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ABSTRACT: Coffee is an important product for the national economy. Although Brazil is known by its
coffee productivity, it is slowly starting to appear in the quality coffee world. The quality of the coffee is
directly related to important chemical compounds such as, caffeine, trigonelline, and chlorogenic acids.
These compounds are associated to human health and flavor formation during roasting. In this context, it is
necessary to know the values of these compounds in the different coffees produced in Brazil, using modern
methodologies that could quantify them efficiently. In the present work, there was adapted a methodol ogy
for the smultaneous determination of caffeine, trigonelline, and total chlorogenic acids (ACG) through high
performance liquid chromatography on permeation column. The extraction of the compounds were evaluated
under many conditions, as well as different mobile phases and flow rates. The method was validated through
recovery in two levels and precision. Ten samples paired of raw and roasted coffee from the state of S&o
Paulo were analyzed. The caffeine levels varied from 1.00 to 1.25 g/100g for roasted coffee, and from 0.88
to 1.169/100g for raw coffee. The trigonelline levels varied from 0.87 to 1.15 g/100g and from 0.57 to 0.78
0/100g for raw and roasted coffees respectively. The ACG levels varied from 2.66 to 3.54 g/100g for roasted
coffee, and from 5.07 to 6.24 for raw coffee. Some variations among samples were observed. The roasting
process reduced the ACG and trigonelline levels, and increased the caffeine ones.
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RESUMO: O café € um produto de extrema importancia para a economia naciona e, embora o Brasil sgja
conhecido pela quantidade de café que produz, estd comegando a marcar |entamente presenca no mundo dos
cafés de qualidade. A qualidade do café esta diretamente relacionada aos teores de componentes quimicos
importantes, tais como a cafeina, a trigonelina e os acidos clorogénicos, os quais estdo associados a salide
humana e a formagdo de flavour durante a torrefacdo. Assim, existe uma crescente necessidade de se
conhecer os valores destes compostos, nos cafés produzidos no Brasil, utilizando-se metodol ogias modernas,
gue consigam quantificar tais componentes com eficiéncia. Neste trabalho, adequou-se uma metodologia
para a determinacéo simultanea de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos totais (ACG) empregando
cromatografia liquida de ata eficiéncia com coluna de permeacdo em gel. A extracdo destes analitos sob
vérias condicdes foram avaliadas, bem como diferentes fases moveis e fluxos. O método foi validado através
da recuperacdo em dois niveis e da precisdo. Foram analisadas 10 amostras pareadas de café cru e torrado
provenientes do Estado de Sao Paulo. Os teores de cafeina variaram de 1,00 a 1,25 g/100g no café torrado e
de 0,88 a 1,16 g/100g no café cru. A trigonelina variou de 0,87 a 1,15 g/100g e de 0,57 a 0,78 g/100g nos
cafés crus e torrados, respectivamente. Os valores de ACG variaram de 2,66 a 3,54 ¢g/100g no café torrado e
de 5,07 a 6,24 no café cru. Algumas variacOes entre as amostras foram observadas. O processo de torrefacéo
reduz os teores de ACG e trigonelina e aumenta os de cafeina.

PALAVRAS CHAVES: café, cafeina, &cido clorogénico, trigonelina, HPLC
INTRODUCAO
O café tem sido uma das bebidas mais aceitas no mundo. Mantém uma estabilidade crescente de importancia

comercia pelos Ultimos 150 anos e até hoje € um dos mais importantes artigos de transagcbes comerciais
internacionais.

Fonte de financiamento: CONSORCIO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DO CAFE
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Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

Os maiores produtores de café do mundo sdo Brasil, Colémbia, México e Guatemala, onde se destaca o
plantio de café ardbica (Coffea arabica). A qualidade do café, aém dos atributos sensoriais, pode ser
avaliada através da quantificacdo de componentes como cafeina, associada a salide humana, a trigonelina e
os &cidos clorogénicos, responsaves pela formacdo do flavour durante a torrefacdo (Trugo & Macrae, 1989;
De Maria et alii, 1995). Muitos métodos tém sido estudados para a quantificacdo desses compostos. A
técnica mais utilizada atualmente tem sido a cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC).

Este trabalho teve por objetivo otimizar uma metodologia utilizando HPLC com coluna de permeacdo em gel
para determinacdo simulténea de cafeina, trigonelina e écidos clorogénicos totais em cafés crus e torrados
provenientes do Estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foram analisadas 10 amostras pareadas de cafés verdes e torrados provenientes do Estado de Sdo Paulo
(Tabela 04 e 05). A torrefagdo do café foi feita em torrador Tupan tipo D-1 FH215, com capacidade méaxima
de 20kg, sendo utilizada a temperatura de 210°C pelo periodo de 13 a 15 minutos. O ponto de torra adotado
foi o de médio claro. As amostras foram trituradas em moinho até passarem por uma peneira de 0,59mm.

2.2. Metodologia

Foram testados diversos procedimentos de extracdo com a finalidade de se obter um pico bem resolvido e
separado para o0 &cido clorogénico. O resumo das condigdes testadas encontrase na Tabela 01. O
procedimento de extracdo no qual obteve-se os melhores resultados consistiu de extrair as amostras de café
(0,5g) com 30ml de metanol 70% e &gua acidificada com é&cido cloridrico 0,AN até pH 1,5 (para evitar a
isomerizagdo do &cido clorogénico) a quente (80°C) em banho-maria com agitagdo constante por 10 min.
Filtrar em baldo de 200ml e completar 0 volume com com 0 mesmo solvente da extracdo, tomar aliquota de
5ml e transferir para baldo de 25ml e completar o volume com 0 mesmo solvente da extracdo, tomar uma
aliquota, evaporar todo metanol e completar o volume com &gua deionizada. Filtrar com membrana de 0,45
nmm (ME 25, Scheicher & Schuell) einjetar no HPLC.

Tabela 01. Variagdes da metodol ogia testada

Solugéo de extracdo a 80°C Fase Movel Fluxo (ml/min)
Agua Deionizada Agua Deionizada 0,5
Agua Deionizada Agua Deionizada 0,9
Metanol 70% Agua Deionizada 0,9
Metanol 70% com &gua pH 3,0 Agua Deionizada 1,1
Metanol 70% com égua pH 3,0* Agua Deionizada 1,1
Agua Deionizada pH 3,0 Agua Deionizada pH 3,0 1,1
Metanol 70% com &guapH 1,5 AguapH 3,0 + MeOH (90:10) 0,9
Metanol 70% com aguapH 1,5* Agua Deionizada Fervida c/ trap 1,1

*antes da injecdo, evaporou-se todo o metanol e completou-se o volume evaporado com agua deionizada.

Foi utilizado um cromatografo liquido (Schimadzu, Japdo) com sistema binario de solventes (LC-10AD),
vavula“Rheodyne’ com al¢a de amostragem de 20rm. Uma coluna TSK G3000 SW HPGF (300x8mm) e a
respectiva coluna de guarda (Supelco, USA) foram utilizadas para este trabalho e um detector por conjunto
de diodos (Schimadzu, M 10 A), fixado a 272nm, segundo a descri¢géo de De Mariaet alii (1995). De acordo
com os cromatogramas, os melhores resultados obtidos foram com as seguintes condi¢des cromatogréficas:
fase mével de &gua deionizada fervida (para retirada de gases), resfriada em frasco fechado com trap de cal
sodada (para captura de CO,) e fluxo de 1,1 mi/min. O aumento no fluxo da fase mével deixou o método
mais rgpido com tempo de corrida de apenas 17 min.

2.3. Quantificacéo

Nas primeiras condices testadas ocorria um alargamento de banda no pico do &cido clorogénico. Testamos
entdo, calcular pela altura e pela area (Tabela 02) e verificamos que as concentragdes cal culadas em funcéo
da atura apresentaram valores menores. Desta forma, a quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa
utilizando-se a area dos picos. A curva padréo foi construida com 6 pontos e o intervalo de concentracéo foi
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de 2 a 12ng/ml para cafeina e trigonelina e de 6 a 36ng/ml para écido clorogénico. A pureza dos picos foi
verificada através da obtencéo dos espectros de absorvéancia no inicio, dpice e término do pico.

Tabela 02. Resultados da comparacdo dos calculos dos teores de acido clorogénico, trigonelina e cafeina
utilizando altura e &rea dos picos*.

Analitos (9/100g)  Resultados obtidos pelo calculo por &rea  Resultados obtidos pelo célculo por atura

Ac. Clorogénico 3,24+0,21 2,93+0,57
Trigonelina 0,70 £ 0,00 0,59 +£0,01
Cafeina 1,29 + 0,03 0,95+ 0,01

*média + estimativa de desvio padréo de duplicatas.
RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Validagdo do método

Realizou-se a recuperacdo dos trés compostos em cafés crus e torrados determinados de acordo com o
método proposto. Os resultados obtidos estédo na Tabela 03. Embora saiba-se que a solubilidade dos
compostos sgja maior em agua que em metanol, isso ndo interferiu na extragdo, como pode-se observar pela
recuperacdo. A precisdo do método foi Gtima para todos os compostos estudados cujas % de coeficiente de
variacdo foram sempre menores que 4.

Tabela 03. Recuperacdo de &cido clorogénico, trigonelina e cafeina em cafés crus e torrados, determinados
de acordo com 0 método proposto*.

Analito (mg/g) adicionado Recuperacéo (mg/g) adicionado no Recuperacéo
no café cru Café Cru (%) café torrado Café Torrado (%)
ACG 23,42 99,0+ 0,9 20,11 100+ 0
Trigonelina 8,35 92+2 6,46 91+0
Cafeina 10,06 98+ 1 10,29 98+3
*Média de 2 repeticoes.

3.2. Teores de &cido clorogénico total, trigonelina e cafeina nas amostras de cafés crus e torrados
Analisando as concentracdes destes analitos verificamos que pequenas diferencas foram encontradas entre as
amostras de cafés crus (Tabela 04). O café 8 apresentou menor teor de ACG, enquanto que os 4, 5 e 7
apresentaram teores maiores em relacdo aos trés compostos.

Tabela 04. Resultados obtidos, em g/100g, na base imida, na determinacdo de &cidos clorogénicos totais,
trigonelina e cafeina para cafés crus do Estado de S&o Paulo*.

No. Identificacdo Ac. Clorogénico Trigonelina Cafeina
1 Coop. S&o Manuel 5,63 + 0,20 0,99+£0,01 1,04+ 0,04
2 Sitio Cérrego da Onca 5,95+ 0,04 0,87 + 0,05 1,16 £ 0,02
3 Faz. DaLagoa 6,39+ 0,01 1,07+£0,01 1,03+ 0,00
4 Faz. S0 Sebastido 6,17 + 0,12 1,15+ 0,04 1,14+ 0,03
5 Sitio S. Sebastido 6,17 £ 0,09 1,12+ 0,09 1,12+ 0,04
6 Faz. Sdo Pedro 546 £ 0,21 0,96 £ 0,02 1,09+ 0,01
7 Sitio Olho d’ &gua 6,24 £ 0,00 1,15+ 0,05 1,09+ 0,00
8 Faz. Prata 507 £0,04 0,93+£0,01 0,92+0,01
9 Sitio S&o José 591+0,23 0,91+£0,02 1,06 £ 0,04
10 Sitio Sdo Benedito 542 £0,10 0,87 £ 0,02 0,88 + 0,01

*média + estimativa de desvio padréo de duplicatas.
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Os vaores de cafeina para cafés torrados variaram de 1,0 a 1,3 ¢/100g (Tabela 05). As amostras 4 € 6,
mostraram tendéncia em apresentar maior teor, no entanto ndo foram significativamente diferentes das
demais. Os teores de ACG variaram de 2,7 a 3,5 ¢/100g, os quais também ndo foram significativamente
diferentes. As amostras 5 e 6 tenderam a ter maiores valores. As amostras 4, 6 e 7 apresentaram valores
significativamente maiores que as demais, cuja média ficou em torno de 0,8 g/100g de trigonelina e as
demais variaram de 0,6 a 0,7 g/100g.

De acordo com a literatura, era esperado encontrar-se teores de ACG e trigonelina menores no café torrado,
pois estes compostos SA0 instaveis na temperatura de torrefacéo e se degradam em outros compostos que sao
responsaveis pelo flavor do café. A cafeina, entretanto é estavel na temperatura de torrefacdo, assm, a
alteracdo no teor de cafeina se deve a perda de umidade durante o processo.

A legislacdo 12/78 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) do Ministério da
Salde estabelece o minimo de 1% de cafeina em café cru, enquanto que a portaria 377 de 26 de abril de
1999, estabelece minimo de 0,7 ¢g/100g de cafeina no café torrado. Observamos que das 10 amostras
analisadas apenas 2 amostras de café cru e nenhuma de café torrado apresentam valores inferiores ao
estabelecido na legislagéo.

Tabela 05. Resultados obtidos, em g/100g, na base imida, na determinacdo de &cidos clorogénicos totais,
trigonelina e cafeina para cafés torrados provenientes do Estado de So Paulo*.

No. Identificacdo Ac. Clorogénico Trigonelina Cafeina
1 Coop. Séo Manuel 2,81+0,03 0,62 +£ 0,02 1,04 + 0,00
2 Sitio Cérrego da Onca 3,12+ 0,00 0,59 + 0,00 1,12 + 0,02
3 Faz. DaLagoa 3,18 £ 0,02 0,65+ 0,01 1,08+ 0,00
4 Faz. S0 Sebastido 3,12+0,01 0,76 + 0,00 1,25+ 0,02
5 Sitio S. Sebastido 3,35+ 0,04 0,61+0,00 1,00+ 0,03
6 Faz. Sdo Pedro 3,54 £ 0,07 0,78 + 0,01 1,13+0,02
7 Sitio Olho d’agua 3,14 + 0,00 0,77 +£0,01 1,03+0,04
8 Faz. Prata 2,95+ 0,00 0,57 + 0,00 1,12+0,01
9 Sitio S&o José 2,66 + 0,09 0,68 + 0,01 1,10+ 0,01
10 Sitio Sdo Benedito 2,83+ 0,09 0,63+ 0,02 1,01+0,01

* média + estimativa de desvio padrao de duplicatas.

CONCLUSOES

O método para andlise simultanea de &acidos clorogénicos totais, trigonelina e cafeina mostrou-se rapido,
eficiente e preciso. Os teores de cafeing, trigonelina e &cidos clorogénicos totais apresentaram agumas
variagOes entre as amostras analisadas, tanto cruas como torradas. Para podermos estabel ecer a qualidade dos
cafés brasileiros através dos teores de cafeina, trigonelina e &cidos clorogénicos totais, um maior nimero de
amostras devem ser analisadas, principamente as provenientes de outras regifes. Este trabalho serd
posteriormente correlacionado com os resultados obtidos das analises sensoriais das mesmas amostras
podendo-se, entdo, avaliar quais dos analitos foram mais importantes na qualidade da bebida.
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