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Resumo

A descoberta de acrilamida em alimentos processados a altas temperaturas,
nomeadamente fritos e assados, foi divulgada pela primeira vez por Tareke et. al. em
2002.

Os produtos a base de batata, os cereais, incluindo o pao ‘e as bolachas, o café e os
seus derivados sao os alimentos que apresentam maior quantidade de acrilamida e que
mais contribuem para a sua ingestao didria uma vez que sdo géneros alimenticios que
fazem parte dos habitos alimentares da populagdo em geral.

O mais importante mecanismo de formagdo da acrilamida envolve a reacgdo a
temperaturas elevadas entre agticares redutores e o aminoécido asparagina, precursores
abundantes nestes alimentos, através da reaccdo de Maillard. Actualmente, ainda nao
ha formas eficazes para diminuir genericamente a quantidade de acrilamida que se
forma durante o processamento dos alimentos, mas apenas aplicacoes isoladas para as
diferentes matrizes alimentares.

Os métodos analiticos mais utilizados para a detecgdio e quantificagio da
acrilamida baseiam-se em GC-MS e LC-MS com ou sem derivatizacdo da substiancia. A
maioria dos métodos desenvolvidos sdo eficazes para analisar a generalidade dos
alimentos mas apresentam problemas de sensibilidade e selectividade quando se
aplicam a matrizes mais complexas nomeadamente café e cacau.

O objectivo do trabalho discutido nesta dissertagao foi desenvolver um método
adequado para quantificar acrilamida em café “expresso” e derivados de café. Para o
efeito desenvolveu-se e optimizou-se um processo inovador de purificagdio das
amostras, baseado no uso de duas colunas de extraccdo em fase sélida (SPE) com
diferentes sorbentes, a que se seguiu a derivatizacdo do composto por bromacao e a
analise por GC-MS no modo SIM (Single Ion Monitoring). O método foi aplicado a
amostra;s de café torrado analisadas como “expresso”, a amostras de café solavel e a
misturas de café com cereais e leite (cappuccino).

Os resultados obtidos revelam que o café “expresso”, o café solavel classico, o

café descafeinado e o cappuccino apresentam em média 0,62, 0,64, 0,88 e 0,45 pg de
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acrilamida por chavena de 30 mL, respectivamente. As misturas de café com cereais
apresentam 2,15 pg AA/chévena. Estes resultados demonstram que a presenca de
cereais nas misturas aumenta a quantidade de acrilamida observada.

O método descrito nesta dissertacio ¢ adequado para analisar acrilamida em
amostras de café e sucedaneos, permitindo a correcta quantificagdo da’ substancia sem

os problemas usualmente associados a este tipo de matrizes.
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Abstract

The occurrence of acrylamide in foodstuff, namely in certain baked and fried
products such as potato crisps and French fries, was first reported by Tareke et. al. in
2002. '

Seemingly, acrylamide is likely to be found in food products that have been
subject to heating, with the exception of boiling, during the consecutive processing
stages. The formation of acrylamide is related to the reaction between reducing sugars
and aminoacids through the Maillard reaction. - '

Several monitoring studies have been carried out to .determine the extension of
acrylamide contamination most of which were focused on the analysis of French fries,
potato chips, cereal based foods and coffee. Although the majority of the methods
applied in this investigation exhibited adequate accuracy and reliability, they have
shown as well evident limitations when dealing with more complex matrices such as
cocoa and coffee samples.

The objective of this work was to develop a method to determine AA in several
coffee products using GC-MS as analytical technique. The samples were purified by
precipitation of polysaccharides with ethanol and proteins with Carrez solutions. A SPE
cleaning with Multimode sorbents was used to purify the extracts, followed by the
bromination of qthe acrylamide double bond. The samples were then analysed by GC-
MS. The method was successfully applied to determine acrylamide in instant coffee,
ground coffee, analysed as “espresso” and coffee blends with milk and sugar (soluble
cappuccino) and with cereals.

The results obtained for “espresso”, soluble coffe, soluble decaffeinated coffee
and cappuccino were 0,62, 0,64, 0,88 and 045 pg of acrylamide per 30 mL cup,
reSpecti:;rely. The cereals blends presented an average value of 2,15 ug acrylamide per
30 mL cup. These results showed clearly that the presence of cereal products in the

coffee blends has a remarkable influence on the observable acrylamide levels




Abstract

This dissertation describes a GC/MS method based on an improved sample “
preparation procedure that enables the correct quantification of AA in coffee extracts
without the problems generally associated with that kind of samples. The high levels of

sensitivity, and reproducibility achieved recommend it when dealing with this type of

food matrices.
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Introducao. Objectivo do trabalho

A existéncia de “perigos quimicos”, naturalmente mobilizadores da atengédo
das populagbes, esteve quase sempre ligada a fendmenos relacionados com emissdo de
radiagdes nocivas, como a proximidade de centrais nucleares ou ‘de incineradoras de
lixos, e outros fenémenos de poluicdo ambiental como os relacionados com os residuos
de diversos tipos de indtstrias. Durante muito tempo, os riscos associados ao consumo
de alimentos nao constituiram fonte de preocupagao.

Todavia, no final do tltimo século, alguns “sustos” alimentares ocorridos um
pouco por todo o Mundo, com particular' incidéncia na Europa, tais como a
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) e a crise das dioxinas na Bélgica em 1999
vieram modificar este cenario. Gradualmente, os consumidores foram perdendo a
confianga na seguranga dos alimentos, na qualidade das industrias e na capacidade das
autoridades publicas para regular e assegurar a seguranca da cadeia alimentar.

Adicionalmente, a complexidade crescente dos sistemas de producao de
alimentos - com modificacdes na forma de processamento e distribui¢ao, o aumento da
globalizacdo do comércio, mudangas na composi¢gdo dos alimentos e alteragdes nos
habitos alimentares - influencia as preocupagdes dos consumidores em relagdo a
qualidade e seguranca dos alimentos.

A descoberta por parte de investigadores suecos da presenca de acrilamida em
alimentos fritos e assados, em 2002, constituiu mais um sobressalto no capitulo da
seguranca alimentar, desta vez com repercussoes exponenciadas pelo facto de estarem
envolvidos alimentos de consumo generalizado, até entdo considerados pouco mais do
que inoferisivos do ponto de vista toxicol6gico. Subsequentemente, todas as
informacdes disponiveis sobre a acrilamida foram revistas por agéncias internacionais
como a WHO (World Health Organization)) a FAO (Food and Agriculture
Organization), o Comité Cientifico Alimentar da Comissdo Europeia (SCF, Scientific
Committee on Food, http:/ /europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scf/index_en.html, consultado em

2006/07/15) e, em Fevereiro de 2005, pela JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee

on Food Additives, ftp://ftp.fao.org/es/esn/jecfa/jecfabdsummary.pdf, consultado em
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2006/07/15). Antes do antincio sueco, a analise da acrilamida em alimentos ndo era
efectuada uma vez que nada fazia prever a sua ocorréncia.
De acordo com a Organizacio Europeia de Consumidores (European

Consumer’s Organisation ou Bureau Européan des Unions de Consommateurs [BEUC],

http:/ /www.consensusworkshops.org/down/Final_Consensus Workshops Repq}’t.p'df, consultado
em 2006/07/15), a cobertura da imprensa e as preocupacdes directas dos consumidores
variaram consideravelmente ao longo da Europa. Enquanto em Italia e Espanha a
questdo da acrilamida ndo foi comentada e as reacgdes foram minimas, na Suica,
Austria, Bélgica, Paises N6rdicos, Alemanha, Irlanda, Reino Unido, Franca e Holanda,
houve uma reaccio substancial da parte dos medié, consumidores e organizacdes de
consumidores. Em Portugal, a noticia foi divulgada sem grande alarmismo. Os
cabegalhos dos noticiarios nas semanas apés o antincio da descoberta sueca foram:
“OMS vai estudar eventual cancerigeno” (Pﬁblico, 2002-05-26), “Alimentagao:
inquietacdo com acrilamida” (Didrio de Noticias, 2002-06-29). De um modo geral, a
imprensa portuguesa foi acompanhando a evolugdo do assunto divulgando as
descobertas mais recentes: “Hidratos de carbono e as substincias cancerigenas”
(Médicos na Internet (MNI), 2003-1-23), “Substancia presente nos alimentos fritos nio
tem relacdo com cancro” (Lusa, 2003-01-30), “ Acrilamida na comida” (Proteste edigdo n°
232, Janeiro de 2003), “EU lanca alerta sobre acrilamida na Internet” (Lusa, 2003/03/11),
“Substéncia cancerigena detectada em 750 alimentos” (Jornal de Noticias, 2004-03-24),
“FDA encontrou substancia perigosa em centenas de produtos alimentares” (Publico,
2004-03-24), “Nao existe relagao entre a acrilamida e o aumento de casos de cancro”
(Jornal de Noticias, 2004-03—31).‘ No entanto, o interesse pelo assunto aumentou quando
a DECO (Defesa'\ do Consumidor) decidiu analisar as batatas fritas que se vendem em
Portugal: “Pacotes de batatas fritas com substancias cancerigenas” (Jornal de Noticias,
2004-12-28), "Acrilamida nas batatas fritas: uma ligagdo indesejavel” (Proteste, 254,
Janeiro 2005). As industrias portuguesas de batatas fritas reagiram rapidamente a esta
noticia: “Produtores acusam a DECO de alarmismo” (Jornal de Noticias, 2004-12-29),
“Produtores de batatas fritas criticam alarmismo” (Pablico, 2004-12-29).

Nos Estados Unidos, o interesse foi muito elevado e no Estado da Califérnia os
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niveis méximos permitidos de acrilamida foram alterados de acordo com a Proposicao

65 (http://www.oehha.ca.gov/prop65/acrylamide html, consultado em 2006/07/15). Esta

norma exige que o Governador da Califérnia reveja e republique, pelo menos uma vez
por ano, a lista de compostos quimicos reconhecidos como causadores de cancro ou de
toxicidade reprodutiva. Quando um composto esta nesta lista, € necessério que todos os
produtos em que apareca tenham uma etiqueta de aviso ou o produtor sofrera uma
acgdo civil. O nivel minimo de acrilamida a exigir uma etiqueta de aviso era de
0,2 pg/pessoa/dia. Uma proposta mais recente pretende alterar este limite para
1,0 pg/pessoa/dia, o que obriga por exemplo, os produtores de batatas fritas a
colocarem notas de avisos nas embalagens. As autoridades da Califérnia sugerem que
os produtores coloquem um aviso do tipo: “Warning: Baking, roasting, frying and toasting
starchy foods forms acrylamide, a chemical known to the state of California to cause cancer”!,

(http:/ / www foodnavigator-usa.com/news/ng.asp?id=60365, consultado em 2006/07/15). Na

Figura 0.1 apresenta-se um exemplo deste tipo de rétulo.

No entanto os produtores comecaram gradualmente a recusar-se a colocar o
aviso nos pacotes de batatas fritas, o que levou o estado da Califérnia a processar
alguns dos maiores produtores americanos de batatas (Lays, MacDonalds, Burger King,

eho.):

CALPORIA PIOF 43 WARING
Warning! Liv: bd s dge
wonieid noyleside, Laws  the Sare.
x o Ceblorain v coess conew whest
chughogped by bbersery 1iex

Figura 0.1- Pacote de batatas fritas com uma etiqueta de aviso de acrilamida. (Adaptado de:
http:/ /calorielab.com /news/2005/06/; consultado em 2006/07/15)

1 Aviso: Cozer, assar, fritar e torrar alimentos ricos em hidratos de carbono, leva a formacdo de
acrilamida, uma substancia quimica, reconhecida como causadora de cancro pelo Estado da Calif6rnia.
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O facto de a acrilamida ter sido detectada em alguns alimentos induziu
naturalmente a realizacdo de diversos estudos na tentativa de se tentar descobrir a sua
origem. Trata-se de uma substancia que nao existe naturalmente nos alimentos crus.
Forma-se durante o processamento de determinado tipo de alimentos, a temperaturas
superiores a 120 °C. Segundo os estudos mais recentes, a reacgdo entre certos agticares
(por exemplo: frutose e glicose) e um aminoéacido especifico (asparagina) presentes em
grandes quantidades em alguns alimentos, é a principal responsavel pela formacao da
acrilamida. Para além da presenga dos precursores, a formacao de acrilamida também
depende da temperatura e do tempo total do processamento a que os alimentos sdo
sujeitos.

As batatas e os cereais sdo os alimentos que, até agora, apresentam os niveis
mais elevados de acrilamida uma vez que apresentam quantidades elevadas de
acucares redutores e de asparagina e sdo geralmente submetidas a processamentos
cujas temperaturas excedem os 170 °C. Para além destes alimentos também se
encontrou acrilamida em café torrado, cacau e outros alimentos torrados.

Os estudos feitos sobre a toxicidade da acrilamida revelaram que, em animais
de laboratoério, a acrilamida podera exercer efeitos tOxicos no sistema nervoso e nos
genes e, inclusive, ser indutor de cancro. Contudo, ha grandes incertezas sobre o
impacto da acrilamida na satide ptblica, uma vez que, até ao momento, os estudos
epidemiol6gicos efectuados tém sido inconclusivos, ndo se provando a ligacdo entre a
acrilamida e o cancro. Para uma melhor avaliacio do verdadeiro risco da acrilamida,
seréa necessario aprofundar muito mais os estudos ja efectuados. A FDA, a WHO, aEU e
outros organismos declararam que até este momento nao ha indicacSes de que os
consumidores necessitem de alterar os seus habitos alimentares devido a descoberta da
acrilamida. Todavia aconselham simultaneamente a pratica de dietas equilibradas, com
consumo de alimentos saudéveis, variados e de todos os grupos alimentares.

A determinacdo dos mecanismos de formagao e a quantificacdo da acrilamida
em alimentos dependem, em grande parte, dos métodos analiticos desenvolvidos. De
um modo geral, a quantificagao da acrilamida é efectuada por cromatografia gasosa ou

liquida, acoplada a espectrometria de massa. Os diferentes métodos variam sobretudo
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nas técnicas usadas na preparagio das amostras: homogeneizagéo, extraccio da
acrilamida da matriz, purificacdo dos extractos, derivatizacdo, evaporagao,
centrifugacao, etc.

Independentemente da técnica cromatografica adoptada, o sucesso do método
depende das etapas de extraccdo e purificagdo das amostras. Os procedimentos mais
usados ndo sdo eficazes quando se aplicam a amostras de ;:afé, uma vez que nao
permitem eliminar interferentes que co-eluem com o analito dificultando ou até mesmo
impedindo a sua quantificacao.

Os métodos publicados até agora para determinar a presenca de acrilamida em
café e derivados baseiam-se principalmente em LC-MS/MS com variacdes nas técnicas
de purificacdo empregues. Ha, no entanto uma falta de metodologias sensiveis e
selectivas baseadas em GC-MS.

O objectivo deste trabalho foi o de desenvolver um método baseado em GC-MS
apropriado para a determinacao de acrilamida em café e derivados. A base de partida
foi um método previaimente desenvolvido no Servigo de Bromatologia da Faculdade de
Farmacia da Universidade do Porto e aplicado a amostras de batatas fritas e de
produtos de cereais, mas que apresentava problemas de eficacia quando aplicado a
amostras de café. A introducao de altera¢des, a nivel do sistema de purificacdo dos
extractos, discutidas neste trabalho, permitiu aplica-lo com sucesso a 33 amostras de
café que inclufam café torrado analisado como “expresso” e varios produtos soltaveis

desde café soluvel até substitutos de café constituidos apenas por cereais torrados.
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Organizagao da dissertacio

A presente dissertacao encontra-se organizada em duas partes: uma parte teérica

e uma parte experimental.

A parte tedrica esta dividida em cinco capitulos. No primeiro capitulo faz-se um
breve enquadramento do tema na actualidade. De seguida apresenta-se uma revisao
das caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas da acrilamida assim como uma
avaliacdo da exposicdo dos consumidores a esta substincia. No terceiro capitulo sao
descritas as propr"iedades dos alimentos caracterizados pela presenga de acrilamida e os
métodos de processamento a que tipicamente sdo sujeitos. No quarto capitulo faz-se
uma revisao detalhada dos factores e mecanismos que induzem a formacgdo de
acrilamida nos alimentos e quais as propostas mais recentes para limitar a sua
formagdo. No quinto capitulo faz-se uma revisdo critica das metodologias analiticas
desenvolvidas ao longo dos tltimos anos para a determinacdo de acrilamida em
diferentes produtos alimentares.

A parte experimental compreende em primeiro lugar os aspectos de natureza
experimental, sendo descritos os procedimentos adoptados na preparacao das amostras
e padrdes, além do equipamento e material utilizados. Também se apresentam os
parametros experimentais usados na determinagdo da acrilamida por GC-MS. Em
segundo lugar, faz-se a descricdo detalhada das diferentes etapas do desenvolvimento
da metodologia adoptada. Em seguida sdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos nas diferentes matrizes alimentares analisadas. Por altimo, faz-se uma sintese

dos principais resultados obtidos e algumas consideragdes finais.
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Capitulo 1 - A Evorucio pa ALiMENTACA0 HUMANA:

O ProCESSAMENTO DOS ALIMENTOS

"0 universo nada é sem vida e tudo o que vive se alimenta.”

Savarin

(1755-1826)



Capitulo 1- A EVOLUCAO DA ALIMENTACAO HUMANA: O PROCESSAMENTO DOS ALIMENTOS

1.1- Introducdo. Histéria e evolu¢do da alimentagao

O homem primitivo encontrou nos produtos que a Natureza espontaneamente
lhe fornecia a base da sua alimentagdo. Limitando-se a colher ou a cacar, atravessou um
periodo relativamente longo em que ndo havia agricultura e, por isso, as trocas de
plantas ou as suas migracdes seriam apenas as que resultariam do nomadismo das
populacées ou da accdo das forgas naturais (vento, dgua, animais, etc.).

A medida que os tempos passaram, os povos foram assimilando o milagre ciclico
das culturas espontaneas e, conforme as circunstancias, passaram a ter necessidade de
encontrar, a partir’ de uma agricultura ainda prifnitiva, os alimentos de que precisavam,
e cada vez em maior quantidade.

Como é evidente, os diferentes povos comecaram a cultivar apenas as plantas
locais que conheciam, passando assim a dispor das mesmas, primeiro em maior
quantidade e, mais tarde, em melhor qualidade também.

O conjunto das plantas que cada povo conhecia foi-se sucessivamente
enriquecendo com a chegada de outras, normalmente trazidas de locais distantes pelos
povos invasores ou provindo de povos de outras paragens, que eram subjugados. Com
o tempo, devido a facilidade de contacto e a abertura de vias de comunicagdo, as
relagdes e as trocas comerciais entre os povos conheceram grande incremento.

No século XV as naus e caravelas das Descobertas foram os grandes veiculos de
profundas modificacdes nos habitos alimentares dos povos do Velho Mundo. Nesta
tarefa, os Portugueses e Espanhdis desempenharam um papel cuja importancia esta
muito longe de ser devidamente reconhecida na sua globalidade e extensao, mais tarde
continuada” por outros povos colonizadores (Ingleses, Franceses, Holandeses, etc.).
Todos estes povos foram portadores para as terras recém-conhecidas ou conquistadas
de plantas de que habitualmente se serviam, a maioria das quais conseguiu adaptar-se
as novas condi¢des. Muitas plantas ji4 entdo cultivadas ou utilizadas na Europa
chegaram assim as Américas, ao Oriente e a Africa. Em contrapartida, a Europa recebeu
as plantas provenientes destes continentes e muitas originarias do hemisfério ocidental,

do continente africano e do americano chegaram por sua vez ao Oriente. Para se ter
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uma ideia desta permuta podem citar-se alguns exemplos. Sdo de origem americana o
cacaueiro, que se conseguiu impor de forma tdo marcada no continente africano, o
milho, o tomate, a batata, o girassol, o ananas, o amendoim e a baunilha. Do Oriente
temos os citrinos, introduzidos pelos portugueses inicialmente no Brasil e depois na
Africa Ocidental Meridional. Da mesma proveniéncia é o coqueiro, introduzido pelos
portugueses na costa ocidental africana, seguindo depois de Cabo Verde para o Brasil.
Também do Oriente vieram as bananeiras, as mangas e ainda a cana sacarina, motor de
alguns dos esforgos da colonizagdo que fizemos e de importancia extraordinaria na
economia mundial. Planta tipicamente oriental é o cha, ou chazeiro, que tem a sua
origem nas zonas entre a India e a China e que o povo deste ultimo pais celebrizou e
quase todo o mundo aprecia actualmente. De terras do Oriente vieram as tdo apreciadas
especiarias, a base dos nossos Descobrimentos: o cravinho, a noz-moscada, a pimenta, a
curcuma ou acafrao da India, o gengibre, a canela de Ceildo e as canelas da fndia e da
China. Ja a flora Africana se revelou mais pobre. De la veio o ricino e os diversos
caféeiros.

Nos dias de hoje, pode dizer-se que 0 Mundo néo conhece fronteiras quanto ao
intercambio de alimentos. E se nem sempre, por questdes ecolégicas ou outras, é
possivel a cultura local de plantas muito consumidas, a verdade é que elas chegam a
todo o lado gragas ao aperfeicoamento da comercializagao, & rapidez dos transportes, a
racionalizacdo das embalagens e as técnicas de conservagao. Muitas plantas héa que, na
actualidade, embora resultantes de importagdo, desempenham um papel primordial na
alimentacdo de vastos grupos populacionais e nao raramente chegam a suplantar
alguns alimentos de produgao local.

Tendo EII%I-COI‘Ita a situagdo actual, dificilmente se poderia compreender como os
paises ocidentais poderiam prescindir do chocolate, do café, do cha, das bananas, para
falar apenas de alguns dos diversos produtos alimentares que, sendo embora
importados, sdo consumidos em grande quantidade.

Conhecem-se hoje mais de 80 000 espécies vegetais comestiveis (Ferrdo, 1984),
algumas das quais com numerosissimas variedades, que constituem um enorme

potencial na luta contra a fome e na procura de novos alimentos, mas de todas estas
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espécies ndo sdo cultivadas intensamente mais de que 150, e a-penas cerca de uma
vintena constituem o grande baluarte do homem contra a fome. Neste reduzido grupo
incluem-se os cereais como o trigo, o arroz, o milho e o sorgo, tubérculos e raizes
tuberculosas como a batata, a batata-doce, a mandioca e o inhame e certo namero de
leguminosas, ricas em proteinas, como o feijao, a fava, e a ervilha-ou de proteaginosas
como o amendoim e a soja.

Naturalmente, nem todos os paises atingem, numa dada época, situagdes
idénticas de desenvolvimento. Basta ver-se como, no momento actual, alguns paises
desenvolvidos se socorrem quotidianamente de processos muito aperfeicoados e muito
praticos para diépor de alimentos (conservédos pelo frio, calor, enlatados, pré-
cozinhados, desidratados, liofilizados) nos quais os constituintes fundamentais estao
devidamente equilibrados, a0 mesmo tempo que em paises num estadio de
desenvolvimento mais atrasado se continua a praticar um tipo de agricultura obsoleto,
com base num sistema itinerante, e os habitantes se alimentam mal, quantitativa e
sobretudo qualitativamente, revelando caréncias alimentares graves. Ainda existem
grupos populacionais com uma alimentagdo quase exclusivamente baseada em
amilaceos (banana, batata-doce, milho, inhame, arroz, etc.), que manifesta caréncias
proteicas e vitaminicas graves, e outros onde a proteina ¢ obtida a partir da fauna
selvagem, cada vez mais escassa, ou de pequenos animais (lagartas vivas ou secas,
torradas, cozidas ou moidas, gafanhotos, formigas, caracéis, ratos, etc.). Na realidade,
ainda hoje se conhecem grupos humanos que, tendo aprendido por tradi¢do milenaria
que as substancias minerais sdo importantes para o crescimento, o desenvolvimento e a
saiade, e tendo como base da sua alimentacdo produtos muitos pobres nestes
constituintés, juntam aos alimentos, como se de sal se tratasse, pequenos tijolos de terra
argilosa seca ao sol que se desfaz na 4gua de confecgdo dos seus alimentos tradicionais
ou simplesmente comem terra nos lambedouros como s6 animais o fazem por instinto

(Ferrao, 1984).
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1.2- O processamento dos alimentos

Tradicionalmente, as razdes mais importantes para que os alimentos sejam
processados prendem-se com a necessidade de os fazer durar o maior periodo de tempo
possivel sem que se deteriorem e a de melhorar as suas caracterist__i:cas’organolépticas.
Actualmente, com o processamento, também se pretende muitas vezes adicionar valor
nutricional, melhorar o aspecto final, facilitar o consumo e diminuir o tempo de
preparacao caseira dos alimentos.

O processamento deve ser efectuado em condicbes sanitdrias adequadas e de
forma a garantir perdaé minimas de nutrientes. "

As técnicas de processamento de alimentos tém sofrido uma grande evolucio ao
longo dos tempos. Uma das técnicas mais primitivas tem a ver com a utilizacdo do sal.
Logo apos a descoberta da agricultura o homem corﬁegou a utilizar o sal como forma de
conservar os alimentos evitando que se tornassem pereciveis, sobretudo os mais ricos
em proteinas (Cardoso, 2002). Actualmente as técnicas de processamento e de
preservacao dos alimentos incluem, entre outras, a utilizacio de calor ou trocas de calor,
a preservacao pelo frio, a evaporagdo ou desidratacdo, a adicdo de quimicos e os
processos fermentativos. Neste trabalho vao ser estudados fundamentalmente

alimentos sujeitos a tratamentos pelo calor pois é nestes que se encontram niveis

elevados de acrilamida. Por essa razdo apenas esse método sera discutido.
1.2.1- Processamento dos alimentos pelo calor

Exemplosb" de processamentos pelo calor incluem a pasteurizagdo do leite, a
confecgdo de produtos de pastelaria ou padaria, a torra de amendoins, cacau e café e a
conservacao de enlatados. Outros exemplos sao as operagdes caseiras de preparacéo dos
alimentos (cozinhar) que utilizam calor mais ou menos intenso como assar, cozer, fritar,
grelhar, torrar, etc.

Os alimentos podem ser aquecidos ou cozinhados usando injeccdo directa de

vapor quente, contacto directo com a chama, uso de torradeiras, fornos microondas, e
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outros tipos de novas tecnologias. Estas técnicas permitem. assar, fritar, cozer,
concentrar nutrientes em alimentos, desidratar e encerrar embalagens (Smith, 2004).
Qualquer que seja 0 método utilizado é essencial um controlo preciso da temperatura.

Do ponto de vista comercial, as razdes béasicas para se aquecerem os alimentos
incluem:

- A destruicdo de microrganismos e a preservagao dos‘ralimentos: confecgao de
enlatados e a pasteurizacao do leite.

- A remocgao da humidade e o desenvolvimento de aromas e paladares: torra de
cereais prontos a comer, do café e do cacau.

- A inactivagdo de téxicos naturais: processamento das refeicdes com soja,

- A melhoria dos atributos sensoriais dos alimentos tais como a cor, a textura, o
paladar: preparacao de batatas fritas estaladigas.

- A combinacdo de ingredientes de modo a fomentar o desenvolvimento de

atributos tinicos dos alimentos e dessa forma, atrair as preferéncias dos consumidores.

1.3- Implica¢des do processamento pelo calor na seguranga alimentar

Nas ultimas duas décadas, a presenca nos alimentos de substancias
potencialmente-perigosas tem constituido uma das grandes preocupacdes das entidades
responsaveis pela Seguranga Alimentar, pelas consequéncias que dai podem advir para
a satde publica tanto a curto como, em especial, a longo prazo (Rupp, 2003).

O processamento dos alimentos a temperaturas elevadas, apesar de todas as
vantagens fé discutidas anteriormente, pode igualmente ser responsavel pela reducao
de alguns parametros de qualidade. Por um lado, pode levar a uma perda de
constituintes nutricionalmente importantes. E, por exemplo, o caso da pasteurizagio,
processo que apesar de efectuado a uma temperatura moderada (60-70 °C) pode
originar grandes perdas a nivel de vitaminas e de aminoacidos essenciais.

Por outro lado, e com consequéncias mais graves a nivel toxicol6gico, podem

formar-se compostos com caracteristicas nocivas, resultantes da interacgdo entre
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compostos dos alimentos entre si, entres estes e constituintes exogénos, como os
aditivos ou o préprio meio reaccional (como o 6leo de fritar) e entre as substincias
resultantes das interacces iniciais. Estas modificagdes podem ocorrer com ou sem a
accdo de agentes exteriores, como o oxigénio atmosférico (Deshpande, 2002).

Durante a preparagao caseira dos alimentos, que normalmente tem lugar a
temperaturas entre os 100-170 °C, uma das ocorréncias mais importantes consiste na
formagdo de muitos compostos nao-piroliticos toxicos derivados de aminoécidos e
proteinas. Em alguns alimentos pode ocorrer uma complexa série de reaccdes, que
resultam na formagdo de pigmentos castanhos ou negros e que modificam outras
propriedades organolépticas COmo 0 aroma e o paladar. No seu eonjunto, estas reaccdes
denominam-se por reac¢des de Maillard e iniciam-se a partir de reaccdes entre
compostos carbonilicos, como os agticares redutores, e compostos com um grupo amina
como os aminoacidos (Olano e Martinez-Castro, 1996). Um dos efeitos fundamentais
destas reacgdes consiste na diminuigao drastica da qualidade nutricional das proteinas,
particularmente por perda de aminoacidos fundamentais. A lisina, por exemplo, é um
dos aminoécidos essenciais cujos produtos iniciais da reaccdo de Maillard sdo
nutricionalmente aceitdveis, mas a medida que a temperatura aumenta e as reacgoes se
sucedem a lisina deixa de estar disponivel formando-se N-carboximetilisina (CML) que
pode ser usada como um indicador da extensdao da reaccao. Este composto forma-se
também, durante a pasteurizagao e esterilizagdo do leite e durante a torra de cereais. Os
seus efeitos na saude ainda ndo estdo devidamente estudados.

A pirélise de aminoacidos e de proteinas a temperaturas acima de 100 °C pode
originar igualmente a formacdo de aminas aromaticas heterociclicas (AAH's)
geralmente abtindantes na carne e no peixe. Estas substancias podem gerar-se em
grandes quantidades durante a fritura, mas também se formam durante a cozedura dos
alimentos em 4gua. Neste tltimo caso a quantidade que se forma é usualmente 10 a 50
vezes inferior do que nos processos “a seco” (Deshpande, 2002).

As nitrosaminas sdo compostos que se podem formar durante a confeccdo a
temperaturas elevadas de carnes e peixes “curados” com nitritos, precursores destas

substancias.
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O 5-hidroximetilfurfural (HMF) é um derivado do furano, produto da
decomposigdo térmica dos agticares e dos hidratos de carbono em meio acido, que se
forma durante a confeccio dos alimentos, a esterilizacdo térmica ou durante o
armazenamento a altas temperaturas. Também se encontram derivados do furano em
alguns alimentos submetidos a temperaturas bastante elevadas tais como o café.

O aquecimento em meio acido de alimentos ricos em proteinas ou hidratos de
carbono, a temperaturas superiores a 100 °C, pode levar também a formacdo de
cloropropanéis sendo o 3-monocloropropenodiol (3-MCPD) o mais comum. Os efeitos
destes compostos na satde ainda ndo estdo devidamente elucidados.

Quando os alimentos sdo sujeitos a temperaturas ainda mais altas (acima de 200-
300 °C), sdo formados produtos pirogénicos que se sabem ser mutagénicos e
carcinogénicos (Deshpande, 2002). O tipo e a quantidade de produtos piroliticos que se
formam dependem do tempo de aquecimento e da temperatura que os alimentos
atingem, mas também de outros factores como o pH, a presenca de oxigénio e de outros
agentes oxidantes, a interac¢do com diversos ingredientes ou aditivos e a aplicagao de
agentes quimicos ou de radiagao (Sikorski, 2005).

Exemplos destes produtos toxicos sao os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAH's), como por exemplo o 3,4-benzopireno, que se detecta em café torrado, carne e
peixe assados e grelhados e em pedacos de pao queimados. Também se encontram em
carnes e peixes fumados uma vez que se formam abundantemente durante a combustédo
da matéria organica usada como combustivel nos fumeiros.

Nos alimentos ricos em lipidos, a principal reaccdo degradativa ¢ a oxidagao das
gorduras que ocorre a altas temperaturas e na presenca de oxigénio originando
oxister6is, compostos carcinogénicos e mutagénicos. Outro produto altamente toxico
que se forma durante o aquecimento dos 6leos de fritura é a acrolefna.

A descoberta mais recente é a da acrilamida que se forma em alimentos fritos,
assados e torrados, ricos em agticares redutores e asparagina (Rupp, 2003; Studer, 2004;
Sikorski, 2005). A acrilamida é uma substancia t6xica, que causa neurotoxicidade em
humanos e demonstrou ser carcinogénica e genotoxica em animais de laboratorio.

Antes da descoberta da presenca desta substincia nos alimentos, a principal
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preocupagao relativa 4 mesma resultava da exposicdo ocupacional (Tritscher, 2004).

Nos proximos capitulos serao discutidos com mais detalhe os factores e
mecanismos que levam a formacdo de acrilamida nos alimentos.

Na Figura 1.1 é apresentado um esquema dos principais grupos de alimentos e

dos compostos potencialmente indesejaveis que se podem formar durante o tratamento

térmico.
Carne . Café e :
: Cereais Leite Batatas
e peixe cacaul
Torrar
Assar, fritar . ;
: ? assar, Torrar Pasteurizar Fritar
grethar, fumar s
! ! ' \ '
HAA's, PAH’s, 3-MCPD PAH's, 3-MCPD CML Acrilamida
PAH's Acrilamida Acrilamida Oxisterol-MC
Nitrosamina CML Furano Acroleina
Oxisterol

4

Mutagénicos, carcinogénicos, indicadores biolégicos de efeitos pré-inflamatérios:
AGE’s no sangue e na urina/ stress oxidativo; citoquinas ¢ RAGE, danos no ADN.

HAA's- Aminas Aromaticas Heterociclicas; PAH's- Hidrocarbonetos arométicos policiclicos; CML- Carboximetillisina;
MCPD- monocloropropanediol; MC- monémero ciclico; AGE's- Advanced Glycation End-products; RAGE- Receptor for
Advanced Glycation End-products

Figura 1.1- Produtos indesejaveis formados durante a preparacdo doméstica e industrial dos alimentos a |

altas temperaturas (Adaptado de: Studer et. al., 2004) ‘
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2.1- Introducio

A presenca de acrilamida em alimentos foi uma descoberta inesperada, em
consequéncia de um escdndalo ambiental provocado pela construcdo do tinel de
Hallandsas no sudoeste da Suécia. Construido no seio de um macigo rochoso, o tinel
comegou a ter problemas de infiltracoes de dgua em 1997 (Lofsted e Boholm, 1999).
Uma das solugdes encontradas consistiu no uso de uma mistura liquida a base de
acrilamida que endurecia em contacto com o ar, dando origem a um polimero a prova
de 4gua. No entanto, a maioria do liquido néo solidificou e acabou por se misturar com
a 4gua da infiltragdo indo juntar-se a um rio adjacente. A acrilamida livre provocou a
morte de peixes e a paralisia de vacas que beberam a &4gua contaminada. Os
trabalhadores do tanel, expostos durante dois meses a referida mistura, foram
submetidos a analises ao sangue para procurar biomarcadores da acrilamida, tendo-se
encontrado fragmentos de acrilamida ligados & hemoglobina. Surpreendentemente
foram encontrados fragmentos idénticos no sangue dos individuos do grupo de
controlo que ndo tinha sido sujeito a exposicdo ocupacional (Reynolds, 2002). Apesar
dos aductos de acrilamida/hemoglobina aparecerem numa quantidade inferior a dos
trabalhadores afectados, os resultados indicavam uma exposi¢do a acrilamida, até entédo
ignorada, da populagdo em geral.

A acrilamida ¢ um dos constituintes do fumo do tabaco que se forma quando
este se queima, mas esse facto ndo explicava os aductos de acrilamida nos voluntarios
ndo fumadores. Os investigadores suecos, responsaveis pelo caso, decidiram entdo
monitorizar, como possivel fonte de aductos, outros processos que tém lugar a altas
temperaturas, como certas formas de preparacdo de alimentos. Experiéncias efectuadas
com ratinhos, alimentados a base de ragéo frita, permitiram verificar que o sangue dos
animais apresentava aductos de acrilamida ao contréario de um grupo de controlo que
apresentava apenas 10% da quantidade encontrada nos primeiros (Tareke et. al. 2000).
Em consequeéncia, os investigadores decidiram analisar a presenca de acrilamida em
diversos tipos de alimentos processados a altas temperaturas, nomeadamente carne,

peixe, cereais e batatas, tendo verificado que era nas batatas que se encontrava uma
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maior quantidade da substincia (Tareke et. al, 2002). Os resultados obtidos sdo
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apresentados na Figura 2.1.
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Figura 2.1- Concentracao de acrilamida (ug/kg) (média e intervalo) em alimentos comerciais e

preparados no laboratério (Adaptado de: Tareke et. al., 2002)

Em Abril de 2002, a Administracdo Nacional da Alimentacdo Sueca anunciou
numa conferéncia de imprensa alguns destes resultados, o que provocou o interesse
imediato da comunidade cientifica internacional e o inicio de uma auténtica explosao de
pesquisa cientifica nesta drea (Raloff, 2002; Torbjérn, 2002).

Em 2003, a FDA publicou os seus préprios resultados que confirmavam os dados
dos investigadores suecos. Em Portugal, os primeiros testes foram efectuados pela

DECO que publicou os resultados na Proteste de Janeiro de 2005, na qual classificava
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cerca de 20 marcas de batatas fritas existentes no mercado em boas, mas ou mediocres
de acordo com a quantidade de acrilamida encontrada (Proteste, 2005).
Os resultados obtidos por vérias entidades foram revistos extensivamente por

Taeymans et. al. (2004), Dybing et. al. (2005) e Zhang et. al. (2005a).

2.2- Propriedades fisico-quimicas da acrilamida

A acrilamida, cuja designagao quimica oficial é 2-propenamida, corresponde a
um composto de estrutura vinilica de origemisintética (Figura 2.2). A sua produgao
comercial comecou em 1954, sendo o composto obtido a partir da hidratacao do
acetonitrilo pelo acido sulfarico monohidratado a 90 ou 100 °C. A partir da solugao de
sulfato resultante, a acrilamida é extraida pela neutralizagio com aménia e subsequente
arrefecimento para isolar os monémeros cristalinos. Para suprimir a formacdo de
subprodutos, podem ser adicionados sais de cobre a solugio. Alternativamente, a
acrilamida pode ser produzida através de uma converséo catalitica directa na qual uma

solucdo aquosa de acetonitrilo é passada por uma camada fixa de cobre metélico a

200 °C.

NH;
Hzcy\‘ (
0

Figura 2.2- Estrutura quimica da acrilamida
.

Com a férmula molecular C3HsNO e o peso molecular de 71,08, a acrilamida ¢é
um sélido branco, inodoro, cristalino a temperatura ambiente, podendo apresentar-se
como uma solucdo aquosa a 40% (m/v). Polimeriza répida e exotermicamente a
temperaturas acima do seu ponto de fusao (81,0-84,5 °C), em solugdes concentradas em
meio 4cido ou se exposta a radiacdo ultravioleta (Kazantsev e Shirshin, 2004). E

altamente soltivel em 4gua e em solventes organicos polares como o metanol, o etanol, o
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éter dimetilico ou a acetona e insolivel em benzeno e heptano (Eriksson, 2005). Sublima
lentamente a temperatura ambiente (Girma et. al., 2005).

Aproximadamente 90% da acrilamida produzida é usada na sintese de
poliacrilamida, 9% ¢é usada como intermediario quimico (por exemplo na formagcao de
N-butoxiacrilamida e N-metoxiacrilamida) e 1% para usos diversgg. A poliacrilamida
corresponde a um polimero usado sobretudo no processamento de papel ou pasta de
celulose e no processamento de minerais. E também utilizado na inddstria de
cosmeéticos, na producdo de alguns materiais para embalagem de alimentos, em
produtos quimicos de uso agricola e na formulagdo de plasticos e de tintas. A
poliacrilamida ¢, igualmente, usada para tratamento das aguas residuais e para
purificacdo de &gua potével, possuindo uma accdo floculante. Trata-se do tnico
polimero que remove adequadamente certo tipo de particulas da agua (Otles e Otles,
2004). Outras aplicacdes incluem a estabilizacdo dels,olos ou areias, como agente fixante
para selar linhas e tampas de esgoto. E também usada em quimica analitica como
suporte s6lido para a separacdo de proteinas por electroforese (Friedman, 2003). A
poliacrilamida, ao contrario da acrilamida, ndo ¢ toxica. Contudo, em cada uma das
utilizagdes referidas, permanece sempre no produto final uma quantidade residual da
acrilamida ndo polimerizada, o que podera constituir um risco, principalmente no que
diz respeito a dgua potavel.

A acrilamida pode complexar com metais de transigdo que podem ser usados na
producdo de polimeros e copolimeros soldveis em 4gua com muitas aplicacdes
comerciais e cientificas (Girma et. al., 2005).

A libertagao de acrilamida (monémero) no ambiente acontece em trabalhos
subterraneos (co”iﬁol lno caso da sua utilizacdo como vedante) ou através do ar. Uma vez
no ar, a acrilamida reage para formar outros produtos quimicos. Devido a sua
incapacidade. para se ligar ao solo, a acrilamida derramada a superficie pode mover-se
através do solo e penetrar nos lengéis freaticos. Em alguns casos a acrilamida pode ser

degradada por microorganismos presentes na dgua e no solo (Eriksson, 2005).
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2.3- Toxicidade da acrilamida

A acrilamida foi classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancro como sendo um provavel carcinogénico para o homem, uma vez que ha
evidéncias suficientes de que é carcinogénico para os animais (IARC, 1999).

Ao longo dos dltimos quarenta anos, a acrilamida tem sido alvo de varios
estudos cientificos que cobrem a sua toxicidade, o metabolismo, a cinética das suas
reacgdes, o modo de accdo e os efeitos nos humanos. Até a data o ftnico efeito
comprovado na saide humana é a neurotoxicidade que resulta da exposigdo
ocupacional a doses relativamente altas da substancia. A exposicao a acrilamida pode
ocorrer no local de trabalho ou no ambiente apés libertacdes para o ar, 4gua, solo, ou
agua subterranea, penetrando no organismo quer pela via respiratoria, quer através do
consumo de alimentos ou agua contaminados. Também pode ser absorvida através do
contacto com a pele. Outras fontes de exposicdo a acrilamida sdao os cosméticos, os
materiais de empacotamento dos alimentos, o fumo do cigarro (activo e passivo),
existindo também a possibilidade de uma possivel formagao enddgena no corpo

humano (Matthys et. al. 2005).
2.3.1- Absorcao, distribui¢ao e metabolismo da acrilamida

Os dados disponiveis sobre envenenamentos ou exposi¢ao ocupacional acidental
mostram que a acrilamida é rapidamente absorvida através das vias oral, dérmica e
inalatéria (IARC, 1999; Sumner ef. al., 2003). Estudos feitos em diferentes espécies de
animais de*laboratorio indicam que a acrilamida é distribuida rapidamente através do
corpo independentemente da via de administracao (CAST, 2006).

Uma das principais vias da biotransformacao da acrilamida em animais de
laboratério corresponde a conjugacao com a glutationa, catalizada pela enzima hepética
glutationa-S-transferase (GST) dando origem a N-acetil-5-(3-amino-3-oxopropil)cisteina.
Uma segunda via metabdlica é a oxidagao catalisada pela enzima hepatica citécromo

P450, levando a formagédo da glicidamida, a qual, por sua vez, pode ser metabolizada
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através da conjugagéo com a GST (Figura 2.3).
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Figura 2.3- Possiveis vias metabdlicas da acrilamida. (Adaptado de: Amrein, 2005)

No homem, a acrilamida parece ser metabolizada principalmente em glicidamida
via citocromo P450. Tanto a acrilamida como a glicidamida formada reagem com os
residuos N-terntinais da valina da molécula de hemoglobina (Figura 2.4). A ligacao da
glicidamida a hemoglobina forma aductos que servem como biomarcadores da
exposicao em humanos (Pérez et. al., 1999). O consumo de acrilamida em alimentos

reflecte-se na quantidade dos aductos da glicidamida com a hemoglobina (Hagmar et.

al., 2005).
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Figura 2.4- Activagdo metabdlica da acrilamida para glicidamida e formacdo de aductos destes dois
compostos com a molécula de hemoglobina por interacgdo com os residuos N-terminais de valina.

(Adaptado de: Pérez et. al., 1999)

Os aductos da acrilamida com a hemoglobina foram detectados em roedores, em
humanos expostos ao composto e em fumadores (Dybing e Sanner, 2003).

Hagmar et. al. (2005) correlacionaram a ingestao de alimentos com o sexo dos
consumidores e com hébitos tabagicos. Concluiram que os fumadores apresentavam
uma maior peréentagem de aductos de acrilamida com a hemoglobina do que os nao
fumadores. As mulheres fumadoras que consumiam alimentos com grandes
quantidades de acrilamida apresentavam uma quantidade maior de aductos em relagao
as fumadorgas ‘que tinham outro tipo de dieta. No caso dos homens fumadores, os
mesmos investigadores ndo encontraram qualquer correlagio com os habitos
alimentares.

A acrilamida pode reagir com os outros ingredientes alimentares, principalmente
proteinas, DNA e RNA, através da sua ligagao dupla terminal extremamente reactiva.
Schabacker et. al. (2004) concluiram que a acrilamida se pode ligar as proteinas

alimentares sob as condigdes fisiologicas do intestino ou durante a preparagao dos
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alimentos a temperatura moderada (80 °C). Apesar do monémero acrilamida exibir uma
alta biodisponibilidade, a forma ligada a proteinas ndo consegue atravessar a
membrana celular intestinal por difusao. Todavia, as proteinas ligadas a acrilamida irao
provavelmente sofrer o normal processo digestivo sendo o destino da acrilamida
incerto. Por esse motivo, os autores concluiram que uma dieta rica em proteinas pode
reduzir a absorgao de acrilamida.

Os dados sobre a eliminagdo da acrilamida sdo escassos, especialmente em
humanos, mas sabe-se que a excrecdo do composto puro ¢ baixa e a excrecio dos
metabolitos, a glicidamida e a N-acetil-5-(3-amino-3-oxopropil)cisteina, ocorre
predominantemente através da urina (Mucci et. al., 2003a e 2003b; Sumner et. al., 2003;

Fennell et. al., 2005).
2.3.2- Genotoxicidade, carcinogenicidade e neurotoxicidade da acrilamida

A acrilamida ¢ uma potente neurotoxina que afecta tanto o sistema nervoso
central como o periférico. A magnitude do efeito téxico depende da duracio da
exposicao e da dose total. A exposi¢do de animais de laboratério e de humanos a
acrilamida origina neurotoxicidade caracterizada por ataxia e fraqueza dos muasculos
esqueléticos. Os animais expostos também apresentam problemas associados a
toxicidade reprodutiva e carcinogenicidade (Lopachin, 2004; Lopachin e Canady, 2004).

Em humanos, a glicidamida, metabolito da acrilamida, forma um epoxido
reactivo com 0 DNA o que implica genotoxicidade. Os aductos da glicidamida com o
DNA foram encontrados ap6s a administracéo de acrilamida a roedores. A glicidamida
¢ mais reactiva’ do que a acrilamida nas ligagdes ao DNA o que faz com que seja
responsavel por mais efeitos genotoxicos (Kirman et. al. 2003).

O mecanismo de indugdo de tumores pela acrilamida ndo é bem conhecido.
Contudo, a acrilamida poder-se-a ligar aos residuos de cisteina das proteinas. Desta
forma, a sua reactividade com enzimas ou receptores induzira, eventualmente,
mudangas nas fungdes celulares e vias metabdlicas, o que podera significar um possivel

envolvimento na carcinogénese (Friedman, 2003; Dybing et. al., 2005). Serdo passiveis de

22



Capitulo 2- A ACRILAMIDA: PROPRIEDADES, TOXICIDADE E EXPOSICAO DOS CONSUMIDORES

ocorrer, igualmente, mudancas na afinidade para o receptor da dopamina e alteragdes
das hormonas estimulantes da tir6ide, da prolactina e dos niveis de testosterona
(Friedman, 2003).

Foram realizados varios estudos epidemiologicos para tentar estabelecer a
relagdo entre o consumo de acrilamida e a incidéncia de cancro em diferentes 6rgaos.
Mucci et. al. (2003a, 2003b, 2004 e 2006) ndo encontraram evidéncias de que a ingestao
de acrilamida esteja associada com o desenvolvimento de cancro do c6lon, do recto, da
bexiga, dos rins ou do estémago. Pellucci et. al. (2006), por seu lado, concluiram que ndo
ha um risco acrescido de se desenvolver cancro da mama, ovérios, bexiga, rins, prostata
e do aparelho digestivo superior. Estes dados sdo consistentes com outros estudos onde
se concluiu que a ingestdo de acrilamida nao est4 associada com um aumento do risco
de contrair cancro (Tritscher, 2004; CAST, 2006). Apesar dos estudos epidemiologicos
nAo encontrarem nenhuma correlacio entre uma exposicéo elevada a acrilamida e um
aumento do numero de casos de cancro, ainda sdo necessarios mais estudos para
confirmar estes resultados.

Recentemente, Taubert et. al. (2006) descobriram que o sulfureto de dialilo inibe o
citocromo P450, responsavel pela metabolizagdo da acrilamida em glicidamida. Este
facto pode ser relevante para a saude humana uma vez que o possivel risco
carcinogénico associado a acrilamida pode ser reduzido pela ingestdo simultinea de
alho, rico naquele composto (Yang ef. al., 2001).

A questio mais importante mantem-se: como avaliar a contribuicio da
acrilamida para o desenvolvimento do risco de cancro em humanos que tém diferentes
antecedentes genéticos, que consomem diferentes variedades de alimentos e que

diariamente sdao submetidos a diferentes condi¢des ambientais?

2.4- Avaliacdo da exposi¢ido dos consumidores a acrilamida

A acrilamida encontra-se em muitos alimentos comuns, 0s quais no seu conjunto

representam aproximadamente 40% do total de calorias ingerido (Tareke ef. al., 2002;
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Petersen et. al., 2003). A presenca da susbtancia é mais comum em alimentos vegetais,
em particular batatas e produtos derivados de cereais que sdo cozinhados ou
processados a altas temperaturas. Estudos de exposicdo identificaram estes alimentos
como o0s que contribuem mais significativamente para a ingestdo didria de acrilamida.
A acrilamida nédo parece estar presente (ou apresenta-se em niveis ndo detectiveis) em
alimentos crus.

As fontes de acrilamida variam de acordo com o pais que se est4 a considerar,
dependendo dos hébitos locais de consumo e dos métodos de processamento usados
(Dybing et. al., 2005). Em geral, os produtos como a batata frita e os cereais de pequeno-
almogo sdo as fontes de ingestdo de acrilamida mais significativas, mas o pdo e o café
também sdo fontes importantes, especialmente nos adultos. Para as criancas e
adolescentes, as bolachas e biscoitos podem constituir uma fonte importante de
acrilamida (CAST, 2006). Nas Figura 2.5 e Figura 2.6 sdo apresentadas, a titulo de
exemplo, as contribuicoes de diferentes fontes de alimentos de acordo com os hébitos
alimentares dos adolescentes da Alemanha (Dybing et. al., 2005) e da Bélgica (Matthys
et. al., 2005).

8 Produtos
O Frutos secos Especia.is de O Chocolate
cereais
wr;-a;os ! i SHEds para barrar B Pao pequeno
) /S 8 2% / 8%
® Torrada Ay ? = BITSO;:DS \ .
1% | A @ Biscoitos
@ Produtos de z 179%
cereais
j j 3% y
@ - Batatas fritas | ' O Batatas fritas
. B Café :
chips — ey palitos
30% 51%
O Bolachas B Pao
" salgadas © 19%
o ; 7%
BBanafrita g patatas friias‘"x\_ H Pao estaladico ¥
7% palitos ) 39 & Chocolate
8% 3%
Figura 2.5- Alemanha, adolescentes (15-18 anos). Figura 2.6- Bélgica, adolescentes (13-18 anos).
(Adaptado de Dybing et. al., 2005) (Adaptado de Matthys ef. al., 2005)
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Na Holanda, Konings et. al. (2003) relacionaram a quantidade de acrilamida com
a faixa etaria dos consumidores tendo concluido que no caso de criangas e adolescentes
as batatas fritas de diferentes tipos sdo a principal fonte de acrilamida enquanto nos

adultos, para além das batatas, o café passa a ser uma fonte importante (Figura 2.7,

Figura 2.8 e Figura 2.9).
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Figura 2.7- Holanda, criancas (1-6 anos) (Adaptado
de Konings et. al., 2003)

Figura 2.8- Holanda, criancas e adolescentes (7-18
anos) (Adaptado de Konings et. al., 2003)
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Figura 2.9- Holanda, populagio em geral (1-97 anos) (Adaptado de Konings et. al., 2003)
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Estudos feitos em paises nordicos, como a Noruega (Figura 2.10 e Figura 2.11) e a
Suécia (Figura 2.12), confirmaram que o café tem um contributo muito importante na

ingestdo diaria de acrilamida de adultos, tanto em homens como em mulheres (Dybing

e Sanner, 2003; Svensson et. al., 2003).
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Figura 2.10- Noruega, adultos mulheres (16-79
anos). (Adaptado de Dybing e Sanner, 2003)

Figura 2.11- Noruega, adultos homens (16-79
anos). (Adaptado de Dybing e Sanner, 2003)
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Figura 2.12- Suécia, adultos (18-74 anos). (Adaptado de Svensson et. al., 2003)
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Alimentos com uma baixa quantidade de acrilamida mas cc;nsumidos em grande
escala, como o pao, podem igualmente ser uma fonte importante de exposicdo a
acrilamida (Matthys et. al., 2005).

Aproximadamente 50% da ingestdo da acrilamida pode ser originada pela
alimentacdo preparada em casa ou nos restaurantes. Os dados quantitativos ainda séo,
contudo, muito escassos (Stadler e Scholz, 2004; Dybing et. 'radl., 2005). Por exemplo,
quando o pao é torrado, a quantidade de acrilamida pode aumentar até dez vezes
dependendo do tempo da torra e da temperatura (Ahn et. al., 2002).

A Food and Drug Adminiétration (FDA) criou uma base de dados online
referente 4 concentracio de acrilamida em alimentos (USFDA-CFSAN, 2006). A
European Union Joint Research Centre (EU) e a World Health Organization (WHO)
(EU/WHO, 2006) criaram também uma base de dados onde os resultados disponiveis
sao monitorizados. Os dados nos sites da FDA e da EU indicam que as batatas e o café
estao entre os produtos que contribuem para uma maior exposicado a acrilamida (Stadler
e Scholz, 2004). Outras comparagdes sao dificeis de fazer devido aos diferentes tipos de
alimentos apresentados pelas diversas bases de dados, mas no geral a concentragdo
média da acrilamida para produtos semelhantes é mais baixa no caso da FDA (CAST,

2006).
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Capitulo 3 - A COMPOSICAO QUIMICA E O PROCESSAMENTO DOS ALIMENTOS

3.1- Introducgio

No capitulo anterior foram mencionados os aliemntos que mais contribuem para
a exposicdo dos consumidores a acrilamida: os produtos fritos a base de batata, pao e
derivados (biscoitos doces e salgados, bolos, etc), chocolate, no caso de adolescentes, e
café, quando se consideram os adultos.

Neste capitulo ira ser apresentada uma breve descricdo quimica destes alimentos
assim como dos métodos de processamento pelo calor a que sé@o submetidos antes do

seu consumao.

3.2- O café

O termo “café” designa ndo s6 a bebida obtida pela extracgdo do café torrado
com dgua quente mas também uma larga gama de produtos intermediérios dos quais as
bagas de café recém-colhidas sdo o primeiro exemplo (Smith, 1985; Spiller, 1998a).

O arbusto do café pertence a familia das Rubiécias, a qual inclui mais de 500
géneros e cerca de 8000 espécies. Foram identificadas até agora pelo menos 66 espécies
do género Coffea L. (Lineu), mas apenas duas sdo economicamente importantes (llly e
Viani, 1995). Estas sdo o Coffea arabica, que representa cerca de 75% da producéao
mundial de café e o Coffea canephora, variedade robusta, cuja produgao representa
aproximadamente os restantes 25%. Nas Figura 3.1 e Figura 3.2 estdo representados

ramos com frutos de café de cada uma destas espécies.

Figura 3.1- Café Arédbica. Adaptado de: Figura 3.2- Café Robusta. Adaptado de:
http:/ /www.osamayor.com/cafe/, consultado em 2006/01/15  http:/ /www.osamayor.com/cafe/, consultado em 2006/01/15
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Para além de diferencas taxonémicas, existem, entre as duas espécies de café,

diferengas na composicao quimica, tanto qualitativas quanto quantitativas.
3.2.1- Processamento do café
Os arbustos do café dao origem a uns frutos vermelhos (bagas de café) cujas

sementes sdo os grdos de café verde. Na Figura 3.3 esta representado um corte

esquemaético de uma baga de café.

Camada wvermelha

Grilo de caté externa (Pericarpo)
(endosperma) ...
Pele prateada '/ )
(espexmodemma) l & Pergaminho
Mucilagem = —— U
Polpa .

Figura 3.3- Corte esquematico de uma baga de café (Adaptado de:
http:/ / www.laohamutuk.org/Bulletin/ 2002/ Apr/bulletinv3n23a.htmL, consultado em 2006/01/15)

Uma vez maduros, os frutos sdo colhidos e submetidos a sucessivos processos de
remocao da camada externa, da polpa, da mucilagem, da camada de pergaminho e
finalmente, da pele prateada que envolve o grao de café verde (endosperma). Ha dois

. " 2 - et L4 7
processos que permitem remover estas camadas. O “método humido”, que da origem a
cafés altamente aromaticos, com pouco “corpo” e um paladar acido, e o “método seco”
que origina cafés encorpados e aromas menos intensos. No método humido a polpa dos

graos de café verde é eliminada por fermentacdo, com as vantagens decorrentes de
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formagdo de alguns compostos aromaticos, sendo os graos po-steriormente secos e
descascados mecanicamente (Spiller, 1998a). No método seco, os graos de café sdao secos
ao sol e descascados também mecanicamente (Smith, 1985). A opgdo por um destes
métodos depende principalmente das condigdes climatéricas da zona em questao e

também dos custos associados, que sgo significativamente menores‘no método seco (Illy

>

e Viani, 1995; Spiller, 1998a). Por exemplo, junto do Equador, onde chove
abundantemente ao longo de todo o ano, s6 o método humido é possivel, enquanto nas
zonas subtropicais, com épocas de chuvas e de seca bem definida, a opgdo por um dos
métodos baseia-se na referida sazonalidade (Illy & Viani, 1995).

Em ambos 0s métodos os graos de café devem ser embalados e armazenados
com uma percentagem de humidade de cerca de 12%, a uma temperatura inferior a

21 °C (Spiller, 1998a).

3.2.1.1- A torra do café

Os graos de café verdes ndo originam uma bebida com paladar e aroma
agradaveis. O desenvolvimento dos aromas, sabores e cores tipicos do café séo
desenvolvidos durante a torra.

O processo de torra consiste na aplicacao consideravel de calor aos graos, entre
200 a 250 °C durante um periodo de tempo que pode variar entre 5 a 20 minutos. Os
graos tém que ser mantidos em movimento para assegurar uma torra uniforme, até
atingirem a cor desejada, sendo nesta altura rapidamente arrefecidos por uma corrente
de ar frio com ou sem a ajuda de um jacto de 4gua (Schwartzberg, 2002).

De um modo geral, durante a torra os graos perdem cerca de 15-20% da massa
total devido a perda de humidade e a pirdlise de alguns compostos. Aumentam de
volume entre 100 a 130% em funcdo do tempo da torra e a sua cor muda de amarelo
esverdeado para castanho mais ou menos escuro em fungdo do grau de torra escolhido,

ligeira, média, intensa ou muito intensa (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1- Correlagao entre o grau de torra e a duragao total do processo. (Adaptado de: Gonzales, 2004)

Grau de torra Tempo de torra (em min), a 205 °C
Ligeira 7
Média 10
Intensa 13
Muito Intensa 19

A sua composicdo quimica também sofre uma grande transformacio, tanto a
nivel quantitativo como qualitativo, devido a ocorréncia de reacgdes complexas de
pirdlise e de condensagdo, que ddo origem a uma grande variedade de produtos
degradativos, formados a partir de diversos precursores, como proteinas, hidratos de
carbono, compostos fenélicos e azotados de menor massa molecular. Simultaneamente,
verifica-se a formacdo de pigmentos de massa varidvel que, no seu conjunto,
apresentam uma grande importincia nas caracteristicas organolépticas da bebida do
café. A extensao das reac¢des depende da respectiva velocidade e da duracdo do

processo (Clarke, 1985; Spiller, 1998a; Belitz et. al., 2004a; Sola, 2005).

3.2.1.2- A preparacao do café torrefacto

O café torrefacto tem como caracteristica o facto de os graos de café verde serem
adicionados de agticar ou xarope de glicose, em quantidades tais que ndo superem os
15% em massa de café total (Petrik, 2005).

Dentro do tambor da torra, o café é levado até uma temperatura 20 a 30 °C
abaixo da temperatura da torra. Introduz-se nesta altura o agticar e mistura-se muito
bem de modo a que o mesmo funda a volta dos graos. Depois, sobe-se a temperatura
até cerca de 200 °C, o agticar carameliza e forma uma pelicula queimada a volta do café.
Este tipo de -processamento da origem a uma bebida com mais corpo e com um sabor
amargo caracteristico. Todavia, este método mascara os aromas dos bons cafés, sendo

normalmente apenas utilizado na torra de cafés de menor qualidade (Sola, 2005).
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3.2.1.3- A moagem do café torrado

A preparagao do café bebida exige uma moagem prévia do café torrado, a qual
pode ser executada a nivel industrial ou apenas no momento do consumo.

Os graos de café torrado precisam de estar duros, frios e quebradigos para que a
moagem seja uniforme e eficaz (Andueza et al., 2003). Dilrante 0 processo, sao
libertadas grandes quantidades de didxido de carbono e de outros compostos volateis
(Spiller, 1998a). A temperatura também sobe um pouco, normalmente até cerca de 50
°C, mas idealmente nao deve exceder os 35 °C, para minimizar a perda de compostos
volateis e 0 aumento de gosto de queimado no café (Sola, 2005).

O grau de moagem depende do método de extracgao que se vai usar. Moagem
muito fina é usada para preparar café turco ou grego, moagem fina para café
“expresso”, moagem média para maquinas de balao e moagem mais grossa para se
preparar café soltivel, uma vez que permite que a 4gua nao fique retida pelo p6 durante
a percolagdo. Uma vez que o café moido oxida e perde a frescura rapidamente, ¢
conveniente consumi-lo rapidamente ou embalé-lo de forma a permitir a manutengao

das suas caracteristicas (Smith, 1985).
3.2.1.4- Preparacdo de café descafeinado

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é um alcaldide natural presente em muitos
alimentos e bebidas, sendo considerada a droga mais popular do Mundo. E consumida
principalmente através do café, do cha e de outras bebidas energéticas (Lundsberg,
1998).  »

Os efeitos da cafeina no organismo dependem de muitos factores tais como da
dose mgerida, do sexo, da idade, da condicdo fisica, do ambiente, do consumo de
tabaco, da medicagdo e de outros factores. Em todo o caso, ha a possibilidade da
substancia apresentar efeitos adversos na satide humana (Ramalakshmi e Raghavan,
1999; Nawrot et. al., 2003). Por esse motivo, nos tltimos anos tornou-se pratica corrente

o consumo de café descafeinado, ou seja, isento de cafeina.
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A extraccdo da cafeina dos graos de café verde pode ser efectuada por um de trés
processos: com dgua (Smith, 1985), com di6xido de carbono liquido a altas pressdes
(Katz, 1985; Belitz et. al., 2004a; Zlobine, 2005) ou com um solvente orgénico (Spiller,
1998a). Os dois primeiros sdo actualmente os métodos mais usados pelos produtores,
com predominédncia para a extraccdo com diéxido de carbono que tem a vantagem
adicional de poder ser aplicada aos graos torrados. A aplicacdo de solventes organicos é
usada esporadicamente uma vez que esta condicionada pela legislacio em muitos
paises, que exige que a quantidade de solvente residual usado na descafeinacio seja
inferior a 10 mg/kg, o que nem sempre é f4cil de conseguir .

Em Portugal, os teores residuais de cafeina{, expressos em cafeina anidra, ndo
podem exceder 0,09% no café verde e 0,1% no café torrado e no café moido. No café
solavel e nos extractos de café o limite maximo é de 0,3% em relacao a respectiva
matéria seca (Portaria 268, 1980; Decreto-lei 53, 1989).

Recentemente foi divulgada por Silvarolla et. al. (2004) a descoberta de um
mutante da espécie Arébica que apresenta apenas 0,06% de cafeina em relacdo aos 1,2%
da espécie vulgar. Esta descoberta podera revolucionar o mercado do café uma vez que
0 processo de descafeinacao, apesar de todos os avangos na area, provoca a perda de
importantes compostos aromaticos e outros solidos soltveis e produz uma bebida de
valor inferior. Neste momento os esforcos estio orientados no sentido de tornarem esta

nova planta economicamente rentavel e produtiva.
3.2.1.5- Preparacao do café soliivel

Os passc;’s-es.senciais na produgéo de café soltivel consistem na mistura adequada
de cafés torrados, normalmente da variedade robusta, moagem, extracgdo aquosa e
remogéo da.dgua da infusao por desidratacdo ou liofilizacdo (Smith, 1985; Spiller, 1998a;
Rovira, 2005). O processo faz com que o extracto de café obtido perca a maioria dos seus
compostos volateis e aromaticos. Tém sido desenvolvidas vérias técnicas para recolher
estes compostos aromaticos e adiciona-los de novo ao café solavel antes de ser

embalado (Spiller, 1998a).
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3.2.1.6- Os suceddneos do café

O uso de substitutos de café constitui uma pratica generalizada, em especial em
épocas de baixa producdo de café e consequente aumento de preco, tanto devido a

causas naturais como a perturbagdes no comércio internacional, tais como as que

“
>

ocorreram durante as duas Grandes Guerras Mundiais. Em alguns paises consumidores
estes substitutos tém poder de competicdo com o café puro, ndao s6 pelo preco mais
reduzido como pelo facto de ndo possuirem cafeina.

O sucedéaneo de café mais importante é a chicoria, sendo também usados alguns
cereais, como a cevada, o malte, o centeio, 0 trigo e o milho, ¢, em menor grau, algumas
plantas leguminosas, como por exemplo o grao-de-bico, o amendoim, o feijao, a soja, e 0
tremogo. De um modo geral, estes produtos sdo torrados a 180-200 °C, cobertos com
agucar e de novo torrados de modo a que se forme uma camada dura e quebradica que
favorece o processo de moagem (Belitz et. al., 2004a). Todos estes substitutos sdo

consumidos puros ou ‘como misturas com e sem adicdo de café soluvel (Smith, 1985).
3.2.1.7- Café tratado

Algumas das substancias que se formam durante a torra, como por exemplo os
acidos fenolicos e as ceras, sdo irritantes para o organismo. Varios processos tém sido
desenvolvidos para separar estes compostos do café torrado de forma a torna-lo
toleravel para as pessoas mais sensiveis. Os mais comuns sdo a lavagem dos graos com
di6xido de carbono liquido ou com um solvente orgéanico e depois com vapor de agua

(Belitz et. ak, 2004a).
3.2.2- Os componentes quimicos do café
Os componentes quimicos do café verde dependem da espécie e da variedade

em questdo e, em menor extensao, de outros factores como as préticas agricolas, o grau

de maturagao e as condi¢oes de armazenamento.
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Durante a torra ocorrem mudancas consideréaveis, uma vez que os compostos
mais labeis sdo degradados e os compostos mais reactivos interagem para formar
produtos complexos. A infusdo do café torrado e moido em agua quente também
origina uma grande mudanga na composigdo, uma vez que 0s compostos mais soltaveis
em agua sao preferencialmente extraidos. Outras alteracoes 530, observadas apos

processamentos adicionais como a descafeinacio. Na Tabela 3.2 apresenta-se um

resumo razoavel dos dados disponiveis.

Tabela 3.2- Composicao qliirnica de cafés Arabicas e Robustas verdes e torrades e de café soltvel em po

em % de matéria seca. (Adaptado de: Smith, 1985)

Componente Aribica Robusta Café Soliivel
Verde Torrado Verde Torrado
Minerais 3,0-4,2 3,5-45 4,6-4,5 4,6-5,0 9,0-10,0
Cafeina ; 09-1,2 ~1,0 1,6-2,4 ~2,0 4,5-5,1
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6 _
Lipidos 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0 1,5-1,6
Acidos clorogénicos (Z) 5,5-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4,6 5,274
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5 .
Oligossacarideos 6,0-8,0 0-3,5 5,0-7,0 035 0,7-5,2
Polissacarideos (Z) 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 - ~6,5
Aminoécidos livres i 2,0 0 2,0 0 0
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0 16,0-21,0
Acidos hiimicos o 16,0-17,0 _ 16,0-17,0 15,0

Uma anél?se sumadria da Tabela 3.2 permite confirmar a existéncia de importantes
modificacdes na composigao do café durante a torra, como a perda total de aminoacidos
livres, a diminuicdo acentuada do teor de polissacarideos e a formacio de 4cidos
himicos (Casal et. al., 2003; Murkovic e Derler, 2006).

Os aminoacidos estdo presentes nos graos de café verde tanto no estado livre
como parte integrante das proteinas. O teor de aminoacidos livres nos graos depende

do grau de maturacéo e da espécie. Na Figura 3.4 apresenta-se uma comparagao entre o
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conteido de aminodacidos livres presentes nas duas espécies de café mais comuns. A
asparagina, que como vimos anteriormente, ¢ um dos principais precursores da
acrilamida, ¢ um dos trés aminoécidos presentes em maior quantidade em ambas as

espécies.

1400 1
1 Arabica
1200 A
Bz Robusta
1000 A
800 M

o T ey %
.\

Aminoacidos presentes no café verde (1878}

Figura 3.4- Aminoacidos presentes no café verde nas espécies Arabica e Robusta. (*: Diferenga

significativa). (Adaptado de: Murkovic e Derler, 2006)

ALA— alanina, ARG- Arginina, ASN— asparagina, ASP— 4cido aspartico, GLN— glutamina, GLU—
acido glutimico, GLY — glicina, HIS — histidina, ILE— isoleucina, LEU— leucina, LYS — lisina, MET — metionina,
PHE — phenilalanina, PRO— prolina, SER — serina, THR — treonina, TYR — tirosina, VAL — valina

Durante a torra ocorre a desnaturagdo das proteinas e a sua degradacdo em
fragmentos, de’ mais baixo peso molecular. Adicionalmente, algumas das proteinas
podem reagir com os hidratos de carbono (reaccdo de Maillard) e com compostos
fenodlicos. Os aminoacidos livres presentes degradam-se ou combinam-se com outros
compoé}:os, dando origem a uma mistura complexa de compostos volateis e nao
volateis. Muitos destes compostos volateis sdo importantes constituintes aromaticos,
pelo que os niveis de aminoacidos podem ter uma influéncia directa no aroma e,

consequentemente, na qualidade do café torrado. Também ¢é razoavel supor que os
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aminoacidos livres, apesar de presentes em muito menor quantidade do que os ligados
a proteinas, serdo mais importantes a este respeito uma vez que estdo mais acessiveis as
espeécies reactivas presentes no meio (Macrae, 1985; Montavon et. al., 2003).

O café verde contém uma variedade de diferentes hidratos de carbono entre os
quais a glicose (7-8% no total de matéria seca) e a galactose (11-13% no'total de matéria
seca), e polissacarideos insolaveis (Spiller, 1998b). Durante a torré, os polissacarideos
degradam-se e tornam-se mais extraiveis contribuindo para as propriedades
organolépticas da infusdo de café tais como a viscosidade, a permanéncia do paladar na
boca e a formagao e estabilidade da espuma no café “expresso”. Também contribuem
para a retencao de cor;npostos volateis (Trugo, 1985;. Nunes e Coimbra, 1998; Redgwell
et. al., 2002).

Um grupo caracteristico de compostos que se forma durante a torra é o dos
pigmentos. Em geral, trata-se de melanoidinas, que resultam da combinacdo da
caramelizacdo da sacarose e de reacgdes de condensagdo entre componentes com
grupos amina e agticares redutores (Macrae, 1985; Spiller, 1998b). As melanoidinas sdo o
resultado final da reaccdo de Maillard nos graos de café e sdo responsaveis pela

retencao de compostos aromaticos (Andriot et. al., 2004).

3.2.3- Bebidas derivadas do café

Para a preparagdo do café bebida podem usar-se diferentes proporgdes de pé de
café e agua de acordo com os hdabitos de consumo, diferentes de pais para pais.
Normalmente, usa-se uma mistura de café das variedades Arabica e Robusta de forma a
combinar a grar'{'cie aromaticidade dos primeiros com o “corpo” e com a maior riqueza
em cafeina dos segundos.

Em Portugal, o tao apreciado “expresso” obedece a certas regras especificas para
que se possam apreciar todas as suas caracteristicas sensoriais e aromaticas. Assim o
“expresso” ideal devera ser preparado de acordo com os dados apresentados na Tabela

3:3.
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Tabela 3.3- Parametros que definem um “expresso”. (Adaptado de: Illy e Viani, 1995; Barbera, 2005)

Temperatura da dgua de extracgio Constante a 92 °C
Pressdo da dgua constante a 8/9 atmosferas
Agua Mineral pouco dura
Volume de café na taga 30/35 mL
Tempo de extracgio 25/30 segundos <
Porgdo de café moido 65+15g 2y
Cor de aveld, com estrias tipo “tigre”, de 2/3 mm de espessura, consistente
Espuma
durante 2 a 3 minutos no minimo
Qualidades sensoriais Corpo denso e opaco. Aromadtico, pouco amargo. Paladar permanente
De porcelana, redonda e céncava e mantida a uma temperatura entre 40 a
Chdvena

50 °C segundo o calor especifico e 0 material da chévena

s

E a natureza polifasica do “expresso” que o torna tinico em relacdo a qualquer
outra bebida de caf¢, tanto a nivel organoléptico como a nivel fisico-quimico (Illy &
Viani, 1995). Trata—se_de uma solucdo concentrada de sais, acidos, acticares, cafeina e
muitas outras substancias complexas que formam a matriz onde coexistem trés fases

dispersas:

1. Uma emulsao de gotas de gordura
2. Uma suspensao de particulas sélidas

3. Uma névoa de bolhas de gés, a efervescéncia, que forma a espuma.

A bebida obtida a partir do café solavel é marcadamente diferente da bebida

obtida a partir do café moido. O café solavel possui muito maior quantidade de
»

hidratos de carbono soltveis, logo apresenta geralmente mais corpo e mais espuma,
para além de um sabor mais amargo.

No caso do café descafeinado, este origina uma bebida relativamente livre de
cafeina e com um paladar menos aromatico devido ao tratamento para extrair a cafeina.

Em resumo, pode concluir-se que o café é uma bebida extremamente variavel. Os
parametros necessérios para a definir incluem a espécie do café, as técnicas de cultura, o

método do processamento do café verde, a técnica de torra, e o método de extraccdo ou
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técnica de preparacédo do café solavel. Consideracdes adicionais que poderdo interferir
com o paladar e o aroma podem ser a utilizacdo de fertilizantes e o modo de

armazenamento (Spiller, 1998a).

3.3- O cacau

O cacau pode ser consumido como bebida mas as suas caracteristicas sao
diferentes das bebidas do café e do ch4, uma vez que ndo forma uma infusdo aquosa
limpida, mas sim uma suspensdo. No entanto, o produto derivado do cacau mais
consumido em todo o Mundo é, sem diivida, o chocolate.

Alimentos a base de grdos de cacau sdo consumidos pelo Homem desde, pelo
menos, 460 a 480 AC. O grdo de cacau corresponde a semente da arvore tropical de
cacau, Theobroma cacao, da familia das Sterculiaceae.

Os graos de cacau éontém uma grande variedade de compostos biologicamente
activos. Estes incluem os alcal6ides derivados da purina como a teobromina (que é a
predominante), a cafeina e a teofilina (Apgar e Tarka, 1998). Ao contrario do café e do
cha, o cacau tem que ser consumido em grandes quantidades para que as suas
propriedades estimulantes se fagam sentir (Belitz et. al., 2004b).

O consumo de cacau no Mundo é semelhante ao do café, sendo mais elevado nos

paises Europeus e na América do Norte (Lundsberg, 1998).

3.3.1- Colheita e proceséamento do cacau
#

Os frutos do cacau sdo colhidos quando maduros e as sementes sao extraidas
com uma parte da polpa envolvente. A polpa é removida por um processo de
fermentacao que decorre durante 2 a 8 dias, durante o qual comegam a desenvolver-se a
cor e 0 aroma tipicos do cacau. Apos a fermentagao, as sementes séo secas, usualmente
ao sol durante alguns dias, até que atinjam um grau de humidade de 6 a 8% e percam

cerca de metade da sua massa (Belitz et. al., 2004b). De seguida, os graos fermentados
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sao torrados a temperaturas entre os 130 a 150 °C durante 15 a 45 ﬁqinutos, dependendo
da extensdo de torra pretendida (Krysiak, 2006). Os graos torrados sdao rapidamente
arrefecidos com dgua, secos e transferidos para uma maquina que elimina as peliculas e
os restos secos da polpa. Posteriormente, sdo desintegrados e moidos de forma a
romper as paredes celulares e a libertar a manteiga de cacau que se‘encontra no interior.
O produto resultante é uma pasta moldavel bastante fluida cha1;1ada licor de cacau.

Este produto sofre uma neutralizagdo parcial dos acidos livres de forma a
suavizar o sabor e melhorar as propriedades da suspensado, evitando a formacao de
deposito na bebida de cacau (Belitz et. al., 2004b).

3.3.2- Composi¢do quimica do cacau

O processo de fermentacdo dos graos verdes de cacau é responséavel pela
formacdo de grande parte dos precursores responsaveis pelo paladar e aroma
caracteristicos. O desenvolvimento completo do aroma do cacau depende das condices
da torra, mas também do periodo de colheita e da secagem.

Durante a fermentagao, as alteragdes quimicas e fisicas ocorrem rapidamente
devido a presenca de uma grande quantidade de agticar e de microrganismos na polpa.
Os agucares sdo convertidos em alcodis e finalmente em acido acético que penetram a
pelicula protectora do grao onde, com a ajuda do calor que se liberta, vai causar a
destrui¢do das células, iniciando as alteragdes quimicas necessarias ao desenvolvimento
dos compostos aromaticos (Escriva et. al., 1998; Thompson et. al., 2001).

A desestruturacao celular permite a mistura entre si de compostos soluveis em
4gua que nbrmalmente ndo entrariam em contacto uns com os outros. A complexidade
das reacgdes que ocorrem durante a fermentagdo ainda nao estd completamente
compreendida, mas algumas enzimas presentes no cacau que participam neste processo
sdo a glicosidase, a protéase e a polifenol oxidase (Thompson et. al., 2001).

Em geral, as proteinas, que correspondem a cerca de 60% do contetdo total em
azoto dos graos de cacau, sdo hidrolisadas a péptidos e aminoacidos, os agticares sao

hidrolisados e formam-se acidos volateis e muitos outros compostos, produto de
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diferentes reacgdes (Bonvehi, 2005).

A quantidade e a composicdo dos aminodcidos livres mudam durante a
fermentagdo. As sementes ndo fermentadas apresentam uma concentracdo mais baixa
de aminoacidos livres em relacdo as sementes fermentadas. Apdés a fermentacdo, a
asparagina corresponde a cerca de 7% da quantidade total de aminoécidos livres
(Rosihus et. al., 2006).

A hidroélise da sacarose, que ocorre durante a fermentagao, fornece a quantidade
de agticares redutores necessarios para a formagdo dos compostos aromaticos durante a
torra (Bonvehi, 2005).

Rosihus et. al. -'(2006) analisaram a quanticiade de asparagina e de agticares
redutores presentes nos graos de cacau fermentados e nas batatas cruas. Concluiram
que, em termos absolutos, os graos de cacau apresentam uma quantidade muito inferior
de asparagina (<20%) e de aglcares redutores (<5%) em relagio a quantidade
encontrada nas batatas.

Os lipidos, presenfes em quantidades elevadas (cerca de 54%), dao origem a
manteiga de cacau que possui um grande valor nutricional e econémico com diversas
aplicagoes (Belitz et. al., 2004b).

Durante a fermentagdo e secagem subsequente, os graos verdes perdem cerca de
65% do seu peso. A reducdo da humidade interrompe o processo enzimatico. A
secagem fica completa quando a quantidade de humidade dos graos atinge 6% e estes
se tornam muito quebradigos (Apgar e Tarka, 1998).

O processo de torra que se segue, provoca a libertagdo de compostos aromaticos
desejaveis, que se formam durante a reaccio de Maillard. Outro dos objectivos da torra
do cacau ¢ a o%)tem;éio da textura adequada para a posterior moagem (Bonvehi, 2005;

Ramli et. al., 2006).
3.3.3- Producéo de chocolate

O chocolate é fabricado a partir do licor de cacau nio neutralizado ao qual se

adiciona acticar, manteiga de cacau, baunilha, canela, e, ocasionalmente, leite, nozes,
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café, etc. Os ingredientes sdo misturados e refinados, sendo o produto obtido sujeito a
um processo de “maturacgdo” de forma a melhorar o sabor. A massa de chocolate é
finalmente moldada na forma desejada (Belitz et. al., 2004b). Para se obter um produto
final altamente aromatico, estruturalmente homogéneo, estavel e com viscosidade
adequada para que se “derreta na boca”, devem seguir-se cuidadosamente os
procedimentos associados aos vérios passos descritos (Fryer e Pinschower, 2000).
Comercialmente, o chocolate pode ser apresentado de diversas formas e com
diferentes aplicacoes. Na Tabela 3.4 apresenta-se um resumo da composicao de alguns

produtos de chocolate de maior consumo.

Tabela 3.4- Composigdo quimica de alguns produtos a base de chocolate (Adaptado de: Fryer e
Pinschower, 2000; Belitz et. al., 2004b)

Massa de cacau Leite em po Manteiga de cacau Manteiga de leite
Acguicar %
Produto % magro % % (gorda) %
Percentagem usual dos componentes (%)
Chocolate de culinaria 33-50 -— 5-7 - 50-60
Chocolate para fundir 35-60 -— 0-15 — 38-50
Chocolate de creme de
10-20 8-16 10-22 5.5-10 35-60
leite
Chocolate de leite
10-30 9.3-23 12-20 3.2-75 32-60
inteiro
Chocolate de leite
10-35 12.5-25 15-25 0-2 30-60
magro
Chocolate negro 39.6 — 11.8 — 481
Chocolate amargo 60.7 — 2.6 - 36.3
Gelado de chocolate 33-65 - 5-25 — 25-50

3.4- Os cereais

Os cereais sdo membros da grande familia das monocotiledoneas, as Gramineae.
A sua importancia como alimento teve origem no facto de os gréos de cereais serem

muito nutritivos e as suas culturas serem de alto rendimento, com médias mundiais na
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ordem das trés toneladas por hectare. A composicdo dos grdos de cereais inclui
geralmente cerca de 70% de hidratos de carbono, 10% de proteinas e 3% de lipidos, que
logicamente variam de acordo com a espécie, condicdes de cultivo e variedade (Morris e
Brice, 2000).

Os cereais mais cultivados sdo o trigo, o centeio, o arroz, a cevada, o milho, o
sorgo e a aveia, com os dois primeiros a ocupar uma posicao especial uma vez que sao
adequados para preparar pao. No seu conjunto, os cereais sdo de extrema importancia
na preparacao de alimentos bem como de racdes para animais. Sdo por isso cultivados

em cerca de 60% das areas agricolas do Mundo (Belitz et. al., 2004c).

3.4.1- Composicao quimica dos cereais

A parte dos cereais que se recolhe e processa é o grdo. Este é constituido pelo
germe, pelo endosperma e pelo pericarpo. Na Figura 3.5 apresenta-se um corte
longitudinal de um grdo de cereal onde estdo representadas as vérias camadas que

constituem os graos.

GERME
Contern vitaminas, piinerais,
proteinas ¢ gordura

ENDOSPERMA OU AMENDOA

Contem principalmente proteinas
e amido

PERICARPO OU CASCA

Contem muitos minerais,
vitaminas e fibras

Figura 3.5- Corte longitudinal de um grio de cereal. (Adaptado de:
http:/ /www.hawos.de/pages/engl/alles3.htm, consultado em 2006/09/20)

Do ponto de vista nutricional, os cereais sdo de uma grande riqueza. Para além
de hidratos de carbono, proteinas e fibra fornecem uma grande variedade de

micronutrientes em particular alguns tipos de vitamina B, de vitamina E e de minerais,
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como o ferro. A distribuicdo dos nutrientes pelas diferentes pa;rtes néo é uniforme.
Enquanto o amido se encontra s6 no endosperma, as proteinas estdo distribuidas por
todo o grao e as fibras quase se limitam a casca (Alldrick et. al., 2000).

O amido é o hidrato de carbono presente em maior quantidade nos cereais. Sdo
as quantidades enormes de amido rodeado por proteinas insoliveis que dao origem a
farinha. Das proteinas destaca-se o gliten, que é o responsévél pelas propriedades do
trigo durante o processo de cozedura no forno (Belitz et. al., 2004c).

Os aminoécidos livres presentes nos cereais dependem da espécie que se esta a
considerar. De um modo geral o acido glutdmico (19-33% de aminoacidos livres), a
asparagina (15-18% idem) e a leucina (7-15% idem) sdo os aminoécidos presentes em
maior quantidade (Ejeta et. al., 1987; Doyle, 2002; Elmore e Mottram, 2002).

Apesar de serem uma excelente fonte de nutrientes, os cereais apresentam,
porém, duas limitagdes muito importantes:

1. Em termos de composi¢do de aminoacidos constituintes das suas proteinas, os
cereais tendem a apresentar niveis reduzidos de alguns dos aminoacidos essenciais, em
particular de lisina e treonina. Este facto é importante ao considerar o valor nutritivo
das ragdes de animais, mas em relacdo a alimentagdo humana s6 é relevante em
sociedades com uma dieta proteica muito limitada.

2. A biodisponibilidade dos nutrientes dos cereais é baixa o que implica a
necessidade de, um processamento adequado. A biodisponibilidade de um nutriente
pode ser definida como a quantidade de um nutriente presente num alimento, capaz de

ser absorvida no sistema gastrointestinal.
3.4.2- Processamento dos cereais

Os cereais apresentam uma percentagem relativamente baixa de agua (cerca de
12%), o que permite o seu armazenamento pouco depois da colheita. Nos casos em que
¢ necessario um passo adicional de secagem, esta pode ser efectuada com uma corrente
de ar quente a cerca de 60-80 °C.

A producdo de farinha baseia-se na simples trituracdo dos graos, sendo
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eliminadas as cascas. Uma vez obtida, a farinha pode ser usada para preparar diversos
produtos alimentares.

Os produtos de padaria sdo produzidos a partir de farinha de trigo, centeio e em
menor quantidade de outros cereais, por adicdo de 4gua, sal, um agente levedante
(leveduras ou produtos quimicos) e outros ingredientes como _le_)iﬁe, ‘manteiga (para
tornar o produto menos consistente), acgtcar, ovos, etc, sendo posteriormente
processados num forno. Podem dividir-se em dois grandes grupos.

O primeiro ¢ o grupo do péo e derivados, produzidos normalmente a partir de
farinha muito fina, misturada com agua e sal e com um grau de humidade final de cerca
de 15%. A possivel adicdo de leite, agticar e manteiga ¢ sempre-inferior a 10%. Como
agente levedante usam-se leveduras, normalmente as Saccharomyces cerevisiae, que
degradam em simultaneo a sacarose e a maltose acelerando o processo de fermentagao.
A temperatura 6ptima de fermentagéo ¢ de 28 a 32 °C e deve ser mantida durante cerca
de trés horas. O pH 6ptimo para o crescimento varia entre 4 e 5. Para além da libertacio
de CO; e de etanol, que aumentam o volume da massa, as leveduras originam alguns
compostos responsaveis pelo aroma.

O segundo corresponde ao grupo da padaria fina que inclui produtos com um
tempo de vida prolongado como biscoitos, bolachas doces e salgadas, etc. Estes
produtos sdo feitos com farinha misturada com 10% de manteiga e/ou agtcar, assim
como outros ingredientes e um levedante quimico. O grau de humidade nestes
produtos é extremamente reduzido. Os levedantes quimicos mais utilizados sio o
bicarbonato de s6dio (NaHCO3), usado para preparar bolachas, e o hidrogenocarbonato
de amoénia (NH{HCO3) usado, p‘or exemplo, no fabrico de pao de gengibre e de bolachas
de'mel. A interaé(;-éo‘ entre a agua, o meio acido, o calor e um levedante quimico em p6
provocam a libertacio de CO:. Nos casos dos agentes & base de amoénia, estes
decompdem-se a temperaturas acima dos 60 °C libertando NH;, CO; e agua. A
temperatura do forno e o tempo de cozedura dependem do produto final que se
pretende. Geralmente a massa vai ao forno entre 200 e 250 °C durante 15 a 20 minutos.

Durante a cozedura no forno destes produtos, numa primeira fase, verifica-se

uma maior actividade das enzimas e das leveduras que provocam um aumento do

48




Capitulo 3 - A COMPOSICAO QUIMICA E O PROCESSAMENTO DOS ALIMENTOS

volume, devido a libertacdo de produtos gasosos, 4 medida que a temperatura sobe.
Consequentemente, a massa do pao cresce rapidamente. A actividade das leveduras
cessa por volta dos 45 °C e desaparece acima dos 55 °C. As amilases, no entanto,
continuam activas até cerca de 70 °C continuando a quebrar o amido em agticares mais
simples.

A medida que a temperatura aumenta, comegam a ocorrer mudangas fisicas na
massa particularmente a partir de 65 °C. O amido comeca a gelificar e as proteinas
coagulam acima dos 75 °C. Obviamente, ¢ na zona superficial da massa que a
temperatura é mais alta, e no interior raramente excede os 100 °C. Isto resulta numa
crosta castanha e dura devido a ocorréncia de reac¢des de Maillard e a mudancas

estruturais provocadas pela producdo de dextrinas a partir do amido (Belitz et. al.,

2004c).

3.5- Os vegetais

Os vegetais podem definir-se como as partes frescas de plantas que, cruas,
cozinhadas, enlatadas ou processadas de alguma forma fazem parte da alimentagao
humana. De um ponto de vista botanico, os vegetais podem ser divididos em algae
(algas maritimas), cogumelos, raizes vegetais (cenouras), tubérculos (batatas, inhame),
bolbos e caules (rdbano, salsa), vegetais folhudos (espinafres), vegetais inflorescentes
(bréculos), vegetais granulosos (ervilhas verdes) e vegetais com fruto (tomate) (Belitz ef.
al., 2004d).

Neste trabalho, e tendo em conta a formacdo de quantidades elevadas de
acrilamida em batatas, ir4 ser feita apenas referéncia as mesmas e aos tipos de

processamento mais comuns a que sdo sujeitas.

3.5.1- Composic¢do quimica das batatas

As batatas contém cerca de 1 a 3% de compostos azotados dos quais 35 a 80%
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correspondem a proteinas, sendo a parte restante constituida por aminoacidos livres,
péptidos e outros compostos. Os agticares predominantes nas batatas sdo a glicose e a
frutose (0,3 a 4%) assim como a sacarose (0,1 a 12%). Outros agticares ocorrem em
quantidades mais pequenas. O amido é o polissacarideo mais abundante nas batatas
com cerca de 13 a 23% em percentagem de matéria seca de batata (International Starch
Institute, 2001). Outros polissacarideos presentes sdo a celulose, a hemicelulose e as
pectinas.

A fraccdo proteica consiste em grande parte em enzimas, as quais podem ser
prejudiciais ou benéficas durante o processamento. A sua presenca é importante na
formagado de compostos arométicos e, consequentemente, do sabor tipico dos produtos
finais (Belitz et. al.,, 2004d). Para além das proteinas, as batatas também apresentam

aminoé4cidos livres, sendo a asparagina e a glutamina os que estdo presentes em maior

quantidade (Figura 3.6).
m YR WAAA W ABA
# PRO - 1}::{ .1113}: 29  EVAL 6% 0% ALA
\ > 6% |

\ L

mASN
34%

1% 10% GLN RCX3 6%
6% 2%

Figura 3.6- Distribuicao dos aminodcidos livres (% baseada na quantidade total de aminoéacidos livres)

em batatas (média de 124 amostras independentes). (Adaptado de: Taeymans et. al., 2004).

AAA — dcido aminoadipico, ABA — 4cido aminobutirico, ALA— alanina, ASN — asparagina, ASP— 4cido aspértico,
CYS — cisteina, GLN — glutamina, GLU — &4cido glutdmico, GLY — glicina, HIS — histidina, HYP — hidroxiprolina,
ILE— isoleucina, LEU — leucina, LYS — lisina, MET — metionina, ORN — ornitina, PHE— phenilalanina, PRO—
prolina, SER — serina, THR — treonina, TRP — triptofano, TYR — tirosina, VAL~ valina. Nota: A Arginina nao foi
quantificada.
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A quantidade dos varios componentes quimicos ¢ muito dependente da
variedade de batata (Finotti ef. al., 2006; Vivanti et. al., 2006), do tipo de solo e da
fertilizacdo usada (De Wilde et. al., 2004 e 2006a). O grau de amadurecimento (De Wilde
et. al, 2006b) e as condigdes de armazenamento das batatas cruas afectam
essencialmente a quantidade de actcares redutores (Chuda et. al., 2003; De Wilde et. al.,

2005; Ohara-Takada, et. al., 2005) e de aminoacidos livres (Brierley et. al., 1997).

3.5.2- Processamento das batatas. O processo de fritura

A confeccio pela fritura de géneros alimenticios é uma pratica muito difundida
pois trata-se de um processo rapido que permite transmitir aos alimentos um sabor e
textura muito apreciados pelo consumidor e pode ser utilizado num leque de alimentos
muito variado, desde a batata até ao peixe. Além disso, é um processo bastante
econémico, pois utiliza com muita eficiéncia a energia calorifica (Pokorny, 2002).

A fritura consiste na imersdo do alimento num 6leo aquecido até cerca de 180 °C.
Durante este processo h4 a transferéncia directa do calor do éleo quente para o alimento

frio. Pode ser descrita de uma forma simplista em duas fases:

1.? fase - desidratagdo parcial dos alimentos. Durante esta fase, a 4gua presente
nos alimentos liberta-se rapidamente sob a forma de vapor e vai diminuindo até se
dissipar. Outros materiais solubilizados na fase aquosa sado retirados do interior dos
alimentos para o exterior.

2.% fase - entrada do ¢leo nos alimentos. O 6leo vai ocupar parte do espago
deixado livre pela 4gua o que confere aos alimentos um sabor caracteristico. A
profundidade de penetracdo esta condicionada pela humidade, pela forma e volume do

alimento e, ainda, pelo tempo e temperatura de fritura (DRABL, 2006).

A forma mais usual de processar as batatas e de as conservar por maiores
periodos de tempo é a fritura. Durante este processamento as batatas adquirem uma

tonalidade mais escura, normalmente entre a cor amarela e a cor castanha, tornam-se
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estaladicas e ha a formacdo de compostos aromaticos caracteristicos devido a reacgio de
Maillard.

As altas temperaturas a que se processa a fritura provocam alterac¢des fisicas e
quimicas nas batatas e também nos 6leos que sofrem vérias reac¢oes de degradacdo que
limitam o seu tempo de vida. Algumas destas reaccdes sdo a hidrolise, a oxidagdo e a
polimerizacdo que dao origem a varios compostos quimicos. A acumulagdo destes
causa alteragdes na viscosidade e na cor e aumenta a formacdo de espuma no 6leo. A
quantidade de substincias que se formam e as suas estruturas quimicas dependem de
muitos factores incluindo o tipo de 6leo e de alimento, as condi¢des da fritura e a
disponibilidade de oxigénio (Warner, 2004).

As alteracdes fisicas e quimicas que ocorrem nas batatas e no 6leo durante o

processo de fritura estdo resumidas esquematicamente na Figura 3.7.

Oxigenio Agua Vapor, compostos volateis
4 [ 4
Aerificagao Absorgio Vaporizagio
l Oxigénio 4 Vapor
. v
Oxidagao Hidrolise
v v
Hidroperoxidos v N Acidos gordos livres
Dienos conjugados \ Desidratagau diacilglicertis
v Direros, trimeros, glicerol
Alcodis, cetonas, epbxidos, aleodis, monoacilglicerdis
aldeidos hidrocarbonetos

deidos Hidrocarbonetos

Polimenza;ao gy Dimeros
Compostos ciclicos

Fonte de calor

Figura 3.7- Reacgoes fisicas e quimicas que ocorrem durante a fritura. (Adaptado de: Warner, 2004)
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Na Tabela 3.5 estdo resumidos alguns cuidados que se devem ter para evitar a

degradagao precoce do 6leo durante a fritura.

Tabela 3.5- Cuidados a ter para evitar a degradagao do 6leo de fritar (Adaptado de: Warner, 2004)

Processo de fritura

=z

Manter a temperatura do 6leo nem demasiado alta nem demasiado baixa (cercade 170 °C).

Evitar tempos prolongados de fritura.
Minimizar o arejamento/absorgao de oxigénio.
Manter o equipamento de fritura em boas condigdes.
Manter uma fritura constante, em vez de uma fritura intermitente.

‘ Filtrar o 6leo e limpar a fritadeira. #
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“Nada se perde, nada se cria, tudo se transforma”

Antoine Lavoisier
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4.1- Mecanismos de formacdo da acrilamida em alimentos

Os mecanismos de formacgdo da acrilamida nao estio ainda totalmente
esclarecidos, mas tém sido muitos os avangos registados nos tltimos anos, na sequéncia
do trabalho de diversos grupos de investigacdo. Uma revisao, ezgteﬁéiva sobre este tema
foi feita por Taeymans ef. al. (2004).

Genericamente, a acrilamida aparece em alimentos submetidos a processamento

térmico a temperaturas superiores a 120 °C. O teor da substancia tende a aumentar com

" a intensidade e o tempo de aquecimento. Na maior parte dos alimentos, em particular

nas batatas e nos: cereais processados a latas temperaturas, estd estabelecido que a
principal via de formagao consiste na reacgédo de Maillard, tendo como ponto de partida
a reaccao do aminoéacido asparagina com agticares redutores e/ou outras substancias
com fungdo carbonilica. Esta via de formagdo é consistente com o facto de os produtos
mais afectados apresentarem, simultaneamente, elevados teores de asparagina livre e
de agticares redutores.

A recente descoberta de acrilamida em azeitonas pretas, em sumo de ameixa
(Roach et. al., 2003), em ragdo de animais esterilizada por autoclave (Twaddle ef. al.,
2004) e em agticar (Lingnert ef. al., 2002) parece implicar, todavia, o envolvimento de

outras vias de formagao durante o tratamento a temperaturas mais baixas.
4.1.1- Formacdo de acrilamida a partir da reac¢ao de Maillard

Desde os tempos mais remotos, que os alimentos tém sido processados para se
obter arortas e paladares mais agradaveis. A transformacdo que se verifica nos
alimentos durante o seu processamento pode ser traduzida por uma cascata de reaccdes
quimicas que levam a alteragbes no paladar e na cor. Uma parte destas reaccdes
constitui aquilo que é normalmente designado por reaccdes de Maillard (Fay e Brevard,
2005).

Nos alimentos, as reac¢des de Maillard sdo responsdveis por mudancas na cor,

no paladar e no valor nutritivo, mas também, pela formacao de compostos nocivos ou
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indesejaveis como as aminas aromaticas heterociclicas, HAA's (Sugimura et. al., 2000).
Os efeitos na satide dos compostos derivados das reaccdes de Maillard tém sido
intensivamente estudados. Para além de compostos nocivos como os ja referidos, outros
produtos apresentam, pelo contrério, actividade antioxidante, quimiopreventiva e

antimutagénica (Somoza, 2005).

A reaccdo geral de Maillard corresponde a um conjunto de reaccdes que se
desencadeiam em vérias etapas, iniciando-se a partir da reaccido entre os grupos
aminicos livres de aminoacidos, péptidos ou proteinas e os grupos hidroxil-glucosidicos
dos agucares redutores. As primeiras etapas da reaccdo sdo relativamente simples
envolvendo a condensa;géo de um composto aminadcl) com um agdcar redutor, o que da
origem a uma glicosilamina. Estes compostos, por sua vez, conduzem & formacdo de
um ndmero limitado de derivados (bases de Schiff, aldosilaminas e compostos de
Amadori) que no seu conjunto sdo habitualmente désignados por pré-melanoidinas. As
etapas seguintes, que se traduzem pela degradagdo dos compostos de Amadori,
conduzem a formacio de variadissimos compostos, muitos dos quais correspondem a
moléculas insaturadas que se podem polimerizar (Nunes e Baptista, 2001).

A reaccdo de Maillard pode ser resumidamente descrita através do seguinte

esquema (Figura 4.1):

R-NH, + agticar redutor

L]

base de Schiff
. aldosilamina

produtos de Amadori (ou desoxicetoses)

|

produtos intermedidrios

!

Melanoidinas e compostos aromaéticos

Figura 4.1- Esquema geral da reacgao de Maillard (Adaptado de: Nunes e Baptista, 2001)
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Os complexos amino-agticar que se produzem nas primeiras fases da reacgio
apresentam propriedades fisico-quimicas (como auséncia de cor, alta solubilidade em
agua e estabilidade ao calor) diferentes das exibidas pelos produtos finais da reacgao,
que geralmente apresentam fraca solubilidade e sdo corados (Nunes e Baptista, 2001). O
escurecimento ¢ a caracteristica mais visivel da reacdo de Maillard. A cor produzida, a
sua intensidade e as propriedades do produto final sdo fort;mente dependentes da
natureza dos reagentes e das condicdes de reacgdo, especialmente do valor de pH, da
temperatura e da presenca de baixas quantidades de agua.

Mottram et. al. (2002) e Stadler et. al. (2002) foram os primeiros a referir que a
acrilamida podia resultar de um mecanismo térmico de Maillard resultante da reaccio
entre a asparagina (um aminoécido acidico) e acuicares redutores (glicose e frutose).
Aqueles autores efectuaram uma série de experiéncias, nas quais submeteram a
tratamento térmico, solugbes equimolares de glicose com diversos aminoacidos
(asparagina, glicina, cisteina, metionina e glutamina) tendo verificado que nas
experiéncias a 165 °C e pH 5,5 apenas a asparagina dava origem a quantidades bastante
elevadas de acrilamida. Foram obtidas evidéncias de que o esqueleto carbonado e o
grupo amida da acrilamida derivam da asparagina, ao usar este aminoacido marcado
com is6topos (15N e 13C), verificando-se uma incorporagdo na nova molécula de mais de
98% destes atomos (Stadler et. al., 2002; Zyzak et. al., 2003).

O mecanismo de Maillard que leva da asparagina até a acrilamida é complexo e
pode envolver muitos intermediarios diferentes. Mottram et. al. (2002) propuseram o

envolvimento de um processo quimico conhecido por “degradacdo de Strecker”. A

representacao esquematica deste mecanismo é apresentada na Figura 4.2.

*
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Figura 4.2- Mecanismo de formacdo da acrilamida apés uma degradagdo de Strecker de um aminoacido

na presenca de compostos dicarbonilo durante a reacgao de Maillard (Adaptado de: Mottram et. al., 2002).

Yaylayan et. al. (2003) e Zyzak et. al. (2003) apresentaram evidéncias de um

percurso alternativo que envolve a descarboxilagdo nas fases iniciais do N-glicésido da
»

asparagina via formacdo de uma base de Schiff. Um esquema deste mecanismo é

apresentado na Figura 4.3.
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Figura 4.3- Mecanismo de formagao de acrilamida em alimentos processados a altas temperaturas,

envolvendo a descarboxilagdo do N-glicosido da asparagina (Adaptado de: Zyzak et. al., 2003).

"y

O facto de a asparagina aparecer como o Gnico aminoacido capaz de levar a
formacdo de acrilamida pode explicar a ocorréncia deste composto em alimentos
vegetais, como cereais e batatas, que sdo ricos neste aminoacido em particular. Como ja
foi referido no Capitulo 3, as batatas contém cerca de 35% de asparagina em

percentagem de aminoacidos livres e os cereais cerca de 15%.
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4.1.2- Formagao da acrilamida a partir de outros mecanismos

Alguns autores identificaram mecanismos alternativos a reaccio de Maillard
para a formagao de acrilamida em alimentos (JIFSAN Workshop of Acrylamide in Food,
2004). Na Figura 4.4, apresenta-se um esquema com alguns dos mecanismos propostos

que serdo discutidos nos pontos seguintes.

Acidos gordos Ac. Aspértico
Carnosina
- .+ B-alanina
Glicerol
\ v
Acroleina ¥

:
. Acido acrilico

ACRILAMIDA

\

3-Aminopropionamida

/

ASPARAGIINA

Figura 4.4- Mecanismos alternativos de formagao da acrilamida. (Adaptado de: Eriksson, 2005)

- 4.1.2.1- A partir da acroleina

A acroleina [CH>=CH-CH=0] é um aldeido com caracteristicas estruturais
semelhantes a acrilamida [CH;=CH-C(O)-NH:]. Pode formar-se a partir da
decomposicao térmica dos triglicéridos presentes no ¢leo de fritar, da degradacdo de
aminoécidoé e proteinas, da degradacdo de hidratos de carbono e como produto da
reaccdo de Maillard entre aminoécidos ou proteinas e hidratos de carbono (Lingnert et.
al., 2002; Mottram et. al., 2002).

Em certas condi¢des, a acroleina juntamente com a asparagina pode levar a
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formacao de acrilamida. Neste caso, é a acroleina e ndo os acticares redutores que
fornecem o grupo carbonilo para a reaccdo de Maillard. A acroleina, ou um dos seus
derivados, pode reagir com o amoniaco libertado a partir da degradacédo da asparagina

originando acrilamida (Figura 4.5) (Yasuhara et. al., 2003).
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Figura 4.5- Mecanismo de formacao da acrilamida a partir de aminoécidos e lipidos via acroleina

(Adaptado de: Yasuhara et. al., 2003)

Este mecanismo foi testado por Yasuhara ef. al. (2003) que procederam ao
aquecimento de uma mistura de amoniaco gasoso e acroleina a diferentes temperaturas,
tendo verificado a formagdao de uma grande quantidade de acrilamida. Também
aqueceram isoladamente diferentes tipos de 6leo e aminoacidos e demonstraram que se
libertarﬁ grandes quantidades de acroleina e amoniaco, respectivamente. A partir dos
resultados destas experiéncias, concluiram que se pode formar acrilamida a partir da

reac¢do do amoniaco libertado pelos aminoédcidos com o acido acrilico que se forma a

partir da acroleina que, por sua vez, se forma durante o aquecimentos dos Oleos
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(Lingnert et. al., 2002; Yasuhara et. al., 2003).

Algumas experiéncias efectuadas por outros autores nao confirmaram, contudo,
a hipétese colocada. Becalski et. al. (2003) fritaram batatas em azeite, em 6leos de milho
e girassol e num oleo parafinico livre de triglicéridos e logo, livre de acroleina, e
encontraram quantidades semelhantes de acrilamida em todos ;gle?s. Adicionaram
carbonato de amoénia, que se decompde libertando amoniaco durante a fritura, mas nao
registaram alteragdes na concentracdo de acrilamida obtida. Concluiram que a
acrilamida ndo se forma a partir de precursores presentes no 6leo, ou seja, a partir da
acroleina. Os seus resultados foram confirmados por Mestadgh et. al. (2005 e 2006).

As experiéncias realizadas por Becalski et. al. (2003) e por Mestdagh et. al. (2005 e
2007), também foram utilizadas para verificar a influéncia que o tipo de 6leo usado na
fritura pode ter na formacéo de acrilamida. Anteriormente, Gertz e Klostermann (2002)
tinham concluido que se forma mais acrilamida na fritura em 6leo de palma do que em
qualquer outro o6leo. Becalski ef. al. (2003) encontraram mais acrilamida nas batatas
fritas em azeite do que nazluelas fritas em 6leo de milho. Estes autores consideraram
que as diferencas entre os 6leos ndo estavam relacionadas com a presenca de acroleina
COmo precursor mas sim com um efeito cinético, ou seja, a formacao de acrilamida em
6leo de palma e azeite era mais rapida. Por outro lado, Mestdagh et. al. (2005 e 2007) e,
anteriormente Matthdus et. al. (2004) e Williams (2005), ndo encontraram qualquer
influéncia do tipo de 6leo na formacao de acrilamida em batatas. Obviamente ainda ha
muitos aspectos a clarificar no que respeita a influéncia do 6leo usado nas frituras na

formacao de acrilamida.
4.1.2.2- A partir do dcido acrilico

O acido acrilico pode formar-se a partir da reac¢gao do mesmo ntimero de moles
de glicose e acido aspartico a temperaturas superiores a 120 °C. O rendimento da
reacgdo apresentou-se comparavel ao da formacdo da acrilamida a partir de uma
reaccdo andloga com asparagina e glicose, indicando uma via comum para os

compostos vinilicos a partir dos aminoacidos correspondentes e agticares (Stadler et. al.,
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2004). Adicionalmente, o acido aspartico pode ser convertido a‘écido acrilico sem o
envolvimento de agticares ou de uma fonte de carbonilo através de um mecanismo
concertado de descarboxilagdo/desaminagdo. Alguns estudos mostraram que outros
aminodcidos, tais como a L-alanina e a L-arginina também sao capazes de originar acido

acrilico a temperaturas acima de 180 °C, com rendimentos dentro da mesma ordem de

“

k]

grandeza observada para o acido aspartico (CAST, 2006).

Outra possivel via de formagao de acido acrilico tem como precursor a carnosina,
dipéptido composto por L-histidina e f-alanina, presente na carne. A f-alanina,
libertada por degradacdo da carnosina, pode hidrolisar formando acido acrilico e

eventualmente acrilamida ou os seus derivados (Figura 4.6) (Yaylayan et. al., 2004).

Camosina

H
}4\4[/\[/”' ~_-NH,
/</ | co,rm
R N°

Eliminagio beta [j A, Hidrdlise
R

| 0
N :—'.fk"'\ NH,
beta-alanina amida beta-alanina

| |

¥

o]
.f”\/‘\_ W H_‘,

OH

NH,

o] a
g ’u\-;f"“ HJJ\;’-‘"’
i CH

M=

o

Acrilamida Aeido acrilico

Figura 4.6- Mecanismo de formagéao da acrilamida a partir da carnosina (Adaptado de: JIFSAN, 2004.

Disponivel em: http://www jifsan.umd.edu/presentations/acry2004/acry_2004_wgl_report.pdf,
1y
consultado em 2006/04/16)

Yaylayan et. al. (2004) também descobriram que a creatina, um componente da
carne, pode formar N-metilacrilamida ao ser cozinhada, mas a importancia desta
formagdo ndo ¢é conhecida. A quantidade de acrilamida encontrada pelos autores foi

muito baixa.
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4,1.2.3-A partir da S—aminopropionamida

Outra via de formacao da acrilamida que pode ocorrer em batatas tem o seu
inicio na descarboxilacdo enzimédtica da asparagina que leva a formacio de
3-aminopropionamida (3-APA) (Granvogl et. al., 2004; Bagdonaite et. al., 2006). Durante
a fritura, a 3-aminopropionamida pode originar acrilamida };or uma reacgdo de

desaminacéao (Figura 4.7).

NHy £ _NH,
oY=, Y

NH, O N (QH

3-APA NH, '7/

o]

Acrilamida
Figura 4.7- Mecanismo de formagao da acrilamida a partir da 3-aminopripionamida (3-APA). (Adaptado
de: Granvogl et. al., 2004)

O rendimento da reaccdo de desaminagio da 3-APA é alto (cerca de 60%),
quando realizado em laboraté6rio, mas apenas foram detectados vestigios do precursor
3-aminopropionamida em batatas, limitando a importancia deste mecanismo (Granvogl

et. al., 2004).

4.1.2.4- A partir da despolimerizagio da poliacrilamida
L
Ahn e Castle (2003) investigaram a possibilidade da presenca de acrilamida em
alimentos resultar da despolimerizagao térmica da poliacrilamida usada em processos
agricolas. Concluiram que mesmo que a poliacrilamida contaminasse as culturas e 0s
alimentos delas derivados (o que por si s6 é improvavel), ndo ha evidéncias de que o
porcesso de despolimerizagdo ocorra em quantidades significativas durante o

aquecimento dos alimentos para libertar acrilamida.
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4.2- Factores que afectam a formacdo da acrilamida em alimentos

Os factores que afectam a velocidade de formacdo da acrilamida a partir da
asparagina e de actcares redutores incluem a concentragdo dos reagentes e a razao
entre eles, assim como a temperatura, o pH e o contetido em agua. Outros compostos

»
como o glioxal, a 2-dioxiglicose, o glicerol, o octanal, a 2-octanona, a ribose e os
gliceraldeidos em geral também podem levar a formagado de acrilamida uma vez que

podem reagir com a asparagina (Stadler et. al., 2002; Zyzak et. al., 2003).
4.21-A préseng:a dos precursores: asparégina e aguicares redutores

A glicose e a frutose sdo os agticares redutores presentes em maior quantidade
nos vegetais, incluindo nas batatas, e logo tém uma grande influéncia na formagao da
acrilamida. As batatas com uma concentragdo mais alta de agucares redutores
apresentam, geralmente, as mais altas concentragdes de acrilamida (Amrein et. al., 2003).
Biedermann et. al. (2002¢) trabalharam com batatas ainda verdes, mas com evidéncias
de danos provocados pelo sol, e verificaram que as mesmas apresentavam uma
quantidade muito mais elevada de acticares redutores, e davam origem a uma
concentracdo de acrilamida 3 a 8 vezes mais elevada do que nas batatas saudaveis.

Um estudo feito em 74 amostras de batatas de 17 colheitas diferentes demonstrou
que os teores de acrilamida nas batatas fritas estdo correlacionados principalmente com
os teores de frutose na matéria-prima (Amrein et. al., 2003). Estudos laboratoriais
indicaram que a frutose é mais eficiente na formacéo da acrilamida do que a glicose ou
a galactose“(léiédermann e Grob, 2003). Uma explicagdo possivel é o facto de o ponto de
fusdo da frutose ser menor sob certas condicdes de baixa humidade, o que leva a um
incremento da mobilidade, e logo da reactividade da molécula. Apesar de nao ser um
acticar redutor, a sacarose é um precursor possivel, considerando a sua hidrolise nos
monossacarideos individuais apds tratamento térmico (Becalski et. al., 2004).

O teor de actcares redutores em batatas cruas e, consequentemente, o teor de

acrilamida nas batatas fritas, é fortemente influenciado pelas condicdes de

67




Capitulo 4 - A FORMAGAO DA ACRILAMIDA EM ALIMENTOS

armazenamento, em especial pela temperatura. Verificou-se que a concentragio de
glicose e frutose nas batatas cruas aumentam a medida que se diminui a temperatura de
armazenamento de 20 para 2 °C (Amrein et. al., 2003 e 2004a; Grob et. al., 2003). Noti et.
al. (2003) demonstraram que batatas guardadas a 4 °C e fritas posteriormente
apresentam uma cor mais escura e uma maior concentracio de chrflamida do que
batatas armazenadas a 20 °C. No entanto, a 20 °C, as batatas degradam-se muito mais
rapidamente, ficando impréprias para consumo em algumas semanas. Estes autores
sugerem que se armazenem as batatas a uma temperatura de 10 °C, para compensar
ambos os efeitos. A concentragdo da asparagina e de outros aminoacidos nao parecem
ser afectadas pela temi)eratura de armazenamento (Chuda et. al;, 2003; Amrein et. al.,
2004a).

Dependendo da composicdo da matéria-prima no que respeita as concentragdes
de asparagina livre e agticares redutores, o factor Iimitante da formacao da acrilamida
ira ser ou o aminoacido ou o agucar redutor. Por exemplo, em simulacoes com pao, a
asparagina esta presente em concentracbes muito inferiores a concentracgao dos acticares
redutores. Biedermann e Grob (2003) e Surdyk ef. al. (2004) mostraram que ao aumentar
a quantidade de asparagina na massa antes de ir ao forno se verifica um acréscimo
acentuado dos niveis de acrilamida na crosta do pao, enquanto a adicio de frutose ndo
surte qualquer efeito. Concluiram que neste caso o factor limitante é a asparagina.

Fredriksson et. al. (2004) verificaram que durante a fermentacao bioldgica (uso de
leveduras) do pao, durante cerca de 6 horas, ha uma reducdo de cerca de 90% da
asparagina presente na massa uma vez que este aminoacido constitui, possivelmente,
uma fonte importante de azoto para as leveduras. A massa obtida deu origem a pao
com uma baixa é(;néentragéo de acrilamida. O prolongamento da fermentagdo do pao
pode, assim, ser uma excelente forma para reduzir a quantidade de acrilamida formada.

Em contraste, nas batatas, onde a concentracdo da asparagina é muito alta (cerca
de 35% da totalidade de aminoacidos livres) em qualquer que seja a variedade em
questdo, o aumento de agtcares redutores durante o armazenamento da origem a
formacdao de uma maior quantidade de acrilamida durante a fritura (Becalski et. al.,

2004). O factor limitante nas batatas, neste caso, é a concentracio dos acticares
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redutores. Zyzak et. al. (2003) verificaram também que a reducédo do conteido de
asparagina nas batatas (por digestdo enzimatica daquele aminoécido) reduz a formagao
da acrilamida.

A reacgdo entre a asparagina e um agucar redutor nao é, todavia, muito eficiente.
Apenas uma pequena percentagem dos dois reagentes ¢ que reagem para formar
acrilamida. O rendimento da reaccio numa base molar é de cerca de 0,1-0,3% do
contetido inicial de asparagina, obtido repetidamente em estudos modelo, em condigoes
optimizadas para a formacédo de acrilamida (Mottram et. al., 2002; Stadler et. al., 2002;
Becalski et. al., 2003; Yasuhara et. al., 2003). Surdyk et. al. (2004) divulgaram rendimentos
inferiores a 0,3% na crosta do pdo ap6s adi¢do a massa de diferentes quantidades de
asparagina. Os rendimentos noutro estudo modelo sobre a formagdo da acrilamida em
batatas, farinha de trigo e amido de milho foram, ligeiramente mais altas, mas
geralmente inferiores a 1% (Biedermann e Grob, 2003).

A formacgdo da acrilamida é afectada pela concentragdo dos precursores, mas a
presenca de inibidores, que competem com aqueles na reaccdo de Maillard, assume
também grande importancia. Brathen et. al. (2005) e Kim et. al. (2005) verificaram que a
adicdo de glicina ou de glutamina aos alimentos inibem a formagao de acrilamida em
mais de 90%. Provavelmente estes aminoacidos competem com a asparagina durante a
condensacdo com os agtcares redutores ou reagem com a ligacdo dupla da acrilamida
formada. Outros aminoacidos com um efeito semelhante sao a cisteina (Lindsay e Jang,
2004) e a lisina (Kim et. al., 2005). A adi¢do de glucanato de sédio também permite a
reducdo de acrilamida uma vez que compete com os acticares redutores durante a

reaccdo de Maillard (Grune e Talarico, 2006).

4.2.2- Efeito da adi¢do de agentes levedantes

Biedermann e Grob (2003) verificaram no seu trabalho, que o
hidrogenocarbonato de aménia (NH4HCO3) usado com agente levedante em certos
produtos de padaria, como o pao de gengibre, pode aumentar o rendimento da reacgao

para mais de 5%.
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Amrein et. al. (2004b) testaram, por sua vez, o efeito que diferentes agentes
levedantes quimicos produzem na formacdo de acrilamida em pdo de gengibre.
Verificaram que a quantidade ideal de NH4HCO3 era cerca de 0,8 g por cada 100 g da
massa para que houvesse um compromisso satisfatério entre a quantidade de
acrilamida e as caracteristicas organolépticas do produto final. Para valores inferiores, a
quantidade de acrilamida era menor, mas a cor, a textura, o aroma e o paladar do
produto final ndo eram satisfatérios. No caso de quantidades superiores, o produto
final apresentava uma cor muito escura e um pH muito alcalino para além de uma
grande concentracdo de acrilamida. Os resultados obtidos por estes autores estdo
apresentados na Figura 4.8. A linha continua na figura representa a percentagem das
caracteristicas organolépticas desejadas no pao de gengibre: cor, paladar, aroma e

textura.
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Figura 4.8- Quantidade de acrilamida formada em pao de gengibre, produzido com diferentes
quantidades de hidrogenocarbonato de aménia. Relagao com a percentagem de caracteristicas

organolépticas apresentadas pelo produto final. (Adaptado de Amrein et. al., 2004b)

A concentracdo elevada de acrilamida encontrada sugere que este agente
levedante pode fornecer uma fonte extra de azoto devido a libertacao de NHs durante o
processo de fermentagdo. Todavia, os autores testaram esta hipétese ao adicionar o
composto marcado com is6topos de azoto (1°N) e a acrilamida detectada ndo apresentou

sinais dos 4tomos marcados, ndo se provando assim a hipétese formulada. Os autores
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concluiram que o efeito é provavelmente indirecto, ao promover a formacdo de
compostos com grupos carbonilo mais reactivos originados a partir da reaccdo do
amoniaco com os acucares redutores. Outra possibilidade é a alteracdo do pH
provocada pela libertagdo do amoniaco, interferindo assim na reacgdo de Maillard
(Taeymans et. al., 2004).

Os mesmos autores também testaram a influéncia de um agente levedante
alternativo, o bicarbonato de sodio (NaHCO3). Verificaram que este composto origina
produtos com uma quantidade bastante menor de acrilamida, mas revelou-se
necesséria a adigdo de 1,67 g de agente quimico por cada 100 g de massa para se obter a
cor e textura ideais. Adicionalmente, provocou um aumento substancial do pH para
valores situados entre 8,2-8,8 quando comparado com o produto original (6,9), com
consequéncias nefastas a nivel organoléptico (Figura 4.9). Este factor pode ser
compensado pela adi¢do de 4cido citrico ou tartérico a qual, ao diminuir o pH, podera

levar a redugdes ainda maiores da acrilamida.
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Figura 4.9- Quantidade de acrilamida formada em pao de gengibre produzido com diferentes
quantidades de agentes levedantes e relagdo com as caracteristicas organolépticas do produto final.

(Adaptado de: Amrein et. al., 2004b)
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4.2.3- O efeito da temperatura e do tempo total do processamento

A temperatura a que os alimentos sdo cozinhados estd directamente relacionada
com a concentracdo de acrilamida. Em geral, a formacdo da substincia é proporcional
ao aumento da temperatura desde os 120 °C até aos 170 °C (Mottram et. al., 2002; Stadler
et. al., 2002; Tareke et. al., 2002).

Mottram et. al. (2002) verificaram que ao aquecer uma mistura equimolar de
asparagina e glicose em solucao tampao de fosfato, a reaccdo de formacao da acrilamida
era favorecida por temperaturas superiores a 100 °C e que ndo eram necessarias
temperaturas muito elevadas (acima de 180 °C) para que a formacdo da substdncia

ocorresse (Figura 4.10).
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Figura 4.10- Influéncia da temperatura na formacao de acrilamida em mg/ mol de asparagina. Sistema
formado por uma solucgdo com 0,1 mmol de asparagina e 0,1 mmol de glicose numa solugao tampao
fosfato 0,5 M a pH 5,5 e aquecida durante 20 minutos num tubo fechado. (Adaptado de: Mottram et. al.,
2002).

Gertz e Klostermann (2002) efectuaram experiéncias semelhantes em matrizes
reais. Fritaram batatas a diferentes temperaturas e demonstraram que se forma uma
maior quantidade de acrilamida a medida que a temperatura aumenta até cerca de 185
°C. Também testaram diferentes tempos de fritura e verificaram que a quantidade de

substdncia aumenta com a duragdo do processamento (Figura 4.11).
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Figura 4.11- Relagdo entre a quantidade de acrilamida formada em batatas fritas tipo francés e 0 aumento
da temperatura e tempo de fritura. A seta vertical indica as condi¢des normais de fritura das batatas em

restaurantes: 175 °C durante 3'30”. (Adaptado de: Gertz e Klostermann, 2002).

Idénticas conclusdes foram tiradas por Grob et. al. (2003), que verificaram um
aumento dos teores de acrilamida em batatas fritas a medida que aumentavam a

temperatura, para iguais periodos de tempo de fritura (Figura 4.12).

Figura 4.12- Dependéncia da formagao de acrilamida com a temperatura de fritura. (Adaptado de:

http:/ / www.cfsan.fda.gov/~dms/acryjack/sld024 htm, consultado em 2006/ 04/16)
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Experiéncias realizadas com pao, revelaram que a crosta apresenta uma maior
quantidade de acrilamida que o miolo. Estes resultados sdo previsiveis, uma vez que,
tal como foi dito anteriormente (Capitulo 3), durante o processo de cozedura no forno, a
temperatura na superficie da massa ¢ bastante elevada e a humidade ¢ baixa o que
favorece a ocorréncia da reaccdo de Maillard. Consequentemente, a crosta apresenta
uma maior quantidade de acrilamida do que o miolo (Surdyk et. al., 2004). As Figura
413 e Figura 4.14 revelam que a maior quantidade de acrilamida se forma na crosta,
acima de 200 °C e com tempos de processamento mais longos. Com o aumento da
temperatura aumenta a quantidade de crosta e a sua cor torna-se cada vez mais escura.
No caso do miolo, a quantidade é muito pequena quando comparada com a crosta uma
vez que esta, a medida que se forma, actua como barreira protectora (Surdyk et. al,,

2004).
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Figura 4.13- Efeito do tempo e da temperatura do forno na concentragéo de acrilamida na crosta do pao

(Adaptado de Surdyk et. al., 2004)
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Figura 4.14- Efeito do tempo e da temperatura do forno na concentragao de acrilamida no miolo do pao.

(Adaptado de: Surdyk et. al., 2004)

, Em alguns produtos como o café torrado, verificou-se, no entanto, que o
aquecimento a altas temperaturas ou demasiado prolongado reduz a quantidade de
acrilamida formada na fase inicial do processo de torra (Bagdonaite e Murkovic, 2004).
A anélise da Figura 4.15 revela que é nos primeiros cinco minutos de torra que se forma
uma grande parte da acrilamida. A medida que se prolonga o processo ou se aumenta a

temperatura a quantidade de acrilamida diminui.
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Figura 4.15- Concentracio de acrilamida em graos de café Robusta aquecidos num forno entre 220 e

260 °C durante 5 a 15 minutos. (Adaptado de: Bagdonaite e Murkovic, 2004)
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Andrzejewski et. al. (2004) verificaram, em experiéncias semelhantes, que no café
se formam grandes quantidades de acrilamida nas fases iniciais do processo de torra
atingindo niveis méximos de 2000 ng/kg. A medida que o processo evolui, a formagao
da acrilamida é ultrapassada por uma reaccgdo de eliminagdo desconhecida, resultando
na presenca de uma quantidade média de acrilamida residual de cerca de 250 pg/kg no
final do processo.

Alguns estudos cinéticos feitos com acrilamida marcada isotopicamente
mostraram que cerca de 95% ¢ degradada durante a torra do café, o que indica que a
partir de uma determinada temperatura passa a haver uma maior velocidade de
eliminacdo em relacdo a velocidade de formacao (Stadler e Scholz, 2004).

Esta diminuigao dos teores de acrilamida que se verifica a temperaturas acima de
190 °C sugere que a acrilamida ou reage com outros compostos, ou volatiliza ou
polimeriza, o que faz diminuir os seus teores nos produtos finais (Amrein et. al., 2003;
Biedermann e Grob, 2003; Claeys et. al., 2005a). Eriksson et. al. (2006) verificaram que ao
aquecer alimentos a 180 °C na frigideira ou no forno, nas condi¢des normais de
preparacdo caseira, cerca de 0,15 a 3,3% da acrilamida evapora e pode encontrar-se no
ar.

Outro pardmetro a ter em conta durante o aquecimento dos alimentos é a
extensdo do acastanhamento. Krokida ef. al. (2001), por exemplo, realizaram um estudo
sobre o impacto que o processo de fritura tem sobre a coloracdo dos alimentos.
Concluiram que os pardmetros mais importantes sdo a temperatura do ¢leo e a
espessura dos alimentos. A coloragio torna-se mais intensa a medida que a temperatura
do 6leo aumenta ou que a espessura e o tamanho das porg¢des dos alimentos diminuem.

Tal como foi referido anteriormente, a concentragio da acrilamida aumenta com
a temperatura e com o tempo de processamento, mas a extensdo de acastanhamento
ndo é necessariamente um indicativo da quantidade de substdncia que se ird formar.
Neste sentido, ¢ interessante referir uma experiéncia de Taubert et. al. (2004) que
fritaram amostras de batatas raladas, cortadas em fatias de 3 mm e em fatias de 15 mm,
tendo verificado que as amostras que apresentavam uma maior quantidade de

acrilamida eram as batatas raladas seguidas das fatias de 3 mm e, com menor
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quantidade, as fatias de 15 mm. Consideraram que no caso das porcdes de menor
volume os precursores estdo mais acessiveis e logo reagem mais extensivamente. No
caso das fatias mais espessas, ocorre a formacao de uma superficie estaladica que
funciona como barreira protectora dos precursores presentes no interior. A medida que
aumenta a temperatura e, consequentemente, a extensao de acastanhamento, as porcoes
mais finas e as batatas raladas apresentam uma maior concentragio de acrilamida. Mas
no caso das fatias de 15 mm a concentracdo da acrilamida praticamente ndo sofreu
alteragdes apesar de o acastanhamento ter aumentado. Possivelmente ocorrem reacgoes
de degradacao da acrilamida na superficie das batatas que se sobrepdem as reacgdes de
formacdo da susbtincia. Este facto confirma a observacao de que a formagao da
acrilamida é um fenémeno superficial.

Fiselier e Grob (2005) demonstraram igualmente que, a fritura excessiva (mais do
que 4,5 min) ou a temperatura demasiado alta (igual ou superior a 200 °C) resulta numa
coloracdo bastante escura e numa quantidade bastante elevada de acrilamida no caso

das batatas mais ricas nestes precursores (Figura 4.16).
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Figura 4.16- Relagdo entre a quantidade de acrilamida e o tempo total de fritura em batatas que

apresentam concentragdes de aciicares redutores entre 0s 0,15 g/kg e 2,5 g/kg. (Adaptado de: Fiselier e
Grob, 2005)

A analise da figura permite concluir que as batatas ricas em acticares redutores e
submetidas a um tempo de fritura inferior a 3 min apresentam uma coloragdo mais

escura. A utilizacdo destas variedades (ricas em agticares redutores) é adoptada pelos
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produtores de batatas fritas para obter o que vulgarmente denominam “batatas tipo
caseiro”, habitualmente de cor mais escura do que as restantes (Biedermann-Brem et. al.,
2003; Stadler e Scholz, 2004; Fiselier e Grob, 2005).

Em estudo realizados com pao, Surdyk et. al. (2004) concluiram que a adigdo de
frutose e de asparagina a massa aumenta a quantidade de acrilamida formada mas nao

leva a um aumento da intensidade da coloracdo da crosta.
4.2.4- Efeito do pH

O efeito do pH na reaccido de formacdo da acrilamida foi investigado
indirectamente ao considerar o efeito da adigdo de acido citrico a alimentos. Jung et. al.
(2003) descobriram que o aumento da concentracao de acido citrico em snacks a base de
milho, fritos ou assados, e a incorporacdo de uma pré-lavagem é4cida na preparacédo das
batatas antes de as submeter a fritura, diminuiu a quantidade de acrilamida que se
formou. Testaram estas observagdes ao aquecer misturas equimolares de asparagina e
glicose dissolvidas em solucbes tampdo com diferentes pH, a 150 °C durante 30

minutos. Os seus resultados estdo apresentados na Figura 4.17.
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Figura 4.17- Dependéncia do pH na formacao da acrilamida a partir de uma solugao 0,5 mmol de
asparagina e 0,5 mmol de glicose em 1 mL de solugdo tampao de fosfato com diferentes pH aquecidos a

150 °C durante 30 minutos (Adaptado de: Jung et. al., 2003).
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Como se pode verificar pela andlise da figura anterior, a foi‘mac;éo da acrilamida
atinge o seu maximo a pH 7-8, o que leva a concluir que a acidificagdo das solucoes
permite reduzir a quantidade de substancia.

O efeito do pH na reaccdo de Maillard e, consequentemente, na formacgdo da
acrilamida, ainda ndo estd bem explicado, mas estéd relaciqnado*"com a extensao de
protonacao dos aminoacidos que intervém na reacgao (Lingner; et. al., 2002; Rydberg et.
al., 2003).

A extensdo de protonacdo da fungdo aminada dos aminoécidos a um dado pH é
determinada pelo valor do pKa do grupo amina, sendo a maioria destes valores
situados no intervalo entre 9,3 e 9,8, a 25 °C. O grupo R-amina da asparagina apresenta
um pK. excepcionalmente baixo (8,9 a 25 °C) e, a pH 7-8, encontra-se protonado em
menor grau do que outros aminodcidos. Por esta razdo, a este pH a asparagina é mais
propensa do que outros aminodcidos a reagir com electroéfilos, por exemplo com grupos
aldeidos dos hidratos de carbono, resultando na formacdo de bases de Schiff e

consequentemente na formacédo de acrilamida (Rydberg et. al., 2003).
4.2.5- Efeito da presenca de dgua

A reacgdo de Maillard e, consequentemente, a formagao de acrilamida, parece ser
inibida pela presenca de quantidades elevadas de agua. A comprova-lo esta o facto de
nunca ter sido detectada a presenca da substidncia em alimentos cozidos (Tareke et. al.,
2002). Aparentemente, este efeito inibidor parece estar relacionado com o facto de a
agua ser um dos produtos dos passos iniciais da reaccdo de Maillard e a sua presenca
no meio tofnar a reaccao mais lenta (Lingnert et. al., 2002). Para além disso, na presenca
de grandes quantidades de dgua os reagentes encontram-se diluidos, diminuindo a
probabilidade da reaccao ocorrer.

Mottram et. al. (2002) demonstraram, contudo, que a auséncia total da dgua tem
igualmente um efeito inibidor na formacao da acrilamida. Estes autores fizeram reagir
uma mistura de asparagina e glicose a 185 °C sem adicionar qualquer solugdo aquosa

tendo verificado que a formacado da substancia era substancialmente inferior a ocorrida
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na presenca de uma pequena quantidade de dgua.
Segundo os autores, a presenca de quantidade residuais de 4gua é importante

para permitir a mobilidade dos reagentes, o que também foi confirmado por Lingnert et.

al. (2002).
4.2.6- Qutros factores

Os alimentos ricos em proteinas como a carne e o peixe ndo apresentam
quantidades significativas de acrilamida como Tareke et. al. (2002) verificaram ao
analisar hambﬁrguere’s grelhados, misturas fritas de batata com bacalhau e carne de
porco assada.

Para verificar a possibilidade de reaccdes de competigao ou de degradacio que
envolvem proteinas na formacao de acrilamida em carne e peixe, Rydberg et. al. (2003)
misturaram batatas raladas com diferentes quantidades de bacalhau (0-100%) e
formaram pequenos pastéis que foram cozinhados numa fritadeira ou assados num
forno. Estas experiéncias demonstraram que a diminuigdo da acrilamida (cerca de 70%
no caso de quantidades iguais de batatas e de bacalhau) foi consideravelmente mais alta
do que a esperada, face a um efeito puramente aditivo. Isto pode reflectir uma accao
protectora das proteinas, por exemplo por captura da acrilamida formada, via reaccao
com um grupo nucledfilo (-SH, -NH) presente nas cadeias laterais dos aminoacidos
(Rydberg et. al., 2003).

Idénticas conclusdes foram retiradas por Vattem e Shetty (2003) que analisaram
bolinhos de batata cobertos com farinha de grao-de-bico, que apresentavam
quantidades bagt-an-te baixas de acrilamida. Neste caso, as proteinas do grao parecem
exercer um efeito protector, uma vez que muitas delas sdo termicamente estaveis, ndo
se degradando com o aumento da temperatura. Poderdo funcionar como uma barreira
térmica, uma vez que a formacao de acrilamida ocorre essencialmente na superficie dos
alimentos (Vattem e Shetty, 2003).

Adicionalmente, existem outros factores que influenciam a formacao da

acrilamida, como a termodindmica da fritura e da cozedura em forno, a cinética da
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formacao e da eliminagdo (Claeys et. al., 2005b e 2005¢; Gékmen e $enyuva, 2006b; Knol
et. al., 2005), para além de muito outros ainda nao identificados.

No café, por exemplo, a acrilamida nao é estavel nos produtos finais
empacotados, tendo-se verificado que a sua concentracdo diminui com o tempo de

armazenamento a temperatura ambiente, com perdas até 60% em amostras reanalisadas

>

6 meses ap6s da primeira anélise (Andrzejewski et. al., 2004).

4.3- Estratégias para reduzir a formacao de acrilamida em alimentos

Tal como foi referido anteriormente, os factores que mais influenciam a formacao
da acrilamida nos alimentos, sao o contetido de asparagina e de agticares redutores na
matéria-prima, a presenca de adjuvantes ou aditivos que contenham ou libertem
amoniaco, a temperatura, a duragado total do aquecimento, a quantidade de dgua, o pH,
a termodinamica da fritura e da cozedura em forno, a cinética da formacio e da
eliminagao da substincia, a presenca de proteinas, etc.

Como sao muitos os factores e atendendo a que os alimentos sao muito
diferentes entre si, ¢ extremamente improvavel que se consiga desenvolver um método
universal para limitar a acrilamida em todos eles. No entanto, tém sido apresentadas
estratégias aplicaveis a grupos de alimentos individuais como batatas, cereais, cacau e

café que serdo discutidas nos proximos pontos.

1)  Acgdes de redugdo da acrilamida em batatas
b
O uso de matérias-primas com baixo teor de agticares redutores e/ou asparagina
constitui, naturalmente, um dos processos mais eficazes para a obtengao de produtos
finais com baixos teores de acrilamida. Biedermann et. al. (2002b e 2002c) sugerem a
escolha de variedades de batata que apresentem uma menor concentracdo de agticares

redutores e asparagina, acompanhada de um armazenamento apropriado. Néo se trata,

todavia, de uma tarefa féacil, uma vez que continua a ser largamente desconhecido o
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impacto de muitas das condices agricolas, como o uso de fertilizantes, a altura da
colheita, etc. na quantidade daqueles compostos (Amrein et. al., 2003; Williams, 2005).

Tém sido apresentadas numerosas propostas que visam reduzir a formagdo de
acrilamida em batatas fritas durante o processamento. Um ponto-chave tem sido sem
davida a adesdo dos produtores a processos de fritura com uma temperatura maxima
de 170 a 175 °C e a obtengdo de uma cor final das batatas dourada em vez de castanha.
Outros parametros a ter em conta sdao a espessura, o tamanho das porgdes e a
quantidade de batatas fritas em simultineo. Outros autores sugerem a fritura a
temperaturas ainda mais baixas na ordem dos 120 °C (Grune e Talarico, 2006).

Todavia, deve tzer-se em conta, que nao é a tefnperatura absoluta, mas o conjunto
de todo o tratamento térmico que afecta a formacgdo da acrilamida. Se ao fritar a
temperaturas mais baixas houver a necessidade de aumentar o tempo total da fritura de
forma a obter o produto com a qualidade desejada, o impacto total na formacio da
acrilamida pode ser muito limitado ou até invertido. Fritar por pouco tempo mas a
temperaturas mais altas pbde ser uma opcao melhor se isto ajudar a reduzir o efeito
global do tratamento térmico. Mudangas no processo de fritura também tém que ser
avaliadas tendo em conta outros parametros, por exemplo, uma maior absorcao de
gordura quando a temperatura do 6leo é mais baixa.

Ha alguns trabalhos que demonstraram que o tipo de 6leo pode influenciar a
velocidade de formagédo da acrilamida. Este efeito nao parece estar associado a presenca
de precursores como a acroleina ou outros produtos degradativos, mas a efeitos fisicos,
como a eficicia da transferéncia de calor, o que acelera o processo de fritura.

Outra possibilidade ¢é 0 branqueamento das batatas em agua quente antes da
fritura. Esta técnica é aplicada em batatas cruas mergulhando-as em agua a 70 °C
durante cerca de 45 min. Consequentemente, os precursores da acrilamida sdo
dissolvidos -na agua levando a obtencdo de um produto final com baixos teores de
acrilamida (Jung et. al., 2003; Taubert et. al., 2004).

As batatas cortadas e mergulhadas em solugdes de 4cido citrico durante uma
hora apresentam uma diminuigdo significativa (cerca de 70%) da acrilamida apos a

fritura. A diminuicdo do pH inibe a formagao da base de Schiff ao favorecer a
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protonacao da fungdo aminada da asparagina, levando a uma reaugao da coloracéo e
da quantidade de acrilamida formada. Contudo é necessirio ter em conta que
estratégias deste género afectam a globalidade da reacgdo de Maillard e,
consequentemente, as caracteristicas organolépticas do produto final (Jung et. al., 2003;
Stadler e Scholz, 2004). ‘

Alguns autores investigaram o impacto da adicdo de diférentes aditivos a batatas
fritas. A acrilamida é significativamente reduzida nas batatas ap6s a adigdo de misturas
de flavonodides antioxidantes (Kurppa, 2004). Becalski et. al. (2004) mostraram que se
pode obter uma reducédo de acrilamida de cerca de 25% em batatas fritas apos a adicao
de rosmaninho (antioxidante) em p6 aos Oleos de fritar. Alguns efeitos destes
antioxidantes podem estar associados aos efeitos combinados de diminuigdo do pH e
ligacado a dgua.

Outros processos que tém dado resultados significativos na diminuicdo de
acrilamida sdo a gestdo da quantidade da 4dgua (secagem das batatas antes da fritura)
(Kita et. al., 2004) e a fermentagdo da matéria-prima com micro-organismos apropriados
(Awad, 2004; Baardseth et. al., 2006). A adicao ao meio reaccional de aminoacidos que
possam competir com a asparagina durante a condensagdao com os grupos carbonilo s6
¢ possivel quando se usam aminodacidos de sabor neutro (Lindsay e Jang, 2004; Kim et.
al., 2005).

Uma das_ estratégias mais prometedoras, até agora usada apenas em laboratério,
é a degradacdo da asparagina usando a enzima asparaginase, a qual parece ser aplicavel
a batatas fritas (reducdo de acrilamida até 97%) mantendo-se um paladar e uma cor
aceitavel do produto final (Zyzak et. al., 2003).

1)

2)  Accoes de reducao da acrilamida em cereais e produtos de padaria

Ao contrério do que acontece com as batatas, ha ainda poucas propostas

razoaveis para limitar a formacao de acrilamida em cereais.

z

Neste tipo de matrizes, o factor limitante da formacgdo de acrilamida é a

asparagina, dado que os aclicares estdo presentes geralmente em quantidades
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abundantes. A comprovar esta circunstancia, estd o facto referido por varios autores de
produtos fortificados com asparagina apresentarem uma maior concentracdo de
substancia. A degradacdo da asparagina usando a enzima asparaginase permite a
reducdo da acrilamida até 85%, mantendo-se um' paladar e uma cor aceitavel do
produto final (Zyzak et. al., 2003). See et. al. (2004 e 2005) sugerem a‘degradagao dos
actcares redutores com hexose oxidase ou glicose oxidase em qualquer passo de
preparacao dos cereais.

As trés principais estratégias de mitigar a acrilamida em produtos de padaria sao
a substituicdo de NH4HCO3 por NaHCO3, o uso de uma solugdo de sacarose como
adocante em vez de éu;ﬂcares redutores e a adigéé de um &cido organico como por
exemplo o 4cido tartarico (Graf et. al., 2006). Ainda nao estao definidas a influéncia da
temperatura do forno, do tempo de cozedura, da humidade do produto final, e da
espessura dos biscoitos na formacdo da acrilamida. Outra recomendagao ¢ que se evite
torrar o pao em demasia e se deixe fermentar durante mais do que trés horas com
leveduras (Fredriksson et. al., 2004).

No caso destes produtos as estratégias de mitigacdo nao sao muito eficazes uma
vez que para se obter resultados satisfatérios é necesséario efectuar mudangas mais
radicais que poderdo ter um impacto negativo nas caracteristicas organolépticas e na

estabilidade do produto final.
3)  Acgdes de reducdo da acrilamida em café e cacau

No caso do café, aindéi ndo ha solugdes praticas para reduzir os niveis de
acrilamida formada, uma vez que, qualquer mudanca no processo de torra do café
(temperatura e duragdo) ira alterar consideravelmente o produto final. No entanto
Bagdonaite et. al. (2004) sugerem a torra do café a 260 °C durante cerca de 5 minutos ou
a 220 °C durante 15 min de forma a obter um produto final com menor quantidade de
acrilamida. E necessario cuidado para ndo se comprometer a qualidade e as

propriedades organolépticas do produto final.

Dois grupos de investigacao demonstraram que a acrilamida né@o ¢ estavel no
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café armazenado nos seus pacotes originais, tendo verificado qﬁe a concentragio da
substancia diminui com o tempo de armazenamento a temperatura ambiente, com
perdas entre 40 a 60% em amostras reanalisadas 6 meses apds da primeira analise, o que
pode levar a uma via de redugdo de acrilamida nestes produtos (Andrezwejski et. al.,
2004). e

Alguns autores sugerem a fermentacgao dos graos de ca;é com microorganismos
geradores de dcido lactico (Baardseth et. al., 2005), a adigdo de asparaginase (Dria et. al.,
2004) e a adicao de catides multivalentes capazes de complexar com a acrilamida ou
precursores (Corrigan, 2005).

Algumas destas técnicas também foram sugeridas para mitigar a formagio de
acrilamida em cacau nomeadamente a adigao de asparaginase (Howie et. al., 2006) e a

adicdo de catides multivalentes (Corrigan, 2005). Para além destas, Van der Meer (2006)

sugere a imersdo do graos de cacau em agua antes da torra.

Na Tabela 4.1 e na Tabela 4.2 é apresentado um resumo das varias estratégias

desenvolvidas para limitar a formagao de acrilamida em diversas matrizes alimentares.
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Capitulo 5 - MtTonos ANaLfricos UsaDos NA

QUANTIFICACAO DA ACRILAMIDA EM ALIMENTOS

“A curiosidade é mais importante do que o conhecimento”

Albert Einstein
(1879-1945)




Capitulo 5- METODOS ANALITICOS USADOS NA QUANTIFICAGAO DA ACRILAMIDA EM ALIMENTOS

5.1- Introducao

Os alimentos constituem, quase sem excepgao, uma mistura complexa e
heterogénea de uma variedade impressionante de substancias quimicas. A medicao dos
seus componentes individuais representa quase sempre uma tarefa dificil, implicando
geralmente o uso de técnicas analiticas sofisticadas. De entre estas, apresenta particular
importancia o uso das técnicas cromatograficas de HPLC e de GC.

A implementagdo de métodos cromatograficos exige, geralmente, diversas etapas
prévias que constituem aquilo que genericamente podemos designar por processo de
preparacao das amostras. O principal objectivb deste processo ¢ o de transferir o(s)
analito(s) em estudo da matriz original para um extracto organico, o mais possivel
isento de interferentes, passivel de ser analisado pela instrumentagao analitica
seleccionada.

A quantificacio da acrilamida em alimentos constitui um bom exemplo de
dificuldade analitica, nio s6 devido a complexidade das matrizes envolvidas, fenémeno
comum a qualquer analise de constituintes alimentares, mas principalmente por
factores relacionados com a prépria substdncia: trata-se de uma molécula de baixa
massa molecular, com elevada polaridade, logo extremamente dificil de extrair de
matrizes aquosas por solventes orgéanicos convencionais, com mas propriedades
cromatogréficas e de dificil detecgdo, dada a auséncia de propriedades adequadas a
generalidade dos detectores cromatogréficos mais usados.

Por todos estes motivos, a andlise de acrilamida em alimentos envolve
geralmente um demorado e complexo processo de preparagio da amostra, que pode
incluir vérlos .passos para: a) a pulverizagdio e homogeneizacdo da amostra, b) a
hidratagdo da amostra, c) a extraccao da acrilamida, d) a purificagdo e a concentragao
dos extractos, incluindo a eliminagdo de gordura e a precipitacio de proteinas e
polissacarideos, e) a derivatizagdo do composto.

O numero e o tipo de etapas usadas durante a globalidade do processo de

preparagdo de amostra sdo funcao do tipo de matriz e da técnica cromatografica usada.
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5.2- Métodos de preparacao das amostras para a andlise de acrilamida
5.2.1- Homogeneizac¢dao das amostras

A homogeneizagdo da amostra constitui o passo inicial de qualquer processo
analitico e tem como objectivo a mistura correcta de todos os seus componentes. No
caso de amostras sélidas é geralmente necessario proceder a redugdo do tamanho das
particulas, o que se consegue a custa de operagdes que incluem cortar, quebrar e
pulverizar a matriz (Llchon, 1996).

No caso da acrllamlda é necessario tomar alguns cuidados especiais durante a
execucao destas operacdes, uma vez que a substancia se encontra principalmente na
superficie dos alimentos e ndo no seu interior. Isto deve-se ao facto, ja referido
anteriormente (Capitulo 4), de ser na zona superﬁcia_l que se verificam as condi¢des
mais adequadas de temperatura e humidade para a reaccdo de Maillard ter lugar. No
caso do pao, por exemplo, & na crosta e nio no miolo que se encontra a grande maioria
da acrilamida que se formou durante a cozedura no forno (Figura 4.13 e Figura 4.14).
No mesmo capitulo também se referiu o facto de ser nas partes mais torradas dos
alimentos que se encontra a maior parte da substancia, o que faz com que, mesmo a
superficie dos alimentos, se encontrem zonas totalmente distintos no que respeita a
presenca de acrilamida.

Por tudo isto é necessario garantir que a toma escolhida inclui todas as partes do
alimento, nas correctas proporgfjes, de forma a garantir a sua representatividade. Em
situacOes excepaonals poder-se-a pretender a andlise de apenas determinadas partes do
alimento, por exemplo, apenas da crosta ou apenas das porc¢des mais queimadas,
devendo naturalmente fazer-se a recolha da toma em fungao do objectivo pretendido.

Assume também grande importanca, em especial nos alimentos solidos, o grau
de pulverizagdo a que se deve sujeitar a amostra. Petersson et. al. (2006) realizaram um
estudo sobre o impacto que a pulverizagdo podera ter na extraccao de acrilamida, tendo
concluido que é importante usar particulas suficientemente pequenas (<1000 pm) de

forma a obter um rendimento de extraccdo satisfatério.
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As técnicas apresentadas nos diferentes trabalhos publicacios para pulverizaf i
homogeneizar as amostras variam de acordo com a matriz analisada. Alguns autores
sugerem a utilizacdo de um processador de alimentos ou de uma picadora eléctrica
antes da extracgdo da acrilamida de batatas fritas e cereais (Ahn et. al., 2002; Becalski et.
al., 2003; Roach et. al., 2003; Bermudo et. al., 2006b; Petersson et. aly, 2006). Também foi
proposto o uso de um almofariz, para amostras de batatas fritz;s: e bolachas (Kim et. al.,
2007), de um moinho, em amostras de carne e de café (Hoenicke et. al., 2004), ou
congelar os alimentos (batatas fritas e chocolate) e proceder depois a sua pulverizacao
(Peng et. al., 2003). A homogeneizagdo dos alimentos em Ultra-Turrax, durante 1 a 2
minutos, ja com estes mergulhados no solvente de extracgdo, tem dado bons resultados
em alimentos como batatas fritas e pdo (Jezussek e Schieberle, 2003; Delatour et. al.,
2004; Gokmen et. al., 2005; Pittet et. al., 2004). Ono et. al. (2003) e Nielsen et. al. (2006)
propdem a pulverizacdo prévia dos alimentos (batatas fritas e cereais) numa picadora

eléctrica e a homogeneizagao em Ultra-Turrax, apos adicdo de solvente de extraccao.
5.2.2- Extrac¢do da acrilamida das matrizes alimentares

Dada a grande polaridade da acrilamida, a generalidade dos esquemas analiticos
propostos inclui um processo de extraccdo com agua, que se segue as etapas
anteriormente referidas de homogeneizagao e pulverizacdo. A hidratacdo da matriz é
essencial para uma correcta extracgao da substancia, pelo que entre a adicdo de dgua e o
processo extractivo propriamente dito, deve respeitar-se um tempo de repouso minimo
de 30 minutos. Mesmo no$ casos em que a extracgao ¢ feita com solventes organicos, o
passo de hitlratacio ¢ usualmente efectuado.

O uso da 4gua acarreta, no entanto, os inconvenientes em regra associados a
este solvente, ou seja, o facto de a generalidade dos componentes maioritarios, como
acucares, proteinas, aminoacidos, acidos organicos, etc., serem co-extraidos. Nas
amostras liquidas, como por exemplo, leite e bebidas a base de café e chocolate, esta
etapa de extraccdo aquosa é desnecessario dado o facto de elas préprias constituirem ja

solugdes aquosas.
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A extracgdo aquosa ¢ efectuada geralmente a temperatura ambiente (Nemoto, ef. |
al., 2002; Tareke et. al., 2002; Pittet et. al., 2004). Fohgelberg et. al. (2005) extrairam
acrilamida de leite materno e de comida de bebé com agua a 37 °C. Alguns autores
aconselham o uso de dgua aquecida a temperaturas até 80 °C, uma vez que a acrilamida
€ relativamente estavel a esta temperatura e o rendimento podera ser razoavelmente
maior (Rothweiler et. al., 2003; Dunovska et. al., 2004; Senyuva e Gokmen, 2006). Ahn et.
al. (2002) propdem a extraccdo com 4gua quente previamente fervida e mantida a 80 °C
durante duas horas com agitacdo constante.

Young et. al. (2004) e Jiao et. al. (2005) sugerem que a extraccdgo pode ser
efectuada com solu(;ées concentradas de cloreto dé s6dio de modo a evitar a formacao
de emuls6es durante a purificacio das amostras, aumentando assim o rendimento do
processo. Alguns autores sugerem o uso de solugdes aquosas acidas como forma de
aumentar o rendimento da extracgdo. Por exempld, Gertz e Klostermann (2002) usaram
uma solugdo aquosa de acido acético a 37 °C e Taubert et. al. (2004) usaram uma solucio
aquosa de acido percléricb.

Alguns autores sugerem o uso de solventes orgéanicos, misturados ou ndo com
agua, de forma a diminuir a co-extrac¢do de componentes maioritarios. Assim, foi
proposto o uso de misturas de acetona/adgua (Fauhl et. al., 2003), acetonitrilo/4gua
(85/15 viv) (Jezussek e Schieberle, 2003) e de metanol/4gua (Konings et. al., 2003;
Petersson et. al., 2006). O uso de metanol foi proposto por Senyuva e Gékmen (2005 e
2006a) e Gokmen et. al. (2005, 2006b) enquanto Ciesarové et. al. (2004) usaram etanol a
70 °C e Pabst et. al. (2005) usaram isopropanol.

Biedermann et. al. (20023) desenvolveram 2 métodos para extrair a acrilamida de
matrizes alimg’n_tares. No primeiro usaram agua a 70 °C para hidratar a amostra e
extrairam a acrilamida com isopropanol e a ajuda de umas gotas de um 6leo alimentar
para reter a-acrilamida extraida. No segundo método usaram agua a 60 °C seguida de 2-
butanona.

Como método extractivo alternativo, tem sido usada a técnica de PLE
(Pressurized Liquid Extraction) comercialmente conhecida como ASE - Accelerated

Solvent Extraction (Dionex, 2003). Esta técnica consiste em extrair amostras sélidas e
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semi-solidas com solventes liquidos convencionais a temperaturaé e pressoes elevadas
para aumentar a eficiéncia do processo. Hoenicke et. al. (2004) aplicaram esta técnica a
amostras de batatas fritas, cereais e café. O mesmo processo de extracgao foi adoptado
por Yusa et. al. (2006) que o aplicaram em amostras de cereais e de batatas, usando o
acetonitrilo como solvente extractor. Segundo os autores, a técnica permite uma
extraccdo da acrilamida de uma forma répida e automatizad; de varias amostras de
alimentos num curto espaco de tempo.

Pedersen e Olsson (2003, 2004) extrairam acrilamida de batatas fritas por um
processo continuo num aparelho de Soxhlet. O solvente usado foi 0 metanol e a
extraccio foi mantida por 10 dias até os resultados obtidos serem constantes,
Encontraram valores na ordem dos 15000 pg/kg de acrilamida o que os levou a concluir
que os métodos apresentados até a data ndo eram eficazes para extrair a totalidade da
acrilamida dos alimentos e que deviam, por isso, ser revistos. Os seus resultados foram,
todavia, refutados por outros autores (Devries e Post, 2004; Grob et. al., 2004; Tanaka et.
al., 2004) que demornstraram que a acrilamida se formava durante o processo de

extraccdo com o metanol, uma vez que 0s precursores, asparagina e agticares redutores

também eram extraidos nas condicoes de refluxo usadas pelos autores.
5.2.3- Purificacao dos extractos

Tal como ja foi referido, uma dificuldade inerente a extraccdo de amostras
alimentares com agua reside na co-extracgdo de componentes maioritarios da matriz.

A presenca destes ‘interferentes pode resultar numa multitude de problemas,
incluindo *a formacdo de emulsdes, a incorrecta separagdo cromatogréfica, a
possibilidade de contaminacao do equipamento e, consequentemente, a diminuicao da
performance global do método.

A remocgéo de interferentes pode ser realizada por intermédio de operagoes de
purificacdo, que podem ser de diferentes tipos. Os mais comuns sdo a) precipitagdo
selectiva de proteinas e hidratos de carbono, b) etapas adicionais de extraccdo liquido-

liquido, c) processos de extrac¢dao em fase s6lida.
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a) Precipitacao selectiva de proteinas e hidratos de carbono

As proteinas e os polissacarideos podem ser separados das matrizes alimentares
usando diferentes processos: ultra-centrifugacdo, precipitacio, precipitacdo isoeléctrica,
adicdo de solventes organicos, adicido de polimeros nao }gén’icos, adicdo de
polielectrélitos e complexagao por afinidade (Singh e Singh, 1996; Linden e Lorient,
2000).

Na analise de acrilamida, o passo extra de desproteinagdo é indispensavel
sempre que se trata de matrizes alimentares ricas em proteinas. O método mais
utilizado consiste na adicio de uma solugao de hexacianoferrato de potassio tri-
hidratada, K4Fe(CN)s].3H20 (Carrez I) seguida de uma solucdo de sulfato de zinco
hepta-hidratado, ZnSO4.7H,0 (Carrez II). Neste método as proteinas sio precipitadas
por oclusdo molecular durante a formagao de um precipitado branco (K:Zns[Fe(CN )sl2),
eliminando-se cerca de 85% das proteinas das amostras (Cabral, 1981; Sun et. al., 2003).
O método foi usado para eliminar proteinas de amostras de batatas fritas e derivados de
cereais (Ciesarova et. al., 2004; Hamlet et. al,, 2004; Pittet et. al., 2004; Gokmen ef. al,,
2005; Senyuva e Gokmen, 2005a e 2006).

Alguns autores propuseram a desproteinagao dos extractos aquosos pela adicio
de solventes organicos como o metanol (Jezussek e Schieberle, 2003), o 1-propanol
(Dunovska et. al., 2004) e o acetonitrilo (Riediker e Stadler, 2003; Hoenicke et. al., 2004;
Wenzl et. al., 2003).

Na literatura consultada referente a processos analiticos usados na quantificacio
de acrilamida ndo é feita qualquer referéncia a necessidade de remocdo de
polissacarideoé. »Oé polissacarideos sdo os responséveis pela formacio e estabilidade da
espuma do café (Capitulo 3) e a nossa experiéncia mostrou-nos que a sua presenca é
responsavel por problemas experimentais que impediam a correcta quantificacio da
acrilamida nestas amostras. A técnica adoptada neste trabalho, para reduzir a
quantidade de polissacarideos e consequentemente da espuma em extractos de café e

sucedéneos, serd discutida detalhadamente no Capitulo 8.
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b) Etapas adicionais de extraccao liquido-liquido

Alguns autores sugerem uma etapa adicional de extracgdo liquido-liquido para a
remogao de gorduras. Como solvente pode usar-se o hexano (Biedermann et, al., 2002a;
Nemoto et. al., 2002; Jezussek e Schieberle, 2003; Dunovskéa et: al., 2004; Ciesarova et. al.,
2004; Wenzl et. al., 2004; Bermudo et. al., 2006a), o éter de p(;’;réleo (Jiao et. al., 2005;
Zhang et. al., 2005b), o ciclo-hexano (Petersson et. al., 2006) ou o diclorometano (Becalski
et. al., 2003; Delatour et. al., 2004).

A remocao de gordura também pode ser efectuada, como nés préprios o fizemos
ao longo do nosso trabalho experimental, por uma simples fjltragio depois de colocar o
extracto a uma temperatura proxima de 0 °C, o que provoca a solidificacdo da maior

parte da matéria gorda.
¢) Processos de extracgdo em fase s6lida

O processo de extraccdo em fase sélida, cuja designagdo provem do inglés SPE
(Solid Phase Extraction), tem sido muito usado como técnica de purificacio dos
extractos de acrilamida, isoladamente ou combinada com outros passos adicionais de
purificagao ja apresentados.

A extraccdo em fase sOlida corresponde a um processo de separagao de
compostos onde a retengdo dos mesmos ocorre sobre um suporte sélido (sorbente) e a
posterior eluicdo se faz através de um liquido que atravessa esse suporte. O suporte
solido pode ser fixado no interior de uma pequena coluna ou de um disco/ membrana.

Encdntram-se descritos varios tipos de mecanismos para a retengio dos
compostos: adsorcdo, partilha (com enchimentos polares ou apolares), troca-idnica
(catiénica ou aniénica), exclusdo ou mistos. Os materais sorbentes mais usados incluem
o florisil, a alumina, a silica gel e diversos materiais a base de silica modificada
(Almeida et. al., 2004).

Na maioria dos trabalhos publicados sobre a anélise da acrilamida, as técnicas

de SPE usadas envolvem uma combinagdo de varios sorbentes de modo a garantir
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multi-interacgdes e alargar a gama de interferentes eliminados. Em regra, esta separagao ..
¢ efectuada nos extractos aquosos imediatamente antes do processo cromatografico ou
antes do processo de derivatizacdo, quando este tem lugar. Em alguns casos, ¢ aplicada
a extractos organicos ap0s as etapas de derivatizagdo e extraccdo do derivado formado.

Muitos grupos de investigacao sugerem o uso de sorbentes apolares, como o Cig
(Gokmen et. al., 2005; Jiao et. al., 2005; Kim et. al., 2007; Senyuva e (St')kmen, 2005; Zhang
et. al., 2005b) ou a grafite (Tareke et. al., 2000 e 2002) para purificar extractos aquosos de
amostras de batatas fritas, cereais de pequeno-almogo, pao e alimentos para criangas.
Outros autores propdem a utilizagdo de sorbentes de fase-mista (mistura de sorbentes:
apolar, troca idnica e troca cationica), aplicados na purificagﬁo de batatas fritas e cereais
(Rosén e Hellends, 2002; Peng et. al., 2003; Murkovic, 2004; Nielsen et. al., 2006; Senyuva
e Gokmen, 2006), produtos japoneses derivados de arroz (Ono et. al., 2003) e amostras
aquosas de cafés, chocolate em p6 e cacau (Delatdur et. al., 2004; Granby e Fagt, 2004).
Jezussek e Schieberle (2003) usaram colunas com terra de diatomaécias para purificar o
extracto aquoso de batatas fritas antes da injeccao no GC-MS. Kawata et. al. (2001)
usaram fibra de carbono como sorbente em SPE para extrair acrilamida e outros
compostos polares de aguas residuais antes da analise por GC-MS.

Outros grupos sugerem a combinacdo de dois ou mais sorbentes diferentes,
usados em sequéncia. Becalski et. al. (2003), Govaert et. al. (2006) e Petersson et. al. (2006)
propuseram a utilizagao de sorbentes apolares seguidos de sorbentes de fase-mista para
purificar amostras de batatas fritas, café, chocolate, pao e cereais. Andrzejewski et. al.
(2004) e Roach et. al. (2003) propuseram uma combinacdo semelhante a anterior para
analisar acrllamlda em café. Bermudo et. al. (2006a e 2006b) sugeriram uma combinagao
de diferentes sorbentes de troca catiénica num primeiro método e, num segundo
método, sorbentes polares seguidos de sorbentes de fase-mista, para purificar amostras
de batatas fritas e produtos derivados de cereais. Young ef. al. (2004) efectuaram o
processo SPE com sorbentes apolares seguidos de sorbentes de troca catidénica na
purificagao de extractos aquosos de batatas fritas. Riediker e Stadler (2003) usaram uma
combinagdo de sorbentes de fase-mista e de troca catiénica para purificar extractos

aquosos de amostras de produtos a base de cereais antes da analise por LC-MS/MS.
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Todas estas técnicas de purificagao por SPE acabadas de descrever sdo aplicadas
a extractos aquosos antes de se efectuar a derivatizacdo, se for o caso, ou antes da
analise directa por LC-MS/MS ou GC-MS. O solvente de eluigdo usado é, em todos os
casos apresentados, a agua.

No entanto, a purificagio por SPE também pode ser aplicada a extractos
orgénicos obtidos ap6s derivatizar a amostra e extrair os derivados da fase aquosa.
Alguns autores sugeriram Florisil (silicato de magnésio) para efectuar a purificacdo do
extracto organico obtido ap6s a bromagao dos extractos aquosos de amostras de batatas
fritas, agua e cereais (US EPA, 1996; Nemoto et. al., 2002; Pittet et. al., 2004). Estes
autores propuseram como solvente de eluicio a acetona.

De um modo geral, apdés os procedimentos de extracgdo e purificagdo da
acrilamida das matrizes alimentares, é necessario eliminar o solvente em excesso. Na
grande maioria dos trabalhos apresentados até agora, a evaporacdo é efectuada em
evaporadores rotativos, sob vacuo entre 50 a 60 °C. No entanto, este passo também é
critico. Biedermann ‘et. al. (2002a) verificaram que grande parte da acrilamida
desaparece quando os extractos aquosos sdo evaporados até a secura sem a presenga de
um residuo que a retenha nas paredes do baldo do evaporador. Para além disso, muitas
amostras quando evaporadas em excesso, dao origem a solugdes gelatinosas e espessas
que tornam dificil a recuperacado do baldo do evaporador e posteriores operagoes (Ahn |
et. al., 2002). Este efeito foi confirmado durante o desenvolvimento deste trabalho
experimental. Verificamos que os extractos aquosos de batatas fritas, quando
evaporados excessivamente, se tornam gelatinosos dificultando a recuperacéo do baldo
do evaporador. No caso dos extractos de café, notava-se uma concentragao de sélidos
que, para @lém de dificultar a recuperacio, exigia a introdugdo de um passo extra de

centrifugacao.
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5.3- A quantifica¢do da acrilamida

A quantificagdo da acrilamida é geralmente obtida com recurso a técnicas
cromatogréficas, tanto de cromatografia liquida como de cromatografia gasosa. A
grande diferenca entre ambas reside no facto da primeira permitir facilmente a analise
directa da substancia, enquanto a analise por cromatografia gasosa implica geralmente
uma derivatizagdo prévia do composto, com as desvantagens dai decorrentes em
termos de tempo e trabalho. Comum a ambas as técnicas ¢é a utilizacdo de detectores de
massa, 0 que se justifica pela complexidade das matrizes analisadas e pelos elevados
niveis de sensibilidade exigidos. Neste caso a vantagem pertence aos processos
baseados na cromatografia gasosa, dado o menor custo e a maior facilidade de
funcionamento dos aparelhos acoplados de GC-MS em relagéo aos aparelhos de LC-MS.
Tendo em conta as possibilidades tnicas apreseﬁtadas pelos detectores de massa, é
usual o recurso a analogos isotopicos da acrilamida para funcionarem como padroes
internos. Dada a sua espécificidade, sera feita, em separado, uma breve referéncia aos

mesmos.
5.3.1- Padroes internos usados na quantificacao da acrilamida

O uso de analogos isotopicos dos compostos a quantificar como padrdo interno,
neste caso da acrilamida, apresenta enormes vantagens em relagdo a quaisquer outras
substdncias, uma vez que apresentam, genericamente, propriedades idénticas a
acrilamida tanto a nivel Quimico como fisico. O seu uso em metodologias
'c'romatogréfica;é, porém, estd confinado aos processos em que sao usados detectores de
massa, pois apenas estes permitem a obtengdo de cromatogramas individualizados de
substancias'com tempos de retengdo semelhantes, como é sempre o caso do analito e do
respectivo anélogo isotopico.

O deutério, o carbono 13 e, ocasionalmente, o azoto 15 sdo normalmente os
isotopos incorporados, correspondendo a situagéo ideal a incorporacdo de um minimo

de trés dtomos, de modo a assegurar que os fragmentos monitorizados pelo detector
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estejam suficientemente separados dos fragmentos isot6picos naturalmente presentes
no analito. A posi¢ao dos dtomos isotopicos na estrutura da molécula também deve ser
levada em conta, uma vez que serdo pouco tteis se durante a fragmentacdo no
espectrometro de massa forem eliminados dando origem a fragmentos sem atomos
isotopicos e logo iguais aos do analito. Adicionalmente, os atomos de deutério nao
devem estar em posicOes estruturais onde possa ocorrer permu:z; isotdpica uma vez que
isso invalidaria a utilidade do padrao interno (Gilbert, 1987).

Alguns autores sugerem a utilizagdo da *Cs-acrilamida como padréao interno
(Tareke et. al., 2002; Becalski et. al., 2003; Riediker e Stadler, 2003; Lagalante e Felter,
2004; Pittet et. al.; 2004). Mas para além desta susbtancia, também foram propostos
outros analogos isotdpicos, condicionados principalmente pela sua disponibilidade
como, por exemplo, a 13Cy-acrilamida (Nemoto, et. al., 2002) e a 2Hz-acrilamida (Ono et.
al., 2003; Peng et. al., 2003).

O uso de analogos estruturais foi proposto inicialmente por diversos autores em
particular a N,N-dimetilacrilamida (Tareke et. al., 2000 e 2002), a metacrilamida
(Biedermann et. al., 2002a; Taubert et. al., 2004), a propionamida (Biedermann et. al.,
2002a; Ciesarova et. al., 2004) e a butiramida (Biedermann et. al., 2002a). Kim et. al. (2007)
usaram 2Hs-3-cloropropanodiol como padrao de recuperacao.

Al-Dmoor et. al. (2004) quantificaram a acrilamida por GC-MS pelo método do

padréo externo.
5.3.2- Analise da acrilamida por GC-MS
5.3.2.1- GCsMS com derivatizacio da acrilamida
Apesar da acrilamida poder ser analisada na sua forma original, quando se usa

GC-MS a molécula é normalmente bromada para formar a 2,3-dibromopropionamida

que apresenta melhores propriedades cromatograficas (Figura 5.1).
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Figura 5.1- Reaccdo de derivatizacao da acrilamida a 2,3-dibromopropionamida
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As principais vantagens da derivatizagdo da acrilamida é que se forma um
composto relativamente mais volatil, menos polar e com maior massa molecular, logo
com melhor comportamento cromatografico e mais facilmente detectavel por
espectrometria de massa (devido a maior massa dos fragmentos formados). O aumento
de selectividade assim alcancado compensa o facto de se tratar de um processo
demorado. Outra vantagem tem a ver com o facto de o derivado formado poder ser
extraido no final com um solvente orgénico o que permite a obtencio de extractos finais
isentos de compostos polares, geralmente presentes em grande quantidade no extracto
aquoso: agtcares, proteinas, aminoécidos, etc. O derivado bromado é identificado pelo
seu tempo de retencdo e pela razdo de i6es de massa caracteristicos.

Na pratica, o processo de derivatizagao consiste na adigao ao extracto aquoso de
brometo de potassio (KBr), acido brémico (HBr) e uma solugao saturada de bromo (Br2),
deixando reagir pelo menos durante uma hora a 0 °C ou num banho de gelo (Hardas et.
al., 1999). O excesso de bromo é entdo removido pela adigdo de uma solucdo de
tiossulfato de sodio até que a solugado perca a cor avermelhada caracteristica do bromo
(Tareke et. al., 2002; Ono et. al., 2003; Ciesarova et. al., 2004; Hamlet et. al., 2004; Pittet et.
al., 2004; Williams, 2005). No. European Workshop realizado em Oud-Turnhout na
Bélgica foram djvulgados estudos sobre a cinética da reaccao de derivatizagdo entre a
acrilamida em relacdo a metacrilamida, inicialmente usada como padréo interno. Esta
substancia reage de uma forma muito mais lenta do que a acrilamida, o que faz com
que a reacgé(; de bromac@o seja muito demorada (De La Calle, 2003). O uso de anédlogos
isétopicos como padrao interno permite a redugao do tempo de reaccao de uma noite
para uma hora (Zhang, 2005a). Sob estas condigdes, o rendimento da reaccdo de

derivatizacdo é praticamente constante quando o tempo da reacgdo é superior a uma

hora.
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No final, o derivado bromado pode ser extraido da fase ac-luosa com acetato de
etilo (Nemoto et. al., 2002; Ono et. al., 2003; Jezussek e Schieberle, 2003; Hamlet et. al.,
2004). Outros autores sugerem uma mistura de acetato de etilo e n-hexano na proporcao
de quatro para um (4:1) (Tareke et. al., 2000 e 2002; Pittet, et. al., 2004).

Andrawes et al. (1987) mostraram que, sob certas< condi¢bes, a 2,3-
dibromopropionamida pode ser convertida, ao derivaiélo mais estdavel 2-
bromopropenamida por perda de HBr, no injector do cromatégrafo ou directamente na
coluna capilar. Como esta decomposicio pode provocar uma diminuicio da
reprodutibilidade e precisao, alguns autores convertem deliberadamente a 2,3-
dibromopropionamida a 2—bromopropenamida‘ (Figura 5.2),antes da analise de GC o
que pode ser conseguido pela adicdao de 10% de trietilamina ao extracto final antes da
injeccdo no cromatégrafo (Nemoto, et. al., 2002; Hamlet et. al., 2004; Pittet et. al., 2004).
Esta conversdo é praticamente instantanea a temperatura ambiente e é quantitativa e

reprodutivel (Andrawes et. al., 1987).

~

H 0 Br QO Br 0]
KBz, HBr, Br, H -HB1 H
MNHQ_’ N\NHE TR C%)LNHZ
H
H Br H
Acrilamida 2,3-dibromopropionamida 2bromopropenamida

Figura 5.2- Reacgéo de conversao da acrilamida a 2,3-dibromopropionamida e de seguida a 2-

bromopropenamida. (Adaptado de: Rothweiller etf. al., 2003)

Robarge et. al. (2003& e 2003b) converteram a 2,3-dibromopropionamida a 2-
bromoprop"renémida in situ, a partir da decomposicdo térmica no injector, usando
amoniaco como gas reagente. Em qualquer caso, é necessario ter algum cuidado ao
quantificar a acrilamida a partir deste derivado, uma vez que o mesmo origina o
fragmento m/z 149 que esta sujeito a interferéncias de ftalatos presentes nos materiais de
empacotamento dos alimentos e sdo muitas vezes contaminantes em solventes
(Rothweiler et. al., 2003).

Outra técnica de bromagao, sugerida por Nemoto et. al. (2002), baseia-se no uso
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de brometo de potassio (KBr) e bromato de potassio (KBrQs). Esta abordagem baseia-se .‘

no facto de a molécula de bromo se poder formar a partir de uma reac¢io de oxidacao-
redugéo entre o KBr € o KBrO; de maneira a eliminar a desvantagem de manipular
bromo elementar. Apesar de ainda nao se ter avaliado com rigor o rendimento da
reaccdo trata-se, sem duavida, de uma forma mais segura de rea}lﬂiza‘r' a operacao de
derivatizacdo.

Na andlise por GC-MS, os ides monitorizados para a identificacio de 2,3-
dibromopropionamida sdo: [C:H3™Br]*=106, [C:H3%Br]*=108, [CsHs7BrNO]*=150 e
[CsHs*"BrNO]*=152 usando-se o fragmento my/z 150 para a quantificacio (Figura 5.3).
Para o padrio interno derivatizado -2,3—dibromo(13C3)propi0namida- sdo monitorizados
os ides [BCH¢F1Br]*=110, [B3C3HsBrNOJ*=153 e [B3C3Hs81BrNO]*=155 (Tareke et. al,,
2002). No caso de se usar o padrdo deuterado os ides a monitorizar sdo
[Cs?Hs7Br]*=109, [C22H381Br]*=111, [C3H2H37BrNO]*=153 e [CsH22H381BrNO]*=155. Em
ambos os casos usa-se o fragmento m/z 155 para a quantificagio (Ono et. al., 2003;

Ciesarové et. al., 2004).

35,0 -
[C3Hs *BrNO] =150

30,0 - o .
5 [CsHs™ BrNQJ] =152
25,0 - [C2H3793r]*=106 /

S
= 8l o+
- [C2H3"' Br]'=108
~ 20,0 A
]
T 150 |
§ #
5 10,0 - .
50 -
0,0_ llll[\TlIIFlllrll
45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

m/z

Figura 5.3- Espectro de massa do derivado bromado da acrilamida, 2,3-dibromopropionamida.
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Com o padrao interno deuterado ha a possibilidade de perﬁuta entre o deutério
e o hidrogénio durante a derivatizagao, o que diminui o rigor da analise. Por esse
motivo é aconselhavel usar acrilamida marcada com 1*C.

No caso da conversdao a 2-bromopropenamida os ides a monitorizar sdo o
[C:HaNO]*=70, o [CsHa”BrNOJ*=149 e o [C:H#1BrNO]*=151, usando o fragmento (my/z)
149 para a quantificacdo. Os ies monitorizados para a identifi(}:;(;éo do padrao interno,
a 2-bromo("3*Cs)propenamida, sao [3C;H3%Br]*=110, e o [3C3H4¥'BrNO]*=154, usando
my/z 154 para a quantificagdo. Os autores que sugeriram a metacrilamida como padrao
interno monitorizaram os i6es m/z 120 e 122 (Ahn et. al., 2002). De um modo geral os
limites de deteccdo dos métodos que englobam a bromacéo da acrilamida variam entre
2 a 25 pg/kg dependendo da amostra e dos processos de purificagdo empregues.

Para além da bromacdo, foram propostos outros métodos de derivatizacdo da
acrilamida. Lagalante e Felter (2004) propuseram um método para a andlise quantitativa
da acrilamida baseada em microextracgdo em fase sélida (SPME) e analise por GC-MS.
Neste método, a acrilamida é sililada com N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) dando origem ao composto volatil N,O-bis(trimetilsilil)acrilamida (BTMSA)
(Figura 5.4). Uma vez formado, o BIMSA é facilmente extraido do headspace com uma
fibra de SPME de 100 pm de poli(dimetilsiloxano). O método foi aplicado a amostras de
cereais mas segundo os autores, é necessario efectuar mais optimizagOes para

possibilitar a sua aplicacdo a outras matrizes. O limite de deteccao obtido foi de cerca de

0,9 pg/kg.

0 RSTFA OSi(Cly);

N
. : L W
VTR et (o5

Figura 5.4- Reaccdo de sililagdo da acrilamida a N,O-bis(trimetilsilil)acrilamida (BTMSA). (Adaptado de
¢ Lagalante e Felter, 2004)

Pérez e Osterman-Golkar (2003) desenvolveram um processo em que fazem a
acrilamida reagir com a L-valina e derivatizam o produto formado com isotiocianato de

pentafluorofenilo (PFPITC) para formar pentafluorofeniltio-hidantoina (PFPTH) (Figura
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5.5). Este derivado & extraido com éter dietilico e depois com tolueno ¢ analisado por

GC-MS-MS.

0‘\
7 ‘)‘\NHZ
j\/ Y \{ N/
Oﬁ’ /ﬁ\\ m JJ O*\y_/ xN/\,\/U\ 05—7—{\ —2g
NH: PEPITC N
OH OH
Valina Acrilamida Aducto acrilamida-valina e z/[

PFPTH

Figura 5.5- Reaccdo de formagdo dos aductos de acrilamida-valina (Adaptado de: Pérez e Osterman-
Golkar, 2003)

Os ides monitorizados s&o os my/z 303, 304 e 319 para o analito e o 306, 307 e 322
para o padrdo interno (?H3-AA). Este método foi aplicado a agua da torneira, café
(infusdo) e tabaco em p6 (rapé). Concluiram que o método da bons resultados e que o
limite de deteccdo da acrilamida em &gua ¢ cerca de 10 vezes menor do que no processo
em que se derivatiza a amostra com bromo. No entanto, os autores afirmam que é
necessario efectuar mais ensaios para validar este método na andlise de acrilamida

noutras matrizes alimentares.

A analise dos derivados da acrilamida por GC/MS, é sempre efectuada em
colunas capilares de polaridade média a alta com um comprimento de 30 metros e um
diametro interno de 0,25 mm (padrdo para GC/MS). Injecta-se entre 1 a 2 pL de amostra
em modo splitless. A temperatura inicial do forno varia entre 60-85 °C e em muitos
casos, a rampayde aquecimento é de 15 °C por minuto. A temperatura final do forno é

geralmente igual ou superior a 250 °C.
5.3.2.2- GC—MS sem derivatizacdo da acrilamida
Apesar de na maioria dos trabalhos efectuados em GC/MS ser usada a

derivatizagdo da acrilamida, alguns autores propdem a sua analise directa por GC/MS

(SWISS, 2002; Jezussek e Schieberle, 2003; Ellenberg et. al., 2004; Hoenicke et. al., 2004;
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Amrein et. al., 2005). Gragas a alta polaridade da acrilamida, séo usadas colunas com
fases polares, como por exemplo polietilenoglicol. O maior problema da analise de GC
sem derivatizacio ¢ a falta de picos caracteristicos no espectro de massa da acrilamida
nio derivatizada. Os principais fragmentos sdo os ides de my/z 55 e 72. Estes ides
também sdo usados para a quantificacdo. Substancias com tempos de retencao proximos
da acrilamida, como o maltol ou o acido heptanéico produzem também praticamente os
mesmos ides e podem, por isso, interferir na quantificacdo (Biedermann et. al., 2002a).

A andlise da acrilamida por GC-MS sem derivatizacao da amostra apresenta

limites de deteccdo entre os 4 e 0s 20 pg/kg.
5.3.3- Analise da acrilamida por LC-MS/MS
5.3.3.1- LC-MS/MS sem derivatizacao

A utilizagdo da técnica de LC-MS/MS na anélise da acrilamida apresenta alta
sensibilidade e torna possivel evitar o passo da derivatizagdo.

Para a separagdo cromatografica da acrilamida, a generalidade dos autores
propuseram a cromatografia em fase reversa com colunas de Cis (Rufian-Henares e
Morales, 2006). A maior dificuldade reside na escolha da fase mével apropriada para
obter uma separagdo adequada do composto, com um tempo de retencdo razoavel,
devido a alta polaridade da acrilamida.

A técnica LC-MS/MS apresenta uma grande selectividade, essencialmente em
modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Neste modo, o ido precursor obtido no
primeiro quadrapolo ¢é fragmentado num segundo quadripolo e monitorizado num

terceiro (Figura 5.6).
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Figura 5.6- Esquema das reaccdes multiplas que ocorrem no interior do LC-MS/MS. (Adaptado de:
http:/ / www.chem.agilent.com)

Os ides monitorizados durante a analise da acrilamida por LC-MS/MS sdo o
[CH,=CHC=0]*=55 e [CH;=CHC=NH]*=54, gerados por colisio com o argon no
segundo quadripolo a partir do fragmento de m/z ([CH,=CHCONH;]*) =72 gerado no
primeiro quadrapolo.

A transicdo 72>55 é sempre seleccionada para a quantificacdo porque apresenta
uma abundéncia relativa elevada (Ahn ef. al., 2002; Rosén e Hellenas, 2002; Hoenicke et.
al., 2004; Murkovic, 2004). Em alguns casos tém sido usadas outras transicbes como
72>54, 72>44 e 72>27, para confirmar a presenca de acrilamida (Becalski et. al., 2003;
Konings, et. al., 2003; Leung et. al., 2003; Delatour et. al., 2004; Granby e Fagt, 2004;
Zhang et. al., 2005b; Nielsen et. al., 2006). Para a deteccao dos is6topos de acrilamida
usados como padrdo interno, as transicdes monitorizadas sdo 75>58 no caso da [?H3]-
acrilamida e [3Cs]-acrilamida (Ono et. al., 2003; Kim et. al., 2007) e 73>56 para a [3C1]-
acrilamida (Zhang et. al., 2005a). Petersson et. al. (2006) usaram a razido dos ides 55/58
para quantificar a acrilamida.

Apesar da alta selectividade oferecida pelo modo MS/MS permitir uma boa
separacdo dos analitos, podem, inevitalmente, ocorrer interferéncias especialmente nos
casos em que a matriz analisada é muito complexa (Becalski etf. al., 2003). Estes autores,
observaram picos com tempos de retencdo idénticos ao da acrilamida e da acrilamida

deuterada. Uma abordagem prometedora é re-extrair a acrilamida do extracto aquoso
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obtido a partir da amostra, com um solvente orgénico de caracterfsticas polares, tal
como o acetato de etilo. Desta forma podem remover-se constituintes interferentes tais
como sais, acticares, amidos, aminodacidos, etc, que permanecem preferencialmente na
fase aquosa. O extracto obtido pode ser concentrado e analisado por LC-MS/MS
(Hoenicke et. al., 2004; Claus et. al., 2005; Jiao et. al., 2005; th'mg et al., 2005b). Becalski
et. al. (2003) também referiram a presenca de um compostc;) interferente quando a
transicdo 72>55 foi usada para a detecgdo da acrilamida. Estes autores propuseram o
uso de colunas analiticas com maior comprimento (150 mm) e a realizagdo de um passo
adicional de purificagdo com sorbentes de fase-mista para evitar esta interferéncia.

Cavalli et. 4. (2004) usaram uma coluna de troca i6niga (aniénica e catiénica) em
vez de uma coluna apolar (fase reversa) para separar a acrilamida de 4gua potavel, de
forma a utilizar os multiplos mecanismos de retencdo oferecidos por este tipo de
colunas para separar a acrilamida de potenciais interferentes.

De um modo geral, os métodos baseados em LC-MS/MS sdo muito sensiveis e
aplicaveis a todo o tipo de amostras, apresentando limites de deteccdo inferiores a 10

pg/ kg de acrilamida.
5.3.3.2- LC-MS/MS com derivatizacio

Jezussek e Schieberle (2003) desenvolveram um método de LC-MS/MS para a
quantificagdo da acrilamida baseado na derivatizagdo com acido mercaptobenzoico.
Aplicaram este método na analise de diversos produtos a base de cereais e obtiveram
um limite de detecgdo de'6,6 pg/kg. Os resultados obtidos sdo prometedores mas, os
autores, consideram que ainda é necessério aplicar a metodologia proposta a amostras

mais complexas como café e chocolate.
5.3.4- Outras técnicas analiticas usadas na determinacao da acrilamida

Para além das técnicas hifenadas atrds mencionadas, alguns investigadores

descreveram diferentes métodos analiticos para a determinac¢ao da acrilamida usando
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as técnicas de HPLC e GC acopladas a outros sistemas de deteccio.

No método oficial da EPA, a acrilamida é quantificada em aguas residuais, por
GC/ECD (Electron Capture Detection) (US EPA, 1996). Apesar de nao se usar SPE
durante o pré-tratamento da amostra, os autores nio fazem qualquer referéncia a
sobreposicdo entre os picos de interferentes e do derivado brp_rjr;ad"b da acrilamida.
Pedersen e Olsson (2003) desenvolveram um método para analisar acrilamida por
GC/FID (Flame lonization Detection) em amostras de batatas fritas.

A aplicacdo de PTR-MS (Proton Transfer Reaction Mass Spectrometry) para
avaliar a formacdo de acrilamida online foi efectuada por Polien et. al. (2003) em
matrizes alimentares reais, usando batatas ternﬁcamente tratadas. Esta técnica é
normalmente usada para analisar compostos arométicos volateis formados durante a
reaccao de Maillard (Taeymans et. al., 2004).

No método 8316 da US EPA (2004) ¢ utilizada a espectroscopia de UV para
detectar a acrilamida em 4guas residuais. A Dionex (2003) desenvolveu um método de
extraccdo da acrilamida por ASE (Accelerated Solvent Extraction) seguida de
cromatografia iénica com deteccio UV ou MS. Paledlogos e Kontominas (2005)
publicaram um método de analise da acrilamida por HPLC com deteccio UV a 202 nm.
Segundo os autores, o limite de deteccio obtido foi de 10 pg/L em véarios tipos de
amostras alimentares.

Bermudo et. al. (2006a) apresentaram um método no qual analisam a acrilamida
por electroforese capilar ap6s derivatizagdo com acido mercaptobenzéico. Em 2004, este
mesmo grupo tinha publicado um trabalho em que a acrilamida era analisada por
cromatografia electrocinética de microemulsdo. Ambos 0s métodos foram aplicados a
diferentes amo‘ééréé alimentares (cereais e batatas), mas nao é feita referéncia a sua
validagao neste tipo de matrizes. Os limites de deteccio obtidos séo, para a analise por
electroforese capilar, de 0,07 pg/mL e de 0,7 pg/mL para a analise com cromatografia

electrocinética de emulsao.
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5.3.5- Métodos oficiais validados para a determinagao da acrilamida

Durante os tltimos anos, numerosos métodos tém sido desenvolvidos para
determinar o monémero acrilamida em diferentes matrizes alimentares. Para além dos

métodos analiticos divulgados pelos jornais cientificos, muitas -institui¢des oficiais,

-

F

departamentos governamentais e universidades publicaram os seus métodos
completos, e devidamente validados. Alguns exemplos sdao o método da Food
Standards Agency (FSA, 2002) baseado em GC-MS e LC-MS/MS, o método do Swiss
Federal Office of Public Health (SWISS, 2002) baseado em GC-MS e o método
desenvolvido pelé Centro para a Seguranga Alimentar e Nutri¢do Aplicada da US FDA
(Food and Drug Admnistration, 2003), que se baseia em LC-MS/MS.
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6.1- Amostras

Neste trabalho foram analisadas 24 amostras de café torrado em grdo e 9

amostras de derivados soltveis de café, apresentadas na Tabela 6.1.

Tabela 6.1-Amostras de café e sucedaneos de café analisadas neste trabalho

s

Amostra Tipo de amostra N° de amostras
Mistura Arab + Rob (30:70) 15
Mistura Arab + Rob (5:95) 4
Aréb (100) 1
Café torrado em grao
Descafeinado 2
Torrefacto 1
Mistura torrado + torrefacto (70:30) 1
Classico 3
Café solivel
Descafeinado 2
Mistura cereais torrados (chicéria, cevada e centeio) + café (80:20) 2
Sucedéneos de café Mistura cereais torrados (chicéria, cevada e centeio) (100) 1
Cappuccino: mistura solivel de café, leite, agtcar e chocolate. 1
Total 33

Arib- Aradbica; Rob- Robusta

Foram também analisadas trinta e trés amostras de batatas fritas de pacote, que

se podem dividir em trés grupos de acordo com o formato: 1) fatias muito finas lisas, 2)

fatias muite finas onduladas, 3) palitos muito finos, e duas amostras de chocolate: 1)

chocolate negro, 2) chocolate de leite.

As diversas amostras foram adquiridas em supermercados, tendo sido

escolhidas marcas de consumo corrente.
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\
6.2- Reagentes

Para a preparacdo das solugdes usadas ao longo do trabalho, utilizaram-se
reagentes e solventes com o maior grau de pureza comercialmente disponivel,

apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2- Reagentes usados na execugao pratica do trabalho

Reagentes

Caracteristicas / Grau de pureza

Fornecedor

Acrilamida”

99%

Aldrich (Steinheim, Alemanha)

Acrilamida 1,2,3-13C;

99% em metanol (1 mg/mL)

Cambridge Isotope Laboratories

(Andover, MA, EUA)

n-Hexano

Acetato de etilo

Para analise de residuos

Metanol

Acetonitrilo

Acetona

Ultrapuro

Fluka (Buchs, Suica)

Brometo de potéassio

Para espectroscopia de IV,

calcinado a 450 °C

Bromo

Pro analisis

Merck (Darmstad, Alemanha)

Cloreto de s6dio

Pro analisis

]J.T. Baker (Deventer, Holanda)

Hexacianoferrato de potéssio

tri-hidratado

Sulfato de zinco hepta-hidratado

Acido acético glacial

Etanq} absoluto

Pro analisis

Sulfato de sédio anidro

Para analise, calcinado a

450 °C

Panreac (Barcelona, Espanha)

Acido hidrobrémico

Para anélise

Tiossulfato de sédio

Solugdo volumétrica 1 mol/L

Riedel-de Héen (Seelze,
Alemanha)

Agua ultrapura

Desionizada num sistema

Seralpur Pro 90 CN

Belgolabo (Overijse, Bélgica)

Agua destilada

Sistema interno
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6.2.1- Material para a Extrac¢do em Fase So6lida (SPE)

Usou-se neste trabalho, sorbente Cis com particulas de didmetro entre 55 a 105
um, da marca Waters (Milford, EUA) na preparacao de colunas de SPE.
As colunas de SPE, adquiridas pré-condicionadas, usadas na purificagdo das

7

solucdes, estdo agrupadas na Tabela 6.3.

Tabela 6.3- Colunas de SPE

Coluna de SPE Quantidade Fornecedor
300 mg
Isolute 500 mg International Sorbent Technology
Multimode 1g (Hengoed, Mid Glamorgan, Reino Unido)
3 g (por encomenda)
Florisil 1lg ' Varian (Palo Alto, CA, EUA)
6.2.2- Gases

Como gés de arrastamento nos processos de cromatografia gasosa usou-se hélio
do tipo N60, que corresponde ao mais alto grau de pureza daquele gas que se encontra
comercialmente disponivel: 99,9999%. Para a evaporagao das amostras usou-se azoto
N55, com um grau de pureza de 99,9995%. Ambos os gases foram fornecidos pela Ar-

Liquido (Maia, Portugal).

6.3- Equipéniento

6.3.1- Sistema de GC-MS

Na execugdo deste trabalho usou-se um aparelho de GC-MS da marca Hewlett-
Packard (HP, Palo Alto, CA, EUA), modelo HP GC-6890, equipado com um injector do

tipo split-splitless e com um sistema electrénico de controlo de fluxo gasoso e associado
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a um detector selectivo de massa, modelo Agilent MSD-5973N (Agilent, Palo Alto, CA,
USA). O injector estava equipado com um septo pré-furado de 9 mm de didmetro, um
liner de 4 mm de diametro e 8 cm de comprimento, com uma constricdo em cada uma
das extremidades, e um divisor de fluxo revestido por um banho de ouro; as trés pecas -
septo, liner e divisor de fluxo - foram substituidas ap6s cada série de}ipje‘é(;(")es - padrdes
mais amostras em duplicado - 0 que em regra correspondeu a cerca de 30-40 injecgdes.
A ligagao do cromatografo de gases ao detector de massa era feita através de uma
interface directa sujeita a aquecimento, a 280 °C, no interior da qual era colocada a
extremidade da coluna cromatografica. O controlo do aparelho era assegurado por um
sistema de controlo, a’quisigéio e tratamento de da.dos fornecido pela Agilent - MS
Chemstation G2578A - instalado num computador HP Kayak XM 600 PC.

A calibragio do detector foi feita de forma automatizada com recurso a
perfluorotributilamina, tendo a tensao do multiplicador de electrdes sido ajustada para
um valor superior em 200 V ao valor obtido no processo. Todos os cromatogramas
foram obtidos por impacto electrénico a 70 eV. Outras condigbes relevantes usadas na
obtencdo dos cromatogramas, designadamente as massas seleccionadas no processo de
monitorizagdo selectiva de ides e os parametros mais relevantes em cromatografia
gasosa (temperaturas, fluxos, etc.), serdo considerados em pormenor aquando da
abordagem das metodologias desenvolvidas.

A separacao - analitica foi efectuada numa coluna capilar de polaridade
intermédia DB 1301 (30 m x 0,25 pm, 0,25 mm didmetro interno) da J&W Scientific
(Folsom, CA, EUA).

6.3.2- Outta aparelhagem

As centrifugacdes foram realizadas numa ultra-centrifuga da marca Eppendorf
(Hamburgo, Alemanha) modelo 5810 R e numa centrifuga da marca Heraeus Sepatek,
(Osterode, Alemanha), modelo Labofuge Ae.

As extracgdes por SPE foram feitas num sistema de aspiragio a vacuo modelo

Visiprep Solid Phase Extraction Manifold da Supelco (Taufkirchen, Alemanha), com
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capacidade para 12 colunas.

A evaporacao dos solventes foi efectuada num evaporador rotativo da marca
Biichi (Flawil, Suica), modelo Rotavapor RE 111 equipado com um banho de 4gua
modelo 461. A evaporagao em corrente de azoto foi executada num aparelho da marca
Pierce (Rockford, IL, EUA), modelo Reacti-Therm 18790 com capacidade para 9 tubos
de vidro. g

As pesagens foram realizadas numa balanca de precisdo da marca Mettler
Toledo (Greifensee, Suica) modelo AG 204 e numa balanga analitica da marca Sartorius
(Goettingen, Alemanha) modelo PT 310.

Para a limpeza das seringas (feita no final de cada injeccéo) usou-se um sistema
de aquecimento por resisténcia eléctrica com funcionamento a pressao reduzida, da
marca Hamilton Company (Reno, NB, EUA).

As pipetas usadas ao longo do trabalho foram da marca Jencons (East Grinstead,
West Sussex, Reino Unido), modelo Sealpette, com capacidades de 1-5 mL, 100-1000 pL
e 20-200 pL, tendo-se tisado pontas descartaveis da mesma marca.

A homogeneizacdo das amostras foi efectuada com um triturador Ultra-Turrax
modelo T25 da marca Janke e Kunkel Labortechnick (Staufen, Alemanha).

As purificagdes a altas temperaturas foram realizadas numa mufla da marca
Thermolyne (Ottawa, ON, Canada), modelo 48000 Furnace, programada para 450 °C.

Os graos_ de café torrados foram moidos num moinho de café incorporado numa
maquina de café Philips (Algés, Portugal), modelo Espresso Professional seleccionado
para moagem fina.

As restantes amostras foram pulverizados numa picadora da marca Moulinex

(Ecully, Frat’n:;a)‘.
6.3.3- Consumiveis
As etapas iniciais da preparacao das amostras foram realizadas em tubos de

Teflon® FEP (Fluorinated Ethylene Propylene resin) de fundo redondo, préprios para
centrifugas com 50 mL de capacidade, da marca Oak Ridge (Nova lorque, EUA) e em
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tubos Falcon em polipropileno, também préprios para centrifugas, da marca BD
Bioscience (Madrid, Espanha).

As reacgdes de derivatizacdo e posteriores evaporagdes foram efectuadas em
frascos de vidro silanizado de 40, 22 e 4 mL, com tampas em polifenol, internamente

«

revestidas com Teflon®, da marca Supelco (Bellefonte, PA, EUA).

Fd

As filtragoes foram efectuadas através de reservatorios de 25 mL com filtros de
polietileno com poros de 10 pm da marca Symta (Madrid, Espanha). Estes mesmos
reservatorios também foram usados para preparar colunas de SPE com o sorbente Cis.

Para a injecgdo no sistema cromatogréfico usaram-se seringas da marca Hamilton
(Bonaduz, Suiga) de 10 PL de volume total, com uma agulha de.7 cm de comprimento e
ponta em bisel.

No sistema de injeccdo do aparelho de GC-MS usaram-se septos pré-furados da
Supelco, modelo Thermogreen LB-2. Todos os restantes consumiveis do aparelho de

GC-MS foram da marca HP/ Agilent.

126



Capitulo 7 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL




Capitulo 7- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1- Preparagao das solugdes reagentes

7.1.1- Preparacao das solucdes de padroes

Preparou-se uma solugao-mae de acrilamida com a concentracdo de 2 g/L, por
dissolucdo do composto em acetonitrilo. Diluiu-se esta solui;éio para preparar uma
solucdo de trabalho com uma concentragao de 4 mg/ L.

A solucdo-mae de B3Cs-acrilamida foi adquirida ja preparada com uma
concentracdo de 1 mg/mL em metanol. Preparou-se uma solugao de trabalho de padrao
interno com uma concentracio de 40 mg/L, por‘ diluicdo da solucao-mae.

Todas as solugdes foram guardadas a 4 °C.

7.1.2- Preparacio das solucdes de Carrez

As solucoes de Carrez I e II foram preparadas por dissolugdo de 15 g de
hexacianoferrato de potassio (II) em 100 mL de 4gua (150 g/L) e 30 g de sulfato de zinco
heptahidratado em 100 mL de dgua (300 g/L), respectivamente.

7.1.3- Preparacdo da solugao saturada de bromo

Preparou-se a solugdo saturada de bromo por adicdo de 3 mL de bromo a 200
mL de 4gua mantendo uma agitagdo constante. De maneira a que a solugao se

mantivesse saturada, periodicamente era adicionada uma pequena quantidade de

bromo. *

7.2- Preparacio das amostras: batatas fritas e chocolate

Trituraram-se cerca de 5 g de cada uma das amostras de batatas fritas num

almofariz tendo o cuidado de incluir pedagos com diferentes caracteristicas: coloragao
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mais ou menos escura, pedagos queimados, etc. Os chocolates foram colocados a cerca

de 4 °C durante uma hora e pulverizados numa picadora eléctrica.

7.2.1- Extraccao da acrilamida das batatas fritas e do chocolate

«

ot
b

Pesaram-se dois gramas de amostra previamente pulverizada péra um tubo de
centrifuga de 50 mL e adicionaram-se 20,0 mL de dgua ultra-pura. A solucéo resultante
foi homogeneizada no Ultra-turrax durante 30 segundos. Adicionou-se 1 ug de padrao
interno (25 pL da solucdo de 13C3-AA a 40 mg/L) e a solugido foi colocada em banho de
4gua a 65 °C durante 15 minutos. Acidificou-se com acido acético glacial (0,1-0,2 mL) até
pH 4-5 e adicionou-se 1+1 mL das solugdes de Carrez I e II. Deixou-se repousar por 15
minutos. Centrifugou-se a 15000 g (15 minutos, 4 °C) e colocou-se a amostra a -20 °C
durante 10-15 minutos. O sobrenadante aquoso foi filtrado para um frasco de vidro
silanizado de 40 mL por um filtro de polietileno de 10 pm. Repetiu-se o processo de
extracgio com mais 10" mL de agua e centrifugou-se de novo, filtrando-se o
sobrenadante pelo mesmo conjunto funil/filtro. Juntaram-se as duas fases aquosas. O
volume do sobrenadante foi reduzido a 8-10 mL no evaporador rotativo, a 65 °C,
durante 4-5 minutos, e transferiu-se o extracto liquido para os frascos de vidro de 40

mL, tendo o cuidado de lavar o balao do evaporador com 5-6 mL de 4gua.
7.2.2- Processo de derivatiza¢do das amostras

Ao extracto aquoso resultante do processo anterior, adicionou-se 1 g de brometo
de potéssio caltinado (KBr). Acidificou-se a solugdo com acido hidrobrémico (HBr) até
pH 1-3 (100-150 uL) e adicionaram-se 2 mL de solugdo saturada de bromo. Colocou-se a
solucdo num banho de gelo ao abrigo da luz, durante pelo menos 1 h. Em seguida, o
excesso de bromo foi eliminado e a reacgdo travada pela adicdo de solucio de
tiossulfato de sédio 1 M até ao desaparecimento da cor amarela do bromo (50-150 pL).
Saturou-se o extracto com 4 g de cloreto de sédio (NaCl) e extraiu-se com duas porcdes

de 10 mL e 5 mL de acetato de etilo/n-hexano 4:1 (v/v). O volume da fase organica foi
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reduzido a 3 mL numa corrente de azoto a 55 °C e adicionou-se uma pequena
quantidade de sulfato de sédio anidro (Na;SOs). Finalmente, a solucdo foi centrifugada
a 3000 rpm durante 3 minutos, transferida para um frasco de vidro de 4 mL e evaporada
a 05 mL sob a corrente de azoto. 1 pL de solugao foi finalmente injectado no

cromatégrafo gasoso.
7.2.3- Preparacao das solugdes de calibragado

Retiraram-se aliquotas da solugdo padrao de acrilamida (4 mg/L) equivalentes a
0,0,0,1,0,2,05,1,0,2,0 a 3,0 pg de acrilamida, e colocaram-se nos tubos de centrifuga de
50 mL. Adicionou-se 1 pg de padréo interno (25 pL da solugéo de 13C3-AA a 40 mg/L) e
completou-se o volume com 20 mL de dgua. Submeteram-se entdo as solugdes a todo o

processo descrito nos pontos 7.2.1 e 7.2.2.

7.3- Preparagdo das amostras: café e derivados.

Os cafés “expresso” foram preparados em duplicado na maquina de café
“expresso” da Philips da seguinte forma: extrairam-se 7 g de café moido (no moinho da
maquina) com Agua quente durante 30 + 5 s (cerca de 30 a 35 mL de agua) a uma
pressao de 9 + 2 bar.

O café soluvel e os outros sucedaneos de café foram preparados por dissolugao
de 2 g de produto em 10 mL de agua desionizada. Pesaram-se 2 g de café torrado e
moido pard um frasco de centrifuga com 10 mL de 4gua e colocou-se a 65 °C durante 15

minutos.
7.3.1- Extraccdo da acrilamida das amostras de café e derivados

A 10 mL de café “expresso” ou de outro derivado adicionou-se 15 mL de etanol

absoluto e agitou-se a solugdo durante aproximadamente 1 minuto num tubo Falcon de
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50 mL. Juntou-se 1 pg de padréo interno (25 pL da solucio de 13Cs-AA a 40 mg/L), ea
solucdo foi agitada de novo e colocada a -20 °C durante 15 minutos. Centrifugou-se a
15000 g (5 minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga.
Acidificou-se a suspensao com écido acético glacial (0,1-0,2 mL) até pH 4-5. Adicionou-
se 1 mL das solugbes de Carrez I e II, agitou-se a solucdo e deixou-se actuar por 15
minutos a 4 °C. Centrifugou-se de novo a 15000 g (15 minutos, :1 °C) e filtrou-se o
sobrenadante para um frasco de vidro silanizado de 40 mL por um filtro de polietileno
de 10 pm. O volume da solucao foi reduzido a 2-3 mL no evaporador rotativo, a 55 °C, e
transferido para um frasco de vidro de 22 mL. O balao do evaporador foi lavado com 2
mL de agua, que foi adicionada a solucao. Quéndo necessario, efectuou-se uma

centrifugacao a 3000 g para eliminar sélidos em suspensao antes da purificacio por SPE.
7.3.2- Processo de purificacio das amostras de café

Preparou-se uma coluna combinada por adicdo de 1 g de Ci3 e uma membrana
de polietileno a uma coluna original de 3 g de Isolute de fase mista. A coluna foi
condicionada com 20 mL de metanol seguidos de 20 mL de 4gua. O extracto (+ 5mL) foi
percolado através da coluna combinada para um frasco de 40 mlL, rejeitando-se os
primeiros 2 mL que eluiram. Lavou-se a coluna com 10 mL de dgua que se juntou ao
extracto recolhido no tubo de 40 mL.

No caso dos cafés solaveis, procedeu-se previamente a uma purificagao adicional
com uma coluna de 3 g de Cis. Os primeiros 2 mL eluidos foram rejeitados e a coluna
lavada com 1 mL de 4gua. A solucdo recolhida foi de seguida purificada na coluna

combinada do modo descrito anteriormente.
7.3.3- Processo de derivatiza¢ao das amostras

A derivatizacdo das amostras foi executada de acordo com o descrito no ponto

7
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7.4.4- Preparacao das solucdes de calibracao

As solugdes de calibragdo foram preparadas da forma descrita no ponto 7.2.3.
Estas solugbes foram submetidas a todo o processo descrito nos pontos 7.4.1, 7.4.2 e

74.3.

7.4- Condi¢oes operatorias do GC-MS

7.4.1- Cromatégrafo gasoso | -

Gas de arrastamento: hélio com um fluxo constante de 1 mL/min. Volume de
injeccao de amostra: 1 pL (splitless, pulso de pressdao 32 psi, 60 s). Temperatura do
injector: 280 °C. Temperatura do forno: 85 °C (1 min), 15 °C/min até 280 °C, mantida

durante 10 minutos (tempo total 24 min); linha de transferéncia: 280 °C.
7.4.2- Espectrometro de massa

Energia electronica: 70 eV (modo de impacto electrénico). Modo de aquisicao:
monitorizagdo de ides seleccionados (SIM), m/z 106, 108, 150 e 152 para a 2,3-
dibromopropionamida (2,3-DBPA) e m/z 110, 153, 155 para o 23-19Cs-
dibromopropionamida (2,3-1*C3-DBPA). Os ides m/z 150 do 2,3-DBPA e m/z 155 do 2,3-
DBPA (13C3) foram usados para a quantificagdo e os outros para confirmacio da
identidade*do composto. A acrilamida foi determinada a partir da razao das é4reas entre
o ido m/z 150 da 2,3-DBPA e o ido m/z 155 da 2,3-13C3-DBPA. A identidade do composto

foi confirmada pelo tempo de retengao.
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Capitulo 8- RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1- Amostras de batatas fritas e de chocolate

8.1.1-Desenvolvimento do método analitico

O método analitico descrito para a analise de batatas fritas e chocolate foi
desenvolvido no laboratério de Bromatologia da Faculdade de Farmécia com o
objectivo de analisar acrilamida em produtos de grande consumo em Portugal
(Fernandes et. al., 2005). Este método déa origem nestas matrizes a extractos
relativamente livres de interferentes, permitindo a correcta quantificagao da acrilamida

(Figura 8.1).

Abundancia

500001 a4 I&0 150.00 (149.70 a 150.70)

40000
PI:Ido 155.00 (154.70 a 155 70)

30000 /

20000

10000

/.fh“?-“-‘-:’d

Tempo/min 720 7 40 760 780 8.00 8§20 8.40 8.60 880

Figura 8.1- Cromatograma de uma amostra de batatas fritas com uma concentragao de 1370 pg/kg de
acrilamida (AA) e 500 pg/kg de padrao interno (PI).

A quantificagdo da acrilamida nestas amostras foi efectuada a partir de curvas de
calibragdo para cuja construcdo se usaram solugdes padriao de acrilamida preparadas
com &4gua e submetidas em simultdneo com as amostras a totalidade do método
analitico descrito. Em regra, prepararam-se sete padrdoes sendo o intervalo de

concentracdes escolhido concordante com a quantidade de acrilamida esperada nas
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amostras, tipicamente na ordem dos 0 - 1500 pg/kg de acrilamida. A quantidade de
padréo interno adicionada correspondeu a 500 pg/kg para todas as amostras e padroes.

As curvas de calibracdo foram construidas a partir da razdo das areas do ido m/z
150 do derivado da acrilamida e do ido my/z 155 do derivado do padrdo interno em
funcao da concentragao de padrao adicionado (Figura 8.2). Os coeficientes de correlagao

obtidos foram usualmente superiores a 0,997.

y = 0,002x - 0,0507
R? =0,9974

Raziao das areas (Aaa150/Ap1,155)

T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Acrilamida (ug/kg)

Figura 8.2- Curva de calibragao usada na quantificacao de acrilamida em batatas fritas

8.1.2- Resultados e discussdao: amostras de batatas fritas

As amostras de batatas fritas analisadas foram divididas em 3 grupos distintos
de acordo com o seu formato. Comercialmente as batatas de pacote sdao vendidas como
batata “palha”, batata lisa e batata ondulada. Os resultados obtidos estdo resumidos na

Tabela 8.1.
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Tabela 8.1- Concentracio de acrilamida em batatas fritas com diversos formatos

Amostras Cor N° de amostras AA ug/ks AA pg/kg (média)
1048
1088

Batata “palha” Escuras 5 1856 1609
1870
2185
494
k 501
590
592
651
682
Claras 12 714
695
741
837
882
Lisas 905
997
1190
1236

Com pedacos queimados 5 1328 1339
1366
1577
1064
1110
Escuras 4 1446
1312
2208
593

Claras 2 931 |
1268

\
‘T 926

Onduladas

Com pedacos queimados 3 1100 1104

1286
Escuras 1 1386 1386
Total 33

Escuras- castanho-claro; Claras- amarelo
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Os resultados encontrados para as amostras de batatas sdo concordantes com os

valores de outros autores que divulgaram resultados entre os 200 e os 2000 pg/kg de

acrilamida em produtos a base de batata fritas (Nemoto et. al., 2002; Tareke et. al., 2002;
Ono et. al., 2003).

O elevado teor de acrilamida neste tipo de produtos pode ser justificado pelo

facto de a matéria-prima utilizada ser rica em acticares redutores e em asparagina (ver

Capitulo 3) e de o processamento ocorrer a 170 - 180 °C, precisamente aquelas a que

corresponde a uma maior formacao de substéncia (ver Capitulo 4).

Na Figura 8.3, os resultados obtidos neste trabalho estdo organizados de acordo

com o formato do corte das batatas e da coloracdo apresentada pelas batatas fritas

analisadas.

3000 -

2500 -

Acrilamida (,g/kg)
=
w
S
S

—
=
=1
=

500

=]
=]

Escuras

Batata ondulada

A

Claras

Com pedacos
queimados

Escuras

Batata lisa

——

——

Claras

T

Com pedacos Escuras
queimados

Figura 8.3- Concentracdo média de acrilamida em batatas fritas. Relagao entre a cor e a forma das batatas

com a quantidade de acrilamida
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Como se pode verificar pela andlise do grafico anterior, e;s batatas fritas mais
escuras apresentam, em regra, uma maior quantidade de acrilamida do que as batatas
mais claras o que é consistente com os resultados da generalidade dos autores (Gertz e
Klostermann, 2002; Taubert et. al., 2004, Gokmen et. al., 2006a; Pedreschi et. al., 2005,
2006 e 2007). Este facto sera resultado naturalmente do uso de tempos de fritura mais
longos, mas também, muito provavelmente, do uso de matéria-’prima (batatas cruas)rica
em acucares redutores, as quais originam sempre produtos mais escuros mesmo com
temperaturas de fritura normais (Fiselier e Grob, 2005).

Quanto a forma das batatas, as batatas “palha” apresentam uma quantidade de
acrilamida ligeira'mente mais elevada, mas isso deve-se possivelmente ao facto de
apresentarem uma cor relativamente mais escura do que os outros tipos de batata. As
batatas lisas e as batatas onduladas ndo apresentam diferencas significativas em
nenhum dos valores obtidos. Como as batatas palha, cortadas em palitos muito finos,
apresentam uma maior 4rea de exposigdo ao 6leo quente (menor espessura e tamanho

das porgoes), estdo sujeitas a um processo de fritura muito mais rapido e eficaz, o que

explica a cor mais acentuada e a maior quantidade de acrilamida encontrada.
8.1.3- Resultados e discussdo: amostras de chocolate

As amostras de chocolate analisadas foram apenas duas, uma de chocolate negro

e outra de chocolate de leite. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 8.2.

Tabela:8.2- Concentracio de acrilamida em chocolates

g Amostra N° de amostras AA ng/kg
Chocolate de leite 1 48
Chocolate negro 1 91
Total 2

A concentracdo de acrilamida encontrada nas duas amostras analisadas ¢ da

mesma ordem de grandeza dos resultados obtidos por Ren et. al. (2006) que
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desenvolveram uma metodologia baseada em LC-MS especifica para chocolate. Este |

autor analisou duas amostras de chocolate de leite, duas amostras de chocolate negro,
uma amostra de chocolate oriental, uma de chocolate com améndoas ou nozes,
chocolate com trigo e barras de chocolate fortificadas, encontrando 23 a 126, 181 a 537,
100, 250, 279, 48 e 254 pg/kg de acrilamida, respectivamente.,[quafbur et. al. (2004)
analisaram diversos tipos de chocolate: chocolate solavel, cacau em p6 e chocolate em
barra com améndoas e obtiveram 54, 180 e 94 pg/kg de acrilamida, respectivamente.

A quantidade de acrilamida encontrada nao é muito elevada comparativamente
as batatas fritas. Esta observacao deve-se, possivelmente, ao facto dos graos de cacau
apresentarem uma ciuantidade de precursores mluito inferior as batatas cruas (ver
Capitulo 3).

Para além disso, a produgao do chocolate em barra, aqui analisado e discutida no
Capitulo 3, implica a mistura da massa de cacau, obtida a partir dos graos de cacau
torrados, com leite e manteiga para além de outros ingredientes (Tabela 3.4). A massa
de cacau adicionada cofresponde geralmente a menos de 50% da massa total de
chocolate o que provoca um efeito de diluicio dos compostos quimicos presentes no
cacau, incluindo a acrilamida. Nos casos do chocolate negro a massa de cacau
adicionada é bastante mais elevada, cerca de 60%, sendo por isso de esperar uma maior

quantidade de acrilamida nestes produtos.

8.2- Amostras de café e derivados

o
8.2.1-Desenvolvimento do método analitico

As dificuldades apresentadas na analise de acrilamida em matrizes complexas,
como por exemplo café, foram amplamente descritas por diversos autores que usaram
métodos com GC-MS, mas cujos resultados foram prejudicados pela presenca de
interferentes que eram co-extraidos com a acrilamida (Delatour et. al., 2004;

Andrzejewski et. al., 2004). No nosso caso, a aplicagdo da metodologia descrita para as
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batatas fritas na anélise de acrilamida em cafés revelou problemas semelhantes aos
descritos por aqueles autores. O extracto aquoso obtido a partir das amostras de caf¢ era
fortemente corado o que provocava diversas dificuldades analiticas. O processo de
derivatizacdo, por exemplo, era dificultado uma vez que a coloragdo caracteristica da
solucdo aquosa de bromo ficava disfarcada. Outro problema que o0s nossos extractos
apresentavam era a formagdo de uma grande quantidade de espuma durante a
agitacdo, o que provocava a contamina¢do do equipamento e a formacdo de emulsoes
durante a extraccdo com solventes organicos. Também se verificou que uma parte dos
compostos corados era soluvel nos solventes orgénicos o que dava origem a extractos
finais de cor castanha. A anélise destes extractos ndo permitia quantificar a acrilamida
uma vez que se verificava uma grande sobreposicao de interferentes. Na Figura 8.4 ¢
apresentado, a titulo de exemplo, um cromatograma de um dos extractos aquosos de
uma amostra de café submetido ao processo anterior. O insucesso deste método levou a

introducao de alteragdes profundas no mesmo.
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Figura 8.4- Cromatograma de uma amostra de café submetida ao processo de anélise desenvolvido para

quantificar acrilamida em batatas fritas. (AA- acrilamida; PI- padrdo interno)

Um dos problemas ja referidos na anélise de café ¢ a formagdo de um volume
consideravel de espuma durante a agitagdo o que provoca a contaminagdo dos

equipamentos de trabalho e perdas significativas de amostra. O problema mostrou-se

143



Capitulo 8- RESULTADOS E DISCUSSAQO

particularmente grave durante o passo de evaporacdo da 4gua uma vez que a espuma
era facilmente projectada para o sistema de refrigeracdo do evaporador rotativo.

A formacdo de espuma neste tipo de matrizes &, no entanto, inevitdvel, uma vez
que a sua presenca € um dos pardmetros de qualidade de um bom “expresso”. Alguns
autores, que estudaram a espuma do café, identificaram os polissacarideos solaveis
como os principais responsaveis pela sua formagao e estabilidade.

O isolamento e caracterizacdo de polissacarideos podem ser conseguidos por
diferentes técnicas de precipitagio. Nunes e Coimbra (1997 e 1998) isolaram os
polissacarideos presentes no café “expresso” com solucdes aquosas de etanol a 50% e a
75% em dois passos consecutivos, com agitagio constante a 4 °C durante uma hora.
Navarini et. al. (1999) e D’Agostina et. al. (2004) usaram n-hexano para eliminar os
lipidos presentes no café e provocaram a precipitacdo dos polissacarideos com uma
solugdo de sulfato de amoénio a uma temperatura de 4 °C. Redgwell et. al. (2002) usaram
apenas um passo com etanol a 80% a temperatura ambiente. Oosterveld et. al. (2003)
conseguiram isolar diferentes fraccdes de polissacarideos, com diversas massas
moleculares, de amostras de café por um processo que envolveu a eliminagdo de
gorduras, a extracgdo com agua, a precipitacdo com EDTA e tratamentos com solugées
altamente alcalinas. No entanto, verificaram que o método ndo era muito eficaz,
apresentando um rendimento de apenas 7% no café verde e de 29% no café torrado.

A solucdo encontrada para limitar a formacdo de espuma nas nossas amostras,
consistiu na adicdo de etanol, tendo sido adaptada do trabalho de Nunes e Coimbra
(1997). Ap6s ensaios com 5, 10, 15, 20, 25 mL de etanol adicionados a 10 mL de amostra,
verificou-se que a partir de 15 mL ndo havia diferencas significativas na eliminacdo de
espuma tendo-se escolhido este como o valor a adicionar. A realizacdo da operacdo a
-20 °C em vez dos 4 °C constantes da proposta inicial permitiu reduzir o tempo da
operacao de 60 para 15 minutos.

Verificou-se, entretanto, que a adi¢do de etanol levava a formacdo de um
precipitado negro que colmatava os filtros e as colunas de SPE usadas a seguir. Este
problema foi resolvido pela inclusdo de um passo de centrifugagdo a 3000 rpm logo apo6s

a evaporagao dos extractos.
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A eliminagdo da espuma, todavia, ndo se mostrou como uma solugdo totalmente
eficaz para a resolugdo dos problemas analiticos. Os extractos obtidos ainda
apresentavam uma coloragdo acentuada continuando a verificar-se dificuldades a nivel
da separagdo cromatogréfica.

Alguns autores, que analisaram com sucesso amostras de café por LC-MS/MS,
propuseram a purificacdo dos extractos pela técnica de SPE, por a mesma permitir a
eliminacio da grande maioria dos compostos corados, para além de outros
interferentes. Roach et. al. (2003) usaram uma combinagao de diferentes colunas de fase
mista e de troca iénica e catiénica. Granby e Fagt (2004) efectuaram a purificagdo com
colunas de 300 mg de Isolute de fase mista. Senyuva and Gokmen (2005) extrairam a
acrilamida de café moido com metanol e efectuaram a purificacdo com sorbentes de
troca i6nica e troca catiénica. Delatour et. al. (2004) usaram colunas de 500 mg de Isolute
de fase mista para purificar cerca de 2 mL de extracto.

No nosso trabalho, comecamos por testar o Florisil, que é um sorbente aplicado
a0 extracto organico obtido ap6s a derivatizagdo das amostras. No entanto, verificamos
que ndo era possivel obter resultados positivos que nos levaram a rejeitar este método.
Foi utilizado, em segundo lugar, o sorbente Isolute Fase-Mista nas purificacdes por SPE
das amostras de café. O Isolute Fase-Mista ¢ um sorbente constituido por uma mistura
de sorbentes (apolar (Cis), troca cati6nica e troca aniénica) o que permite obter amostras
purificadas gracas as multi-interacgdes que oferecem, sendo normalmente usado para
purificar matrizes aquosas. O processo de purificacédo ¢ aplicado aos extractos aquosos
ap6s a evaporagdo parcial da 4gua no evaporador rotativo e antes de se efectuar a
derivatizacdo das amostras a 2,3-dibromopropionamida.

Testaram-se inicialmente colunas de Isolute relativamente pequenas, com 500 mg
e 1 g de fase solida. Em ambos os casos verificou-se perdas de analito uma vez que o
Isolute saturava facilmente com cerca de 0,5-1 mL de amostra de café, fazendo com que
a purificagdo ndo fosse eficiente quando se aplicava um volume de amostra superior.
Outro problema era o facto de ser necessério rejeitar uma grande parte da amostra, o
que levava a perda de sensibilidade do método uma vez que era impossivel atingir

volumes de 1 mL durante o passo de evaporagdo deste tipo de amostras, tal como ja foi
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referido (Capitulo 5). Quando a evaporagdao dos extractos de café era demasiado
prolongada, precipitava uma grande quantidade de sélidos insoltveis o que dificultava
a recuperacdo da amostra do baldo de evaporador. Com o fim de ultrapassar este
problema, utilizaram-se posteriormente, colunas de Isolute com 3 g de sorbente, mas,
apesar de se poder usar uma quantidade maior de amostra, o sorbente continuava a
saturar facilmente, ndo eliminando os compostos corados e o0s cromatogramas
apresentavam algumas interferéncias que suprimiam o sinal analitico.

Algumas experiéncias realizadas no laboratério com colunas de  Cis
demonstraram que este sorbente retinha, de forma bastante eficaz, os compostos
corados do café. Prepararam-se colunas com 2 e 3 g de Cys e verificou-se que o seu uso
permitia a eliminagdo de praticamente toda a coloracdo do café. No entanto,
independentemente da quantidade de sorbente usada, ndo eram removidos alguns
compostos que se sobrepunham ao pico do 2,3-DBPA. A titulo de exemplo apresenta-se
na Figura 8.5 um cromatograma de uma amostra de café purificada com uma coluna de

3 g de Gs.
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Figura 8.5- Amostra de café submetida a uma purificagdo com uma coluna de Cis. Os derivados da
acrilamida (AA) e do padrao interno (PI), com tempo de retengdao de aproximadamente 8,3 min

apresentam um interferente.

A presenca do contaminante que eluia com o derivado da acrilamida, dificultava

o processo de quantificacdo. A solucdo encontrada foi a combinacdo, numa s6 coluna,
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das duas fases estacionarias (a C1s e a fase-mista) tendo-se verificado que uma razao de
1:3 de Cig: Isolute era ideal para eliminar os contaminantes mais relevantes nas
amostras de café.

Na Figura 8.6 é apresentado um cromatograma de uma amostra de café

submetida ao método de purificagdo com a coluna combinada.

Abundéncia
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Figura 8.6- Cromatograma de uma amostra de café “expresso” com 104 pg/kg de acrilamida e adicao de

1 pg de *Cs-acrilamida correspondente a uma concentracao de 500 pg/kg acrilamida.

Os cafés soltiveis, no entanto, revelaram ser uma matriz ainda mais dificil do que
as amostras de café torrado devido & sua alta percentagem de polissacarideos que
originavam uma grande quantidade de espuma. A adigdo de etanol ndo era suficiente
para eliminar a maioria da espuma e a coluna combinada de Isolute e Cis ndo eliminava
alguns dos interferentes mais importantes observados nos cromatogramas. Para além
disso, estas amostras provocavam a contaminagdo do injector e consequentemente do
topo da coluna, o que exigia mudancas constantes do liner, as vezes ap6s 3-4 injeccdes.

A adicdo de uma maior quantidade de Cis mostrou-se impraticavel devido a dimensédo

dos reservatorios utilizados e a solugdo encontrada foi a inclusdo de um passo adicional
de purificagio com uma coluna de 3 g de Cis antes da purificacdo com a coluna
combinada. Esta etapa adicional permitiu a eliminacdo da maior parte dos compostos
corados. Esta técnica permitiu obter resultados cromatograficos de boa qualidade

verificando-se, apenas, uma ligeira diminuigao do sinal analitico.
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Na Figura 8.7 representa-se esquematicamente o procedimento utilizado durante
a purificagdo por SPE. Apés a evaporagdo, até cerca de 5 mL, das amostras de café, as
colunas de SPE (Isolute MM ou Cis) foram solvatadas com metanol e depois com agua
para equilibrar a fase estacionaria. Depois de colocada a amostra, rejeitaram-se os
primeiros mililitros que eluiram (uma vez que ainda era a 4gua usada na equilibracdo
da coluna) e recolheu-se o volume restante da solugdo. De seguida a coluna foi lavada
com 10 mL de 4gua para garantir a elui¢io completa de toda a acrilamida, os quais se
juntaram a solugdo recolhida anteriormente. Entre todos estes passos foi essencial evitar

que a coluna secasse.

-
v

E,-. —di Analito « Interferentes «

Figura 8.7- Técnica de SPE utilizada neste trabalho (Adaptado de Argonaut, 2004)
1- Condicionamento da coluna; 2- Extracto aquoso da amostra; 3- Percolacdo da amostra através da

coluna.

Nesta técnica, a presenca de particulas insoliveis na amostra pode impedir e
bloquear o fluxo por colmatagio da fase sélida, uma vez que podem ocupar os espagos
entre as particulas do sorbente. A eliminacdo destas particulas foi efectuada por

centrifugacdo dos extractos aquosos de café apos a evaporagdo do solvente em excesso.
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Isto é importante em questdes de manutencdo de fluxo, mas também pelo facto de as
particulas poderem actuar como fase descontinua no topo da coluna levando a

variabilidade nas recuperagoes (Barker, 2000).

8.2.2- Validacao do método

8.2.2.1- Selectividade

A selectividade do método foi obtida a partir da comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos presentes nos padrdes com os picos obtidos para as amostras. A
confirmacdo foi efectuada através da sobreposicdo dos sinais analiticos dos ides m/z=
150 e m/z= 152 do derivado da acrilamida e m/z= 153 e m/z= 155 do derivado do padrao
interno. Nas figuras seguintes apresentam-se exemplos dos cromatogramas obtidos

para um dos padroes (Figura 8.8) e para uma amostra (Figura 8.9).

Abundancia
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Figura 8.8- Sobreposicao dos ides dos derivados da acrilamida e do padrao interno de uma solu¢ao

padrao de acrilamida com concentracao 1500 pg/kg.
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Abundincia
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Figura 8.9- Sobreposicao dos ides dos derivados da acrilamida e do padrao interno de uma amostra de

um sucedaneo de café soltivel com a concentracgao de 685 pg/kg.

Como se pode verificar, e ao contrario do que seria de esperar numa
interpretacdo mais superficial, os cromatogramas dos padrées apresentavam
invariavelmente menor qualidade do que os cromatogramas das amostras. Segundo
Anastassiades et. al. (2003), este resultado deve-se ao chamado efeito de “melhoria da
resposta cromatografica induzida pela matriz”. Neste caso, o tailing apresentado pelos
picos obtidos nos padrdes é devido a interac¢des indesejaveis entre o analito e locais
activos na coluna e no injector. Quando estdo presentes componentes da matriz ha
melhorias significativas na qualidade dos cromatogramas, uma vez que preenchem os
locais activos, reduzindo assim as interacgdes entre estes e o analito. Tém sido propostas
vérias estratégias para minimizar o fenomeno de distor¢do dos picos nos padroes e para
compensar os efeitos induzidos pela matriz. Estes autores sugerem a adi¢do, a padroes e
amostras, de “protectores do analito” substincias que apresentem capacidades de
formar ligacdes de hidrogénio de modo a potenciar um melhor comportamento
cromatografico dos compostos de interesse.

Durante a realizagdo do trabalho experimental descrito nesta dissertagao, esta
técnica ndo foi testada, mas possivelmente sera alvo de trabalhos futuros. No entanto,
verificou-se melhorias cromatograficas dos padrdes quando estes eram injectados
intercaladamente com as amostras, o que provavelmente, ¢ devido a um efeito de

matriz semelhante ao descrito.
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8.2.2.2- Linearidade

A linearidade do método foi testada diversas vezes usando solu¢des padrdo
preparadas com 4gua e submetidas aos métodos desenvolvidos para as amostras.
Prepararam-se sete padrdes em simultineo com as amostras. O intervalo de
concentragdes escolhido foi concordante com a quantidade de al:rilamida esperada nas
amostras, tipicamente na ordem dos 0-1500 pg/kg de acrilamida. A quantidade de
padréo interno foi de 1 pg para uma toma de 10 mL correspondente a 500 pg/kg na
amostra para todas as amostras e padrdes. As curvas de calibracdo foram construidas a
partir da razao das areas do ido m/z 150 do derivado da acrilamida e do ido m/z 155 do

derivado do padrdo interno em fungdo da concentragdo do padrédo (Figura 8.10). Os

coeficientes de correlagao obtidos foram usualmente superiores a 0,997.

y =0,0022x + 0,054
R? =0,9973

Razio das areas (Aaa50/Apr1,155)

0,0 T === T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Acrilamida (ug/kg)

Figura 8.10- Curva de calibragéo da acrilamida

A linearidade do método também foi testada em matrizes reais através do
método’de adicdo de padrdo. Preparou-se uma solugio com um derivado solavel de
café que continha 1004 pg/kg de acrilamida, a partir de 8 g de amostra dissolvido em 40
mL de agua e dividida em quatro aliquotas de 10 mL cada. Foi adicionada acrilamida a
cada uma delas na quantidade de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 pg correspondente a 250, 500, 750 e
1000 pg/kg de acrilamida. Apés a adicao do padrao interno (1 pg), as amostras foram
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analisadas pelo método descrito.
Apresenta-se a titulo de exemplo, na Figura 8.11, a curva de adicao de padrao

para uma amostra soltvel de café.

Razio das areas

(Aaa1s0/Apr1ss)
5,0
y =0,0023x + 2,2594
R? = 0,9862 4,0 1

-1200 -800 -400 0 400 800 1200
Acrilamida (ug/kg)

Figura 8.11- Curva de calibragdo da acrilamida numa amostra de um derivado de café soluvel obtida

através do método de adicao de padrao.

8.2.2.3- Precisao :

Para estudar a precisao do método, uma amostra de café “expresso” (~30 mL) foi
dividida em trés aliquotas de 10 mL cada, que foram submetidas ao método analitico |
desenvolvido e injectadas duas vezes cada uma. O valor médio encontrado foi de 102,5

pg/kg com um RSD de 6,3%. |
8.2.2.4- Recuperaffﬁo ”

Para g estudo da recuperagao, usaram-se as solugdes preparadas para o método
de adicdo de padréo: diluiram-se 8 g de uma amostra de um derivado solavel de café
que continha 1004 pg/kg de acrilamida, em 40 mL de 4gua e dividiu-se em quatro
aliquotas de 10 mL cada. Foi adicionada acrilamida a cada uma delas entre 0,5 e 2,0 pg

correspondente a 250-1000 pg/kg. Ap6s a adicdo do padrao interno (1 pg), as amostras
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foram analisadas pelo método descrito. A recuperacdo da acrilamida das amostras

fortificadas variou entre 97,4 e 108,4% (Tabela 8.3).

Tabela 8.3- Recuperacio da acrilamida em amostras fortificadas

Quantidade inicial ug/L Quantidade adicionada pg/fkg Quantidade encontrada pg/kg Recuperagio %
250 12220 974
500 1631,0 108,4
1004,0
750 1738,0 99,1
1000 2023,0 100,9

8.2.2.5- Limite de deteccdo e de quantificagdo

O limite de detecgdo (LD) do método foi calculado a partir dos parametros da
equagdo da recta (Miller e Miller, 1998; Ribani et. al., 2004). Assim o LD = 3,3 x (s/5),
onde s ¢ o desvio padrdo da ordenada da origem e S é o declive da recta. O limite de
quantificacao (LQ) foi calculado da mesma forma utilizando a equacao LQ =10 x (s/5).

O limite de deteccdo obtido desta forma foi de 7,5 pg/kg e o limite de
quantificacdo de 22,5 pg/kg.

8.2.2.6- Estabilidade dos padroes e das amostras

As amostras e os padrdes foram armazenados a 4 °C e a sua analise efectuada um
més depois ndo apresentou diferencas analiticas significativas.

%. i

8.2.3- Resultados obtidos e discussdo: amostras de café e sucedaneos

Os resultados obtidos para a analise da acrilamida em café e derivados usando o
método descrito, sio apresentados na Tabela 8.4. A concentragdo de acrilamida ¢
apresentada em pg/ kg, indicando-se o valor médio para cada categoria de produtos. As

amostras de café torrado foram analisadas como bebida, neste caso como “expresso”, e
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para preparar os extractos dos derivados soltaveis de café dissolveram-se 2 g de amostra

em 10 mL de agua.

Tabela 8.4- Concentracio de acrilamida em café torrado e em derivados

Sy

AA
Amostras Tipo de amostra N° de amostras | AA pg/kg ng/kg
(média)

55,0
61,0
61,0
65,0
61,0
64,0
89,0
97,0
97,0

Aréb (100) 4 60,5

104,0
Misturas Arab e Rob (30:70) 15 105,0 108,3
Café torrado em grao 105,0
109,0
115,0
126,0
132,0
138,0
181,0
147,0 147,0
60,0
98,0
57,0 57,0
103,0 103,0

Mistura Aréb e Rob (5:95)

Descafeinados 79,0

Café torrefacto
Mist'urq de café torrefacto e
torrado (30:70)

O T S =

4" 237,0
Classico 3 354,0 318,0
Café solavel 363,0
382,0
476,0

Descafeinado 2 429,0

Mistura de 20% de café com 1004,0 1075.5
cereais torrados 1147,0 !
Mistura 100% cereais torrados 1 685,0 685,0
Cappuccino 1 32,0 32,0

Sucedaneos de café

Total 33

Arédb- Arabicas; Rob- Robustas
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Na Figura 8.12 sdo apresentados os resultados obtidos apenas para os cafés
torrados e moidos de diversas qualidades analisados como “expresso”. Pode verificar-

se que os cafés que apresentam uma menor quantidade de acrilamida sao os cafés 100%

Arébica e o café torrefacto.
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5% Arabica torrado e 30%  Arabicas e 70%
torrefacto Robustas

Figura 8.12- Concentracao de acrilamida obtida para cafés torrados e moidos

No caso dos cafés Arabica, e tal como ja foi referido no Capitulo 3, estes
resultados estdo relacionados com a presencga dos precursores da acrilamida, asparagina
e acticares redutores, que estdo presentes em maior quantidade nos cafés Robusta. A
quantidade de acrilamida que potencialmente se pode formar depende da interaccao
destes compostos durante a reac¢do de Maillard que ocorre durante o processo de torra
dos cafés. A medida que a percentagem de café Robusta aumenta nas misturas, também
aumenta a quantidade de acrilamida observada.

Quanto ao café torrefacto, a adicdo de acucar durante a torra corresponde a cerca
de 15% do volume total deste tipo de cafés. Andueza ef. al. (2004) verificaram que no

caso deste tipo de café, se forma um maior nimero de produtos de Maillard,
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principalmente melanoidinas. Seria entdo de esperar uma maior concentragdo de
acrilamida formada durante a torra, tendo em conta a participacdo dos agticares como
precursores na formagdo da substdncia. No entanto, o actcar adicionado, ndo parece
reagir em grande extensio com outros compostos presentes no café, sofrendo
principalmente caramelizacdes na superficie dos graos ao ser submetido a temperaturas
de cerca de 200 °C (Capitulo 3). Ao extrair-se o café torrefacto para preparar um
“expresso”, apenas 85% sdo realmente café havendo por isso um efeito de “dilui¢ao”
dos compostos presentes incluindo da acrilamida.

Para além da analise de “expressos”, o café torrado também foi analisado
directamente por infusio em 4gua quente usando o método desenvolvido neste
trabalho. Os cafés torrados foram sumetidos a uma extracgdo mais prolongada por
infusdo de 2 g de p6 em 10 mL de 4gua e mantidos a uma temperatura de 65 °C durante
15 minutos. As solugtes resultantes foram sujeitas ao mesmo processo de purificacdo e
derivatizacdo antes da andlise por GC-MS. Os resultados obtidos sdo apresentados na

Tabela 8.5.

Tabela 8.5- Comparagao entre a concentracao da acrilamida no café “expresso” e no pé de café

Asiti Concentracio de acrilamida | Concentracido de acrilamida Q:;lgggladf
no café “expresso” (ug/kg) no po de café (jug/kg) (%)
1. Café torrefacto 57,0 64,3 89
2. Café torrefacto e torrado
(30:70) 103,4 185,3 56
64,0 92,9 69
89,3 135,0 66
97,4 184,3 53
96,6 1794 54
3-12. Misturas de café 103,8 176,0 59
Arabica Robusta (30:70) 105,2 171,9 61
109,3 1577 69
115,0 156,0 74
126,1 195,4 65
132,0 246,0 54
Média 99,8 161,9 64
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Na Figura 8.13 apresentam-se os resultados obtidos, comparando-os com os das

mesmas amostras de café analisadas como “expresso”.
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Figura 8.13- Comparacao entre a quantidade de acrilamida observada num “expresso” e obtida a partir

da infusdo prolongada do pé de café em dgua quente.

A analise dos resultados permite concluir que o processo “expresso” extrai entre
50 a 90% da acrilamida do p6 de café. A compactacao caracteristica do p6 de café e o
tempo minimo de percolagdo (cerca de 30 segundos) ndo permite uma difusdo eficiente
da 4gua através do “bolo” de café, limitando assim a extracgao da acrilamida apesar do

tamanho minimo dos grdos. Andrzejewski et. al. (2004) apresentaram resultados na
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analise do p6 do café moido na ordem dos 209,4 pg/kg e Delatour et. al. (2004) de cerca
de 203 pg/kg de acrilamida. O resultado médio obtido neste trabalho, para o café

torrado foi de cerca de 162 pg/kg.

Na Figura 8.14 sdo apresentados os resultados para os derivados de café
estudados neste trabalho. De um modo geral os derivados apresentam uma maior

quantidade de acrilamida do que os “expressos” apresentados anteriormente.

1200

1000

200 —

4 — SRS

0 +

Café instantdneo Café instantdneo Mistura de 20%  Mistura 100% Cappuccino
classico descafeinado de café soluvel cereais
com cereais

Figura 8.14- Concentragédo de acrilamida em derivados de café

O café soluvel apresenta uma maior quantidade de acrilamida do que o café
torrado. Este facto deve-se, possivelmente, ao processo de preparacao deste tipo de café,
que implica a preparacao de uma infusio concentrada de café, usualmente da variedade
Robusta, que posteriormente ¢ desidratada e liofilizada (Ver Capitulo 3). Andrzejewski
et. al. (2004) analisaram diversas marcas de café soluvel e encontraram valores na ordem
dos 441,5 pg/kg. No nosso trabalho, obtivemos um valor médio, para este tipo de
amostra, de 373 ng/kg.

Os cereais torrados com e sem café sdo os que apresentam os resultados mais

elevados. Os cereais sao ricos nos precursores da acrilamida e, durante o processo de
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torra a que sao sujeitos, com temperaturas entre 180 e 200 °C (Capftulo 3), pode formar-
se uma grande quantidade de acrilamida. Delatour ef. al. (2004) verificaram que a
cevada torrada apresenta cerca de 200 pg/kg de acrilamida e a chicéria torrada cerca de
4000 pg/kg.

Em Portugal, o café é altamente consumido como ”expl_'esso”i'o qual, tal como foi
explicado anteriormente no Capitulo 3, tem uma técnica de p;eparagéio peculiar: uma
pequena quantidade de 4gua quente (+ 30 mL) é percolada num curto periodo de tempo
a uma pressao elevada através de uma camada de café finamente moido (+ 6-7 g), o
“bolo” de café, para produzir bastante eficientemente uma infusao muito concentrada
com cerca de 200 g de café moido por litro de égi.la (Nunes e Coimbra, 1997).

A partir desta relagio massa de café/volume de &gua, torna-se possivel
converter os resultados anteriores de pg/kg em pg/L. Assim os cafés “expresso”
analisados neste trabalho apresentaram em média 21,6 pg/L de acrilamida. Os
resultados obtidos podem ser comparados com outros estudos efectuados em diversos
paises da Europa e nds Estados Unidos. Na Suica, o contetido de acrilamida em café
bebida ronda os 20 pg/L (Brunner et. al., 2002), mas nao ha referéncia a forma como o
café é preparado. Granby e Fagt (2004) na Dinamarca, encontraram no seu estudo, 8
pg/L de acrilamida em infusao de café preparada com 40 g de café moido por litro de
agua. Andrzejewski et. al. (2004) analisaram diversas marcas de café comercializadas
nos EUA e encontraram valores na ordem dos 11 pg/L de acrilamida em café de filtro,
preparado com 20 g de café/L. Como se pode verificar, os resultados obtidos no nosso
trabalho sdo superiores aos de outros autores que também analisaram a bebida de café,
o que ndo ¢ de surprender tendo em conta a quantidade de café usada na preparagéo
dos “expressos”. Alias, seria de esperar, no nosso caso, valores ainda mais elevados mas
tal como foi demonstrado, o processo de extraccao dos “expressos” extrai apenas cerca
de 65% da acrilamida presente nas amostras. Se a extraccao fosse completa, a
quantidade de acrilamida presente na nossa bebida de café seria, em média, cerca de 33
pg/L.

De forma a simplificar um possivel estudo da contribuicio do café para a

ingestdo diaria da acrilamida, pode calcular-se a quantidade da substancia presente em
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cada chavena. Considerando que sdo usados os 6 g de café moido extraidos com cerca
de 30 mL de agua para preparar um “expresso”, a concentracio de acrilamida por
chévena varia entre 0,33 a 1,09 pg/30 mL. Para preparar uma chavena de café soltvel a
medida usual é 2 g por dose individual o que resulta em 0,47 a 0,95 pug de acrilamida
por 30 mL de bebida. Se as misturas com cereais forem preparadas fpni’t) o café solavel
(2 g/ 30 mL chéavena) a concentragdo de acrilamida por chavena correspondera a 1,37 a
2,09 pg por 30 mL. O cappuccino é uma mistura soltvel de café, leite em p6, chocolate
em po e agucar e cada dose individual corresponde a 14 g, resultando numa
concentracao de acrilamida de 0,45 pg por 30 mL.

O consumo de café em alguns paises europeué contribui com cerca de 30% para a
ingestdo diaria de acrilamida (Dybing et. al., 2005), mas até este momento nenhum

estudo sobre a contribuicio dos diferentes alimentos foi realizado em Portugal.
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A acrilamida é uma substincia sintética com diversas aplica¢cbes, que esta

classificada como sendo um provével agente carcinogénico para o homem. A deteccao,
ot

em 2002, de quantidades apreciaveis da substancia em alimentos de grande consumo,

constituiu mais um episédio da saga de problemas de inseguranca alimentar, na qual os

ultimos anos tém sido prodigos.

Desde entdo, muitos tém sido os esforcos da comunidade cientifica no sentido de
compreender o problema e minorar as suas cohsequéncias.,Uma das areas com maior
actividade corresponde naturalmente a do desenvolvimento de metodologias analiticas
adequadas para a correcta quantificacio da substiancia nas diferentes matrizes
alimentares envolvidas. A maior parte das metodologias até agora desenvolvidas
baseiam-se em técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massa,
nomeadamente cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS). Em regra permitem
a obtencdo de bons resultados na andlise de batatas fritas e alimentos derivados de
cereais, mas apresentam indmeros problemas na analise de matrizes mais complexas
como o café e o chocolate. Para este tipo de produtos, ¢ normal o recurso a técnica de
cromatografia liquida/ espectrometeria de massa/espectrometria de massa (LC/MS-
MS) com as consequéncias dai recorrentes a nivel de custos, atendendo a escassez de
equipamentos disponiveis e ao seu elevado preco.

Este trabalho teve como principal objectivo o desenvolvimento de um método
para deteﬁfniﬁar acrilamida em café e derivados por GC-MS. Adicionalmente,
pretendeu-se contribuir para o conhecimento da importincia do café, bebida
largamente consumida no nosso pais, como fonte de acrilamida.

No que respeita ao método desenvolvido, o0 mesmo baseou-se nos métodos
habitualmente usados para a determinagdo de acrilamida por GC-MS noutro tipo de
matrizes - extrac¢do aquosa, formagao de um derivado bromado seguida por extracgao

em solvente orgdnico e analise final - tendo sido introduzidas e optimizadas
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importantes modificagGes a nivel do processo de purificagdo usado, nomeadamente: 1)
adicdo de etanol ao extracto aquoso, de forma a promover a eliminacio de
polissacarideos responsaveis pela formagdo abundante de espuma e, em consequéncia,
pela ocorréncia de diversos problemas com repercussio negativa na eficacia do
processo analitico, 2) utilizacao de reagentes de Carrez, para pror_mzyer‘a eliminagdo de
material proteico, 3) utilizacdo de processos adicionais de extraccio em fase sélida
(SPE), indispensdveis para a remogao de material corado e de interferentes impeditivos
de uma correcta separacéo cromatogréfica da acrilamida, com uso de diferentes tipos de
sorbentes escolhidos de acordo com a especificidade das matrizes. O método finalmente
desenvolvido mostrou-se totalmente adequado paré a quantificacdo de acrilamida nas
diferentes amostras de café e derivados de café analisados (café “expresso”, café solavel
e diferentes derivados, incluindo misturas de café com cereais torrados)

Os bons resultados obtidos nos ensaios de vé_lidagéio efectuados, nomeadamente
no que respeita ao limite de deteccao e de quantificagdo e aos niveis de precisdo e de
recuperagao, permitem-noé pensar que pode ser um método de aplicacdo generalizada
a analise de acrilamida neste tipo de amostras, evitando assim a obrigatoriedade de
utilizagdo de técnicas mais dispendiosas, com todas as vantagens dai inerentes.

No que respeita a concretizagdo do segundo objectivo, o método foi aplicado a 33
amostras de café e derivados soltveis. Nas amostras de café torrado verificou-se uma
certa proporcionalidade entre os teores de acrilamida e a percentagem de café da
variedade Robusta (147 pg/kg de acrilamida no lote com maior percentagem de café
Robusta; 60,5 pg/kg numa amostra contendo apenas café da variedade Arabica). O café
torrefacto foi o que apresentou‘a menor quantidade da substancia (57 pg/kg).

Estes reé‘,’ll_lta-l-dos podem justificar-se com o facto dos cafés Robusta serem
reconhecidamente mais ricos nos precursores de acrilamida, asparagina e agucares
redutores. Os baixos teores apresentados pela amostra de café torrefacto analisada
poderao ter a sua justificagao num efeito de diluicdo resultante da adigdo de agtcar,
embora se pudesse prever o contrario pelo facto dos agticares poderem actuar como
precursores da acrilamida.

A comparacao dos resultados obtidos pela anélise das mesmas amostras de café,
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submetidas - a) ao processo de extraccao normal (extracgdo com ég'ua a 65 °C durante 15
minutos), b) analise do café “expresso” resultante - revelou que o processo usual de
preparagdo de um “expresso” apenas permite a extracgao de cerca de 65% da acrilamida
presente nas amostras. Este facto poder-se-4 dever a compactagdo do pé e ao pouco
tempo de percolagao caracteristicos do método de extraccao dos “expressos”.

As amostras de café solavel apresentaram uma maior qaanﬁdade de acrilamida
do que as amostras de café torrado, com teores geralmente superiores a 300 pg/kg. Este
facto deve-se, possivelmente, ao facto de serem preparados a partir de infusdes
concentradas de café Robusta.

As misturas de cereais torrados apresentaram ~teores significativamente
superiores aos apresentados pelos cafés (da ordem dos 1000 pg/kg). Também, neste
caso, a justificacdo podera ser a grande riqueza em precursores deste tipo de produtos e
provavelmente o facto de serem sujeitos a processamentos de torra indutores da
formacdo de maiores quantidades de acrilamida.

Como complemento ao trabalho executado com as amostras de café e derivados,
procedeu-se também a andlise de algumas amostras de batatas fritas tendo-se
confirmado a constatacdo de outros autores sobre a existéncia de uma correlagao entre a
coloracdo das amostras e a quantidade de acrilamida presente. A forma como as batatas
foram cortadas também parece exercer uma influéncia na quantidade de acrilamida
observada: quanto maior a drea de exposicao da batata, como no caso da batata palha,

maior a quantidade de acrilamida que se forma.
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