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HPLC ANALYSIS OF NICOTINIC ACID, TRIGONELLINE, CHLOROGENIC ACID AND CAFFEINE IN ROASTED COFFEE.
A reverse phase liquid chromatography method was developed for simultaneous determination of trigonelline, caffeine, nicotinic
and chlorogenic (5-CQA) acids in roasted coffee. A gradient of acetic acid/acetonitrile was used as mobile phase and detection
was carried out in the UV. The samples were extracted with acetonitrile/water (5:95 v/v) at 80 °C/10 min. Good recovery (89 to 104%),

repeatability and linearity were obtained. Detection limits of 0.01, 0.15, 0.04 and 0.04 mg mL"' were observed for nicotinic acid,

trigonelline, 5-CQA and caffeine. The method, applied to arabica and robusta coffees with different degrees of roasting, was efficient
and fast (~35 min) and also allowed identification of cinnamic acids.
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INTRODUCAO

Bebida aromadtica e de consumo disseminado pelo mundo, o
café tem hoje importancia relevante na economia, sendo um dos
principais produtos de exportagio de cerca de 40 paises em desen-
volvimento. Sdo conhecidas mais de 100 espécies do género Coffea
L. (Rubiacea)!, sendo as mais importantes Coffea arabica e Coffea
canephora, que correspondem a cerca de 80 e 20%, respectivamen-
te, da produgdo nacional estimada para a safra 2004/2005%. No Bra-
sil, a quase totalidade das lavouras de café canephora, generica-
mente conhecido por robusta, é da cultivar conilon®.

Os cafés ardbica e conilon diferem consideravelmente em preco,
qualidade e aceitabilidade. Os graos de ardbica sdo verde claro e de
forma ovalar, enquanto que o conilon tende a ser mais arredondado e
castanho. Porém, apés torra e moagem, nao se distinguem as espécies
visualmente e, como pertencem ao mesmo género, possuem poucas
diferencas fisico-quimicas para permitir a deteccdo e/ou quantificagdo
da adic@o de café conilon, de menor valor comercial, ao ardbica®.

Diferentes técnicas analiticas para discriminacao entre as espéci-
es de café vém sendo estudadas’®, porém muitas vezes exigem o uso
de técnicas como espectroscopia no infravermelho*, cujo equipamen-
to e manutengio sdo relativamente caros, além de ndo ser usualmen-
te utilizado na drea de alimentos. Deve-se considerar ainda que gran-
de parte dos trabalhos € relativa a graos crus®®. Como a avaliagdo de
um s6 pardmetro nao permite discriminac@o e caracteriza¢do adequa-
das, € interessante a quantificagdo dos compostos por uma técnica
analitica multicomponente eficiente como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

A literatura relata que dcido nicotinico, trigonelina, dcido
clorogénico (5-ACQ) e cafeina tém sido estudados tanto para discri-
minagdo das espécies quanto para avaliagdo do grau de torra, qualida-
de e propriedades funcionais do café®'2. Casal et al.® avaliaram a efici-
éncia de 4cido nicotinico, trigonelina e cafeina como discriminadores
para espécie e origem geografica. Estudando a relagdo entre ativi-
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dade antibacteriana e torra, Daglia et al.!' verificaram que a soma
dos teores de trigonelina e dcido nicotinico e a razdo entre as quan-
tidades de 5-ACQ e cafeina dependem das condi¢des de torra dos
grdos de café e podem ser usados como meio eficiente para
monitoramento do processo de torra. Bicchi et al.'? analisaram si-
multaneamente os dcidos clorogénicos em café verde e torrado, com
o objetivo de diferenciar espécies e processos de torra.

Compostos identificados como bons discriminadores para as es-
pécies Coffea arabica e canephora em outros paises no necessaria-
mente sdo eficientes para o produto brasileiro, devido ao emprego de
variedades diferenciadas. Deve-se, ainda, considerar que em muitos
estudos os compostos sdo determinados separadamente, aumentando
o tempo de andlise.

A literatura descreve vdrias técnicas por CLAE para determina-
¢do de cafeina, trigonelina, 4dcido nicotinico e 5-ACQ em cafés tor-
rados, mais usualmente empregando mecanismo de fase reversa'’
2 sendo também citado o uso de permeacgdo em gel'>2'**. Os com-
postos podem ser determinados individualmente ou associados, mas
somente Daglia e al." relatam a possibilidade de quantificac@o si-
multinea de todos os compostos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar
uma metodologia analitica simples e rdpida, que permitisse deter-
minar simultaneamente os teores de dcido nicotinico, trigonelina,
acido clorogénico (5-ACQ) e cafeina em cafés ardbica e conilon
torrados em diferentes graus.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

As amostras de café verde de origem conhecida foram obtidas
junto ao Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR, Londrina, Brasil).
Utilizou-se café ardbica da variedade IAPAR 59 e café conilon. A
torra foi realizada em torrador marca Rod-Bel e para controle do grau
de torra foi utilizado o pardmetro perda de peso da amostra (13, 17 e
20% para torra clara, média e escura, respectivamente). As amostras
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foram moidas a uma granulometria em torno de 0,5 mm, armazena-
das em sacos pldsticos e acondicionadas em camara fria a 10 °C.

Reagentes

Utilizou-se como solventes para preparo da fase mével: acetonitrila
(Carlo Erba, Duque de Caxias, Brasil) e metanol, 4dcido férmico,
dcido sulftirico (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 4cido acético gla-
cial (Synth, Diadema, Brasil) de grau cromatogréifico. A dgua em-
pregada no preparo de padrdes e solugdes foi obtida por sistema de
purificagdo e filtracdo Milli-Q (Millipore, Billencia, EUA). As fa-
ses moveis utilizadas foram filtradas em sistema Millipore de fil-
tragdo a vdcuo com membranas de 0,45 um (Millipore, Billencia,
EUA) e degaseificadas, por 30 min antes de sua utilizagdo, em
degaseificador Shimadzu, modelo DGU-2A (Kyoto, Japao).

Nas andlises foram empregados padrdes (de grau analitico) da
Sigma (Steihhein, Alemanha) de dcido caféico (4cido 3,4-diidroxi-
cindmico), acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico), dcido
cumdrico (dcido 4-hidroxi-cindmico), dcido clorogénico (dcido
1,3,4,5-tetraidroxicicloexano-carboxilico - 5-ACQ), acido nicotinico
(n-metilnicotinamida), cafeina (1,2,7-trimetilxantina) e trigonelina
(1-metilpiridinium-3-carboxilato monoidrato).

Avaliacao das condi¢des cromatograficas

Para andlise cromatografica, utilizou-se um cromatdgrafo a li-
quido Shimadzu (Kyoto, Japao), constituido de sistema de
bombeamento de solvente (duas bombas modelo LC10AD) e valvula
injetora Rheodyne, com al¢a de amostragem de 20 pL. O sistema estd
acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu
(modelo SPD-10A) conectado por uma interface (CBM-101) a um
microcomputador para processamento de dados.

Para encontrar as melhores condi¢des cromatogréficas para separa-
¢do e quantificacdo dos compostos foram testadas duas colunas de fase
reversa Spherisorb (Milford, EUA) com fase ligada de grupos alquilicos
com cadeia de 18 carbonos. As colunas possuiam mesma dimensdo e
tamanho de particula (4,6 x 250 mm, particulas esféricas de 5 um e 80 A
de porosidade), mas diferentes taxas de recobrimento (ODS-2, capeada
com 11,5% de carbono em peso, e ODS-1, ndo capeada, e 6,2% de
recobrimento). No desenvolvimento, foram estudadas como fase movel
misturas isocrdticas e gradiente de MeCN/H,0 e MeOH/H, O, testando-
se diferentes valores de pH pela adi¢do de acidos acético, formico, sulfu-
rico e fosfdrico. Foi empregada deteccdo no UV e as andlises foram
realizadas a temperatura de aproximadamente 25 °C.

A identificagdo dos compostos foi feita no préprio cromatégrafo
a liquido, com base nos tempos de retencdo dos solutos eluidos da
coluna comparados com o do padrdo e por co-cromatografia. A
quantificagdo foi feita por padronizagdo externa, construindo-se as
curvas de calibragdo, onde a drea do pico cromatogréfico foi propor-
cional a quantidade de padrao injetado.

Extracao

Como a literatura citava diferentes técnicas para preparo de
amostras®”'>'%!72* foram testadas quatro condi¢des de extragio: H,O
a 80 e 100 °C, solugdo MeOH/H,O (10:90 v/v) com 5% de acido
acético a 80 °C e solugdo MeCN/H,O (5:95 v/v) a 80 °C. As amos-
tras (0,50 g) foram extraidas com 30 mL das solugdes por 10 min e
filtradas em baldo de 100 mL em papel de filtro qualitativo. Uma
aliquota (5 mL) do filtrado foi transferida para um baldo volumétrico
(25 mL), completando-se o volume com a solugdo de extracdo. O
extrato final foi filtrado em membrana Millipore (Billerica, EUA)
de 0,45 um e injetado diretamente no cromatdgrafo.
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Avaliacdo do método

Para avaliacdo da metodologia, seguiram-se as recomendacdes
da AOAC?, estudando-se a linearidade, repetibilidade, recupera-
¢do e sensibilidade.

A linearidade do método foi determinada pela andlise em triplicata
de misturas padrdo em seis diferentes concentra¢des, construindo-se a
curva analitica e calculando-se o coeficiente de determinac@o (R?) e
nivel de significancia (p).

Para determinacdo da repetibilidade, foram analisadas cinco ex-
tracdes diferentes (0,50 g) da mesma amostra, sujeitas as mesmas con-
digdes de extragdo e andlise, no mesmo equipamento, no menor espa-
¢o de tempo possivel. Estudou-se também a repetibilidade intra-dia,
avaliando-se a mesma extra¢ao da amostra (0,50 g) com cinco repeti-
¢des ao longo do dia, e a repetibilidade inter-dias (precisio intermedi-
dria), analisando-se uma mistura padrao dos compostos, que foi pre-
parada e congelada a fim de retardar o processo de degradacio, e
injetada com intervalos de 24 h durante 5 dias.

A recuperacdo foi determinada por adi¢do do padrdo da substan-
cia em estudo a amostra de café ardbica de torra média antes da andli-
se. Primeiramente estimou-se a concentragdo das substancias no ex-
trato de café, obtendo-se teores de 0,012 g/100 g de amostra em base
seca para dcido nicotinico, 0,489 g/100 g para trigonelina, 0,475 g/
100 g para 5-ACQ e 1,350 g/100 g para cafeina. Em seguida, para
cada composto foi feita andlise adicionando-se quantidade de padrao
correspondente a 50% da concentragdo inicial. As andlises foram rea-
lizadas em triplicata.

Na determinacdo da sensibilidade do método, o limite de detec¢ao
(LD) foi estabelecido empregando-se solugdes de concentragdes de-
crescentes até o menor nivel detectdvel e o limite de quantificacido
(LQ), até o menor nivel determindvel com precisdo e exatiddo aceitd-
veis. Os valores de LD e LQ foram estimados usando as Equagdes 1 e
2%, O valor de h foi determinado pela multiplicagdo de /, por um
fator estabelecido de acordo com o perfil dos picos cromatograficos.

LD =2 C,h /h, (1)
LQ =6 C,h/h, )

onde: h = variagdo maxima do ruido; hg = altura do sinal
cromatogréfico; Cg= concentragao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo da extracio e definicio das condi¢des cromatograficas

Optou-se pela extragdo com MeCN/H, O (5:95 v/v) a 80 °C, pela
melhor resolugdo observada para os picos de dcido nicotinico e
trigonelina e por apresentar a mesma porcentagem de modificador
organico da fase mdvel no inicio da corrida cromatografica.

Inicialmente trabalhou-se com padrdes, utilizando coluna
Spherisorb ODS-2 e, como fase mével, uma mistura isocrdtica de
MeOH/solugao aquosa 0,04% de acido férmico (20:80 v/v) com pH
3,2. No detector, foi empregada uma programacdo de maneira a de-
tectar cada composto no comprimento de onda de maxima absorvancia:
trigonelina e 4cido nicotinico a 260 nm, cafeina a 272 nm e 5-ACQ a
320 nm. Nessas condicdes, a ordem de elui¢@o foi trigonelina, dcido
nicotinico, 5-ACQ e cafeina, com tempo de corrida de 35 min.

A separagio do 4cido nicotinico e trigonelina foi a principal difi-
culdade observada. A sobreposi¢do parcial dos picos foi atribuida,
principalmente, ao fato do 4cido nicotinico ser um produto de degra-
dacfo da trigonelina'”’, apresentando caracteristicas fisico-quimicas
e comportamento cromatografico semelhantes. Comparou-se a efici-
éncia, testando-se tanto o pH da fase moével dcida (variando de 2,2 a
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3,2) quanto o emprego de diferentes dcidos orgéanicos (férmico,
acético) e mineral (sulftrico). Estudou-se, também, a adi¢do de
modificador organico em diferentes propor¢des (de 10 a 35% de
metanol), empregando-se eluigdo isocrdtica e por gradiente. Optou-
se pelo emprego de fase mdvel utilizando gradiente de eluicao de
dcido acético/H,0 (5:95 v/v) e variando-se a proporgdo de metanol
de 25 a 30%. Nessas condigdes ocorria uma inversdo na ordem de
elui¢do (4cido nicotinico/trigonelina), interessante pelo fato do pico
da trigonelina apresentar cauda, que nio diminuia significativamen-
te com alteragdes no pH ou com aumento/reduc@o da polaridade da
fase mével, e do 4cido nicotinico ser encontrado em menor propor-
¢do no café.

Entretanto, ainda havia dificuldade para se obter a separagdo
dos compostos. Assim, estudou-se o emprego da coluna ODS-1, com
menor taxa de recobrimento e nio capeada, que apresentou melhor
resolugdo entre dcido nicotinico e trigonelina. Analisou-se uma
amostra real (café arabica) e observou-se que a trigonelina estava
sendo co-eluida com outros compostos ndo identificados, e que va-
riagdes no gradiente com acetonitrila ndo melhoravam a seletividade.
Como ndo se resolveu a separac@o entre a trigonelina e os interfe-
rentes, optou-se pela mudanga do modificador organico, trocando-
se metanol por acetonitrila.

Quanto as condigdes de deteccio, como a mudanga de compri-
mento de onda (A) eventualmente acarretava oscila¢oes na linha de
base e 0 A de mdxima absorvancia de trigonelina, 4cido nicotinico e
cafeina sdo préximos, optou-se por detectar os trés compostos a 272
nm e 0 5-ACQ a 320 nm.

Portanto, as andlises cromatograficas foram efetuadas empregando
uma coluna Spherisorb ODS 1 (250 x 4,6 mm, 5 um, 80A de porosidade;
Darmstadt, Alemanha), 6,2% de substitituicdo, ndo capeada, acoplada a
pré-coluna (C , Sium). A fase mével foi constituida por 4cido acético/
H,O (5:95 v/v) (A) e acetonitila (B), utilizando eluigdo gradiente de B
para A: 0 min, 5%; 5 min, 5%; 10 min, 13%, com vazio de 0,7 mL/
min. A deteccdo UV/Vis foi programada como segue: 0 a 15 min a
272 nm, 15 a 23 min a 320 nm e de 23 min até o final, 272 nm. As
andlises foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

A Figura 1 apresenta o cromatograma de mistura padrdo de 4ci-
do nicotinico, trigonelina, cafeina e 5-ACQ. Pode-se observar que a
metodologia permite, ainda, separagdo e detec¢do simultdnea dos
4cidos caf€ico, ferilico e cumadrico. A determinagdo simultanea des-
tes dcidos cinamicos podera vir a ser de interesse, uma vez que tem
sido citado o emprego como possiveis discriminadores para espécie
e grau de torra’.
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Figura 1. Cromatograma de mistura padrdo de dcido nicotinico (1),
trigonelina (2), 5-ACQ (3), dcido caféico (4), cafeina (5), dcido feriilico (6) e
dcido cumdrico (7). Condigoes: Coluna Spherisorb ODS-1, 4,6 x 250 mm, 5
um. Fase movel: gradiente de dcido acético/H,0 (5:95 v/v) (A) e MeCN (B),
0a5 —5% B; 10’ — 13% B, vazdo: 0,7 mL/min. Detec¢do: 0 a 15’ — 272 nm,
15"a 23’ 320 nm e, de 23’ até o final, 272 nm

A eficiéncia da metodologia proposta na separacdo de dcido
nicotinico, trigonelina, cafeina e 5-ACQ pode ser observada na
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Figura 2, onde se verifica uma resolugdo satisfatéria dos picos
em um tempo de andlise relativamente curto (~35 min) para
extratos de café ardbica, com torra clara (A) e escura (B), e café
conilon com torra escura (C).

Os tempos médios de reten¢do para 15 injecdes de mistura pa-
drdo ao longo de vdrios dias foram de 7,5 + 0,1 min para 4cido
nicotinico, 8,3 + 0,2 min para trigonelina, 20,2 + 0,4 min para 5-
ACQ e 30,6 = 0,5 min para cafeina. Pode-se observar que a variabi-
lidade dos tempos no método proposto foi pequena (CV<2%).
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Figura 2. Cromatogramas dos extratos de amostra de café ardbica com torra
clara (A) e escura (B) e conilon com torra escura (C). Picos: dcido nicotinico
(1), trigonelina (2), 5-ACQ (3) e cafeina (4). Condigoes: Coluna Spherisorb
ODS-1, 4,6 x 250 mm, 5 um. Fase movel: gradiente de dcido acético/HZO
(5:95v/v) (A) e MeCN (B), 0a 5’ — 5% B; 10’ — 13% B, vazdo: 0,7 mL/min.
Detec¢do: 0 a 15" =272 nm, 15" a 23’ — 320 nm e, de 23’ até o final, 272 nm

Avaliacdo do método

As curvas de calibracio mostraram-se lineares na faixa estudada
e com alta correlagdo (R*acima de 0,99 para p < 0,001), em interva-
los de concentrag@o de 0,10 a 1,20 mg/L para 4cido nicotinico,
1,00 a 12,0 mg/L para trigonelina, 0,20 a 22,0 mg/L para 5-ACQ e
10,0 a 25,0 mg/L para cafeina.

Quanto a precisio da metodologia, avaliando-se a repetibilidade
entre 5 extragdes consecutivas, observou-se que o maior CV foi cor-
respondente ao dcido nicotinico (6,4%) que, devido a sensibilidade
a torra, encontrava-se em concentracdes mais baixas que os outros
compostos nas amostras analisadas. Para os ensaios de repetibilidade
intra e inter-dias (precisdo intermedidria), foram observados CV
inferiores a 5% para todos os compostos (Tabela 1). Na literatura
sdo relatados CV variando de 3 a 7% para cafefna, 3 a 6% para
trigonelina e 3 a 5% para 4cido clorogénico total, empregando-se
diferentes metodologias para andlise em cafés verde e instanta-
neo*'?2, Para café torrado séo apresentados valores de repetibilidade
de 1,3 e 1,1% para trigonelina e cafeina, respectivamente'®.

Os ensaios para verificagdo da exatiddo do método forneceram va-
lores de 95, 103 e 104% para trigonelina, 5-ACQ e cafefna, respectiva-
mente, indicando que a recuperagio foi eficiente e dentro da faixa
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Tabela 1. Coeficiente de variacdo em porcentagem (CV%)* para os ensaios
de repetibilidade de dcido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina

Compostos Entre extra¢des(%) Intra-dia(%) Inter-dia (%)
Acido nicotinico 6,4 4,8 2,1
Trigonelina 4,4 1,5 3,7
5-ACQ 3,3 0,7 4,1
Cafeina 2,2 1,7 3,9

*Correspondente a 15 andlises.

citada na literatura. Para trabalhos que utilizaram condi¢des de extra-
¢do semelhantes sdo descritos valores de recuperac@o no café torrado
de 99 a 103% para cafeina'®'® e 98% para trigonelina'®. Nogueira et
al.* relatam recuperagéo de 100, 91% e 98% para 5-ACQ, trigonelina
e cafeina, e Chambel et al.”®, valores entre 88 ¢ 94% e 74 e 77% para
5-ACQ e cafeina. Para dcido nicotinico foi observada recuperacdo de
89%, mas ndo se encontrou dados na literatura para comparagao.

Os limites de detecgdo e de quantificagdo do sistema
cromatografico para dcido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina
foram calculados conforme descrito anteriormente. Como na litera-
tura € citado apenas que /i, necessita ser de duas a dez vezes maior
que h , optou-se por trabalhar com um valor correspondente a 10
vezes para trigonelina e 4cido nicotinico, que apresentavam menor
absortividade e pior resolugdo, e, para os demais compostos, uma
razdo igual a 6.

Obteve-se LD de 0,04 ug mL"' para 5-ACQ e cafeina, e 0,15 ¢ 0,01
pg mL! para trigonelina e dcido nicotinico, respectivamente. Na litera-
tura sdo relatados, para café torrado, limites de 0,1 a 0,05 pg mL"! para
cafena e 0,15 pg mL"! para trigonelina'®*. Os limites de quantificacdao
obtidos seriam, convertendo-se para massa de analito por massa de
amostras de café, correspondentes a 0,012 g 100 g', para 5-ACQ e
cafeina, e 0,045 e 0,0028 g 100 g para trigonelina e dcido nicotinico,
respectivamente. Esses valores sdo muito inferiores aos usualmente
encontrados nas amostras comerciais, conforme pode ser verificado na
discussdo a seguir, demonstrando a sensibilidade do método.

Os teores dos compostos para algumas das amostras estudadas
estdo na Tabela 2, mostrando que o método foi eficiente para avalia-
¢do em diferentes espécies (ardbica e conilon) e graus de torra.

Tabela 2. Teores* de dcido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina
para cafés ardbica e conilon em diferentes graus de torra

Tipo Arabica** Conilon**
Torra Escura Média Clara
Acido nicotinico 0,009 0,001 0,012 £ 0,000 0,032 + 0,001
Trigonelina 0,297 £0,009 0,489 = 0,006 0,683 = 0,011
5-ACQ 0,26 + 0,01 0,47 + 0,02 2,01 +0,08
Cafefna 1,36 = 0,06 1,35 + 0,05 2,25 +0,13

* g da substancia por 100 g de amostra em base seca; ** média de
duplicata + desvio padrao.

Para cafeina, que possui estabilidade a torra*?’, foram observa-
dos valores de 1,35 a 2,25 g 100 g, para café ardbica e conilon,
respectivamente (Tabela 2). Maiores teores de cafeina sdo sempre
relatados para a espécie conilon. Daglia et al.'' descreveram teores
de 0,88 a 1,23 g 100 g de amostra para ardbica e 1,57 a 2,20 g 100
¢! para conilon. A variagdo da cafeina em cafés torrados de diver-
sos paises, encontrada por Casal et al.®, foi de 1,21 a 1,61 g 100 g'!
(ardbica) e 2,08 a 2,68 g 100 g' (conilon). Os mesmos autores'
relataram teor de 1,24 g 100 g para café ardbica brasileiro. Monteiro
e Trugo®, estudando dez amostras de café comerciais do Brasil en-
contraram variacdo de 0,8 a 1,4 g 100 g'.
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Para 5-ACQ, cujos teores variam em funcio da espécie e da tor-
ra®3!, foram observados valores de 0,26 g 100 g para café ardbica
com torra escura a 2,01 g 100 g para conilon com torra clara (Tabela
2). Trugo e Macrae®! relataram teores de 0,1 a 1,21 g 100 g' e 0,05 a
1,39 g 100 g para cafés ardbica e conilon, respectivamente, torrados
em diferentes graus. Daglia et al.!!, para amostras de diversas ori-
gens geograficas, obtiveram valores no intervalo de 0,14 (Costa Rica)
a2,17 g 100 g' (Guatemala) para a espécie ardbica. Para café ardbica
brasileiro, foi relatada menor variagéo: de 0,32 a 2,03 g 100 g' de
café. As concentracdes para conilon variaram de 0,08 (Indonésia) a
3,04 g 100 g (Costa do Marfim). Monteiro e Trugo® relataram valo-
res de 0,11 a 0,596 g 100 g para cafés brasileiros comerciais com
graus de torra tradicional (média) a extra-forte.

Com relacdo a trigonelina, em que a concentragio também € de-
pendente da espécie e torra??, obtiveram-se teores de 0,297 g 100 g'!
para café ardbica com torra escura a 0,683 g 100 g para conilon com
torra clara (Tabela 2). Foram relatados para conilon variagdes de 0,632
até 0,097 g 100 g do café verde ao mais torrado, e para o café ardbi-
ca, a variagdo nas mesmas condicoes foi de 0,89 a 0,049 g 100 g .
As concentragdes determinadas por Daglia ef al."' variaram de 0,531
20,990 g 100 g para ardbica com torra correspondente a 13,5 % de
perda de peso, e de 0,080 a 0,446 g 100 g! para conilon de torra mais
intensa (20% de perda de peso), para cafés de diversos paises.
Monteiro e Trugo® relatam valores de 0,2 a 0,5 g 100 g para cafés
brasileiros com torra de média a extra-forte.

Para o 4cido nicotinico, que tanto é formado quanto degradado
durante a torra dependendo das condigdes de processo'*"?, foram
obtidos teores de 0,009 g 100 g para café ardbica com torra escura
20,032 g 100 g' para conilon com torra clara (Tabela 2). Para 4cido
nicotinico sdo, usualmente, relatadas concentragdes mais baixas que
para os outros compostos em estudo, principalmente em condigdes
de torra mais severa. Casal et al.” relataram concentragdo de 0,017
€ 0,013 g 100 g' para cafés ardbica e conilon em condi¢des de torra
com 22% de perda de peso. Daglia er al.'' descreveram que o teor
maximo de dcido nicotinico obtido para amostras com 20% de per-
da de peso foi de 0,02 g 100 g, e para védrias amostras ndo foi
detectado 4cido nicotinico nesse grau de torra.

CONCLUSOES

A melhor condigio para separacdo e quantificacdo simultanea de
4cido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e cafeina foi conseguida utilizan-
do-se uma coluna de fase reversa Spherisorb ODS-1, empregando-se
como fase mével gradiente de dcido acético/H,O (5:95 v/v) e MeCN e
detecgdo no UV com comprimento de onda programavel. A melhor
condi¢do de extragdo foi obtida utilizando-se solugdo de MeCN/H,O
(5:95 v/v) a 80 °C por 10 min. As curvas de calibragdo mostraram-se
lineares na faixa estudada e observou-se adequada recuperagio (de 90
a 105%) e repetibilidade. O limite de deteccio dos compostos (0,01;
0,15; 0,04 e 0,04 ug mL"! para dcido nicotinico, trigonelina, 5-ACQ e
cafefna, respectivamente) foi abaixo dos teores médios encontrados no
café, permitindo a quantificacdo com seguranca. O método foi testado
com cafés ardbica e conilon com diferentes graus de torra, mostrando-
se eficiente e rapido (~35 min) e permitindo ainda a separac@o e iden-
tificacdo dos dcidos caféico, cumadrico e fertilico.
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