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RESUMO

O café ¢ uma matriz alimenticia complexa, cuja qualidade quimica e funcional pode ser influenciada por fatores
como espécie, cultivo e principalmente processamento pos-colheita. Entre os compostos bioativos de maior
relevancia destacam-se a cafeina, a trigonelina e o acido clorogénico, associados ao perfil sensorial, a atividade
antioxidante e as propriedades funcionais da bebida. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo validar
um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC) para a determinacgdo
simultanea de cafeina, trigonelina e acido clorogénico em cafés fermentados torrados, bem como avaliar o
efeito de diferentes tempos de fermentag@o natural anaerdbica sobre os teores desses compostos. Os frutos de
café foram coletados no municipio de Taquaritinga do Norte, em Pernambuco, lavados, selecionados e
submetidos a fermentagdo anaerdbica em temperatura ambiente, nos tempos de 24 ¢ 48 horas. Apds a
fermentagdo, os graos foram secos, torrados a 190 °C por 15 minutos, moidos, padronizados
granulometricamente, para os extratos foi realizado em &dgua destilada a 90-92 °C. As analises foram realizadas
em sistema HPLC com detector PDA, coluna C18, fase mdvel composta por metanol e acido formico 0,3%
(30:70, v/v), fluxo de 2,0 mL/min e tempo de corrida de 5 minutos. O método apresentou desempenho
satisfatorio, com coeficientes de determinagdo superiores a 0,99, limites de deteccdo e quantificagdo
compativeis com as concentragoes das amostras, coeficientes de variagdo inferiores a 1,39% e recuperagdes
entre 93,5 e 105,0%. A amostra fermentada por 24 horas apresentou os menores teores dos trés compostos,
enquanto a fermentagdo por 48 horas promoveu aumento nos teores de cafeina e trigonelina em relagdo a
TFN24, além do maior teor de acido clorogénico. Conclui-se que o método validado ¢ adequado para a
quantificagdo dos compostos bioativos estudados e que o tempo de fermentacdo pode modular a composicao
quimica do café torrado.
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RESUMEN

El café es una matriz alimentaria compleja, cuya calidad quimica y funcional puede ser influenciada por
factores como especie, cultivo y, principalmente, procesamiento poscosecha. Entre los compuestos bioactivos
relevantes se destacan la cafeina, la trigonelina y el acido clorogénico, asociados al perfil sensorial, actividad
antioxidante y propiedades funcionales de la bebida. En este contexto, el trabajo tuvo como objetivo validar
un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE/HPLC) para la determinacion
simultanea de cafeina, trigonelina y acido clorogénico en cafés fermentados tostados, asi como evaluar el
efecto de diferentes tiempos de fermentacion natural anaerdbica sobre los contenidos de estos compuestos. 0s
frutos de café fueron recolectados en el municipio de Taquaritinga do Norte, en Pernambuco, lavados,
seleccionados y sometidos a fermentacion anaerdbica a temperatura ambiente, durante 24 y 48 horas. Después
de la fermentacion, los granos fueron secados, tostados a 190 °C durante 15 minutos, molidos, estandarizados
granulométricamente, y los extractos fueron preparados en agua destilada a 90-92 °C. Los analisis fueron
realizados en sistema HPLC con detector PDA, columna C18, fase moévil compuesta por metanol y 4cido
férmico 0,3% (30:70, v/v), flujo de 2,0 mL/min y tiempo de corrida de 5 minutos. El método presentd
desempefio satisfactorio, con coeficientes de determinacion superiores a 0,99, limites de deteccion y
cuantificacion compatibles con las concentraciones de las muestras, coeficientes de variacion inferiores a
1,39% y recuperaciones entre 93,5 y 105,0%. La muestra fermentada por 24 horas presentd los menores
contenidos de los tres compuestos, mientras la fermentacion por 48 horas promovio aumento en los contenidos
de cafeina y trigonelina respecto a TFN24, ademas del mayor contenido de acido clorogénico. Se concluye
que el método validado es adecuado para cuantificar compuestos bioactivos estudiados y que el tiempo de
fermentacion puede modular la composicion quimica del café tostado.

Palabras Clave: Café fermentado, compuestos bioactivos, cromatografia liquida, validacion analitica.

ABSTRACT

Coffee is a complex food matrix whose chemical and functional quality can be influenced by factors such as
species, cultivation, and mainly post-harvest processing. Among the most relevant bioactive compounds,
caffeine, trigonelline, and chlorogenic acid stand out, being associated with the sensory profile, antioxidant
activity, and functional properties of the beverage. In this context, this study aimed to validate an analytical
method by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) for the simultaneous determination of caffeine,
trigonelline, and chlorogenic acid in roasted fermented coffees, as well as to evaluate the effect of different
anaerobic natural fermentation times on the contents of these compounds. The coffee fruits were collected in
the municipality of Taquaritinga do Norte, in Pernambuco, washed, selected, and subjected to anaerobic
fermentation at room temperature for 24 and 48 hours. After fermentation, the beans were dried, roasted at 190
°C for 15 minutes, ground, granulometrically standardized, and the extracts were prepared in distilled water at
90-92 °C. The analyses were performed in an HPLC system with a PDA detector, C18 column, mobile phase
composed of methanol and 0.3% formic acid (30:70, v/v), flow rate of 2.0 mL/min, and run time of 5 minutes.
The method showed satisfactory performance, with determination coefficients above 0.99, detection and
quantification limits compatible with the sample concentrations, coefficients of variation below 1.39%, and
recoveries between 93.5 and 105.0%. The sample fermented for 24 hours showed the lowest contents of the
three compounds, whereas fermentation for 48 hours promoted an increase in caffeine and trigonelline contents
in relation to TFN24, in addition to the highest chlorogenic acid content. It is concluded that the validated
method is suitable for the quantification of the bioactive compounds studied and that fermentation time can
modulate the chemical composition of roasted coffee samples in the evaluated sample set.

Keywords: Fermented coffee, bioactive compounds, liquid chromatography, analytical validation.

INTRODUCAO
O café ¢ um produto de expressiva relevancia econdmica global, cuja qualidade ¢ determinada

por multiplos fatores, como a espécie, variedade, condi¢des edafoclimaticas, processamento pos-
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colheita, torrefagdo e preparo da bebida. Entre essas etapas, o processamento pos-colheita exerce
papel determinante na diferenciag¢do do perfil sensorial e da composi¢cdo quimica dos graos, uma vez
que pode promover alteragdes em compostos associados ao aroma, sabor, acidez, amargor e
propriedades funcionais do produto final (Pereira; Moreira, 2021; Silva et al., 2024).

Nesse contexto, a fermentagdo tem se destacado como uma estratégia tecnoldgica capaz de
modificar a qualidade do café. Quando conduzida de forma controlada, a fermentagdo microbiana
pode favorecer o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desejaveis, entretanto, quando
realizada sem controle adequado, pode comprometer a qualidade da bebida (Palacios; Huayama,
2023; Souza, 2021). Dentre as técnicas emergentes, a Fermentacdo Anaerdbica Autoinduzida (FAAI),
também conhecida como Self-Induced Anaerobic Fermentation (SIAF), tem recebido atengdo
crescente por seu potencial de promover transformagdes bioquimicas controladas na composicao
quimica do café, especialmente nos compostos bioativos (Braga, 2022; Pereira ef al., 2022; Vale et
al.,2023).

O café apresenta uma complexa matriz de compostos bioativos, entre os quais se destacam a
cafeina, a trigonelina e o acido clorogénico (ACG), que desempenham papel fundamental na
formagdo das caracteristicas sensoriais durante a torra ¢ nas propriedades funcionais da bebida. A
cafeina, principal alcaloide do café, ¢ responsavel pelo efeito estimulante e contribui para o sabor
amargo, a trigonelina atua como precursora de compostos volateis aromaticos durante a torrefacao e
os acidos clorogénicos constituem a principal fragao fendlica do grao cru, com elevada atividade
antioxidante e influéncia sobre a acidez e a adstringéncia da bebida (Farah; Ferreira; Vieira, 2019;
Konstantinidis et al., 2023).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC) ¢ amplamente empregada para a
separacao, identificagdo e quantificacio de compostos em matrizes complexas, devido a sua
sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade (Oliveira, 2016; Pires, 2023). Entretanto, métodos
analiticos aplicados a determinacdo de compostos bioativos em café ainda podem apresentar
limitagdes relacionadas ao tempo de corrida, ao custo operacional e a auséncia de validacao formal,
fatores que podem comprometer a confiabilidade e a comparabilidade dos resultados. No Brasil, a
validagdo de métodos analiticos € orientada por diretrizes como a RDC n°® 166/2017 (ANVISA, 2017)
e pelo DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020), que estabelecem os parametros de desempenho
minimos exigidos para métodos quantitativos em matrizes alimenticias.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo validar um método analitico por HPLC para a
determinagdo simultanea de cafeina, trigonelina e 4cido clorogénico em cafés, bem como quantificar
esses compostos em amostras de café¢ torrado submetidas a diferentes tempos de fermentagdo

anaerdbica autoinduzida. Com isso, busca-se contribuir para a obtengao de dados analiticos confiaveis
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e para a compreensdo dos efeitos do processamento fermentativo sobre o perfil bioativo do café.

FUNDAMENTACAO TEORICA
Fermentac¢ao anaerdbica autoinduzida e qualidade do café

No processamento do café, o fruto pode ser fermentado inteiro ou despolpado, sendo a
mucilagem residual essencial para a ocorréncia do processo, que pode se dar de forma induzida ou
espontanea, em condigdes aerdbicas ou anaerobicas (Barbosa et al., 2025; Alves et al., 2020). A
fermentacdo anaerobica destaca-se por utilizar o metabolismo de microrganismos para a degradacao
da mucilagem, cascas e da polpa do café. Esse processo pode envolver espécies como Saccharomyces
cerevisiae, Candida parapsilosis e Torulaspora delbrueckii, sendo realizado em condic¢des
controladas que favorecem a estabilidade microbioldgica e a qualidade final do produto (Kornman,
2019; Souza, 2021; Braga, 2022).

A Fermentacdo Anaerobica Autoinduzida (FAAI), também conhecida como Self-Induced
Anaerobic Fermentation (SIAF), ocorre em sistemas fechados, nos quais a anaerobiose ¢ estabelecida
gradualmente pelo consumo de oxigénio pelos microrganismos e pela liberacdo de dioxido de
carbono. Nessas condicdes, bactérias laticas, leveduras e outros microrganismos metabolizam os
acucares presentes na mucilagem, produzindo 4cidos organicos, alcoois, ésteres € outros metabdlitos
capazes de migrar para o interior do grao e modificar seu perfil quimico e sensorial (Cassimiro et al.,

2022; Pereira et al., 2022; Vale et al., 2023).

Compostos bioativos do café e seu comportamento durante o processamento

A distribuicao de cafeina, trigonelina e 4cido clorogénico desempenham papel fundamental
na formacgao das caracteristicas sensoriais durante a torra. Ao longo do processamento fermentativo
¢ fundamental para avaliar esses compostos para entender o impacto da fermentacdo na qualidade do
produto. A atividade microbiana pode modificar o perfil desses compostos tanto no grdo cru quanto
no torrado (Braga, 2022; Vale et al., 2023).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) ¢ o alcaloide majoritario do café. Por ser termoestavel, a
cafeina permanece praticamente inalterada durante a torrefagdo, exceto por pequena perda por
sublimacdo (Farah; Ferreira; Vieira, 2019; Braga, 2022). No contexto da fermentagdo, estudos
indicam que parte da cafeina pode ser lixiviada para o liquido fermentativo, especialmente em
processos por via imida, com perda estimada de até¢ 40% em algumas condigdes de processamento
(Campos et al., 2020).

A trigonelina (4cido N-metilnicotinico) ¢ o segundo alcaloide mais abundante no café, atua

como precursora de compostos formados durante a torra. Por ser termosensivel, sofre degradacao
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térmica e origina compostos como nicotinamida, pirrdis, alquilpiridinas e outros heterociclicos
volateis, relacionados ao aroma e ao sabor do café. A intensidade dessa degradacdo depende das
condig¢des de torrefacdo, especialmente tempo e temperatura, fazendo com que a trigonelina também
seja considerada um indicador quimico associado ao grau de torra (Alcantara, 2019; Konstantinidis
et al.,2023; Zhong et al., 2024).

Os acidos clorogénicos (ACG) constituem a principal fragdo de compostos fenolicos do café
e estdo associados a atividade antioxidante, acidez, amargor e adstringéncia da bebida. Durante a
torrefagdo, parte dos acidos clorogénicos ¢ degradada por reagdes de pirolise e hidrolise, originando
lactonas, acido cafeico, acido quinico e outros compostos fendlicos de menor massa molecular, que
também contribuem para o perfil sensorial da bebida (Cangussu, 2017; Farah; Ferreira; Vieira, 2019;
Tsai; Jioe, 2021). Estudos demonstram que torras mais claras preservam maior propor¢ao de ACG, o

que influencia diretamente o perfil antioxidante do café (Rusinek et al., 2025).

HPLC e validacao analitica para compostos bioativos em café

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC) ¢ uma técnica amplamente
empregada para a analise de compostos bioativos em café, por sua capacidade de separar, identificar
e quantificar simultaneamente analitos de diferentes classes quimicas em matrizes complexas
(Oliveira, 2016; Pires, 2023). A escolha da fase estacionaria, da fase moével, do fluxo e do
comprimento de onda de deteccdo sdo pardmetros criticos que determinam a seletividade, a
sensibilidade e o tempo de andlise do método. A metodologia proposta por Perrone, Donangelo e
Farah (2008), por exemplo, ¢ uma referéncia frequentemente utilizada para quantificacdo desses
analitos em café, sendo adaptada conforme as condi¢des instrumentais e os objetivos do estudo.

Entretanto, adaptacdes em métodos cromatograficos exigem validacdo experimental de
desempenho. A validagdo de métodos analiticos visa demonstrar que o método produz resultados
confiaveis e adequados ao proposito pretendido, com critérios que variam conforme a técnica (ICH,
2023; Pires, 2023).

No Brasil, os critérios para validagao de métodos analiticos sdo estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, por meio da RDC n°® 166, que exige a validacdo de métodos nao
descritos em compéndios oficiais, considerando as condi¢des técnico-operacionais do laboratério
(ANVISA, 2017). Para analises de alimentos, destacam-se também as diretrizes do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, que orientam a avaliacdo de parametros como seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limites de detec¢do e quantificagdo, robustez e incerteza de medicao
(INMETRO, 2020).

METODOLOGIA
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A pesquisa caracteriza-se como quantitativa e experimental, pois envolve a obten¢do de dados
numéricos por meio da andlise cromatografica de compostos presentes em graos de café¢ submetidos
a processos controlados de fermentacdo e torrefacdo. O campo de pesquisa compreendeu
propriedades rurais localizadas no Agreste de Pernambuco, bem como os laboratorios, situados na
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE). Os sujeitos da pesquisa corresponderam
aos frutos e graos de caf¢ utilizados como material experimental. Os instrumentos e procedimentos
empregados envolveram etapas de coleta, fermentacgdo, torrefacao, preparo das amostras, analise por

HPLC e tratamento estatistico dos dados, conforme descrito nos topicos seguintes.

Coleta, processo de fermentacio e torrefaciao dos graos de café

Os frutos do café da espécie Coffea arabica, variedade Arabica typica, colhidos manualmente
no municipio de Taquaritinga do Norte em Pernambuco. O café colhido passou pelo processo de
lavagem e sele¢do. As fermentacdes foram realizadas no Laboratorio de Processos e Inovagdao em
Café (LAPIC) que fica localizado no prédio SLAP e as andlises foram realizadas no Laboratério de
Analise de Alimentos (LAAL) localizado no prédio SLCTAL na Universidade Federal do Agreste de
Pernambuco (UFAPE). Os frutos inteiros de café selecionados foram processados por via imida. As
fermentagdes ocorreram em temperatura ambiente (25 °C), de modo anaerdbico, com coleta de
amostras nos tempos de 24 e 48 h (Ferreira ef al., 2024). Em reatores de polietileno tereftalato (PET)
com capacidade de 5 L, acoplados com valvulas airlock tipo S, utilizou-se 2,0 kg de frutos e 2,17 L
de agua destilada. O café fermentado foi lavado em 4gua corrente, seco em estufa de circulagao de ar
forcada (aproximadamente 30-35 °C) até atingir umidade de 11-12%. Em seguida, uma parte dos
graos foi submetida ao processo de torrefacdo por convec¢do em torrador a ar (Cefpotie, IMS-210,
China), utilizando-se cerca de 100 g de café cru, a 190 °C por 15 minutos, com resfriamento posterior
de 5 minutos. Os graos de café torrados foram moidos em moedor manual com laminas conicas
(Timemore C2 Chestnut, China) e padronizados em peneiras de Tyler para uma granulometria de 0,5

mm (32 mesh).

Condig¢des cromatograficas para analise dos compostos: trigonelina, cafeina e acido clorogénico

O cromatografo ¢ do modelo Accela (Thermo Scientific), detector PDA (UV-VIS), Bomba
Accela 600 pump, amostrador automatico e coluna C -18 (Thermo Scientific, Hypersil GOLD C18,
250 x 4,6 mm) utilizado nas condi¢cdes de comprimentos de onda de 272 nm para detec¢ao de
trigonelina e cafeina e 320 nm para acido clorogénico. A melhor metodologia que se adequou foi a
proposta por Perrone, Donangelo e Farah (2008), com modificacdes no fluxo, na concentracdo da

fase movel e no tempo da corrida. Os calculos foram efetuados considerando-se as areas dos picos.



FEITOSA, et al.

O Quadro 01 apresenta as condigdes cromatograficas utilizadas no estudo.

Quadro 01: Condicdes cromatograficas do método.

Condicdes cromatograficas
Gradiente Isocrético
Temperatura da coluna 40 °C
Fase moével metanol e solugdo aquosa de acido férmico 0,3% (30:70, v/v)
Comprimento de onda 272 nm e 320 nm
Fluxo 2,0 mL/min
Corrida 5 minutos

Fonte: Propria (2026).

Construcio da curva de calibragao e figuras de mérito

Os padrdes analiticos de cafeina, trigonelina e acido clorogénico foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, com pureza > 98%. As solugdes estoque foram preparadas por dissolugdo dos padrdes nas
concentragdes de 11,5 pg/mL (cafeina), 9,0 pg/mL (trigonelina) e 14,0 pg/mL (4cido clorogénico),
armazenadas a —20 °C e protegidas da luz. As solugdes de trabalho foram obtidas por dilui¢do seriada
das solu¢des estoque, cobrindo a faixa de 0,50 a 11,50 pg/mL para a cafeina (9 pontos), de 0,50 a
9,00 pg/mL para a trigonelina (8 pontos) e de 2,19 a 14,00 ug/mL para o acido clorogénico (8 pontos).
Todas as solugdes foram analisadas em triplicata para a construgdo das curvas analiticas.

Para a validacdo do método, foram avaliadas as seguintes figuras de mérito: linearidade,
sensibilidade, limite de detec¢do, limite de quantificacdo, precisdo e exatidao. Essas figuras de mérito,
bem como suas respectivas condicdes, estdo apresentadas no Quadro 02, conforme estabelecido na

RDC n° 166 (ANVISA, 2017) e no DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020).

Quadro 02: Figuras de mérito utilizadas na valida¢do do método analitico.

Figuras de mérito Condicdes

A equacdo da reta, de acordo com a curva de cada composto
y =a+ bx
y: resposta medida da area do pico; x: concentragdo; a: coeficiente
linear; b: coeficiente angular (sensibilidade).

Linearidade

_ b
Sensibilidade ST i
S = sensibilidade; dy = variagdo da area; dx = variag@o da concentragao.

LD = 3,30/S
Limite de deteccdo (LD) LD = limite de detecgdo; 6 = a partir do desvio padrao residual da linha
de regressdo; S = sensibilidade.
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LQ = 100/S
Limite de quantificagdo (LQ) LQ = limite de quantificagdo; ¢ = a partir do desvio padrio residual da
linha de regressao; S = sensibilidade.

CV (%) = (s/x) x 100
Precisao CV (%) = Coeficiente de Variagdo; s = desvio padrdo dos resultados
obtidos; x = média dos valores medidos.

Um modo de avaliar a exatiddo do método é por meio do calculo
recuperacao:
Recuperacao(%) = (Xexp/Xref) X 100
Xexp = Concentragdo média experimental; Xref= Concentracéo teodrica.

Fonte: Adaptado de ANVISA (2017) e INMETRO (2020).

Exatidao

Preparo das amostras

Para o preparo do extrato, utilizou-se uma proporcao de 1:10 (m/v), de 5 g de amostra de cafg,
em 50 mL de 4gua destilada a 90-92 °C por 3 minutos, seguida de filtracdo em papel de filtro
quantitativo. O extrato obtido foi filtrado em filtro de seringa PVDF de 0,45 um e acondicionado em
vial de 1,5 mL. Os valores de concentragdo obtidos a partir do extrato foram corrigidos pelo fator de
dilui¢do, multiplicando-se a concentragdo lida (mg/mL) pelo fator 10 (mL/g), de modo que os
resultados fossem referidos a massa original de café e expressos em mg/g, para deteccao da
trigonelina e cafeina foi realizada uma diluigao de 1:40 e para detecg¢@o do 4cido clorogénico houve

uma dilui¢ao de 1:350.

Analise estatistica dos dados

Os resultados das andlises cromatograficas foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA), sendo consideradas estatisticamente significativas as diferengas com p < 0,05, para
comparacao das médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o Sotfware

Rstudio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A linearidade, a sensibilidade analitica e os limites de detec¢do e quantificacdo foram
avaliados para os compostos cafeina, trigonelina e acido clorogénico, com o objetivo de verificar o
desempenho do método cromatografico empregado. Os parametros obtidos, incluindo as equacdes
das curvas analiticas, os coeficientes de determinacdo (R?), os coeficientes angulares, os limites de
deteccao (LD) e os limites de quantificagdo (LQ), calculados a partir do desvio padrdo residual e da
inclinacao das curvas analiticas (ANVISA, 2017), estdo apresentados na Tabela 01.

Tabela 01: Parametros de linearidade, limites de detecc¢do e quantificacdo para os compostos analisados.
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Equacao da S
Composto R? o LD (ug/mL) LQ (ng/mL)
reta (inclinacdo)
y =3,2632x
Cafeina 0,9990 3,2632 0,4140 1,2546
—0,3309
) ) y =2,4918x
Trigonelina | 8887 0,9960 2,4918 0,6685 2,0258

Acido y = 0,4682x
0,9994 0,4681 0,3863 1,1707
clorogénico +0,5188

S: sensibilidade analitica (coeficiente angular); LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificagéo.
Fonte: Propria (2026).

O coeficiente de determinagdo (R?) obtido para a cafeina, trigonelina e 4cido clorogénico foi
superior a 0,99, indicando excelente ajuste linear entre a concentragdo do analito e a resposta do
detector, conforme o critério da RDC n°® 166 (ANVISA, 2017). A trigonelina apresentou o maior LD
(0,6685 png/mL), reflexo de sua menor sensibilidade relativa em comparagdo a cafeina. O acido
clorogénico exibiu o menor LD (0,3863 pg/mL), resultado consistente com o reportado por Perrone,
Donangelo e Farah (2008) para métodos similares. E importante destacar que, em todos os casos, as
concentracdes dos analitos nas amostras reais de café torrado situaram-se muito acima dos LQs
estabelecidos, na faixa de pg/mL, confirmando que o método opera bem dentro de seu intervalo linear
e que os resultados de quantificagdo sdo plenamente confiaveis.

A precisdo do método, avaliada pela repetibilidade em trés niveis de concentragdo (baixo,
médio e alto), estd apresentada na Tabela 02. Os coeficientes de variacdo (CV%) obtidos foram
inferiores a 1,39% em todas as condi¢des avaliadas, abaixo do critério maximo de 5,3% estabelecido

pela AOAC (2016) para analitos na faixa de pg/mL.

Tabela 02: Precisao para validacdo das metodologias analiticas para deteccao de cafeina, trigonelina e

acido clorogénico, em 3 niveis de concentragdes.

Composto Niveis  Concentragdo (ug/mL) Média DP CV%
Baixo 0,50 1,6228 0,0175 11,0784
Cafei

aletna Médio 6,00 19,4329 0,0239 0,1230
Alto 11,50 37,0979 0,0269 0,0725

Baixo 0,50 0,0566  0,0004 0,7067

Trigonelina Médio 4,14 8,2979  0,0255 0,3073
Alto 9,00 20,5804 0,2858 11,3887

Baixo 2,19 0,5624  0,0033 0,5868

Acido clorogénico 1. 40 7.25 2,8612  0,0141 0,4928
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Alto 14,00 6,0592  0,0099 0,1634
Fonte: Propria (2026).

A tendéncia de reducdo do CV% com o aumento da concentragdo, observada para os trés
analitos, ¢ um comportamento esperado em métodos cromatograficos, pois em niveis mais elevados
a relacdo sinal/ruido ¢ mais favoravel, resultando em maior estabilidade da resposta instrumental. Os
valores de CV% inferiores a 1,5% em todos os niveis atestam excelente repetibilidade do método,
indicando que as etapas de preparo de amostra, injecdo e deteccdo sdo reprodutiveis e adequadas para
a andlise rotineira de cafés fermentados.

A exatidao, avaliada pelo percentual de recuperagdo em trés niveis de concentragdo (Tabela
03), considerando o nivel baixo acima do limite de quantificagdo, com isso variou de 93,6 a 99,8%
para a cafeina, de 93,5 a 101,0% para a trigonelina e de 99,9 a 105,0% para o 4cido clorogénico.
Todos os valores encontram-se dentro do intervalo de 80 a 110% recomendado pela AOAC (2016)
para analitos na faixa de pg/mL em matrizes alimenticias.

Tabela 03: Exatidao para validagdo das metodologias analiticas para detecg@o de cafeina, trigonelina e

acido clorogénico, em 3 niveis de concentragdes.

Composto Nivel Concentragao Teoérica Concentragdo Recuperacao
(ng/mL) Encontrada (pg/mL) (%)

Cafeina Baixo 1,71 1,60 93,60
Meédio 6,00 6,06 101,00
Alto 11,50 11,48 99,83
Trigonelina  Baixo 2,93 2,74 93,50
Médio 4,14 4,08 98,55
Alto 9,00 9,09 101,00
Acido Baixo 2,19 2,30 105,00
clorogénico  Médio 7,25 7,24 99,86
Alto 14,00 14,03 100,20

Fonte: Propria (2026).

A recuperacado ligeiramente abaixo de 100% observada no nivel baixo de cafeina (93,6%) e
trigonelina (93,5%) pode ser atribuida a efeitos de matriz, especialmente a supressao de sinal causada
por compostos co-eluidos presentes na matriz complexa do café torrado, e a menor razdo sinal/ruido
nessa faixa de concentragdo, fenomeno amplamente reportado na literatura para métodos HPLC-PDA
em matrizes de origem vegetal (Pires, 2023). Os valores de recuperacdo superiores a 100%
observados para o acido clorogénico nos trés niveis (99,9-105,0%) refletem a expressiva atividade

dos compostos fendlicos da matriz no reagente e a possivel contribui¢do de isomeros de acido
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clorogénico co-eluidos no mesmo tempo de retengdo, comportamento reportado por Perrone,
Donangelo e Farah (2008) e considerado aceitavel dentro dos critérios regulatdrios vigentes.

Os teores de cafeina, trigonelina e acido clorogénico nas amostras de café torrado estao
apresentados na Tabela 04. O tempo de fermentacao influenciou de forma distinta a concentracao dos

tr€s compostos, com diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos.

Tabela 04: Teores de cafeina, trigonelina e 4cido clorogénico em amostras de café torrado submetidas a

diferentes tempos de fermentagdo natural.

Amostra  Cafeina (mg/g) Trigonelina (mg/g) Acido clorogénico (mg/g)
TFNO 3,95 +£0,03* 2,20 £0,02% 27,91 +0,02°
TFN24 2,37 £0,02¢ 1,26 £ 0,01¢ 21,14 +0,07¢
TFN48 3,68 £ 0,06° 2,11 £0,02° 32,19 £ 0,09*

Meédias seguidas por letras iguais na mesma coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Cédigos das amostras: TFNO — café torrado sem fermentagdo; TFN24 — café
torrado com fermentacdo de 24 horas; TFN48 — café torrado com fermentacao de 48 horas.

Fonte: Propria (2026).

Os teores de cafeina, trigonelina e acido clorogénico variaram entre as amostras de café
torrado submetidas aos diferentes tempos de fermentacdo natural, evidenciando alteracdes na
composic¢do quimica dos graos.

A amostra TFN24 apresentou as menores concentragdes dos trés compostos em relacdo ao
controle TFNO, com reducdes de 40,0% para cafeina, 42,7% para trigonelina e 24,3% para acido
clorogénico. Esse comportamento pode estar associado a lixiviagdo e a redistribuicao de compostos
soluveis durante a fermentagdo, uma vez que a presen¢a de dgua e mucilagem favorece alteragdes
quimicas e bioquimicas na matriz do grdo. Durante o processamento umido, a atividade microbiana
e enzimatica pode contribuir para a acidificacdo do meio, favorecendo a migracao de compostos para
o liquido fermentativo (Campos et al., 2020). Assim, a reducdo observada em TFN24 pode estar
relacionada a um periodo de maior mobilizacdo desses compostos, especialmente por lixiviagdo e
modifica¢Oes estruturais na matriz.

Para a cafeina, os teores variaram de 2,37 £+ 0,02 a 3,95 + 0,03 mg/g, sendo o maior valor
observado na amostra TFNO e o menor em TFN24. Embora a cafeina apresente relativa estabilidade
térmica durante a torra, o processamento pode influenciar os compostos, principalmente pela
fermentagdo em meio aquoso. A reducdo observada em TFN24 pode estar relacionada a maior
solubilizagcdo e migragdo parcial desse composto. Por outro lado, a amostra TFN48 apresentou
aumento em relacdo a TFN24, sugerindo que o prolongamento da fermentacao pode ter alterado sua

disponibilidade na matriz do grao.
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Os teores de trigonelina variaram de 1,26 + 0,01 mg/g em TFN24 a 2,20 + 0,02 mg/g em
TFNO. A redugdo observada apos 24 horas de fermentagdo pode estar associada a maior
susceptibilidade desse composto as alteragdes promovidas pelo processamento, incluindo lixiviagao
e possiveis transformagdes em meio acido. Além disso, por ser termolabil, a trigonelina ¢ degradada
durante a torra, originando nicotinamida e compostos volateis, como pirrdis e alquilpiridinas,
associados ao desenvolvimento do aroma do café (Konstantinidis et al., 2023; Zhong et al., 2024). A
diferenca entre TFN24 ¢ TFN48 indica que o tempo de fermentacdo pode interferir na retengao da
trigonelina antes da etapa de torrefacao.

Em relacdo ao acido clorogénico, os teores variaram de 21,14 + 0,07 mg/g em TFN24 a 32,19
+ 0,09 mg/g em TFN48. A menor concentragdo em TFN24 pode estar relacionada a lixiviagdo e a
possiveis reagdes de hidrolise durante a fermentacao. J4 o maior teor observado em TFN48, superior
ao controle TFNO, sugere que a fermentacdo prolongada pode ter favorecido a liberagdao ou maior
extragdo de fragdes fenolicas anteriormente menos disponiveis. Esse comportamento pode estar
associado a alteragdes estruturais promovidas pela fermentagao, capazes de modificar a interagao dos
compostos fenolicos com a parede celular e favorecer sua extragdo em meio aquoso (Pereira et al.,
2022; Vale et al., 2023).

A torra clara também deve ser considerada na interpretagdo dos resultados, uma vez que tende
a preservar maiores teores de 4acido clorogénico quando comparada a torras mais intensas. A literatura
relata que torras prolongadas ou severas promovem maior degradacdo desses compostos € sua
conversao em derivados, como lactonas, reduzindo sua concentragao final no café torrado (Tsai; Jioe,
2021; Rusinek et al., 2025). Dessa forma, os valores observados neste estudo podem refletir a
combinacdo entre fermentacdo natural e torra clara, com destaque para a amostra TFN48, que
apresentou maior teor de acido clorogénico.

De modo geral, os resultados indicam que a fermentacdo natural influenciou os teores de
cafeina, trigonelina e acido clorogénico no café torrado, sendo o tempo de 24 horas associado as
maiores redugdes € o tempo de 48 horas ao aumento da disponibilidade desses compostos,

especialmente do acido clorogénico.

CONCLUSOES

A otimizagdo e a validacdo do método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
permitiram estabelecer uma metodologia para a determinagdo simultanea de cafeina, trigonelina e
acido clorogénico em café torrado. O tempo de corrida de cinco minutos, aliado ao desempenho
obtido nas figuras de mérito avaliadas, torna o método adequado para estudos que exigem a analise

de um grande nimero de amostras € a comparagao entre diferentes condigdes de processamento. A
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possibilidade de quantificar os trés compostos em uma unica corrida representa um avanco
metodologico importante, pois reduz o tempo de analise e favorece o acompanhamento das alteracdes
quimicas relacionadas as etapas pos-colheita do café.

A aplicagdo do método nas amostras submetidas a fermentacdo anaerobica autoinduzida
demonstrou que o tempo de fermentacio exerce influéncia especifica sobre os compostos bioativos
do café torrado. As respostas distintas observadas entre os periodos avaliados indicam que o
prolongamento do processo nao resulta em uma tendéncia linear de aumento ou reducao dos
compostos, evidenciando a complexidade das transformagdes quimicas e bioquimicas ocorridas
durante a fermentagdo. Esse comportamento indica que o tempo de fermentacdo ndo deve ser
compreendido apenas como um parametro operacional, mas como uma variavel capaz de alterar de
forma seletiva a composi¢ao quimica do café torrado.

Nesse sentido, contribui tanto para o aperfeigoamento das analises cromatograficas aplicadas
ao café quanto para a compreensdo dos efeitos da fermentagdo sobre sua composi¢do quimica. O
método validado podera ser utilizado no acompanhamento de diferentes processos fermentativos,
permitindo avaliar com maior seguranca as modificagdes associadas aos compostos bioativos. Os
resultados destacam a importancia da aplicacdo de controle analitico as escolhas tecnologicas
adotadas durante o processamento, especialmente em estudos voltados a padronizacao e qualidade de
café.

Como continuidade deste trabalho, indica-se ampliar os tempos de fermentacdo avaliados e
acompanhar as alteragdes quimicas nos grdos crus e torrados. A relagdo dos resultados
cromatograficos com andlises sensoriais e de atividade antioxidante permitird compreender melhor

seus efeitos sobre a qualidade da bebida.
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