensoriais, € uma bebida de aroma e sabor refinado, enquanto o café robusta é
descrito como um café neutro, de sabor fraco, destacando o amargor (Bertrand, Guyot, Anthony,
Lashermes, 2003).

O café e reconhecido comercialmente como commodity agricola, tendo grande destaque no
cendrio mundial. Segundo dados da Organizacdo Internacional do Café (ICO, 2022),
aproximadamente 170 paises produzem café, tendo destaque o Brasil, Vietna, Col6mbia e
Indonésia. Nesse cenario o Brasil também se destaca como maior exportador desse produto. E com
relacdo ao consumo estima-se que o café seja uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo
(Tommerdahl et al., 2022 ).

A popularidade desta bebida estd associada ao aroma e sabor marcante e agradavel, bem
como as suas propriedades. A infusdo do café é conhecida como estimulante, propriedade atribuida
principalmente a cafeina (Esquivel & Jiménez, 2012). Além da cafeina outros compostos presentes

no café apresentam efeito positivo sobre a saide, como acido clorogénico, &cido nicotinico,
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trigonelina, acido quinolinico, acido taninico, acido pirogolico (Minamisawa et al., 2004). O café
reconhecido como principal fonte de acido clorogénico da dieta humana, sendo também uma

fonte compostos de antioxidantes e outros compostos bioativos (Farah, 2012).

Essa notoriedade dos beneficios do café vem contribuindo com o aumento do consumo por
parte da populacdo mundial, a acessibilidade da bebida para qualquer populacdo social e
econdmica, é um fator que também contribui, bem como os habitos gerados em torno dessa
bebida, como pausa durante o trabalho exaustivo ou dias de estudo, e a necessidade contemporanea
de conveniéncia, espacos de interacdo social e para simplesmente desfrutar, as cafeterias
apresentam um fendmeno relevante em todas as cidades urbanas ao redor do mundo. Em fungéo
da demanda durante todos os periodos do ano e por ser sazonal 0 armazenamento é necessario para
manter a melhor qualidade. Nesse sentido, varios paises tropicais e subtropicais produzem café

extensivamente (Ghosh & Venkatachalapathy, 2014).

3.2.2 Processamento

O processamento para obtencao do café torrado e moido engloba etapas, iniciando com a
colheita. A colheita do café pode ser realizada tanto manualmente quanto mecanicamente. A
colheita manual confere maior seletividade ao colher frutos em diferentes estadios de maturacéo,
uma vez que no mesmo pé ou até no mesmo galho pode haver frutos com graus de maturacao
diferentes. Pois os frutos do cafeeiro geralmente ndo amadurecem de forma simultanea. Sendo
importante ressaltar que frutos fora do estadio de maturacdo tido como o ideal (maduro) podem
desencadear formacdo de defeitos no produto. Apesar de uma boa seletividade dos frutos, esse
processo acaba sendo demorado e, portanto, caro. A colheita mecanica é realizada agitando as
arvores, ou com equipamentos que funcionam como um “pente flexivel” retirando os frutos dos
galhos, que ao contrario do outro método, ndo ha seletividade do grdo, o que pode ocasionar
presenca de sujidades, como pedras, galhos, folhas, bem como defeitos de rendimento, frutos ndo
maduros, frutos fermentados ou até mesmo frutos na senescéncia. No entanto, apresenta um valor

menor que a colheita manual (Toci et al., 2006).

A pés a colheita, ndo é indicado que fruto seja armazenado por longos periodos, pois ha
risco de fermentagdo, contaminacdo microbiana, inclusive por fungos toxicogénicos, podendo

também haver a formacéo de defeitos (Borem, 2008).
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3.2.2.1 Processamento primario

O processamento do fruto do café até a obtencéo do café torrado moido é composto por
varias etapas. Como a recepcao que ocorre em moegas, abanacdo que objetiva a separacdo de
impurezas dos frutos e pode ser realizada de forma manual ou mecénica, na sequéncia ocorre a
separacao hidraulica dos frutos, a qual ocorre em lavadores, por meio da diferenca de densidade,
separando em dois grupos, frutos verdes ou mais densos, e dos menos densos, chamados de boia
(Farah, 2012). Em seguida a extracdo da polpa, nessa etapa ocorre a producdo do grdo de café
verde. Esse processo de extracdo pode ocorrer por via seca e a via Umida. A Figura 1 esboca um

fluxograma de processamento primario do café.

Na via seca os frutos séo processados na sua forma integral, as sementes sdo expostas ao
sol ou secadores de ar até que o teor de umidade seja de aproximadamente 10%-12% (Toci et al.,
2006). Logo ap6s o processo de secagem, a casca € a polpa dos graos sdo removidas. O exocarpo
que originalmente é amarelo ou vermelho torna-se escuro, ha diminuicdo do tamanho da cereja em
até 40%, formando o café coco ou café natural. Sendo importante ressaltar que no Brasil o café é
normalmente produzido por via seca, e que essa forma de beneficiamento apresenta menor geracao

de residuo solidos e liquidos (Borém, 2008).
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Figura 1. Processamento primario do café (Adaptado de Franca, Oliveira, 2019).
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Por outro lado, na via imida sdo produzidos os cafés pergaminhos (Esquivel & Jiménez,
2012). E possivel obter trés formas de café no processado por via imida, o café despolpado, obtido
pela remo¢do mecénica da casa e a mucilagem por fermentacdo bioldgica, o descascado, com
remocdo da casca e parte da mucilagem mecanicamente e o desmucilado, obtido removendo
mecanicamente toda a casca e a mucilagem (Borém, 2008). O descascamento é uma etapa comum
a todos as formas de processamento por via Umida, a quantidade de frutos verdes € um fator que
pode comprometer essa etapa. Em seguida ocorre despolpamento, onde o café descascado é
direcionado para tanques de fermentacgdo, por um periodo de 12 a 48 horas. Essa etapa objetiva a
hidrolise da mucilagem. Apds a fermentacdo o café deve ser lavado manual ou mecanicamente
para finalizara remocao da mucilagem e, em seguida, podem ser secos ao sol ou em secadores de

ar e armazenados para uso comercial, bem como na via seca (Pereira et al., 2019).

Logo ap0s a secagem dos graos, por via seca ou via imida ocorre a cura, que € a retirada
da casca e 0 armazenamento (Vincent, 1987). Nesta etapa ocorre limpeza granulometria e por
densidade, triagem colorimétrica e ensacamento em sacos padrdo de 60kg. Depois desse primeiro
tratamento realizado, os grédos podem ser comercializados para serem processados, seguindo etapas

de torrefacdo e moagem (Borém, 2008).

3.2.2.2 Torrefacéo

Depois da etapa de secagem o café pode ser armazenado ou direcionado para o
processamento visando a obtencdo de um produto. Nesse sentido é importante destacar a torrefacao
como uma das principais etapas do processamento, visto que essa etapa € responsavel pela
conversdo do gréo do café verde em café torrado. A torrefacdo € um tratamento térmico a seco,
onde 0s graos sdo expostos ao ar quente, havendo o aumento da temperatura, que desencadeia
reacOes quimicas, desidratacdo, e alteracGes na microestrutura (Schenker & Rothgeb, 2017). A
torrefacdo do café requer temperaturas elevadas e superiores a 190° C, para possibilitar o

desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejadas (Farah, 2012).

O calor transferido para o café verde tem grande influéncia sobre as transformagdes que

ocorrem no grao, onde a etapa de torra pode ser dividida em trés etapas, sendo inicialmente na
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torrefacdo, na qual ocorre a evaporacdo da agua livre. Nesta fase quando a temperatura das
sementes atinge 130° C, a sacarose carameliza, e as sementes comegam a apresentar coloragio
dourada e inchar, sendo possivel observar também o desaparecimento do cheiro de café verde
(Buffo & Cardelli-freire, 2004), onde as alteragdes quimicas nesta fase inicial sdo pequenas em
relacdo as outras fases da torrefacdo. Ao atingir temperaturas superiores a 160° C, iniciam-se uma
série de reacOes, onde a composicdo quimica dos grdos muda drasticamente, ocorrendo
desprendimentos em grandes quantidades de moléculas de didxido de carbono. E perceptivel a
mudanga na coloracdo das sementes para marrom claro, o0 aumento do volume e o inicio da
formacdo de aroma (Farah, 2012). Em temperaturas superiores a 190° C, é possivel observar as
reacOes de Maillard e Strecker, que envolvem carboidratos, proteinas e outras classes de compostos
de baixo e alto peso molecular (Schenker & Rothgeb, 2017). Ao atingir a temperatura desejada,
pelo periodo ideal o processo € interrompido e as sementes séo rapidamente resfriadas pelo uso de
agua ou ar, sendo preferivel o emprego do ar. Esse tratamento térmico pode durar em periodo de
3 a 20 minutos (Farah, 2012).

A temperatura nessa fase tem correlagdo com alguns parametros, como a cor, onde quanto
maior a temperatura, mais escuro o café, podendo classificar em graus de torra, "leve", "médio”
ou "escuro”. O aumento da temperatura durante a torrefacdo é constante até atingir a temperatura
méaxima que pode variar de 200 a 250° C (Schenker & Rothgeb, 2017). As temperaturas
empregadas na torra podem estar relacionadas ao tipo de torrefador utilizado, geralmente em
torrefadores de cama de fluidos as temperaturas podem atingir até 250° C (Farah, 2012). Bem
como o tempo, que influencia as reacdes, periodos de torra mais longos podem gerar um café
amargo e sem o aroma desejado, ja periodos de torra curtos podem ser insuficientes para que todas

as reagOes ocorram (Schenker & Rothgeb, 2017).

Comumente o processo descontinuo para torrefacdo do café € o que mais ocorre,
resumidamente nesse processo 0s gréos sao carregados em cilindros horizontais rotativos, onde o
ar quente € soprado para dentro para aquecer 0s graos, por temperaturas em torno de 220° C, por
um periodo suficiente para atingir o grau de torra desejado. Com relagdo ao grau de torra,
geralmente é avaliado por medicGes de refletdncia de luz de grdos torrados moidos ou inspecéao

visual de sua cor por um operador (Dutra et al., 2001).
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Na torrefacdo algumas alteracdes sdo evidenciadas, em fun¢do da sucessdo de reacbes
que provocam modificagdes na composicdo do grdo de café. Essa etapa é considerada como
determinante, pois nela ocorre a formacao de propriedades fisicas, que tem influéncia direta nas
caracteristicas sensoriais, tecnoldgicas e funcionais do café (Schenker & Rothgeb, 2017). Em
virtude da formacdo de compostos relacionados ao sabor e aroma caracteristico da bebida,
desenvolvimento da coloracdo escura, textura porosa e quebradica que favorece a moagem (Buffo
& Cardelli-freire, 2004). Outros fatores também podem ser observados, como aumento do volume,
a estrutura se torna mais porosa (Schenker et al., 1999) grdo, bem como vaporizagdo da &gua e
conversao de matéria seca em compostos volateis (Schenker & Rothgeb, 2017). Dentre algumas
das reacdes que ocorrem durante a torrefacdo, tem a formacdo carboidratos de baixo peso
molecular, a partir de polissacarideos (Arya & Rao, 2010), alteracdo da coloracdo em funcéo da
pirdlise de compostos organicos (Belitz et al., 2009). E outras rea¢des, como reacao de Maillard,
degradacdo de Strecker, pirdlise, caramelizacdo, desnaturacdo e degradacdo de proteinas e de

alguns &cidos (Aguiar et al., 2016).

Apos a torrefacdo do café, ha uma alteracdo da composicdo em decorréncia das reaces
ocorridas durante o processamento, estando principalmente carboidratos (38-42% base seca),
melanoidinas (23%), lipidios (11-17%), proteinas (10%), minerais (4,5-4,7%), &cidos
clorogénicos (2,7-3,1%), acidos alifaticos (2,4-2,5%), cafeina (1,3-2,4%), dentre outros em
menor concentracdo (Belitz et al., 2009). O grdo do café é, entdo, moido, podendo ser
comercializado como café torrado moido ou podem ser direcionados para fabricacdo de café
instantaneo (Farah, 2012).

Sendo importante destacar a relacdo da qualidade sensorial do café e a etapa de torrefacao.
Os atributos sensoriais que indicam qualidade do café, compreendem aroma, acidez, amargor,
corpo, sabor e impressao global da bebida. A intensidade e equilibrio desses parametros definem
a qualidade sensorial do café (Stalmach et al., 2006). Sabe-se que esses parametros sdo
influenciados diretamente pelas espécies utilizadas, manejo e condic¢des de cultivo das plantas,

grau de maturacgéo na colheita, metodo de colheita e método do processamento.

3.2.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) se referem a um grupo formado por
mais de 200 compostos organicos, em sua estrutura apresentam dois ou mais anéis aromaticos
fundidos (Binello et al., 2021). Como caracteristicas, destaca-se a alta hidrofobicidade, baixa
solubilidade em &gua, alto coeficiente de particdo octanol-agua, baixa pressdo de vapor e altos
pontos de fusdo e ebulicdo, dependendo das estruturas (B.-K. Lee & Vu, 2010). Tais propriedades
torna-os mais persistentes no ambiente (Patel et al., 2020). Outro ponto importante sobre as
caracteristicas dessas substancias, é que hd HPAs de baixo peso molecular, estes sdo formados por
trés ou menos anéis aromaticos, ja os de alto peso molecular, sdo moléculas que em sua estrutura

apresentam quatro ou mais anéis aromaticos (Premnath et al., 2021) .

Esses compostos sdo formados principalmente como resultado da combustdo incompleta
e pirdlise da matéria organica, sendo contaminantes ambientais que podem estar presente em
qualquer meio devido a deposicdo desses compostos na atmosfera, pela ocorréncia incéndios
florestais, erupcdes vulcanicas, emissdo de gases e particulas de veiculos motorizados e industrias,
derramamentos de Oleo, sistemas de aquecimento doméstico, usinas de energia, combustiveis
fosseis, refino de petréleo, gaseificacdo de carvdo e incineracdo de residuos. Tais fatores e as
caracteristicas dos HPAs possibilitam a bioacumulacdo destes no meio ambiente (Harvey & Lacey,
1997; Premnath et al., 2021; Purcaro et al., 2016).

O contato dos seres humanos com os HPAs esta associado a trés principais vias, ingestéo,
respiracdo e o contato dérmico. O consumo de alimentos é uma via importante para a exposicao
humana a contaminantes ambientais (Singh et al., 2020). Estudos tem evidenciado que a
contaminagdo de alimentos por esses compostos podem ser a partir de fontes ambientais,

processamento de alimentos industriais e de preparacdo de alimentos domésticos (EFSA, 2008).

A ocorréncia dessas substancias em alimentos deve-se ao preparo, processamento de
alimentos ou até mesmo pela entrada na cadeia alimentar quando culturas ou plantas sdo cultivadas
com recursos contaminados, como solo, ar ou dgua (Lawal, 2017). Tecnologias de processamento
gue envolvam altas temperaturas, como secar, assar ou grelhar sdo indicadas como possiveis fontes
de formacéo de contaminantes como HPAs (Kacmaz, 2019). Nos ultimos anos estudos vém sendo
realizados para determinar os niveis de exposi¢cdo a HPAs, e alimentos como cereais, carnes,
gorduras e 6leos demonstram niveis significativos desses compostos quando estes sdo defumados

e grelhados (Lawal, 2017). Processos de torrefacdo e secagem de gréos de café, grdos de cacau e
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folhas de cha podem contribuir para 0 aumento do teor de HPAs (Pincemaille et al., 2014),
principalmente quando estes passam por processos excessivos em relacdo a temperatura e tempo

de exposicéo a temperatura elevadas (Rose et al., 2015).

A formacao dos HPAs no café ocorre pela pirdlise de compostos presentes nessa matriz,
durante a etapa de torrefagdo. Em funcdo da complexidade da composicdo do café é dificil
descrever as reacOes envolvidas na formacdo desses compostos com precisdo (Houessou et al.,
2008). Sob altas temperaturas ocorre a quebra de macromoléculas (carboidratos, lipideos e
proteinas), podendo acarretar a formacdo de moléculas mais leves de baixo peso molecular e
radicais livres intermediérios, que apresentam alta reatividade (Singh et al., 2020; Wen et al.,
2018). Quando estes compostos séo ciclicizados e recombinados podem formar compostos de alto
peso molecular a exemplo dos HPAs (Badger & Buttery, 1958). Essas moléculas migram

gradualmente para a parte hidrofobica do alimento e se acumulam (Chen & Chen, 2001).

Em um estudo realizado por Reizer et al., (2022) sobre mecanismos para formagéo de
HPAs, sdo sugeridas trés vias de formacdo desses compostos, sendo essas, com adigcdes de
acetileno, mecanismo Diels-Alder e mecanismo de formagéo com radicais, mas nenhuma das vias

é diretamente indicada como principal via para formacdo desses compostos em alimentos.

A exposicdo aos HPAs pode estar associada a efeitos adversos, como interferéncia na
funcdo normal das membranas celulares e sistemas enzimaticos (Cross et al., 2011). A toxicidade
dos HAPs pode induzir sintomas como vémitos, nduseas, diarreia, inflamacdo e vermelhiddo da
pele, danos nos rins e figado, diminui¢cdo da imunidade ou imunossupresséo, ruptura de células
sanguineas, deficiéncias congénitas, doencas mediadas por estresse oxidativo, toxicidade genética,
transformacéo celular e carcinogenicidade (Diggs et al., 2011; Iko Afé et al., 2020; Khalil et al.,
2010; Rossnerova et al., 2015; Sugimura et al., 2004; Tiwari et al., 2017). Os efeitos toxicos
associados a exposicdo aos HPAs sdo separados em efeitos agudos e efeitos crénicos. Estudos
destacam que os efeitos agudos promovidos pelos HPAs dependem do tempo, da via de exposigéo,
namero ou concentragdo de exposicdo, do nivel de toxicidade do composto, estado de saude e
idade (Domingo & Nadal, 2015; Khalil et al., 2010; J. G. Lee et al., 2019). O impacto da exposi¢ao
a curto prazo dos HPAs ndo € claro, ja a exposi¢do ocupacional, a longo prazo a poluentes mistos

contendo altas concentrag¢fes de HPAs, pode causar sensibilidade ocular, irritagdo, nusea, vomito,
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diarreia, confusdo, irritacdo e inflamacédo da pele (Rengarajan et al., 2015), podendo-se citar o
antraceno e benzo(a)pireno como irritantes diretos da pele que podem causar reacdes alérgicas
cutaneas em animais e humanos (Bil et al., 2018; Rose et al., 2015). Estudos indicam que alguns
desses compostos sdo relacionados a teratogenicidade (Crowell et al., 2014; Perera et al., 2005;
Rossnerova et al., 2015; Tarantini et al., 2011; Tiwari et al., 2017), genotoxidade (Lewtas, 2007,
Onopiuk et al., 2021; Schwerdtle et al., 2010), imunotoxicidade (Corsini & van Loveren, 2014),
carcinogénese e efeitos citotoxicos (Armstrong et al., 2004). A carcinogenicidade desses
compostos pode variar de acordo com o nimero e estrutura dos anéis aromaticos que compdem a

molécula (Amirdivani et al., 2019).

Apo6s entrar no organismo, em fungdo da sua lipofilicidade, os HPAs sdo facilmente
absorvidos (Celik-Saglam et al., 2022; Rengarajan et al., 2015). Boa parte dos contaminantes desse
grupo sdo ingeridos junto com alimentos, passam pelo trato gastrointestinal, seguem absorvidos
pelo metalismo de primeira passagem e, entdo, no figado, passam pela biotransformacéo (Gerde
et al., 2001). Normalmente os HPAs ndo apresentam caracteristicas eletrofilicas, que permitem a
ocorréncia de interacGes covalentes com os centros nucledfilos do DNA e outras moléculas.
Entretanto, quando ocorre conversdo metabdlica dos HPAs, por sistemas microssémicos
oxidativos, sdo formados intermediarios (epoxidos e diol epdxidos) capazes de gerar espécies de
carbocétions altamente reativas que, por sua vez, estdo associados com a ligacdo com o DNA. Essa
ativacdo ocorre por meio de enzimas do citocromo P450 (Bendtsen et al., 2021; Sugimura et al.,
2004). Os produtos de adicdo formados causam uma distor¢cdo na estrutura de dupla hélice do
DNA, comprometendo sua funcdo e induzindo o desenvolvimento de aduto, e consequentemente
alteracdo genética, erros e mutagdes na replicacdo do DNA (Binello et al., 2021), porém o0s
organismos possuem mecanismo de reparo para eliminacdo de adutos de DNA, por meio da
excisdo de nucleotideos (Kropachev et al., 2013). Caso esses adutos ndo sejam reparados, podem
causar mutacdes permanentes (Zhou et al., 2010), podendo ser pior se esses metabolitos estiverem
em locais criticos com genes supressores de tumor ou oncogenes, pois podem iniciar 0 processo

de carcinogénese (Olivier et al., 2010).

A atividade carcinogénica do BaP, por exemplo, € resultado de sua biotransformacéo. No
figado esse composto é oxidado formando o BaP-7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido, que pode se ligar
ao DNA modificando o mecanismo de replicacéo (Delft et al., 2010; Miller & Ramos, 2001). Para
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esclarecer mais esse processo, sabe-se que a estrutura dos HPAs ndo apresenta caracteristicas
eletrofilicas, entretanto quando ocorre conversdo metabolica desses compostos por sistemas
oxidativos, podem ser formados intermediarios eletrofilicos, capazes de reagir com DNA. Os
produtos dessa reacdo tem o potencial de causar uma distor¢do na estrutura de dupla hélice do
DNA, o que ira comprometer sua funcédo, promovendo o travamento do aduto em uma alteracao
genetica (Binello et al., 2021).

Diante da incidéncia desses compostos em alimentos e o risco associado, pode-se destacar
o0 benzo(a)Pireno (BaP), benz(a)Antraceno (BaA), benzo(b)Fluoranteno (BbF) e Criseno (CHR),
conhecido como grupo dos 4HPA, bem como a soma de 8 HPAs (os 4HPA juntamente com o
benzo[k]fluoranteno [BKF], Dibenzo[ah]antraceno (DB(a,h)A), benzo [g,h, i]perileno B(g,h,i)P e
indeno[1,2,3-c,d]pireno (I(c,d)P)) sdo compostos a serem monitorados. Esses grupos foram
estabelecidos pelo Painel da Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos (EFSA), como
sendo indicador adequado de HPA em alimentos (EFSA, 2008).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classifica os compostos em
grupos, sendo esses: Grupo 1 - carcinogénico para humanos; Grupo 2A - provavelmente
carcinogénico para humanos; Grupo 2B - possivelmente carcinogénico para humanos; Grupo 3 -
ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade para humanos e Grupo 4 - provavelmente nao
carcinogénico para humanos. Nesse sentido, é importante ressaltar que a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou alguns compostos do grupo dos HPAs, como o
benzo(a)Pireno em carcindégeno humano (Grupo 1), bem como o naftaleno e o criseno, que foram

considerados possivelmente cancerigenos para humanos (Grupo 2B) (IARC, 2021).

Nesse sentido, o estudo desses compostos em alimentos é de suma importancia, verificar
niveis, processos associados e com isso tentar mensurar o risco associado a exposicao a esses
compostos. Segundo dados da Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos (EFSA), os
cereais e os frutos do mar séo as classes de alimentos que mais contribuem para exposic¢éo dietética
aos HPAs (EFSA, 2008). Com isso foi determinado o limite maximo de 1 pug kg™ de benzo(a)
pireno ou sua soma com benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno em alimentos infantis,
para 6leos e gorduras ndo deve exceder 10 pg/kg, para graos de cacau e produtos derivados 35
ug/kg, e para carnes e produtos da pesca 30 pg/kg (European Commission, 2011). Sendo

importante ressaltar que ndo ha legislacdo que estabeleca limites para HPAs em café.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-mutation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-mutation
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3.2.4 Metodologias para analise de HPAs em café

3.2.4.1 Técnicas Analiticas

A avaliagdo de contaminantes em matrizes alimentares vem sendo realizada para o
monitoramento desses compostos, possibilitando a verificacdo da concordancia com os limites
maximos de residuos permitidos para liberacdo de moléculas alvo, que podem estar presentes em
niveis tracos. Dessa maneira 0 uso de técnicas seletivas, com boa capacidade de separagdo sdo
imprescindiveis. Nesse sentido, a cromatografia é a técnica analitica mais citada na literatura para
analise de HPAs, acoplada a detectores apropriados podem reduzir o efeito de interferentes
presentes nos alimentos. Para analise de HPAs em matrizes alimentares a Cromatografia Gasosa
(GC) acoplada a espectrometria de massa (MS) é uma das técnicas mais citadas (Kacmaz, 2019).
Para analise de HPAs em café junto com GC-MS a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) usando deteccéo de fluorescéncia (FLD) é uma das mais reportadas na literatura
(Erdem et al., 2021; Singh & Agarwal, 2021).

3.2.4.2 Técnicas de preparo de amostra

O uso dessas técnicas analiticas requer um preparo de amostra, idealmente este deve
englobar extracdo e limpeza, possibilitando a diminuicdo do efeito matriz. Atualmente técnicas de
preparo de amostra como QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and safe), MSPE
(Extracdo em Fase Solida Magnética), LLE (Extracdo Liquido-Liquido), SPE (Extracdo em fase
solida), tem sido utilizadas para analise de HPAs em amostras café em diversos estudos (Bishnoi
et al., 2005; Houessou et al., 2005; Kamal El-Deen & Shimizu, 2021a; Wu et al., 2021). A Tabela
1 apresenta um levantamento de dados sobre analises de HPAs em amostras de café realizadas nos

ultimos anos.

Tabela 1. Principais técnicas utilizadas na determinacdo de HPAs em amostras de café


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/gas-chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography
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Técnicade Preparo de amostra Solvente Referéncia
separacao
HPLC-FLD SUPRAS e Acetonitrila e 4gua acidificada (Singh &
QUEChERS Agarwal, 2021)
GC-MS QUEChERS - AA- Acetonitrila e dietil carbonato (Kamal El-Deen
DLLME (DEC) & Shimizu, 2021)
GC-MS HS-SPME e DlI- Acetonitrila (Erdem et al.,
SPME 2021)
HPLC-UV MSPE Acetonitrila (Wu et al., 2021)
GC-MS Extracdo assistida n-hexano (Kim et al., 2021)
por ultrassom
HPLC -UV- LLE Hexano (Bishnoi et al.,
VIS 2005)
HPLC-FLD SPE Hexano (Garcia-Falcon et
al., 2005)
RP-HPLC SPE Metanol (Houessou et al.,
2005)
HPLC-FLD LLE Ciclohexano (Houessou et al.,
2007)
HPLC-FLD/ Soxhlett Hexano (Stanciu et al.,
GC-ECD 2008)
GC-MS LLE Hexano (Orecchio et al.,
2009)
HPLC-FLD LLE/SPE Ciclohexano (Tfouni et al.,
2013)
HPLC-FLD SPE Hexano (Jimenez et al.,
2014)
GC-SIM-MS DSPE Acetonitrila/ Hexano (Sadowska-
LLE Rociek et al.,
2015)
HPLC-FLD DLLME 1-octanol/ acetonitrila Lohetal., 2016
SFC-MS QUEChERS Metanol/ Ciclohexano (Yoshioka et al.,
2018)
GC-MS Filtracdo/CF-SPME Acetonitrila (dos Santos et al.,
2019)
GC-MS SPE Agua ultrapura (Rascon et al.,
2019)
GC-MS SPE Ciclohexano (Rattanarat et al.,
2021)
GC-MS Soxhlet Cloroférmio (da Silvaetal.,

2021)
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GC-MS

HPLC-FLD

UHPLC-UV

GC-MS

HPLC-FD

HPLC-FLD

GC-MS

GC-MS

GC-MS-MS

GC-MS
GC-MS

HPLC-UV
GC-MS
HPLC- FLD
GC-IDMS
HPLC- FLD

GC-MS

GC-MS-FID

GC-MS

GC-MS

CG-FID

LC-MS

MSPE
QUEChERS
Homogeneizagao/

agitacao
HS- e DI-SPME

HS-MP-LPME
LLE
Ultrassom
Ultrassom

QUEChERS

Ultrassom
SPME

HF-SPME
MAE-DLLME
H-SPE
LLE
Extracdo em fase
solida magnética
Ultrassom/
Saponificagéo
US EPA 3545C
LLE/SPE
PLE
Soxhlett

QUEChERS

Metanol / acetonitrila/ hidréxido
de potassio
Acetonitrila

Metanol

Agua ultrapura

Nanoferrofluido/Acetonitrila
Acetona / n- hexano

Acetato de etila/ Diclorometano:
2-propanol
Hexano/ diclorometano

N-hexano
Agua bidestilada

Acetonitrila

Acetona, tetracloroetileno e bifenil
Metanol
ASE 350

Nano-adsorvente benigno baseado

em um liquido ibnico
n- hexano e cloreto de metileno
DIONEX ASE 100
Hexano e diclorometano

Hexano

Diclorometano e acetona

Acetonitrila

(Roudbari et al.,
2021)
(Chiang et al.,
2021)

(T. Leeetal.,
2020)
(Pacheco-
Fernandez et al.,
2020)
(Hassan et al.,
2020)

(Fan et al., 2019)
(Nguyen et al.,
2019)
(Tala &
Chantara, 2019)
(Tran-Lam et al.,
2018)

(Ko et al., 2018)
(Bagheri et al.,
2018)
(Yazdietal.,
2018)
(Kamalabadi et
al., 2018)
(Loh et al., 2018)
Belo et al, 2016
(Shi et al., 2016)

(Guatemala-
Morales et al.,
2016)
(Conesa et al.,
2016)
(Pissinatti et al.,
2015)
(Duedahl-Olesen
etal., 2015)
(Grover et al.,
2013)
(Santos da Rosa
etal., 2012)



https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12161-016-0706-0#article-info
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HPLC-FLD Soxhlett Hexano, N-dimetilformamida- (Tfouni et al.,
agua 2012)
GC-MS SPE Isooctano / ciclohexano (Jung et al.,
2011)
HPLC-FLD  ELL/ saponificagdo/ 3-metilcolantreno, etanol-nhexano (K. Lee & Shin,
SPE e n-hexano 2010)
HPLC -FD Saponificacdo/ Hexano / acetona e ciclohexano (Houessou et al.,
Concentragéo/ SPE 2008)
HPLC-DAD  PLE/ Saponificagédo Hexano / acetona/ Ciclohexano Houessou
GC-MS-MS alcalina/ SPE et al, 2006
GC-MSD Extracdo liquido- Ciclohexano / diclorometano (Schlemitz &
liquido Pfannhauser,
GC-NPD 1996)

Sobre os dados expostos na Tabela 1, é notdrio que das técnicas mais citadas na literatura,
GC-MS é a mais reportada para analise de HPAs. Esse fato estd associado as caracteristicas dos
HPAs, que sdo moléculas volatilizaveis, bem como a sensibilidade apresentada pela técnica e
seletividade do espectrémetro de massas que possibilita a confirmacéo da identidade da molécula
através do espectro de massas. A segunda técnica mais presente nos trabalhos é o HPLC-FLD,
outras técnicas também vém sendo utilizadas como, CG-FID, GC-SIM-MS, GC-IDMS, GC-NPD,
GC-MSD, HPLC-FD, UHPLC-UV, HPLC-DAD, LC-MS, SFC-APCI-MS, RP-HPLC e HPLC -
UV-VIS.

Para as técnicas de preparo de amostra a extracdo em fase solida (SPE) é bastante
utilizada, bem como varia¢des dessa técnica como a Extracdo em fase solida magnética (MSPE) e
a Microextracdo em Fase Solida (u-SPE). A extracdo liquido-liquido também é reportada em

varios trabalhos, bem como QUEChERS e Microextra¢do Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME).

Por meio desse levantamento foi possivel perceber que ha muitos estudos sobre a
incidéncia de HPAs em amostras de café, esses trabalhos avaliaram o grdo do café verde, grado
torrado e moido e a bebida de café, e foram desenvolvidos em diversos paises, tendo destaque
China, Japédo, Tailandia, Etiopia. No Brasil ndo ha muitos estudos realizados em amostras de café
comercial, sendo um ponto que chama atengé@o em virtude da representatividade dessa commodity

€m nosso territorio.



35

3.3 CONSIDERACOES

Na literatura diversos trabalhos que avaliam a presenca de HPAs em amostra de café
torrado evidenciam a contaminagdo das amostras frente ao processo de obtencdo do produto
comercial. Contudo, no Brasil ndo sdo apresentados dados suficientes para as amostras
comercializadas em territério nacional, em contrapartida o Brasil € considerado o principal
exportador de café e segundo maior consumidor a nivel mundial, o que reforca a importancia de
estudos e levantamento de dados relacionados a esse nivel de contaminacdo. A geracao de dados
que demonstrem a incidéncia de HPAs em amostras de café produzidos e comercializados no
Brasil torna-se essencial. Para isso é indispensavel o desenvolvimento de técnicas analiticas e

métodos de preparo e extracdo eficientes.
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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo reconhecidos como uma classe de mais de
200 compostos organicos com dois ou mais anéis aromaticos fundidos. Estudos indicam que
alguns desses sdo classificados como mutagénicos, carcinogénicos, genotdxicos ou citotoxicos.
Essas substancias podem estar presentes em alimentos em funcdo da contaminagao ambiental, bem
como da sua formacdo durante o tratamento térmico de alimentos, a exemplo do café. Nesse
sentido o presente trabalho tem como objetivo estimar os niveis de 13 HPAS presentes em amostras
de cafés torrados e moidos comercializados no Brasil. Para isso, primeiramente, foi desenvolvido
e otimizado um método de preparo de amostra, utilizando o planejamento experimental Plackett-
Burman(PB) com 7 variaveis, resultando em 12 ensaios e 3 repeticbes do ponto central, que
resultou na combinacdo QUEChERS (sem a etapa de limpeza), DLLME (microextracdo liquido-
liquido dispersiva), que foi validada de acordo com o guia da IUPAC. Os HPAs foram entdo
analisados utilizando a cromatografia a gas com detector de massas (GC-MS). A técnica analitica
foi adaptada e validada, e os parametros de validacdo foram considerados adequados. A

metodologia foi aplicada em 28 amostras comerciais de café torrado e moido. A concentracéo de
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HPAs presente variou de 21 e 133 pg kg™. Indicando contaminagdo por HPAs, sugerindo a

necessidade do estabelecimento de niveis legais para os cafés.

Palavras-chave: toxicologia de alimentos, analise de alimentos, preparo de amostra, otimizacéo,

analise de alimentos, cromatografia
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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are recognized as a class of over 200 organic
compounds with two or more fused aromatic rings. Studies indicate that some of these are
classified as mutagenic, carcinogenic, genotoxic or cytotoxic. These substances may be present in
foods due to environmental contamination, as well as their formation during the thermal treatment
of foods, such as coffee. In this sense, the present work aims to estimate the levels of 13 PAHs
present in Sample of roasted and ground coffee sold in Brazil. For this purpose, a sample
preparation method was developed and optimized, using the Plackett-Burman (PB) experimental
design with 7 variables, provoked in 12 trials and 3 repetitions of the central point, which resulted
in the combination of QUEChERS (without the step cleaning), DLLME (dispersive liquid-liquid
microextraction), which has been validated according to the IUPAC guide. The PAHs were then
analyzed using mass detector gas chromatography (GC-MS). The analytical technique was adapted
and validated, and the validation parameters were considered adequate. The methodology was
applied to 28 commercial samples of roasted and ground coffee. The PAH concentration ranges
from 21 to 133 pg kg-1. Indicating contamination by PAHSs, suggesting the need to establish legal
levels for coffees.

Keywords: food toxicology, food analysis, sample preparation, optimization, food analysis,

chromatography
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4.1 INTRODUCAO

A avaliacdo de contaminantes em matrizes alimentares vem sendo cada vez mais realizada.
O monitoramento desses compostos possibilita analisar, de acordo com a legislagdo, a
concordancia com os limites maximos de residuos permitidos. Estudos vem sendo realizados sobre
esses compostos, principalmente em funcdo do potencial toéxico que podem apresentar. Nesse
sentido, compostos como acrilamida, cloropropanois, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

(HPAS) e furanos, vém sendo analisados em alimentos (Park et al., 2021).

Os HPAs formam uma classe de varios compostos organicos formados por dois ou mais
anéis aromaticos fundidos, que apresentam alta natureza hidrofébica e lipofilica. Quando
apresentam em sua estrutura quimica 2 ou 3 anéis aromaticos condensados séo classificados como
leves e de 4 a 6 anéis como pesados, sendo os HPAs pesados considerados mais estaveis e toxicos
(Purcaro et al, 2016). Sdo formados principalmente como resultado da pirélise (queima) ou
combustdo incompleta de matéria organica. A maior fonte desses HPAs para o ser humano vem
da dieta como consequéncia dos varios processos térmicos em alimentos (secagem, cozimento,
torrefacdo), mas também podem ser resultados de outras atividades, incluindo naturais (incéndios
florestais, erupcgdes vulcanicas, processo hidrotermal) e antropométricas (combustdo de
combustiveis fosseis e madeira e liberacdo direta de petroleo e derivados) que contribuem para a

ampla distribuicdo dos HPAs no meio ambiente (Kacmaz, 2019).

Devido a sua alta toxicidade, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA caracterizou esses
compostos como poluentes prioritarios (EPA, 2015). O benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno e criseno ja foram analisados em varios alimentos, e o potencial toxico desses
e de outros HPAs vem sendo avaliados. Estudos indicaram que alguns desses compostos sdo
classificados como mutagénicos, carcinogénicos ou genotoxicos, gerando uma preocupacdo em
torno da exposicdo a essas substancias (Armstrong et al., 2004). O Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) com base nas avaliagdes de risco do International Program
on Chemical Safety (IPCS) e do European Union Scientific Committee on Food (SCF), em 2005,
concluiu que o benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, criseno, benzo[j]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, dibenzo[a,e]pireno,

dibenzo[a,i]pireno , dibenzo[a,h]pireno, dibenzo[a,l]pireno, indeno[l1,2,3-cd]pireno e 5-
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metilcriseno sdo claramente genotoxicos e carcinogénicos para humanos. Em 2008, o Painel da
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) sobre Contaminantes na Cadeia
Alimentar (CONTAM) revisou os dados disponiveis sobre toxicidade e ocorréncia de HPAS e
concluiu que obenz[a]antraceno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[ghi]perileno, criseno, dibenz[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno, individualmente ou
em combinacdo, sdo realmente possiveis indicadores de potencial carcinogénico de HPAs em

alimentos.

A alimentacdo € uma das principais vias de exposi¢cdo humana aos HPAs, tendo isso em
vista a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), através de estudos aponta
cereais e os frutos do mar como classes de alimentos que mais contribuem para exposic¢ao dietética
aos HPAs (EFSA, 2008). Com isso foi determinado o limite maximo de 1 pg kg de
benzo(a)pireno ou sua soma com benzo(a)antraceno, criseno e benzo(b)fluoranteno (4HPA), em
alimentos infantis, para 6leos e gorduras ndo deve exceder 10 pg kg, para graos de cacau e produtos
derivados 35 ug kg, e para carnes e produtos da pesca 30 ug kg (European Commission, 2011).
Pesquisas também vem indicando a presenca de HPAs em amostras de café, entretanto ainda ndo

ha limites estabelecidos.

O café é uma matriz complexa, rica em carboidratos, lipideos, acidos organicos, e quando
submetido a etapa de torrefacdo, pode proporcionar a pir6lise desses compostos, sendo um
indicativo de formagdo de HPAs (M. A. Schouten et al., 2020). Levando em consideragdo a
complexidade dessa matriz, a preparacdo da amostra representa um parametro critico,
principalmente porque esses compostos estdo presentes em niveis de tracos. Diferentes técnicas de
preparo de amostra tém sido exploradas para os HPAs em cafés, a exemplo da extracéo liquido-
liquido (LLE) (K. Lee & Shin, 2010), a extracdo em fase sélida (SPE) (Jung et al., 2011), a extracdo
assistida por micro-ondas, entre outras (EI-Deen, Kuniyoshi Shimizu, 2021; Wu et. al., 2021;
Bishnoi et al., 2005; Houessou et al., 2005). A extracdo por liquido pressurizado (PLE) seguida da
LLE e limpeza em colunas de silica alcangou desempenho adequado para a determinacdo desses
contaminantes em café torrado (Pissinatti et al, 2015). O método QUEChERS (rapido, facil, barato,
eficaz, robusto e seguro), reconhecido pela simplicidade de operacdo, alcangou boas recuperacgdes
para HPAs em alimentos, embora a baixa concentracdo de extrato final represente sua principal

desvantagem. Por outro lado, a microextracgdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) proporcionou
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alto enriquecimento de analitos no extrato final (Kamal El-Deen & Shimizu, 2021a). Esforcos tém
sido direcionados para o desenvolvimento de métodos verdes para preparacao de amostras, com
foco no consumo minimo de reagentes e menor geracao de residuos. Desta forma, a combinacgéo
de técnicas demonstraram ser uma estratégia Util para fins de extragdo, limpeza e enriquecimento
dos analitos. Além disso o uso planejamentos experimentais no desenvolvimento dos métodos
também contribui para a reducdo da geracédo de residuos e menos mao de obra, tempo e custo final
(Rodrigues e lemma, 2014). A principal vantagem inclui a analise simultanea de mdltiplas
variaveis empregando um pequeno numero de tentativas ou repeticdes. O desenho experimental
de Plackett-Burman, introduzido em 1946, tem sido uma alternativa para uma avaliacdo preliminar
das principais variaveis que podem afetar significativamente a resposta estudada, e tem sido

aplicada com sucesso em diversas areas.

Para analise de HPAs em matrizes alimentares a cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometria de massa (MS) é uma das técnicas mais citadas, devido suas caracteristicas de
sensibilidade e seletividade(Kacmaz, 2019), bem como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) usando deteccéo de fluorescéncia (FLD) (Erdem et al., 2021; Singh & Agarwal, 2021).
No entanto, 0 uso dessas técnicas analiticas normalmente requer um preparo de amostra mais

refinado.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método simples de preparo de
amostra, adaptar uma metodologia por cromatografia a gas e espectrometria de massas para a
determinacdo de 13 HPAS e estimar os niveis de HPAs presentes em amostras de cafés torrado e

moido comercializados no Brasil.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem

As amostras comerciais de cafés torrados e moidos foram adquiridas na cidade de
Campinas, localizada na regido sudeste do Brasil. Um total de 28 amostras de marcas diferentes

foram coletadas de forma aleatoria. Os cafés foram mantidos em sua embalagem original (500 g)
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e estocados a temperatura ambiente até 0 momento da analise. As amostras foram analisadas em

triplicata.

4.2.2 Padrdes, solventes e reagentes

Padrdes analiticos de acenafteno, fluoreno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno,
criseno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[123cd]pireno,
dibenzo[ah]antraceno, benzo[g,h,i]perileno, criseno-d12 e naftaleno-d8, todos com uma pureza
padrdo > 99,4%, foram obtidos da Supelco (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os padrdes deuterados
foram utilizados como padroes internos. As solugdes padrao estoque foram preparadas em tolueno
(grau HPLC) em concentragdes entre 11,8 a 37,9 pug mL*. Uma soluco trabalho contendo todos
os padrdes foi preparada em acetonitrila a 500 pg L de cada analito, combinando aliquotas
apropriadas das solugdes estoque individuais de HPAs. Igualmente, uma solucdo estoque de
criseno-D12 e outra de naftaleno-D8 foram preparadas em tolueno a 3 pg L, e uma solugo de
trabalho foi preparada a partir da solucdo anterior em acetonitrila a 3 pug L. Todas as solucdes
foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18°C. A acetonitrila foi adquirida da J.T.
Baker, o tolueno da Allied Sigmal Burdick & Jackson e o hexano da Merck, todos grau HPLC. A
agua foi obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q (Milipore). O sulfato de magnésio anidro
(MgSO4) foi obtido de J.T. Baker, e aquecido a 550°C por pelo menos 5 h em mufla, e armazenado
em dessecador antes do uso. O cloreto de sddio (NaCl) foi adquirido daSynth. Os sorventes de

silica amina primaria e secundaria (PSA) e C18 foram obtidos da Supelco.
4.2.3.1 Preparo de amostra

O método proposto consiste em duas etapas: (i) Extracdo baseada em QUEChERS:
Primeiro, 1,5 g de amostras de café foram agitadas em vdrtex por 15 seg, com 5 mL de acetonitrila
e 5 mL de 4gua em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL e levadas para o ultrassom
por 3 min. Em seqguida, 0,5 g de cloreto de sddio e 2 g de sulfato de magnésio anidro foram
adicionados a mistura seguido de agitacdo em vortex por 15 seg e centrifugagdo a 3000 g por 5
min, e 1,5 mL de sobrenadante foram tomados para etapa seguinte. (ii) microextracéo liquido-
liquido dispersiva a base de solvente de extragdo de baixa densidade (DLLME): 1,5 mL do extrato
obtido (acetonitrila como solvente dispersor) foram adicionados a um vial de 5mL contendo uma

mistura de 150 pL de hexano e 150 pL de tolueno (solvente de extragédo) e este foi agitado em
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vortex por 15 seg. Em seguida, a mistura foi rapidamente transferida para um tubo de centrifuga
de polipropileno de 15 mL, contendo 7ml de &gua ultra pura, agitado em vortex por 15 seg e
centrifugado a 1000g por 5 min. Apos este tempo, a fase liquida superior (tolueno) foi transferida
para inser¢do em frasco de vidro para anélise GC-MS subsequente.

4.2.3.2 Condigbes cromatograficas e da espectrometria de massa (GC-MS)

Um sistema de cromatografia a gas 7890A conectado a um detector de massa quadrupolo
simples (5975C) com fonte de ionizacdo eletronica (El) da Agilent foi empregado para a
determinacdo dos HPAs. A plataforma ChemStation foi usada para analise de dados qualitativos e
quantitativos. A separacdo dos HPAs foi obtida em uma coluna capilar HP-5ms (30 m x 0,25 mm
ID x 0,25 um de espessura de filme, Agilent J&W, Holanda), que foi mantida inicialmente a 70
°C por 0,75 min, aumentada para 180 °C a 60 °C.min !, seguida de um aumento de temperatura
para 230 °C a5 °C.min"! e mantida por 7 min, aumentada para 280 °C a 22 °C.min ‘e mantida por
8 min, e finalmente aumentada a 300°C a 25°C.min ~* e mantida por 8,9 min, resultando em um
tempo total de corrida de 39,5 min. O injetor foi mantido a 300°C no modo splitless (fluxo da
purga de 100 mL min™t em 0,75 min) e 1,2 pL do extrato foram injetados. Hélio de ultra pureza
(99,999%) foi usado como gas de arraste a um fluxo constante de 2,0 mL.min"1. A energia na fonte
de ionizacdo foi de 70 V e as temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de ions foram de
250 °C e 230 °C, respectivamente.

Solugdes padréo individuais, todas preparadas em acetonitrila, foram analisadas no modo
de varredura completa (m/z 50-500) para conhecimento do tempo de retencdo e dos espectros de
massas caracteristicos de cada analito. Um ion alvo e dois ions de qualificacdo foram selecionados
para cada HPA (Tabela 1 — material suplementar). A aquisi¢do de dados foi dividida em 6 grupos
de ions diferentes no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM), e os tempos de permanéncia
(20-30 ms) foram estabelecidos dependendo do nimero de ions por grupo. A identificacdo dos
compostos foi estabelecida pelo tempo de retencdo do ion alvo, bem como pelas razGes

qualificadoras para o ion alvo. A seletividade na amostra foi testada por co-cromatografia.

Os parametros de razdo de ions de quantificacdo e confirmacéo e tempo de retencdo do

pico na amostra comparado como padrdo em solvente foram utilizados para a confirmagédo da
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identidade do analito analisado. A quantificacdo do composto na amostra se deu pela equacéo da
reta da curva de calibracdo construida pela razdo do padrdo analitico em cinco diferentes

concentragdes em razdo dos padrdes internos deuterados.

4.2.3.3 Validagéo interna e controle de qualidade

A adequacdo do método proposto foi verificada através de procedimento de validacdo
interna (IUPAC, 2002). Os parametros de validacdo do método foram o limite de deteccdo (LOD),
o limite de quantificagcdo (LOQ), a linearidade, a preciséo intra e inter-dias, a recuperacéo e o efeito
de matriz. O LOD foi definido como a concentragdo mais baixa do analito em uma amostra em
branco enriquecida com razao sinal/ruido de 3, enquanto o LOQ foi definido como a concentracao
mais baixa na amostra que pode ser quantificada com precisdo (DPR <20%) e recuperacao entre
60 e 120 %. A amostra utilizada como branco foi uma amostra comercial de café torrado e moido,
que ndo apresentou nenhum dos 13 HPAs estudados. Curvas de calibragdo foram plotadas com
correspondéncia de matriz de cinco pontos de 10 a 200 g kg*. A linearidade foi avaliada através
do coeficiente de determinacdo (R2) de regressao linear (area do padrdo externo/padrdo interno
versus concentragdo do padrdo externo). A linearidade dos modelos mateméticos obtidos nas
curvas de calibracao foi avaliada pela ANOVA, bem como anélise de falta de ajuste e de residuos.
Ensaios de precisdo intra e inter-dias foram realizados em amostras em branco enriquecidas, em
trés niveis de concentragéo (LOQ, 105 e 200 pg kg™) para cada analito, usando trés repeticdes, no
mesmo dia e durante trés dias consecutivos, respectivamente. As precisdes intra e inter-dias foram
expressas como desvio padréo relativo (%DPR). A % DPR satisfatéria foi definida quando inferior
a % DPR calculada pela equacéo de Horwitz (RSD = 2 (1-0,5*logC) (Caldeirdo et al., 2021). Os
ensaios de recuperacao (%) também foram realizados em trés niveis de concentracdo (LOQ, 105 e
200 ug kg?) usando seis repeticdes. Os efeitos da matriz foram investigados comparando a
inclinacdo da curva de calibracdo combinada com a matriz com a inclinagdo das curvas de

calibracdo do solvente na mesma faixa de concentracdo e foi expresso em porcentagem %EM =

[( Coeficiente angular da curva em matriz ) " 100] — 100 (Romero-VeIarde ot al., 2016).

Coeficiente angular da curva em solvente
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4.2.3.4 Tratamento estatistico

A significancia estatistica dos modelos foi avaliada pelo teste F (anélise de variancia —
ANOVA), e a qualidade de ajuste desses modelos foi expressa pelo coeficiente de determinacao
(R?) e erros relativos. O nivel de significancia utilizado foi de 10% com o objetivo de minimizar
o risco de exclusdo de alguma variavel importante. As andlises estatisticas foram realizadas no
software Statistica 12.5 (Statsoftinc., Tulsa, OK, EUA).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Otimizacao do protocolo de extracao

Inicialmente, diferentes protocolos de extracdo foram testados, considerando uma etapa de
extracdo (QUEChERS), para tal, 1g de amostra branco (previamente analisada constatando a
auséncia de HPAs) foi pesada em um tubo de 50 mL de polipropleno e fortificada com 500 ug kg
1 de HPAs, ap6s 1 hora 5 mL de agua ultrapura e 5 ml de acetonitrila foram adicionadas, a mistura
foi agitada por 15 seg e colocado no ultrassom por 5 min, na sequéncia adicionou-se 0,5 g de
cloreto de sodio e 2 g de sulfato de magnésio anidro, agitou-se por 15 seg e centrifugado a 3000g
por 5 min. Logo apos, 1 mL do extrato foi transferido para um tubo de 15 mL contendo 100 mg
de C18 e 50 mg de PSA para um cleanup em fase sélida dispersiva (dSPE), ou 1mL do extrato foi
transferido para um vial de 5mL, 500 pyL de solvente extrator (tolueno, hexano e tolueno:hexano
(1:1, v/v)) foi adicionado ao extrato e essa mistura foi coletada e injetada rapidamente em um tubo
de 15 mL contendo 5 mL de &gua ultrapura, seguida de agitacdo em vortex por 15 seg e
centrifugacdo por 5 min a 1000g, para uma microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME).
Além disso, uma terceira abordagem foi testada considerando a etapa da extracdo, seguida do
cleanup em extracdo fase solida dispersiva e uma concentracdo em microextracdo liquido-liquido
dispersiva. Os extratos foram injetados em um GC-MS e a resposta de area foi avaliada (Figura
1). Os experimentos foram realizados em triplicata. Como pode-se observar, 0 experimento com
maior area do analitos foi QUEChERS-DLLME (hex:tol), portanto, ele foi escolhido para

otimizacdo.
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Figura 1. Razdes entre as areas (A) dos 13 HPAs e do padrdo interno de criseno-d12 obtidas com
as técnicas de QUEChERS, extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) e a microextracao liquido-
liquido dispersiva (DLLME).

A partir do resultado anterior, um planejamento de Plackett-Burman, de 12 ensaios com
triplicata no ponto central, foi usado como planejamento experimental (Tabela 3) a fim de avaliar
o efeito das variaveis de extracdo. Sete variaveis independentes foram avaliadas em dois niveis,
alto (+1) e baixo (-1) conforme procedimento descrito por Rodrigues e lemma (2014): massa de
amostra (g), tempo de ultrassom 1 (min), volume do extrato (uL), volume de solvente de extracdo
(UL), proporcdo dos solventes de extracdo (hexano/tolueno, pL), volume de solvente dispersivo

(ml) e o tempo de ultrassom 2 (min).

Tabela 3. Matriz para o planejamento Plackett-Burman (PB) com os valores codificados e reais

para as sete variaveis.
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Ensaios Amostra Ultrassom Extrato  Solvente  Tolueno Agua Ultrassom

(9) 1(min) (ml) (ML) (%) (ml) 2 (min)
1 1(2) “1(1) “1(1) -1(300) -1(0) 1(6) 1(5)
2 1(2) 1(5) 1(2) -1(300) -1(0) -1(3) -1(1)
3 1(1) 1(5) -1(1) -1(300)  1(100) 1(6) -1(1)
4 1(2) “1(1) 1(2) 1(500) -1(0) 1 (6) -1(1)
5 1(2) 1(5) 1(2) -1(300)  1(100) -1(3) 1(5)
6 1(2) 1(5) “1(1) 1(500)  1(100) 1 (6) “1(1)
7 -1(1) 1(5) 1(2) 1(500) -1(0) 1(6) 1(5)
8 1(1) “1(1) 1(2) -1(300)  1(100) 1 (6) 1(5)
9 1(1) -1(1) 1(2) 1(500)  1(100) -1(3) -1(1)
10 1(2) “1(1) “1(1) 1(500)  1(100) -1(3) 1(5)
11 -1(1) 1(5) -1(1) 1(500) -1(0) -1(3) 1(5)
12 1(1) “1(1) “1(1) -1(300) -1(0) -1(3) -1(1)
13 0(1,5) 0(3) 0(15)  0(400) 0 (50) 0(4,5) 0(3)
14 0(1,5) 0(3) 0(15)  0(400) 0 (50) 0(4,5) 0(3)
15 0(1,5) 0(3) 0(15)  0(400)  0(50) 0(4,5) 0(3)

Ultrassom1: tempo de ultrassom no QUEChERS, Ultrassom2: tempo de ultrassom no DLLME

Avaliando os resultados do experimento realizado com 12 ensaios e as trés repeticdes do
ponto central gerados pelo Plackett-Burman, na tabela 4, pode-se perceber que a curvatura,
apresentou p-valores maiores que 10%, sendo significativa (p<0,1) para todos 0s compostos e
positiva. Nesse sentido, as respostas obtidas através das variaveis utilizadas indicaram o ponto
central como melhor condicdo para obtencdo de resultados analiticos. Para os efeitos obtidos
correlacionando a varidvel amostra, pode-se perceber que esta foi significativa apenas para o
indeno[123cd]pireno. Para o tempo de ultrassom no QUEChRES nenhuma das condigdes testadas
foi significativa estatisticamente (p-valor>0,1). O volume de agua utilizado como solvente
dispersor no DLLME, foi considerado a Unica variavel significativa para maior parte dos
compostos, com excecdo do acenafteno, benzo[a]antraceno e indeno[123cd]pireno. O efeito
significativo e positivo, pode estar associado a reducao de compostos interferentes, de alta e média
polaridade. Para a variavel volume de solvente extrator ndo foram observados efeitos significativos
para a obtencdo de respostas experimentais. Ja a variavel volume de tolueno, apenas o
benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno e benzo[ghi]perileno apresentaram p-valores maiores que
10% (p<0,1), sendo esta estatisticamente significativa na avaliagdo dos compostos anteriormente
citados. Para o benzo[b]fluoranteno o efeito foi positivo, ja para os outros dois compostos foram
negativos, bem como o tempo de ultrassom no DLLME que né&o foi significativo para maior parte

dos compostos.
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Para as variaveis que ndo apresentaram efeitos significativos, ou seja p-valor <0,1, como
quantidade de amostra, tempo de ultrassom no QUEChRES, volume de tolueno, volume de
solvente extrator e tempo de ultrasson no DLLME optou-se por manter as condi¢bes do ponto
central, visto que a curvatura foi significativa, indicando que as condi¢des do ponto central tiveram

efeito positivo sobre o processo de extracao.
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Tabela 4. Resultados dos principais efeitos na recuperacdo dos HPAs estimados a partir dos resultados do planejamento experimental Plackett-

Burman.
Compostos Curvatura Amostra uUs1 Agua Volume de Tolueno Volume do us2
extrato solvente
Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p- Efeito p-

valor valor valor valor valor valor valor valor
Acenafteno 496722,0 0,005 188850 0,727 -28564,7 0,600 92162,3 0,125 22646,3 0,676 -67473,0 0,240 39448,0 0,474 369010 0,502
Fluoreno 487456,8 0,002 73539,2 0,149 -20599,8 0,659 92784,5 0,081 456942 0,343 -54697,5 0,264 -2491,5 0,957 -3532,5 0,939
Fenantreno 1490081 0,003 83408 0,574 -160381 0,297 344042 0,050 -2827 0,984 -185547 0,235 53335 0,717 48590 0,741
Antraceno 915794 0,003 43200 0,632 -114951 0,228 250504 0,026 10321 0,008 -100868 0,283 19975 0,823 24842 0,781
Fluoranteno 893766 0,004 4382 0,962 -104576 0,285 233786 0,039 5730 0,950 -117841 0,234 6546 0,943 54509 0,563
Pireno 1132584 0,001 -20683 0,804 -118663 0,188 234343 0,026 -17154 0,837 -144095 0,121 27935 0,738 64824 0,448
Benzo[a]antraceno 190238,2 0,037 -25446,8 0,457 6479,2 0,846 32276,8 0,352 234135 0,492 190935 0,573 188145 0,578 134295 0,689
Criseno 278954,8 0,001 7562,8 0,699 -20758,2 0,308 100483,8 0,001 -131355 0,507 -16333,2 0,414 -3996,5 0,837 70642,2 0,009
Benzo[b]fluoranteno 3568448 0,001 -116111 0,477 -155843 0,348 396663 0,041 -84724 0,600 348514 0,063 -189961 0,261 144421 0,382
Benzo[a]pireno 593660 0,001 -43321 0,333 -52237 0,251 125967 0,022 -10131 0,813 -100573 0,050 7499 0,861 73232 0,125
Benzo[ghi]perileno 375308,2 0,001 -28036,5 0,277 -22659,5 0,371 894958 0,008 -3772,5 0,877 -49825,8 0,078 9084,5 0,712 52666,8 0,066
Dibenzo[ah]antraceno 205728,5 0,001 -5756,5 0,740 -7243,8 0,678 484815 0,026 -72425 0,678 -32269,2 0,100 8616,8 0,622 35244,2 0,078
Indeno[123cd]pireno  87868,8 0,001 -20983,2 0,023 -8153,8 0,284 8668,8 0,258 728,8 0,919 -9261,5 0,230 1930,2 0,790 120298 0,133

US1-tempo do ultrassom durante 0 QUEChERS; US2 —tempo de ultrassom no DLLME
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Os resultados obtidos com o Plackett-Burman indicaram o volume de &gua da
etapa de microextracdo liquido-liquido dispersiva foi a Unica variavel a ser considerada
para um proximo ensaio, como mostra na tabela o p-valor<0,1 indicando essa variavel
como significativa e com efeito positivo, sugerindo um aumento do volume de 4gua nessa
etapa. Portanto, realizou-se posteriormente uma otimizacdo univariada para o volume de
agua na etapa de DLLME. Os volumes testados foram 4, 5, 6 e 7 mL. O volume de 7 ml
foi o que apresentou melhores resultados, ou seja, maior &rea para os diferentes HPAs

analisados (Figura 3).
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Figura 3. Resultado da otimizacdo univariada em relacdo aos volumes de agua utilizada

no Plackett-Burman

A relacdo entre o aumento da area dos HPAs em fun¢do do aumento do volume
de 4gua no DLLME, est4 associado a polaridade das moléculas, a &gua ira ter mais
afinidade por moléculas com a mesmas caracteristicas (polar), dentre essas moléculas
podem estar alguns interferentes, que irdo ficar em contato com a agua, enquanto 0os HPAs

iram interagir com os solventes (hexano e tolueno) aumentando assim a resposta em area.

Dessa maneira, as condi¢cdes para variaveis avaliadas ficaram estabelecidas em:
1,5 g de amostra; 3 min no ultrason; 1,5 mL de extrato; 300 uL de solvente; 50% de

tolueno; 7 mL de &gua e 3 min ultrassom no DLLME, condi¢Ges do ponto central.
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4.3.2 Controle de qualidade de validacdo de método analitico

A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao efeito matriz (EM) sobre os
HPAs, utilizando o método de preparo de amostra final otimizado. Considerando 0s
valores propostos por Ferrer e colaboradores (2011), que consideraram |[EM| > 50% efeito
de matriz forte; 20% < [ME| < 50% efeito médio; e [ME| < 20% sem efeito de matriz, é
possivel observar que para o benzo[b]fluoranteno, benzo[a]pireno, Indeno[123cd]pireno
e benzo[ghi]perileno, ndo houve ME, pois os valores sdo inferiores a 20%. Ja para 0s
demais compostos ha uma nitida interferéncia da matriz, sendo obtidos valores de 172,7%
para o acenafteno, 150,9% para o fluoreno, 326,9% para o fenantreno, 227,2% para o
antraceno, 172,4% para o fluoranteno, 189,5% para o pireno, 114,3% para 0
benzo[a]antraceno], -36,1% para o criseno e 54,2% para o dibenzo[ah]antraceno. Para
esses nove compostos fica claro um efeito matiz mais forte, destacando a influéncia da

matriz na determinacdo desses HPAsS.
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Figura 4. Porcentagens do efeito de matriz (ME) para 0 método QUEChERS-DLLME-
GC-MS para cada HPA.
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Na tabela 5 estdo os resultados de performance das caracteristicas do método
desenvolvido, (limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo, recuperagéo). Com
relacdo ao limite de deteccéo e o limite de quantificagdo para os 13 HPAs variaram entre
5e 25 ug kgte 10 e 40 pug kg™ respectivamente. A linearidade, que foi estimada pelo
coeficiente de determinacdo (R?) das curvas de calibracédo, foram superiores a 0,99 para
todos os compostos analisados. Para as precisdes intra e inter-dias observou-se valores

menores coeficiente de variagdo Hortz.

Ja para os ensaios de recuperacdo, € possivel observar que os resultados ficaram
entre 83,2% (Criseno) e 119,5% (Benzo[ghi]perileno). Os valores estdo de acordo com o
proposto pelo guia de validacdo utilizado (recuperacdo entre 60% e 120%). Sendo um

indicativo que o método é adequado para uso analitico (Magnusson e Ornemark, 2014).

As curvas de calibragdo para cada HPA foram submetidas a significancia de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, bem como a andlise de variancia
(ANOVA) e testes de falta de ajuste (p = 0,05). As respostadas foram indicativos de que
as curvas de calibracdo foram significativas, apresentando p<0,05 e ndo apresentando
desvio de linearidade. Essas analises realizadas no software Statistica 12.5 (Statsoft).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/analytical-calibration

63

Tabela 5. Performance das caracteristicas do método desenvolvido (QUEChERS-DLLME-GC-MS) para a determinacdo de HPAs em cafés

Analito

Acenafteno

Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno

Pireno
Benzo[a]antraceno
Criseno
Benzo[b]fluoranteno

Benzo[a]pireno

Indeno[123cd]pireno

Dibenzo[ah]antraceno

Benzo[ghi]perileno

LOD
ng kg™t

0,10
0,10
0,10
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

0,05
0,10

0,05

LOQ
ng kg™

0,25
0,25
0,25
0,10
0,10
0,10
0,10
0,40
0,40
0,10

0,10
0,25

0,10

Faixa Linear
ng kg™

0,25-2,00
0,25-2,00
0,25-2,00
0,10-2,00
0,10-2,00
0,10-2,00
0,10-2,00
0,40 -2,00
0,40 -2,00
0,10-2,00

0,10-2,00
0,25-2,00

0,10-2,00

Linearidade
RZ

0,99

0,991

0,99

0,992

0,991

0,991

0,991

0,991

0,99

0,99

0,991
0,99

0,991

Modelo de regressao

y =0,0061x + 0,0651

y =0,0068x + 0,3742
y =0,0083x + 1,2831
y =0,0118x + 0,1729
y =0,0109x + 0,7612
y =0,0109x + 0,7992
y =0,0021x + 0,192
y =0,0012x + 0,0616
y =0,0042x + 0,82

y = 0,004x + 0,1008

y =0,0031x + 0,0964
y =0,0017x - 0,0118

y =0,0031x + 0,0964

Precisdo intra-dia  Precisdo inter-dia Recuperacéo
(%) (%) (%)

1 2 3 1 2 3

75 53 88 130 90 69 91,7
30,0 55 90 30,0 212 54 85,6
1,7 117 78 138 139 99 117,0
8,7 8,6 76 10, 78 79 109,1
129 125 58 188 116 88 118,6
78 151 56 194 170 97 112,9
45 57 174 99 14,1 131 857
61 170 170 6,1 20,2 20,3 832
84 206 219 84 225 22,0 1021
22 97 95 6,1 120 88 111,1
78 115 79 105 155 83 117,9
79 148 144 79 199 139 108,6
78 115 79 105 155 83 117,9
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4.3.3 Aplicacdo a amostras reais

O método desenvolvido foi aplicado em amostras comerciais de café, na tabela 6
temos os resultados, onde em onze das amostras analisadas foi possivel a quantificacéo
de alguns HPAs em 80% das amostras. As concentracfes verificadas nas amostras
variaram de 21 pg kg! benzo[a]pireno a 133 pg kg* dibenzo[ahJantraceno, sendo
interessante  destacar também que os HPAs indeno[123cd]pireno, criseno,
benzo[g,h,i]perileno e benzo[a]pireno foram os que mais foram detectados nas amostras
avaliadas. Avaliando a somatoria dos HPAs, pode-se perceber que algumas amostras
apresentaram maiores concentrages desses contaminantes do que outras, podendo-se
destacar as amostras CAb5, CA21, CA24 e CAZ26, que apresentaram maiores

concentracdes de HPAs.



Tabela 6. Teor de HPAs (ug kg™t) em amostras comerciais de café torrado
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Analito CAl1 CA2 CA3 CA4 CAS CAb Agxs{cras CA8 CA9 CAl10 cAl1l CA12 CAl13 CA14
Acenafteno <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ < 0Q <LOQ - ]
Fluoreno - - - - - - - - - - - - - -
Fenantreno - - - - 55+0,8 - - - - - - - - -
Antraceno - - - - <LOQ - - - - - - - - -
Fluoranteno - - - - 34+4 - - - - - - - - -
Pireno - - - - 45+3 - - - - - - - - -
Benzo[a]antraceno - - - - - - - - - - - - - -
Criseno - - - - <LOQ <LOQ - - - - - - - -
Benzo[b]fluoranteno - - - - - - - - - - - - - -
Benzo[a]pireno - - 5742 - <LOQ <LOQ - - - - - - - -
Indeno[123cd]pireno <LOQ - - 21+6 21+ 4 <LOQ <LOQ - - <LOQ - - - -
Dibenzo[ah]antraceno - - - - - - <LOQ - - - - - - -
Benzo[ghi]perileno - - - - - <LOQ - - - - - - - -
Soma dos HPAs 50 47,5 102 66 197,5 57,5 55 47,5 47,5 50 47,5 47,5 42,5 42,5




Continuacéo tabela 5.

66

Analito égfgtracszmes CAl7 CA18 CA19 CA20 CA21 CA22 CA23 CA24 CA25 CA26 CA27 CA28
Acenafteno - - - - - - - - - - - - - -
Fluoreno - - - - - - - - - - - - - -
Fenantreno - - - - - - - - - - - 68+8 - -
Antraceno - - - - - - - - - - - - - -
Fluoranteno - - - - - - - - - - - - - -
Pireno <LOQ - - - - - - - - - - - - -
Benzo[a]antraceno - - - - - - - - - - - - - -
Criseno <LOQ <LOQ - - - - 436 - - - 3547 - - <LOQ
Benzo[b]fluoranteno - - - - - - - - - - - - - -
Benzo[a]pireno - <LOQ - 2148 - - - 23+2 - 04+7 - - - -
Indeno[123cd]pireno - 3147 - - - - 4548 - 76+3 - - - - -
Dibenzo[ah]antraceno - - - - - - - - - 129+9 - 133+7 - -
Benzo[ghi]perileno - <LOQ - - - <LOQ 516 - 2346 - - - - -
Soma dos HPAs 47,5 78,5 425 61 425 45 174 63 136,5 258 75 233,5 42,5 45

<LOQ - esta entre o limite de deteccdo(LOD) e o limite de quantificado (LOQ);(-)néo detectado
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4.4 CONCLUSAO

A técnica de microextracdo liquido-liquido dispersiva combinada com QUEChERS foi
empregada para determinacéo de 13 HPAs café por GC-MS. Usando o planejamento de Plackett-
Burman foi identificada a principal variavel de preparo de amostra que pode afetar
significativamente a extracdo de HPAs. Além disso, este desenho experimental contribuiu para a
menor geracéo de residuos, tempo e custo final envolvidos no desenvolvimento do método devido
ao numero reduzido de experimentos realizados. No geral, 0 método desenvolvido apresenta
caracteristicas atrativas para analises de rotina, incluindo pequena quantidade de amostra, baixo
consumo de reagente e facil operacao, contribuindo para uma abordagem de preparacdo de amostra

“verde”.

Os resultados obtidos em algumas amostras demonstraram a presenca desses

contaminantes, reforcando que ha necessidade do estabelecimento de niveis legais para os cafés.
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5. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho foi constituido de dois artigos, um de revisdo com o desenvolvimento do
levantamento bibliogréfico em torno do tema HPAs em café envolvendo as metodologias
utilizadas para tal finalidade, e o outro com uma abordagem sobre o desenvolvimento e validacao

de uma metodologia de determinagdo desses compostos na matriz de café.

Com o desenvolvimento do levantamento bibliografico, ficou evidente que avaliacdo de HPAs
em café é um tema que vem recebendo atencao, tal fato pode ser justificado pela quantidade de

trabalhos publicados acerca do assunto.

Na literatura estudos indicam que as principais fontes de contaminacgdo de alimentos por
HPAs é a contaminacdo ambiental, bem como processamento de alimentos que envolvam altas
temperaturas (Lawal, 2017; Kacmaz, 2019), podendo-se destacar a torrefacdo de gréos, a exemplo
do café (Pincemaille et al., 2014; Rose et al., 2015). O mecanismo de formac&o desses compostos
ndo é completamento evidenciado, mas sabe-se que em elevadas temperaturas, como as de
torrefacdo, podem desencadear a pirolise de matérias organicas presentes no café, promovendo a
quebra de macromoléculas. Podendo acarretar a formacdo de moléculas mais leves de baixo peso
molecular e radicais livres intermediarios, que apresentam alta reatividade, estes compostos sao
ciclicizados e recombinados formando compostos de alto peso molecular a exemplo dos HPAs.
Essas moléculas migram gradualmente para a parte hidrofébica do alimento e se acumulam,
podendo estar presentes em concentracdes variadas nos alimentos (Houessou et al., 2008; Singh
etal., 2020; Wen et al., 2018; Badger & Buttery, 1958; Chen & Chen, 2001). O risco da exposi¢édo
de seres humanos a HPAs esta associado ao seu potencial toxico, como carcinogénese (Amirdivani
et al., 2019), teratogenicidade (Crowell et al., 2014; Perera et al., 2005; Rossnerova et al., 2015;
Tarantini et al., 2011; Tiwari et al., 2017), genotoxidade (Lewtas, 2007; Onopiuk et al., 2021;
Schwerdtle et al., 2010), imunotoxicidade (Corsini & van Loveren, 2014).

A respeito desse tema, no presente trabalho utilizou-se 55 artigos que abordavam a
presenca de HPAs em café, com esse levantamento pode-se perceber que a cromatografia é a
técnica mais utilizada, tendo énfase 0 uso da cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massa (MS) (Kacmaz, 2019), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando deteccao
de fluorescéncia (FLD) também recebeu destaque nos trabalhos utilizados. Com relagéo a técnicas
de preparo de amostra a MSPE (Extragdo em Fase Sélida Magnética), LLE (Extracdo Liquido-
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Liquido), SPE (Extracdo em fase solida), bem como, QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe), tem sido utilizadas para analise de HPAs em amostras café em diversos estudos
(Bishnoi et al., 2005; Houessou et al., 2005; Kamal El-Deen & Shimizu, 2021a; Wu et al., 2021).

O levantamento desses estudos também indicou que ha muitos estudos sobre a incidéncia
de HPAs em amostras de café, esses trabalhos avaliaram o grdo do café verde, gréo torrado e moido
e a bebida de café, e foram desenvolvidos em diversos paises, tendo destaque China, Japdo,
Tailandia, Etiopia. No Brasil ndo ha muitos estudos realizados em amostras de café comercial,
sendo um ponto que chama atencao em virtude da representatividade dessa commodity em nosso

territorio, uma vez que o Brasil € o segundo maior consumidor de café a nivel mundial.

Diante do exposto, considerando a problematica associada aos HPAs, o presente trabalho
traz o desenvolvimento e validacdo de uma técnica para analise de HPAs em amostras de café
torrado e moido. A técnica de preparo de amostra QUEChRES-DLLME, foi otimizada por meio
do planejamento experimental Plackett-Burman e da otimizacdo univariada. O método
estabelecido teve as seguintes condi¢des fixadas 1,5 g de amostra; 3 min no ultrason; 1,5 mL de

extrato; 300 uL de solvente; 50% de tolueno; 7 mL de dgua e 3 min ultrassom no DLLME.

Com relagdo os resultados de performance das caracteristicas do método desenvolvido,
(limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo, recuperacao). O limite de deteccdo e o limite
de quantificagdo para os 13 HPAs variaram entre 5 ¢ 25 pg kg-1e 10 e 40 pg kg-1 respectivamente.
A linearidade, que foi estimada pelo coeficiente de determinacdo (R?) das curvas de calibragéo,
foram superiores a 0,99 para todos os compostos analisados. Para as precisdes intra e inter-dias
observou-se valores menores coeficiente de variacdo Hortz. E os ensaios de recuperacao, € possivel
observar que os resultados ficaram entre 83,2% (Criseno) e 119,5% (Benzo[ghi]perileno). Os
valores estdo de acordo com o proposto pelo guia de validacéo utilizado (recuperagéo entre 60% e
120%). Sendo um indicativo que o método é adequado para uso analitico (Magnusson e Ornemark,
2014).

O meétodo desenvolvido foi aplicado em amostras comerciais de café, onde os HPAs
foram encontrados em 80% das amostras. As concentracdes verificadas nas amostras variaram de
21 ug kg-1 benzo[a]pireno a 133 pg kg-1 dibenzo[ah]antraceno, sendo interessante destacar
também que os HPAs indeno[123cd]pireno, criseno, benzo[g,h,i]perileno e benzo[a]pireno foram

0s que mais foram detectados nas amostras avaliadas.
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6. CONCLUSAO GERAL

A presencga de HPAs em amostras de café é um fato que vem sendo reportado na literatura,
entretanto no Brasil ainda sdo poucos os estudos que avaliam a presenca desses contaminante em

amostras comerciais.

Metodologias analiticas sdo ferramentas primordiais para determinacdo desses
contaminantes. A Combinac&o da técnica e analitica GC-MS e as técnicas de preparo de amostra
QUEChERS combinada com DLLME apresentaram boa resposta na determinacdo 13 HPAs em
amostras de café, podendo-se destacar pequena quantidade de amostra, baixo consumo de reagente
e féacil operacdo. Os resultados obtidos no presente estudo indicam a presenca desses
contaminantes em amostras de café comercializadas no Brasil, sugerindo a necessidade do

estabelecimento de limites maximos para esses compostos.



72

1. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS
Tendo em vista a escassez de estudados sobre HPAs em café comercializado no Brasil uma
das sugestdes para estudos futuro seria a avaliagdo de um nimero maior de amostras, de diferentes

regides (Norte, Nordeste, Centro-Oeste Sul e Sudeste).
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Tabela 1. Condi¢bes GC-MS/MS

MATERIAL SUPLEMENTAR

85

Analito lon (m/z) Tempo de retencdo  Tempo janela
Naftaleno D8 136 31 1
Acenafteno 153 154 152 4,489 2
Fluoreno 166 165 163 4,898 3
Fenantreno 178 176 179 6,498 4
Antraceno 178 176 179 6,604

Fluoranteno 202 200 203 9,643 5
Pireno 202 203 101 10,394

Criseno D12 240 236 241 15,604 6
Benzo[a]antraceno 228 226 229 15,425

Criseno 228 226 229 15,604
Benzo[b]fluoranteno 252 253 250 21,888 7
Benzo[a]pireno 252 253 250 22,682
Benzo[ghi]perileno 276 277 274 26,652 8
Dibenzo[ah]antraceno 278 279 276 26,931
Indeno[123cd]pireno 276 137 138 27,738
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Tabela 2. Teste de Tukey estudo exploratério das técnicas de extracdo QUEChERS, d-SPE e

DLLME
1 2 3 4 5 6

Acenafteno 18324 25134%  26960®  33809.75°  24603.75® 309307
Fluoreno 23539.25°  33579.5° 28390.75*  23687.75°  18539.25°  31147.75°
Fenantreno 63086.75° 547235 60279.5°  68182.5°  58041.75°  83496.75°
Antraceno 41623.75°  40839.5° 53134®  56738H  39113.75b 64327
Fluoranteno 36196  34796°  45264.5%c 49907  32456.25°  59117.5°
Pireno 3320075 31331°  431405® 465405  29353.75b 578325
Benzo[a]antraceno 20065.25% 16133  2835075% 25682%°  17914%  297585°
Criseno 1776125% 1404925 267895  2396925% 14964"  25292.25%
Benzo[b]fluoranteno 40655.75°  87140° 88030 150629.75¢ 76263.5*  167702.5°
Benzo[a]pireno 19424.25"  18328.5° 39009 36979.75° 19473 44072.25°
Benzo[ghi]perileno 10781.25° 9986°  344385°  35491° 10559.5°  35590.75
Dibenzo[ah]antraceno ~ 548L75°  61535°  15226.25° 15854.5%  6257.25°  15320.5°
Indeno[123cd]pireno 10596.75" 26498.75°  26649.75*  10833.5"  28352.75°

10502.75
b
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Figura 1. Resultados do Plackett-Burman para os 13 HPAsbbbb
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