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METHOD FOR DETERMINATION OF CARBOHYDRATES EMPLOYED IN THE SELECTION OF ADULTERATIONS IN
COFFEE. The objective in this work was to validate a chromatography method for the determination of total carbohydrates in

soluble coffee, using a HPLC-UV-VIS with postcolumn derivatization system, in order to verity adulterant additions. The validated
method was accurate and robust. Adulteration could be observed by increasing xylose and glucose levels in samples with addition
of coffee husks and starchy products while decreasing of galactose and mannose characteristic carbohydrates presenting in high
concentration in soluble coffees produced by arabica and robusta coffee beans.
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INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais populares consumidas no mundo'
conhecida por ser simbolo de hospitalidade, estimulante e, mais re-
centemente, pelos efeitos benéficos a satide atribuidos a componentes
bioativos.? No comércio internacional, € um dos produtos basicos mais
valiosos, ou seja, € a segunda maior commodity no mundo, permane-
cendo atrds somente do petréleo.** O Brasil por sua vez, é o maior
produtor mundial de café, sendo responsavel por aproximadamente
30% do mercado internacional.’

O elevado valor comercial do café o torna atrativo para acdes
fraudulentas. Por fraude, considera-se a mistura, intencional ou ndo,
de materiais estranhos ao produto, normalmente de baixo custo, que
alteram a sua qualidade e causam danos ao consumidor, especialmen-
te, os de ordem econdmica.® As misturas sdo os produtos adicionados
ao café para fraudd-lo, enquanto impurezas sdo substancias resultantes
do mau beneficiamento do produto, como cascas, paus, torrdes, que
em grandes quantidades pressupdem fraude intencional.” No caso
do Brasil os produtos mais acrescentados ao café torrado e moido
sdo cascas, paus, milho, cevada, triguilho, agdicar mascavo e soja.*’

De acordo com Bernal et al.® e Garcia et al.,’ a determinagéo
individual de carboidratos tem importancia significativa ndo somente
por prover informacdo composicional das amostras, mas também,
por auxiliar na identificacdo de adulterantes. Nos ultimos anos t€ém
sido feitas diversas pesquisas relacionadas ao perfil dos carboidratos
especialmente de cafés soliveis, devido a enorme gama destes tipos
de produtos comercialmente disponiveis, necessitando de métodos
analiticos para classificd-los, monitorar a presenca de componentes
diferentes do café e definir os limites de um produto nio adulterado.?

Os carboidratos podem, segundo Bernal et al.,® ser determinados
utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) com combinagdes apropriadas
da fase estaciondria e do sistema da deteccdo. Pelo fato dos car-
boidratos ndo apresentarem liga¢des T conjugadas, ndo podem ser
diretamente detectados por espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-
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VIS) requerendo, assim, derivatizagdes capazes de gerar subprodutos
fotometricamente ativos. A aplicacio do reagente (4—Aminobenzoil)
hidrazida na derivatiza¢do pds-coluna em matrizes complexas tem
como objetivos: a simplificagdo no preparo das amostras, ndo reque-
rendo desproteinizagio; o aumento da especificidade, com redugdo
de interferentes; e 0 aumento na sensibilidade, elevando em 10 vezes
os niveis de detec¢do comparativamente ao indice de refragdo,' por
produzir nions croméforos amarelos,'? detectados apds separagao
em coluna catidnica.

Ja a cromatografia de troca anionica acoplada com detecc¢do
eletroquimica por amperometria pulsada (HPAE-PAD - High Perfor-
mance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric
Detection) tem sido a técnica adotada internacionalmente para andlise
de carboidratos em café soldvel, cujo método normalizado € o ISO
11292," por exigir pouco preparo da amostra, apresentar resolu¢do
e sensibilidade sem necessitar de derivatizagdes.'*

Contudo, grandes variagdes nos teores dos carboidratos sio
observadas de acordo com a utilizagdo dos diferentes sistemas ins-
trumentais, condi¢des de processo e analiticas, a exemplo do estudo
realizado por Blanc et al.'> com café arédbica torrado empregado na
producdo de café solivel utilizando HPLC-UV-VIS pés-coluna, que
mostra teores que variam em % (m/m) de: 1,29-2,00 para glicose;
0,08-0,14 para xilose; 3,19-20,93 para galactose; 1,03-6,29 para ara-
binose; 5,91-19,50 para manose, dependendo das condigdes de tempo
de extracdo - 30 a 240 min e temperatura - 150 a 190 °C. Redgwell et
al.' encontraram a composicdo de monossacarideos por HPAE-PAD,
apo6s hidrélise com 72% H,SO, por 3 h a temperatura ambiente e 2
ha 110 °C com 1 M de H,SO,, de acordo com o grau de torra leve,
média e escura, e o tipo de café utilizado em %(m/m) de: glicose de
6,10-8,01; xilose de 1,10-3,65; galactose de 5,50-12,10; arabinose
de 0,74-4,29 e manose de 15,97-24,89.

Segundo descrito por Arya e Rao,!” as elevadas temperaturas
no processo de café solivel levam a hidrélise das fragdes de polis-
sacarideos, gerando elevados teores dos monossacarideos arabinose,
galactose e manose. O café solivel puro € caracterizado pelos altos
valores de galactose e manose total."” Assim, dependendo do perfil
dos carboidratos estes podem ser separados em 2 grupos: os com
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altos teores de xilose e glicose adulterados com cascas e, os com altas
concentracdes de glicose total e baixos de xilose, adulterados com
materiais constituidos de amido, carboidrato de alto peso molecular."
Segundo Prodolliet e Hischenhuber,!” a autenticidade do café soltivel
pode ser comprovada pelos limites maximos aceitdveis de xilose,
manitol e glicose total nas concentragdes de 0,40; 0,30 e 2,10%,
respectivamente. Estes limites foram considerados para o estabele-
cimento do Cddigo de Préticas para a Industria de Caté Solivel no
Reino Unido, que considera além destes um teor mdximo aceitdvel
para a frutose livre de 0,60%. Para a Associacdo dos Paises Fabri-
cantes de Café Solivel da Comunidade Europeia (AFCASOLE),®
a autenticidade do café solivel pode ser comprovada pelos limites
maximos aceitdveis de frutose livre, xilose total e glicose total nas
concentracdes de 0,60; 0,40 e 2,10%, respectivamente.

O objetivo do presente trabalho foi validar uma metodologia ndo
normalizada, para ser aplicada com credibilidade e de forma adequa-
da em rotina,'*? seguindo pardmetros do INMETRO,* empregada
para a determinagéao de carboidratos por HPLC-UV-VIS com reagdo
pés-coluna, para fins de triagem de autenticidade da qualidade de
cafés soluveis, baseada no perfil e teores limites estabelecidos pela
AFCASOLE."

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo das amostras

A valida¢@o do método foi feita utilizando uma amostra de café
solivel comercial 100% ardbica preparada seguindo os parametros
descritos na norma ISO 11292, adaptada para a etapa de extrac@o e
hidrdlise. A determinagdo do teor de umidade foi feita empregando
Karl Fisher.?” Para a extracdo pesou-se 0,2000 = 0,001 g de amos-
tra em base seca e transferiu-se para um erlenmeyer de 250 mL,
adicionou-se a amostra 10,0 mL de solugdo de 4cido cloridrico 0,6
mol L. A amostra foi hidrolisada em autoclave por 120 min a pressao
de=1Kgfal21 °C. A amostra resfriada a temperatura ambiente foi
transferida para um baldo volumétrico de 100,00 mL e completou-se
o volume com dgua ultrapura Milli-Q (Millipore, MA, EUA). Pipetou-
se 10,00 mL de amostra, que foi neutralizada com o uso de 1,00 +
0,01 g de resina anidnica regenerada com NaOH, filtrada em papel
faixa branca, passada em cartucho Sep-Pak C18 (Waters, Milford,
EUA) pré-condicionado com metanol e d4gua, e em membrana 0,22
um (GVWP 02500 — Millipore, MA, EUA), descartando-se as pri-
meiras gotas e levando ao sistema cromatografico para andlise. Este
foi o procedimento considerado padrdo utilizado para a andlise das
amostras de cafés soltveis, puros e adulterados, todas de procedéncia
comercial adquiridas de diferentes paises.

Padroes

Os padrdes empregados foram procedentes da Merck (Darmstadt,
Alemanha): D(-) — Manitol, D(-) — Arabinose, D(+) — Galactose,
D(+) — Glicose, D(+) — Xilose, D(+) — Manose, D(-) — Frutose, com
99,90; 99,90; 98,00; 99,50; 99,00; 99,50; 99,45 € 99,90% de pureza,
respectivamente. Para a quantificacio dos carboidratos nas amostras,
preparou-se uma solugdo padrdo com concentragdes similares as
encontradas nas amostras de café solivel. Os padrdes de carboidra-
tos foram pesados: 0,030 + 0,001 g de glicose, 0,020 = 0,001 g de
xilose, 0,110 £ 0,001 g de galactose, 0,040 + 0,001 g de arabinose e
0,060 + 0,001 g de manose, transferidos para um baldo volumétrico
de 100,00 mL + 0,50 mL e o volume foi completado com dgua ul-
trapura. Sonicou-se a solugdo por 5 min em banho ultrassoénico. O
padrdo foi armazenado em geladeira a ~4 °C. Esta solug@o estoque
foi diluida para a obteng¢do do padrdo analitico de 25%(v/v) o qual
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foi injetado a cada dia utilizado para a quantificag@o. A partir dessa
solugdo padrio estoque foram feitas diluices para o levantamento das
curvas analiticas, que possibilitaram a determinag¢ao da linearidade na
faixa dinamica de trabalho e do limite de quantificacdo empregados
nas andlises cromatogréficas.

Fases moéveis

Adotou-se a dgua ultrapura (Milli-Q®) como fase mével eluente por
apresentar a melhor resolucdo cromatogréfica, filtrada em membrana
0,45 um de éster de celulose (Millipore, Billerica, MA), submetida
a vacuo e sonica¢do em banho ultrassonico simultaneamente para
desgaseificacdo por 5 min. Para o sistema pés-coluna a derivatizagido
empregou como fase mével uma mistura de duas solucdes, a primeira
contendo 1,250 g de (4—Aminobenzoil)-hidrazida (ABH) (4-amino-
benzoyl)hydrazide, C;H)N,O, 95%, Acrés Organics), em 50,0 mL,
adicionando-se 1,00 mL de 4cido cloridrico 37% (Merck, Alemanha,
Darmstadt), dissolvendo-se em banho ultrassonico e completando-se
o volume com 4gua ultrapura; e a segunda com 4,80 g de hidréxido
de sédio (Merck, Alemanha, Darmstadt), em escamas, e 0,730 g de
cloreto de sédio (Merck, Alemanha, Darmstadt) em 100,0 mL de dgua
ultrapura. A solucdo foi dissolvida em banho ultrassonico, filtrada em
membrana 0,45 um de éster de celulose (Millipore, Billerica, MA) e
mantida resfriada até o momento de uso. Apesar do exato mecanismo
de reacdo baseado na elucidag@o da estrutura dos produtos derivados
ndo ter sido reportada por Lever,” o qual propds que a reagdo dos
carboidratos redutores com certos tipos de hidrazidas de dcidos aro-
maticos, em meio fortemente bdsico, produzia a colora¢do amarela;
nem por Vrétny et al.,'> que otimizou sua aplicacdo como reagente de
detec¢do sem, contudo, estudar suas caracteristicas espectrais e ciné-
ticas; segundo Honda,* esta coloracdo € atribuida devido a formacao
com carboidratos de espécies anidnicas cromdforas de hidrazonas.
Lever® mostrou que o ABH apresentou a melhor combinagéo entre a
fase estaciondria/fase movel eluente 4gua versus reagente pds-coluna,
apresentando maior especificidade e relacdo sinal-ruido em 410 nm.
A utilizacao do agente cromogénico ABH na derivatizago pds-coluna
demonstrou ser aplicavel a todos os carboidratos redutores, de forma
mais rapida (3 min), apresentado maior sensibilidade (4,3x 10! mols
de sacarose), comparado a outros derivatizantes utilizados, como o
BCA (bicinconinato dissédico) que provoca distor¢éo de picos e entu-
pimento; o HCF (hexaferrocianato de potdssio) que apresenta alto nivel
de ruido e interferentes, o TTB (azul de tetrazodlio) solivel somente
em NaOH etandlico, o que causa alteragdo gradual da cor, provocando
aumento de linha de base, e exige altas vazdes de eluente; e 0 CAA
(2-cianoacetamida) limitado a amostras que contenham cetoses,'? além
de outras desvantagens, como a corrosdo de equipamentos utilizando
meio de 4cido forte para conversao a furfural, seguida da condensacio
com reagentes croméforos descrita por Honda. >

Sistema instrumental

O sistema instrumental utilizado consistiu em um cromatégra-
fo liquido de alta eficiéncia composto de dois frascos ambar para
armazenagem da fase mével eluente e pés-coluna; duas bombas de
alta pressdo Waters 515 (Milford, MA, EUA); um injetor automatico
Waters 717 Plus; uma pré-coluna SP 1010 P (6 x 50 mm; Shodex ;
NY, EUA); uma coluna de troca idénica Aminex HPX-87P (7,8 x 300
mm na forma idnica Pb*, Biorad, CA, EUA); um fee misturador; um
forno termostatizado para coluna, acoplado com um controlador de
temperatura médulo IT Waters; um reator pés-coluna CRX 390 (Picke-
ring Laboratories, Mountain View, CA, EUA) contendo uma bobina
de reagdo de PTFE no interior do reator de temperatura controlada;
regulador de pulso (pulse dampener) e restritor de pressao de 100 psi
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(back pressure) conectado na saida do detector; um detector UV-VIS
Waters 2487; e o software Empower Build 1154, para aquisicdo e
tratamento de dados por um microcomputador.

Parametros analiticos empregados para as analises
cromatograficas

A valida¢do da metodologia ndo normalizada, para a andlise de car-
boidratos em café soltvel utilizando a técnica HPLC-UV-VIS pés-coluna,
empregou os parametros de extracdo e andlise apresentados nas Tabelas
1 e 2 denominado de procedimento padrao, pela adog¢do e adaptacio das
condi¢des de reagéo pés-coluna, descritas por Femia e Weinberger.!! e
estudos de desempenho dependentes do instrumental feitos para otimi-
zagdo do ABH por Vritny et al.,'* aplicando os principios de Lever.”
As variagdes apresentadas foram efetuadas para avalia¢@o da robustez,
considerando os testes de aplicabilidade prética'? e os fatores criticos
de andlise e suas potencialidades descritos narevisiao de Honda,** como
controle da vazao e da temperatura do reator pés-coluna.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validacio
A validag¢do do método foi feita considerando os parametros

de linearidade na faixa de trabalho, seletividade, especificidade,
sensibilidade, exatiddo, precisdo e precisdo intermedidria, limite de
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detecgdo, limite de quantifica¢@o e robustez para as condigdes padrao.

A Tabela 3 apresenta as Equacdes das regressdes lineares utili-
zadas na faixa dinamica de trabalho para a glicose, xilose, galactose,
arabinose e manose, demonstrando sua linearidade, com coeficientes
de correlag@o superiores a 0,99. Pela inclinag@o das retas observa-se
que o carboidrato mais sensivel entre os cinco analisados foi a glicose.

O limite de deteccio calculado para a galactose foi de 0,07%
(m/m), considerando-se trés vezes a relagdo sinal/ruido.”® O limite de
quantifica¢@o considerando-se o ponto de concentraciio mais baixo
da curva de calibragdo foi de 0,13 % (m/m) para xilose.*!

A faixa linear de trabalho do método analitico, calculada de acor-
do com 0 INMETRO? no intervalo entre os niveis inferior e superior
da curva de calibracio, foi dada pelos valores apresentados na Tabela
3, com o menor de 2,6 ug mL"! ou 0,13 % (m/m) para xilose e maior
de 481,2 ug mL"' ou 24,06 % (m/m) para galactose.

A precisdo foi determinada pela repetitividade de 7 injecdes su-
cessivas de amostras de café soltiivel comercial 100% ardbica extraidas
pelo procedimento padrio, obtendo-se os coeficientes de variagao de
4,95;9,10; 1,94; 2,87 ¢ 1,22% (m/m) para glicose, xilose, galactose,
arabinose e manose, respectivamente. A precisdo intermedidria,
calculada a partir da injecdo em 9 dias diferentes de uma amostra
de café soldivel comercial 100% ardbica, apresentou coeficientes
de variagdo de 6,43; 10,06; 4,07; 6,90 e 5,83% (m/m) para glicose,
xilose, galactose, arabinose e manose, respectivamente, inferiores a
15%, valor adotado como referéncia de acordo com a Resolugdo n°
899, de 29/5/2003, da Anvisa.”

Tabela 1. Condicdes e parametros analiticos empregados na extracao dos carboidratos em amostra de café soltivel comercial 100% ardbica e suas respectivas variagdes

Condicdes de extracao Parametros adotados Variagdes
(procedimento padrdo)
Concentragdo de édcido cloridrico de hidrélise (mol L) 0,6 04-0,8
Equipamento de hidrélise autoclave vertical Banho-maria termostatico
Temperatura de hidrélise (°C) 121 100
Tempo de hidrélise (h) 2 1
Massa da amostra em base seca 0,200 g + 20% e nao considerando umidade

pH final da amostra

Cartucho Sep Pak C-18(Waters)

neutralizada (pH = 7,0)

empregado

pH=15epH=35

nao empregando

Tabela 2. Condicoes cromatograficas adotadas para a andlise dos carboidratos em amostra de café soltivel comercial 100% ardbica e suas respectivas variagoes

Condigdes de andlise Parametros de andlise Variacoes
(procedimento padréo)
Volume de injecdo (uL) 20,0 15,0-25,0
Vazio da fase mével eluente da coluna - dgua ultrapura (Milli-Q ) — Bomba 1 (mL min™) 0,5 0,4-0,6
Vazdo da fase mével pés-coluna — NaOH + ABH — Bomba 2 (mL min™) 0,6 0,5-0,7
Temperatura da coluna (forno) (°C) 85 83 - 87
Temperatura do reator pés-coluna (°C) 100 95-105

Tabela 3. Parametros utilizados para a verificagdo da linearidade na faixa dindmica de trabalho, utilizados para o levantamento das curvas de calibragio feitas

a partir da mistura de padrdes dos cinco carboidratos injetados em triplicata

Carboidratos Concentragio de carboidratos em % (m/m) Regressdo r Faixa dindmica
(ug mL™)
Glicose 0,19 0,75 0,94 1,88 3,75 5,63 6,56 y = 300485,67 x - 8391,58 0,9996 3,8-131,2
Xilose 0,13 0,50 0,63 1,25 2,50 3,75 4,38 y= 3312406 x - 8356,88 0,9999 2,6-87,6
Galactose 0,69 2,75 3,44 6,88 13,75 20,63 24,06 y =190629,97 x - 6309,10 0,9993 13,8 -481,2
Arabinose 0,25 1,00 1,25 2,50 5,00 7,50 8,75 y = 246050,89 x + 4451,33 0,9993 5,0-175,0
Manose 0,38 1,50 1,88 3,75 7,50 11,25 13,13 y = 23322294 x - 352505 0,9996 7,6 -262,6
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Tabela 4. Exatiddo pelo procedimento de recuperagdo, calculada a partir das concentragdes realizadas em triplicata

Carboidratos Meédia nao fortificada Concentracdo Concentragdo Média fortificada Taxa de recuperacio
(%) (m/m) adicionada esperada (%) (m/m) (%)
(%) (m/m) (%) (m/m)
Glicose 1,29 1,50 2,85 2,70 96,71
Xilose 0,29 1,00 1,33 1,30 100,71
Galactose 17,13 5,50 21,29 21,87 96,65
Arabinose 2,78 2,00 4,74 4,95 103,49
Manose 13,75 3,00 15,57 16,53 98,73

Tabela 5. Teores médios de carboidratos encontrados pela determina¢do empregando HPLC-UV-VIS pés-coluna, feitas em duplicata em café solivel comercial

puro e adulterado com misturas de derivado de amido e cascas de café

Carboidrato Padrao de Café soltvel Café soluvel Café solivel adulterado Café solivel adulterado
% (m/m) carboidratos 100% arabica 100% robusta com amildceos com casca de café
Glicose 3,75 1,46 1,78 18,90 2,82
Xilose 2,50 n.d. n.d. 0,63 6,08
Galactose 13,75 19,59 17,99 10,18 10,13
Arabinose 5,00 3,87 3,53 1,70 4,47
Manose 7,50 17,99 12,83 5,19 3,44

n.d. = ndo detectado

A especificidade foi avaliada pela andlise individual de cada car-
boidrato verificando seu tempo de retengdo, os quais nio apresentaram
nenhum outro pico além do carboidrato injetado.

A exatiddo foi calculada pela recuperacio, feita a partir da adigdo
dos padrdes a amostra analisada, calculada pela Equacao e apresen-
tada na Tabela 4, permanecendo entre os limites de 70,00 a 120,00%
previstos para que um método seja considerado exato.?!

rec(%) = (C,-Cy x 100

G
onde: rec = recuperagio; C, = concentra¢iio determinada na amostra
com adi¢do de padrio; C, = concentracdo determinada na amostra
original sem adi¢do de padrio; C, = concentragio adicionada.

A seletividade foi verificada pela auséncia de resposta no tempo
de reten¢do de cada um dos carboidratos comparando-se com o
padrdo analitico de 25% (v/v), permanecendo em linha de base para
a andlise da dgua ultrapura e do 4cido cloridrico 0,6 mol L' quando
submetidos ao procedimento padrdo de extragdo, concluindo-se que
os reagentes utilizados para a hidrélise ndo interferiram na amostra.

O método foi considerado robusto considerando os resultados das
variagdes descritas nas Tabelas 1 e 2 para os valoresde F;.1.40 < Frapetado
para o Teste F, num intervalo de confianca de 95%, das variancias entre
as matrizes de dados, seguido do Teste ¢ presumindo variancias equiva-
lentes para as variagdes de concentracdo de dcido cloridrico da hidrdlise
(10,2 mol L''); massa em peso seco (£ 20%(m/m)); pH final da amostra
(1,5 e 3,5); limpeza empregando cartuchos de extra¢do em fase sélida;
vazdes das bombas das fases méveis da coluna cromatogréfica (+ 0,1
mL min™) e do sistema pds-coluna (+ 0,1 mL min™); e temperatura do
forno da coluna (£ 2 °C). Estes resultados concordam com os de Vratny
et al.,"” que verificaram que as curvas para os sacarideos se mostraram
insensiveis a pequenas variagdes de vazao.

Houve diferenca nos valores empregando equipamentos distintos,
autoclave vertical (Phoenix — modelo AV18) e banho termostatico
(Fanaem — modelo 146) e tempo de hidrélise (1 e 2 h). Portanto, os
teores dependem das condigdes de hidrélise que afetam os resultados,
o que concordou com a literatura,'>! ressaltando a importancia de se
manter os pardmetros previamete padronizados.

A temperatura de 95 °C para o reator pés-coluna foi adotada nas
condic¢des padrio, baseando-se na instabilidade da linha de base a
100 °C, atribuida a formacao de bolhas, descrita nos estudos de otimi-
zagdo feitos por Vrdtny et al..'* Contudo, como o estudo avaliando a
dependéncia da temperatura da reagcdo com o cromoforo revelou que
o ponto 6timo nio foi alcancado sob a faixa testada de 80 a 100 °C,
uma vez que, o tempo de reagdo (40 s) foi significativamente menor
que o platd determinado pelo procedimento manual, a sugestio foi
que novos testes fossem realizados em sistema automatizado. Consi-
derando que a reag@o de derivatiza¢do pés-coluna deve ocorrer apds
a separagdo e antes da deteccdo,? por ser automatizado, o sistema de
HPLC utilizado no trabalho atende a este requisito, permitindo que
a reacdo se dé de forma apropriada, através da mistura continua na
bobina de reacdo em temperatura e velocidade controladas, reduzindo
assim a dispersdo.'”> Conhecendo-se que a reagéo ¢ dependente da
temperatura, com teoricamente seu ponto 6timo préximo ao ponto de
ebulicéo da solugio reativa,® a instabilidade da linha de base devido
a bolhas e turbuléncia foi minimizada pela utiliza¢do de dispositivo
restritor na saida do detector, produzindo aumento de pressdo que,
associado a adi¢do do sal (NaCl), geraram elevacdo da temperatura
de ebulicdo da solugdo reativa, permitindo a realizag@o de testes
mantendo o reator a 100 e 105 °C.

Os cromatogramas da Figura 1 mostram que ndo houve flutua¢ées
de linha de base com a elevacdo da temperatura, porém a variagao
interferiu significativamente, gerando um ganho de sinal analitico,
mostrando ser uma alternativa viavel, caso o aumento de sensibilidade
seja requerido. No entanto, em termos de robustez, exige a fixacdo
em determinado patamar de temperatura, com rigoroso controle.

Perfil qualitativo e andlise quantitativa de carboidratos

A Figura 2 apresenta os cromatogramas com os perfis dos monos-
sacarideos presentes nas amostras de café solivel comerciais: 100%
ardbica; 100% robusta; adulterados com produtos a base de amido
e com casca de café, quantificados pela mistura de padrdes externos
a25% (v/v) (Tabela 5).

Observando o perfil dos 2 cafés comerciais puros (Figura 2b e
2c¢), percebe-se que praticamente ndo ha diferenga entre eles, exceto
pela manose que apresentou um teor ligeiramente maior. E possivel
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Figura 1. Sobreposigdo dos cromatogramas de uma amostra de café soliivel
comercial 100% ardbica conforme procedimento padrdo de extragdo e and-
lise para a temperatura do reator de 95; 100 e 105 °C. Pico: (1) glicose; (2)
xilose; (3) galactose; (4) arabinose; (5) manose
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Figura 2. Cromatogramas com perfil de carboidratos para: (a) mistura
de padroes a 25% (v/v), (b) café soliivel comercial 100% ardbica, (c) café
soliivel comercial 100% robusta, (d) café soliivel comercial adulterado com
derivado de amido, (e) café soliivel comercial adulterado com casca de café

ainda notar a ocorréncia dos elevados teores de galactose (pico 3)
e manose (pico 5), monossacarideos descritos como caracteristicos
para a matriz café. Ja para os produtos adulterados, observa-se uma
elevagdo da glicose (pico 1) quando adicionado derivado de amido,
possivelmente milho ou maltodextrina (Figura 2d), ou ainda, adi¢do de
casca apresentado o aumento do teor de xilose (pico 2) na Figura 2e.

Uma sobreposicdo dos cromatogramas de café arabica puro com
os dois adulterados foi feita na Figura 3, para mostrar a diminuicao
no teor dos carboidratos galactose (pico 3) e manose (pico 5), na
medida em que ocorre redug¢do da proporcio do café quando sdo
misturadas outras matrizes, confirmando os dois grupos descritos
por Ayra e Rao,'” que geram o aumento de glicose (pico 1) e xilose
(pico 2) para casca e elevacao de glicose (pico 1) para os amildceos.

Embora utilizando técnica e metodologia distintas da literatura,
e, portanto, de dificil comparag¢do em termos quantitativos, € possivel
observar que nas amostras adulteradas os teores de xilose foram de
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Figura 3. Sobreposi¢do dos cromatogramas de amostras comerciais de café
soliivel 100% ardbica (linha preta mais intensa); café soliivel adulterado com
derivado de amido (linha cinza claro) e café soliivel adulterado com casca
de café (linha cinza escuro)

0,63 e 6,08% (m/m), maiores do que 0,40% descrito pela AFCASO-
LE, bem como os de glicose também se encontraram mais elevados
com 18,90 e 2,82% em relagdo a 2,10% (m/m), comprovando a
adulteracdo por produtos derivados de amido e casca, respectiva-
mente. Assim, o uso desta metodologia se mostra uma alternativa
vidvel para fins de triagem, uma vez que o detector UV-VIS € o mais
comumente encontrado nos laboratérios e de operacio mais simples,
quando comparado ao eletroquimico (HPAE-PAD). Entretanto, para
as amostras consideradas adulteradas recomenda-se submeter a me-
todologia oficialmente adotada internacionalmente normalizada pela
ISO 11292," para avaliacdo quantitativa.

CONCLUSAO

A metodologia validada proposta para determinagao de carboidra-
tos totais em café solivel empregando a HPLC-UV-VIS pés-coluna
apresentou-se linear na faixa de concentragio de trabalho, precisa,
exata, especifica e seletiva, o que garantiu resultados analiticos con-
fidveis que podem ser aplicados rotineiramente para efetuar triagem
das amostras comerciais quanto a suspeita de adulteragdo, uma vez
que se apresentaram compativeis com a literatura, considerando os
perfis e teores limites estabelecidos pela AFCASOLE.
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