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A importéancia da pesquisa em café é justificada dada a sua popularidade, sendo a segunda bebida mais consumida mundialmente

perdendo apenas para a 4gua. A acrilamida, substancia que representa riscos a satide humana devido ao seu potencial téxico, é
formada ap6s o processo de torra do gréo. A rota de formagéo de acrilamida € através da reacdo entre aminoacidos presentes no
gréo e agucares redutores, conhecida como reacdo Maillard.
A quantificacdo da acrilamida em café constitui um bom exemplo de dificuldade analitica, ndo s6 devido & complexidade da
matriz envolvida, mas principalmente por fatores relacionados com a prépria substancia: trata-se de uma molécula de baixa
massa molecular, com elevada polaridade, logo extremamente dificil de extrair de matrizes aquosas por solventes organicos
convencionais, com mas propriedades cromatograficas e de dificil deteccéo, dada a auséncia de propriedades adequadas a
generalidade dos detectores cromatograficos mais usados.
A espectrofluorimetria é uma técnica quantitativa que vem ganhando importancia na area quimica e ciéncias de alimentos, por

sua simplicidade, rapidez da andlise, sensibilidade e seletividade. Para realizar o tratamento dos dados obtidos por esta técnica, se

lanca mao de técnicas quimiométrica, tais como regressao por quadrados minimos parciais (PLS, Partial Least Squares

Regression).

O objetivo deste trabalho é validar um método de determinagéo de acrilamida (ACR) em amostras de café por
espectrofluorescéncia usando diclorofluresceina (DCF) como fluoréfolo, visto que a acrilamida é uma substancia supressora de

fluorescéncia. A validagdo foi uma alternativa mais em conta financeiramente a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
com espectrometro de massa, método comumente usados para quantificacdo dessa substancia.

A curva analitica foi feita com sete padrdes e para isso foram usadas duas solu¢des: uma solugdo de 25ppb de DCF, denominada
solucdo | e outra solugdo 25ppm de acrilamida, denominada solucéo I1. Foi feito um espectro de fluorescéncia da solugdo de DCF

a A de excitag@o de 200-400nm e A de emissdo de 512nm. Foi observado dois picos: o primeiro em A de excitagdo de 233nm ¢ o
segundo em A de excitagdo de 254nm. Este segundo estava em A de emissdo de 510nm, ou seja, ndo ¢ pico é espalhamento de
segunda ordem, pois este fendmeno ocorre quando A de emissdo é aproximadamente o dobro do A de excitagdo. Logo o pico
verdadeiro esta em A de excitagdo de 233nm. Uma vez decidida as condigdes do espectrofluorimetro como: A de excitagdo de

233nm; A de emissdo de 400 — 600nm, com alta sensibilidade e cubeta Q 204. A curva analitica foi feita variando a concentragdo

de acrilamida de 0 — 7,5ppm como é elucidado na tabela 1. Cada um dos sete padrdes da curva foi feito em triplicata.
Tabela 1: Curva analitica de acrilamida.

N° Solugdo Avolumado com agua milliQ em balbes de 10mL Concentracéo de acrilamida (ppm)
1 1mL de Solugéo | OmL de solugdo Il 0,0
2 1mL de Solugéo | 0,2mL de solucéo Il 0,5
3 1mL de Solugéo | 0,25mL de solucéo Il 0,625
4 1mL de Solugéo | 0,5mL de solucéo Il 1,25
5 1mL de Solucéo | 1,0mL de solugdo Il 2,5
6 1mL de Solucéo | 2,0mL de solucéo Il 5,0
7 1mL de Solugéo | 3,0mL de solucéo Il 7,5

Para o ensaio de repetibilidade foram escolhidas as solu¢6es nimero 4,5 e 6 que fizeram parte da curva analitia. Foram feitas 10
medidas de cada solug&o sob as mesmas condi¢Oes no espectroflorimetro as quais foram feitas as medidas da curva analitica.
Para a determinacdo de acrilamida em amostras de café foram escolhidas sete amostras de café robusta e arabica torrados e
moidos em diferentes graus de torra (clara, média e escura) e depois de feita a extracdo de acrilamida, as amostras foram

analisadas no espectrofluorimetro. Estas andlises foram feitas pelo método de adicdo padrdo de acordo (100uL, 200uL, 250pL da

solucéo I1).

Resultado e Concluséo:
A calibracéo foi executada através da modelagem do PLS com
1 componente (LV) de variancia explicada de 81,26% em X e
95,33% em Y feita na base estatistica do RStudio.
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A figura 1 mostra os Espectros de emisséo fluorescente da diclorofluresceina no comprimento de onda de excitagdo em 233nm,
onde é possivel notar que as curvas estdo bem sobrepostas de acordo com a diferenga de concentragéo (quanto maior a
concentragdo menor o sinal de intensidade). Através grafico de predicdo do modelo de calibragdo apresentou um fator de

correlacdo de 93,85%. Os Resultados de desvio padréo da repetibilidade foram baixos, conforme mostra a Tabela 2, evidenciando

que a variabilidade observada dentro do laboratério, ao longo de curto intervalo de tempo, usando um Unico operador, mesmo
método em itens de teste idénticos, mesmo equipamento, no mesmo laboratdrio, em intervalos de tempo curtos é minima.
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Tabela 2: Média aritmética e desvio padrdo da repetibilidade.

N° da Solugdo Desvio padrdo da repetibilidade
4 0,62
5 0,45
6 0,07

Quando o modelo PLS de calibracdo gerado foi aplicado as amostras de café, conforme mostra a figura 2 com os espectros de
emisséo fluorescente no comprimento de onda de excitacdo em 233nm, pode-se observar que este modelo néo se aplica ao tipo de
amostra devido a uma severa interferéncia de matriz mesmo empregando o método de adicéo de padréo. Conclui-se, portanto,
que a Criacdo do modelo de PLS de calibracdo feito no RStudio para a determinagéo de acrilamida por espectrofluorescéncia se
aplica apenas as amostras cuja matriz seja dgua, pois quando foi aplicado as amostras de café, o modelo ndo foi capaz de predizer
as concentracdes de acrilamida presente nas mesmas.




