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Introducao

A acrilamida (CH,=CH-CONH,)
ou 2-propenamida €& um sdlido
branco cristalino e inodoro, de peso
molecular igual a 71,08 g.mol",
soluvel em agua, acetona e etanal,
e insoluvel em solventes apolares.
Estas propriedades proporcionam a
acrilamida uma alta mobilidade no
solo e em aguas subterrdneas. Esta
substancia tem sido utilizada como
produto quimico industrial desde a
década de 1950, tendo seu principal
uso como intermediario na produgao
de poliacrilamida (Eriksson, 2005). A
acrilamida também se forma durante o
processamento dos alimentos (fritura,
cozimento, torrefagdo, entre outros)
através de reagdes entre aminoacidos
(em particular, o aminoacido
asparagina) e acucares redutores. A
Agéncia Internacional para Pesquisa

sobre o Cancer classificou a acrilamida
como “provavel cancerigeno” para os
seres humanos (Grupo 2A) com base
em estudos em animais (IARC, 2002).
Pesquisas recentes relatam sua
presenca em alimentos processados,
bem como suas agdes neurotéxicas
e carcinogénicas (Arisseto; Toledo,
2006).

Dessa forma, € muito importante
conhecer os niveis de acrilamida nos
alimentos, principalmente no cafe,
pois o seu consumo diario é elevado
no Brasil. Os principais fatores que
influenciam o teor de acrilamida no
café sdo: o grau de torra (o café de
torra mais leve possui quantidades
maiores quando comparado com 0s
mais tostados), as espécies de café
(normalmente o café robusta, Coffea
canéfora, contém concentracbes
mais elevadas do que o arabica,
Coffea arabica), além do processo



e quantidade de agua utilizada no
preparo do café (Alves, 2010).

Métodos de quantificagao
de acrilamida em alimentos séao
necessarios para avaliar com
precisao a exposi¢do humana a esta
substancia prejudicial. Tais métodos
devem produzir dados confiaveis. A
determinagcao da concentragdo de
acrilamida em alimentos requer uma
capacidade analitica apropriada,
com o uso de técnicas complexas de
preparo de amostras antes da analise
instrumental, que deve contar com
equipamentos modernos.

O objetivo deste trabalho foi
descrever um método implantado
para determinacdo e quantificagdo
de acrilamida em café torrado usando
cromatografialiquida de ultraeficiéncia
acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLUE-EM/EM).

Parte experimental

Preparo dos padroes
Solucgao padrao de acrilamida

Foram preparadas uma solugao
estoque com concentracdo igual a
1,032 mg.mL" e duas solugdes de
trabalho com concentragcdes iguais a
516 ug.mL"' e 103,2 yg.mL"" em agua
ultrapura.

Padrédo interno: padrdo de "C,
acrilamida

Diluiu-se a
acrilamida (1

solugdo de 'C
mg.mL")

3
em agua

ultrapura, de modo a se obter uma
solucédo de trabalho de concentragao
igual 1 ug.mL-".

Curva Analitica

Foi preparada uma curva analitica
de acrilamida com oito pontos a partir
das solugbes de trabalho, com as
seguintes concentragdes: 0; 2,58;
5,16; 10,32; 25,8; 51,6 e 129,0 pg/L.
Em cada ponto foram adicionados
50 uL da solugdo 1 pug.mL" de ™C,
acrilamida como padréao interno.

Condigcdoes Cromatograficas e
Parametros do Espectrometro de
Massas

A fase moével A foi composta por
solugdo aquosa de acido férmico 0,1
% e a fase moével B por acetonitrila
com 0,1 % de acido férmico. Utilizou-
se modo isocratico, com 95 % da fase
A e vazdo de 0,2 mL /min. Foi utilizada
a coluna cromatografica Waters
Acquity UPLC® BEH C,, (100 mm x
2,1 D.l., 1,7 ym) com temperatura
do forno de 25 °C. O espectrometro
de massas Quattro Premier XE® foi
operado com fonte de ionizagdo por
eletronebulizagcdo (ESI) em modo
positivo. Os paradmetros de operacao
foram ajustados para as seguintes
condicdes: voltagem do capilar: 3,5
kV; temperatura da fonte de ions: 120
°C, temperatura de dessolvatagao:
450 °C; fluxo do gas do cone (N,): 50
L.h""; fluxo do gas de dessolvatagao
(N,): 700 L.h""; fluxo do gas de colisédo
(arg6nio): 0,16 mL.min"".  Através
da infusdo da solugdo de trabalho



de acrilamida com concentragao
igual a 1 pg.mL' foram ajustados
os parametros do espectrémetro
de massas e foram estabelecidas a
transicao de quantificagédo, a energia
de colisdo e a voltagem do cone.

Preparo das amostras

A extragao de acrilamida nas
amostras de café foi feita com agua
ultrapura por agitagdo e limpeza
através da técnica de supported liquid
extraction (SLE) (Xu et al., 2014)
com a coluna Isolute SLE+®. Foram
pesados 2 g de amostra comercial de
café torrado em tubo de centrifuga
de 50 mL e adicionados 10 mL de
agua ultrapura e 400 pL da solugao
de ™C, acrilamida (1 pg.mL"). Em
seguida, agitou-se manualmente
por 30 s, em vortex por mais 30 s e
em banho ultrassénico por 20 min.
Centrifugou-se a 3600 rpm por 20
min a 20 °C. Foram retirados 0,6 mL
do sobrenadante para um tubo de
centrifuga contendo 13 yL de solugéao
saturada de hidroxido de amébnio,
agitou-se o tubo e transferiu-se 500
ML para a coluna Isolute SLE+®. Apds
5 min, eluiu-se com 2,5 mL da mistura
de acetato de etila (1:1), com fluxo
sob gravidade, recolhendo-se num
tubo contendo 2 pL de etilenoglicol.
Em seguida, evaporou-se a secura
com nitrogénio (N,), reconstitui-se
com 500 pyL da fase movel A, filtrou-
se em membrana PTFE 0,45 uym e
transferiu-se para o vial do sistema
Acquity UPLC®.

Resultados

Condigoes Cromatograficas
e Ajustes dos Parametros do
Espectrometro de Massas

A escolha da fase moével foi feita
de acordo com a solubilidade da
acrilamida. Através da infusdo da
solucdo de trabalho de acrilamida foi
estabelecido o ion precursor [M + H]*
de relagdo massa/carga (m/z) igual a
72, a transigcdo de quantificagdo de
72-55, a transicado de confirmacéao de
72-27, a energia de colisdo de 13 V
e a voltagem do cone de 20 V. Para o
padréo isotopico de acrilamida (*C,)
foi estabelecida a transigcao de 75—->58.
O tempo de retencgéo da acrilamida foi
de 1,36 min. Ndo foram observados
interferentes da matriz com mesmo
tempo de retencdo e relacdo m/z da
acrilamida. Isso demonstra que o
método é seletivo. Os cromatogramas
obtidos para a acrilamida e para o seu
padrdo isotdpico encontram-se nas
Figuras 1 e 2, respectivamente.

Curva analitica

A curva analitica obtida para a
acrilamida encontra-se na Figura 3.
Foi observada uma boa correlagéao
entre a concentragdo do analito e a
resposta instrumental, com valores
de coeficientes de correlacao
(r) e de determinagdo (r?) acima
de 0,99 (0,997814 e 0,995632
respectivamente), para a faixa de
trabalho de 0 a 129 ug.L™.
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Figura 1. Cromatograma do ion extraido
obtido para a acrilamida.
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Figura 2. Cromatograma do ion extraido
obtido para a acrilamida C.,.
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Figura 3. Curva analitica obtida para a
acrilamida
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Aplicagcdo do método em amostras
comerciais

O Brasil ndo estabelece um limite
para o teor de acrilamida em café. A
Portaria n° 518 do Ministério da Saude
estabelece o limite de 0,5 pg.L"' de
acrilamida na agua potavel (Brasil,
2017).

A Recomendacao 647 da Comisséo
Europeia estabelece o limite de 450
Mg.kg"' para a acrilamida em café
torrado e 900 ug.kg™" para o café soltvel
(Comission of European Communities,
2013).

O valor médio de acrilamida obtido
para a amostra comercial de café torrado
foi de 44,78 ug.kg™. Este valor encontra-
se dentro da faixa de trabalho do
método (0 a 2580 pg.kg™) e é dez vezes
menor do que o limite estabelecido pela
Comisséao Europeia.

Conclusao

O método implantado se mostrou
adequado para identificar e quantificar
a acrilamida em café torrado, sem a
presenga de interferentes, e com faixa
de trabalho adequada para atender aos
requisitos da legislagao existente.
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