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RESUMO - Com um aumento crescente da producdo e consumo em escala mundial, o café tem sido
investigado com o intuito de minimizar os prejuizos a sua qualidade, como as recorrentes praticas de
adulteracdo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia por Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia e Espectrometria de Massas Sequencial (CLUE-EM-EM) e determinar marcadores
quimicos para diferentes adulterantes do café comercial. O método por Cromatografia com Interacdo
Hidrofilica (CIH) apresentou melhor resolucdo cromatogréafica, sendo utilizado para analisar 0s graos
de arroz, milho, cevada e soja, apds processamento térmico similar ao café, quanto a presenga de
diferentes carboidratos. Através da razdo massa/carga e do perfil de fragmentacgdo, foi confirmada a
diferenciagéo da soja por rafinose e estaquiose; milho por maltose; e arroz e cevada por maltotriose.
Estes resultados possibilitardo a obtencdo de analises mais precisas, sendo ainda necessario estudos
com misturas em proporc¢des conhecidas do café e dos adulterantes.

ABSTRACT - Due to the worldwide increasing production and consumption, coffee has been
investigated with the purpose of minimize the damage to its quality, as the widespread practices of
adulteration. The aim of this study was to develop a methodology by Ultra Performance Liquid
Chromatography and Mass Spectrometry Tandem (UPLC-MS-MS) and determine chemical markers
for different adulterants in commercial coffee. The method by Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography (HILIC) showed better chromatographic resolution, and the grains of rice, corn,
barley and soybean, after thermal process similar to coffee, were analyzed for the presence of
different carbohydrates. By mass/charge ratio and fragmentation profile, it was confirmed the
differentiation of soybean by raffinose and stachyose; corn by maltose; and barley and rice by
maltotriose. These results will make it possible to obtain more precise analysis, but it is still necessary
studies with mixtures of known proportions of coffee and adulterants.

PALAVRAS-CHAVE: fraudes; identificacdo; fragmentacéo; alta resolucéo.
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1. INTRODUCAO

Os frutos do cafeeiro, pertencente a familia Rubiaceae, sdo responsaveis por prover uma das
bebidas mais apreciadas em todo o mundo e cujo consumo e producdo em escala mundial
apresentaram um aumento crescente nas Ultimas décadas. A qualidade do café pode ser influenciada
por diferentes fatores, como a espécie boténica utilizada, as condi¢bes do processo de torrefacdo e até
a ocorréncia de adulteragbes (Franca et al., 2005; Gonzalez-Rios et al., 2007; ABIC, 2015; ICO,
2015).

Desde 1851, sdo observados relatos de fraudes em café por adicdo de matérias-primas de
menor custo, como raiz de chicoéria, milho e cevada, e atualmente diversos 6rgdos internacionais e
nacionais tem atuado na garantia da qualidade do café (Lancet, 1851; Oliveira et al., 2015). Até o
inicio de 2013, a Instrucdo Normativa de n°16 de 24 de maio de 2010 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2010) encontrava-se em vigor e reprovava cafés torrados em graos e
cafés torrados e moidos quando estes apresentam teor de impurezas, sedimentos e matérias estranhas
igual ou superior a 1,0%. Ha uma forte tendéncia para que entre em vigor uma instrugdo normativa
mais rigida, sendo necessario o desenvolvimento de métodos que empreguem técnicas analiticas com
maior sensibilidade e seletividade.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de deteccdo por Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CLUE-EM-EM) e determinar 0s
carboidratos marcadores de adulteracdo por adi¢do de arroz, milho, soja e cevada em café comercial.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais, Solventes e Equipamentos
Para o desenvolvimento do método cromatogréafico, foram adotados inicialmente padrdes, da
marca Sigma-Aldrich® (Alemanha), dos carboidratos mencionados por Santiago et al. (2012):

Tabela 1 — Relacdo entre os carboidratos e os provaveis adulterantes utilizados.

Analitos Massa Molar (g.mol™)  Ton Molecular [M+Na]* Indicativo de Adicéo
Maltose 342,1162 365,1059 Milho
Rafinose 504,1690 527,1587 Soja
Estaquiose 666,2218 689,2115
Kestose 504,1690 527,1587 Cevada
Nistose 666,2218 689,2115

Fonte: Os autores.

Os solventes utilizados foram acetonitrila e metanol, grau LC-MS, e acido férmico, grau de
pureza 98-100%, da Merck® (Alemanha). A &gua purificada empregada nos experimentos foi obtida
pelo sistema de purificacdo de agua Milli-Q® Gradient 10A Millipore® e Elix® /RiOs™ 5 (EUA).
Adquiriram-se também grdos de café torrado, milho, soja, cevada e arroz integral no comércio
varejista da cidade do Rio de Janeiro — RJ.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia Acquity UPLC® acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolucio Synapt®, modelo G1, com ionizagdo por
eletronebulizacéo e analisadores do tipo quadrupolo e tempo de voo (QTdV), da Waters® (EUA),
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e colunas Acquity UPLC® BEH Cy (2,1 mm x 150 mm, 1,7 um), da Waters® (EUA), e Kinetex®
HILIC 100A (2,1 mm x 50 mm, 1,7 um), da Phenomenex® (EUA).

2.2 Experimental

Preparo de solucdo-padrdo: Foi pesado 1 mg de cada padrdo de carboidrato em baldo
volumétrico de 50,00 mL, resultando em uma solucfo-padrdo com concentracdo de 20 pg.mL™.
Realizou-se ainda uma diluicdo 1:4 (v/v) para obtencdo de solugdo-padrdo igual a 5 pg.mL™ de cada
carboidrato. Outra solugdo foi preparada de maneira similar utilizando como solvente um extrato
cafeico obtido a partir da aplicacdo da metodologia de Macrae (1998) em gréos de café torrados.

Determinacdo do método por CLUE-EM-EM: O método cromatografico foi estabelecido
através de um estudo com o emprego de diferentes tipos de fase estacionaria; tipos de solventes e de
composicao da fase mével, em % v/v; do volume de vazio, em mL.min™; e da temperatura da coluna,
em °C. Foi adotado o método por Cromatografia com Interacdo Hidrofilica (CIH), com a utilizacéo de
coluna HILIC e fase movel em gradiente de acetonitrila e solu¢do aquosa de acido formico a 0,1%
(v/v), conforme Tabela 2, com os parametros volume de injecdo de 1,0 pL, fluxo de 0,5 mL.min™,
temperatura da coluna de 35°C e tempo de corrida de 10 min. As condigdes do espectrémetro de
massas foram empregadas de acordo com Martins et al. (2015), com a detecgdo dos ions moleculares
referentes aos adutos de sadio [M+Na]" e fragmentacéo por energias de colisdo de 15,0 V para os fons
de m/z 365, 25,0 V para ions de m/z 527 e 30,0 V para ions de m/z 689.

Tabela 2 — Composicdo da fase movel: acetonitrila (A) e solu¢do aquosa de acido férmico a 0,1% (B).

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

Fonte: Os autores.

Torrefacdo dos adulterantes do café: Os grdos de milho, cevada, arroz e soja foram
encaminhados para o Laboratério de Micologia, localizado na Planta-Piloto de Pds-Colheita da
Embrapa Agroindistria de Alimentos, onde foram submetidos ao tratamento térmico similar ao
utilizado para torrefagdo do gréo de café verde e obtidas amostras moidas com coloragdo semelhante
ao café comercial.

Anaélise de aclcares soluveis: A partir das amostras in natura e torradas, foram obtidos, pelo
método de Macrae (1998), extratos de aglcares para milho, cevada e arroz. Para o estudo com soja,
adotou-se o método abordado por Oliveira et al. (2010) devido ao seu contetido proteico. Procedeu-se,
portanto, a verificagdo por CLUE-EM-EM da presenca e auséncia dos analitos, antes e apds o
processamento térmico, determinando os carboidratos especificos como marcador de adulteracdo para
cada tipo de grdo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram desenvolvidos dois métodos cromatogréficos tanto por Fase Reversa (FR), utilizando
coluna contendo fase estacionaria Cyg, quanto por CIH através do uso de coluna de silica. O primeiro
método mostrou-se inviavel devido a baixa repetitividade dos tempos de retencdo dos analitos em
corridas cromatogréficas realizadas em diferentes dias. Segundo Walter et al. (2005), a perda de
resolucdo esta relacionada com a interrupcéo e o reinicio do fluxo de fase movel altamente aquosa
(acima de 90% v/v) em colunas de fase reversa, sobretudo aquelas que possuem poros de didmetros
médios menor que 20 nm, como as colunas para CLUE. Quando o fluxo cessa, a pressao liberada
favorece a saida da fase mével dos poros da fase estacionaria apolar, principalmente na saida da
coluna, regido mais proxima a pressdo atmosférica, o que diminui a interacéo entre fase estacionaria e
fase mavel.

O segundo método, por CIH, apresentou boa resolucdo cromatografica e maior estabilidade
entre corridas cromatograficas e dias de analise e, por este motivo, foi adotado para o estudo dos
adulterantes. A Figura 1 refere-se ao cromatograma da solucéo-padrao em agua, cujo perfil foi similar
para a solucdo-padréo em extrato cafeico.

Figura 1 — Cromatograma do pico base, por CLUE-EM, da solugdo-padréo a 5,0 pg.mL™ em agua,
com deteccdo da maltose (tr — 0,85), kestose (tr — 1,73), rafinose (tr — 2,06), nistose (tr — 3,48) e
estaquiose (tr — 5,27).
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Fonte: Os autores.

Apos a determinacdo do método, foi realizado o estudo de cada adulterante, verificando o
possivel efeito do processamento térmico. Os resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Detec¢édo dos analitos, por CLUE-EM-EM, nas matrizes in natura e torrada.

Matriz Condicoes lons observados
Arroz In natura ' PresAeng_a de rafi'nose
230°C por 50 min Auséncia de rafinose
Milho In natura ' Presenca de maltose e rafinose
250°C por 30 min Presenca de maltose
Cevada In natura _ Preseng_a de kestose, rafi_nose e ni_stose
230°C por 100 min Auséncia de kestose, rafinose e nistose
Soja In natura ' Presenca de rafinose e estaquiose
245°C por 15 min Presenca de rafinose e estaquiose

Fonte: Os autores.
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Entre os adulterantes, a soja apresentou maior facilidade de diferenciacéo, sendo confirmada
a possibilidade de detecgdo por rafinose e estaquiose, enquanto o extrato aquoso de milho foi o Gnico
em que foi possivel identificar a presenca de maltose, mesmo que em baixa intensidade. Destaca-se
ainda a auséncia dos analitos, sobretudo kestose e nistose, no teste com cevada torrada, podendo ser
associado ao elevado tempo de exposicdo ao calor.

Os extratos de arroz, cevada e milho apresentaram ainda dois ions de m/z 527 e 689, que se
referem aos isémeros de rafinose e kestose e de estaquiose € nistose. O ion de m/z 527 foi identificado
como a maltotriose, pela razdo m/z observada e pelo perfil de fragmentacdo. O ion molecular da
maltotriose apresenta uma menor tendéncia a fragmentacdo do que a kestose e a rafinose, na energia
de colisdo de 25,0 V, conforme Figura 2.

Figura 2 — Comparacao entre os espectros de massas sequencial (EM-EM) dos isdmeros rafinose,
kestose e maltotriose, sob energia de colisdo de 25,0 V.
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Fonte: Os autores.

Portanto, foi possivel diferenciar os extratos de soja dos demais adulterantes através da
comparacdo dos espectros de massa dos isdmeros de m/z 527. O ion de m/z 689 apresentou
comportamento similar a maltotriose, sendo necessario o estudo da fragmentacdo da maltotetraose.

4. CONCLUSAO

A partir do acoplamento entre as técnicas de Cromatografia Liquida de Utra Eficiéncia e
Espectrometria de Massas Sequencial, foi possivel desenvolver dois métodos de deteccdo de
oligossacarideos, sendo o método de separacdo por cromatografia por interagdo hidrofilica
apresentando maior reprodutibilidade quando comparado ao método por fase reversa. Além disso, 0
seguinte estudo do efeito da torrefacdo sobre os principais adulterantes do café comercial permitiu a
confirmacdo da diferenciacdo entre a soja, cujo marcador € a rafinose e a estaquiose; o milho, que foi a
Unica matriz a ser detectada a maltose; e o arroz e a cevada, em que a presenca de apenas maltotriose
pode ser considerada um indicativo da adicdo destes grdos. O preparo de misturas entre um café isento
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de adulteracdo e estes materiais vegetais possibilitara a determinacéo do limite de detecgdo para cada
adulterante e a verificagdo do efeito matriz sobre os analitos investigados.
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