
Resumo

Acidez é uma característica típica e até certo ponto desejável para o café. Entretanto, 
se elevada, pode ser considerada um defeito. Pouco é conhecido sobre os ácidos en-
contrados na bebida e sua influência sobre o pH e acidez percebida. Métodos de estu-
do destes compostos em café solúvel não têm encontrado sucesso na determinação de 
diferentes classes de ácidos. Um método utilizando cromatografia líquida em fase re-
versa foi desenvolvido para determinação simultânea de ácidos carboxílicos e fenólicos 
em café solúvel. O método utilizou como fase móvel um gradiente de ácido sulfúrico 
(pH 2,5) e acetonitrila. As amostras de café solúvel foram diluídas para a concentração 
adequada, filtradas e diretamente injetadas em coluna Spherisorb ODS-2. Um detector 
de arranjo de diodos foi utilizado com registro a 210nm para ácidos carboxílicos e 
278nm para fenólicos. A identificação dos compostos foi realizada através do tempo 
de retenção, co-cromatografia e espectro no UV. O método foi avaliado quanto aos 
parâmetros de linearidade, repetibilidade, exatidão e robustez. Em tais condições foi 
possível identificar numa mesma corrida ácidos carboxílicos (quínico, tartárico, málico, 
acético, cítrico, piroglutâmico) e ácidos fenólicos (5- cafeoilquínico; 3-cafeoilquínico e 
ferúlico), além de cafeína, furfural e 5 hidroxi-metil-furfural. O tempo de corrida total 
foi de 70 minutos. Os parâmetros de validação testados permitem-nos considerar 
o método linear, preciso e exato. Apenas ácido tartárico apresentou coeficiente de 
variação superior a 10% para testes de linearidade na faixa analisada. Testes de ro-
bustez mostraram que pH da fase móvel deve ser rigorosamente controlado para boa 
repetibilidade. O método pode, portanto, ser utilizado em análises de rotina em café 
solúvel, sem a necessidade de preparo prévio da amostra, permitindo identificar numa 
única corrida os ácidos carboxílicos e fenólicos, relacionando-os então com a acidez 
da bebida.
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Summary

Acidity is a typical characteristic and it can be desirable for the coffee brew. However, 
high acidity can be considered a defect. Little is known about acids present in the brew 
and its influence on pH and perceived acidity. Methods of study of these compounds 
in soluble coffee did not succeed in the determination of different structures of acid. 
A method using liquid chromatography in reversed phase was developed for simulta-
neous determination of phenolic and carboxylic acids in soluble coffee. The method 
used as eluent a gradient of sulfuric acid (pH 2,5) and acetonitrile. The soluble coffee 
samples were diluted for the adjusted concentration, filtered and directly injected in 
column Spherisorb ODS-2. A photodiode array detector was used with 210nm regis-
ter to carboxylic acids and 278nm to phenolics. The identification of compounds was 
carried through the time of retention, co-chromatography and spectrum in the UV. 
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Introdução

A acidez da bebida do café, junto com aroma sempre 
foi reconhecida como um importante atributo de qualida-
de sensorial.  Acidez elevada, porém, pode ser considera-
da um defeito. Uma acidez elevada pode estar relacionada 
ao desenvolvimento da planta em regiões de alta altitude 
e em solos vulcânicos, bem como a determinadas con-
dições de processamento. Grãos processados via úmida, 
por exemplo, apresentam acidez relativamente maior do 
que os mesmos processados via seca. A acidez será tam-
bém dependente do grau de torra, tipo de torra e preparo 
da bebida (1).

Assim, uma relação das características sensoriais e dos 
compostos ácidos presentes na bebida tem sido alvo de 
grande interesse. Os ácidos encontrados em café verde 
e torrado já foram estudados por diferentes procedimen-
tos, incluindo cromatografia gasosa e líquida. Entretanto, 
métodos de cromatografia gasosa são considerados traba-
lhosos e não aplicáveis a um grande número de amostras. 
Recentemente a técnica de eletroforese capilar vem se 
destacando na identificação de ácidos orgânicos de cadeia 
curta em amostras aquosas complexas com alta eficiência 
e mínimo trabalho na preparação da amostra (2). Porém, 
quando da indisponibilidade do equipamento a técnica 
de cromatografia líquida pode ser adequada para deter-
minação de vários ácidos presentes na bebida. Devido à 
presença de ácidos carboxílicos e fenólicos no café, este 
trabalho teve como objetivo utilizar uma metodologia uti-
lizando cromatografia líquida de alta eficiência aclopada a 
um detector de arranjo de diodos, na qual as duas classes 
de ácidos são determinadas simultaneamente.

Material e Métodos

Desenvolvimento do método analítico para 
determinação de ácidos orgânicos e fenólicos

Condições cromatográficas: (Modificação da metodo-
logia descrita por Benassi & Cecchi, 1998 (3).

As análises foram realizadas em um cromatógrafo lí-
quido da marca Dionex, com detector de arranjo de dio-
dos.  Utilizou-se uma coluna C-18 – Spherisorb ODS-2, 
4,6mm x 250mm, partículas esféricas de 5μm; precedida 
por coluna guarda. Utilizou-se como fase móvel ácido sul-
fúrico e acetonitrila. 

As condições cromatográficas definidas na corrida es-
tão descritas a seguir:

Fase móvel: Gradiente de solução de ácido sulfúrico 
pH 2,5 (A) e acetonitrila (B)

0 - 10 min: 100% A
10 - 20 min: 17,5% B
20 - 30 min: 27,5% B
Vazão: 0,5mL/min
Temperatura: 28°C
Detecção: 210 nm para ácidos orgânicos; 278 nm para 

compostos fenólicos
Preparo da amostra: O preparo da amostra foi realizado 

de acordo com Chambel et al., 1997. (4). Após o preparo 
(dissolução em água fervente) o pH das amostras foi ajustado 
para 2,5 com H2SO4. Para análise de robustez, utilizou pó e 
extrato da amostra. Os extratos foram simplesmente diluídos 
quando necessário e o pH ajustado. Procedimento de limpeza 
em cartuchos SEP-PAK C18 foi avaliada, porém retenção dos 
ácidos fenólicos foi observada. 
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The method was evaluated to the parameters of linearity, repeatability, accuracy and 
robustness. In such conditions it was possible to identify in the same run carboxylic 
acids (quinic, tartaric, malic, acetic, citric, pyroglutamic) and phenolic acids (5- ca-
feoylquinic; 3-cafeoylquinic and ferulic). Caffeine, furfural and 5 hydroxymethylfurfural 
can be identified too. The total chromatography run time was 70 minutes. The tested 
parameters of validation allowed considering the method linear, precise   and accurate. 
But acid tartaric presented relative standard deviations superior to 10% for tests of li-
nearity. Tests of robustness had shown that pH of the mobile phase must be rigorously 
controlled for good repeatability. The method can be used, therefore, in analyses of 
routine in soluble coffee, without the necessity of previous preparation of the sample, 
allowing identifying in an only run phenolic and carboxilic acids, relating them then 
with the acidity of the drink.
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Validação da metodologia

A metodologia foi avaliada quanto aos parâmetros de 
linearidade, repetibilidade (precisão), robustez, exatidão 
e limites de detecção e quantificação. Para obtenção da 
linearidade as concentrações abrangeram a faixa de 50 a 
150% da concentração alvo de cada composto, sendo que 
a determinação para cada concentração foi feita em tripli-
cata a partir de preparações independentes de padrões. 
A exatidão foi determinada por meio da porcentagem de 
recuperação média das amostras fortificadas em três ní-
veis, em triplicata (5). A precisão do método foi determi-
nada em termos de repetitividade. Os experimentos da 
robustez foram definidos segundo o planejamento fatorial 

Plackett-Burman, no qual foi avaliada a influência de sete 
variáveis independentes na variável resposta (concentra-
ção de cada composto). As variáveis avaliadas foram: tipo 
de amostra (pó ou extrato); pH da amostra; pH da fase 
móvel; temperatura do forno cromatográfico; vazão na 
bomba; analista e temperatura de extração da amostra. 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram 
calculados de acordo com parâmetros da curva analítica (6).

Resultados e Discussão

No desenvolvimento da metodologia foi testado em 
substituição à acetonitrila o solvente metanol, por ser 
menos tóxico e mais barato, porém este provocou uma 
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Tabela 1. Resultados obtidos nos diferentes parâmetros validados

Compostos Faixa 
estudada r Repetitividade Recuperação LD L Q

  (ug/mL)   (CV %) (%) (ug/mL) (ug/mL)

tartárico 10 - 35 0,937 16,87 .... .... ....

quínico 200 - 550 0,999 4,08 106,81 28,93 96,42

málico 10 - 35 0,995 24,50 .... 2,14 7,15

acético 15 - 50 0,995 6,76 100,06 0,64 2,14

cítrico 30 - 120 0,998 5,84 104,76 3,92 11,31

piroglutâmico 20 - 60 0,997 2,77 117,86 4,19 13,97

3-ACQ** e 4-5 ACQ 50 - 150 0,998 3,08 111,93 7,38 24,61

ferúlico 2 - 20 0,999 1,34 87,86 0,62 2,00

**ACQ – ácido cafeoilquínico

Figura 1. Perfil cromatográfico obtido para padrões de compostos presentes em café solúvel



pronunciada elevação na linha de base durante o gradien-
te. Assim, optou-se pela utilização de acetonitrila. Após 
definição das melhores condições de análise o processo 
de validação foi iniciado. Os compostos foram identifica-
dos por comparação de seus espectros com de seus res-
pectivos padrões, co-cromatografia e tempo de retenção.

A Tabela 1 apresenta o coeficiente de correlação (r) ob-
tido para linearidade, a porcentagem de recuperação nos 
testes de exatidão, os valores do coeficiente de variação 
(CV) (%) nas condições de repetibilidade e os limites de 
detecção e quantificação para os diferentes compostos. 

Pode-se observar que com exceção do ácido tartári-
co, os demais compostos apresentaram um coeficiente de 
correlação de 0,99 dentro da faixa estudada. Para o parâ-
metro repetitividade apenas os ácidos tartárico e málico, 
apresentaram C.V. acima de 10%. Os demais compostos, 
entretanto, apresentam-se dentro dos limites de variação 
aceitáveis estabelecidos por (7). 

Na avaliação da exatidão e LD e LQ tartárico e máli-
co foram, portanto, desconsiderados. A exatidão medida 
pela porcentagem de recuperação para os demais com-
postos variou de 87,86 a 117,86% encontrando-se dentro 
dos limites permitidos (7). 

Conforme observado na Tabela 1, a faixa de estudo e 
trabalho para todos os compostos apresenta-se acima dos 
limites de detecção e quantificação calculados podendo, por-
tanto, serem detectados e quantificados com segurança.

Os resultados de robustez mostraram que todos os 
parâmetros estudados foram significativos pelo menos 
para um dos compostos detectados (dados não apresen-
tados) e devem, portanto, ser rigorosamente controlados 
para que se tenha uma resposta confiável. Pequenas alte-
rações nas condições cromatográficas foram suficientes 
para mudanças no perfil de eluição e da resolução entre 
picos adjacentes. 

A Figura 1 apresenta um cromatograma para padrões 
obtidos nas condições cromatográficas descritas. Pode-
mos observar que além da determinação dos compostos 
ácidos acima estudados, é possível na mesma corrida a 
identificação e quantificação de cafeína, furfural e hidroxi-
metilfurfural; oferecendo uma grande vantagem para análi-
se da bebida do café, onde a identificação destes compos-
tos pode ser de interesse.

Outras metodologias já foram utilizadas para determi-
nação de ácidos orgânicos em bebida. Entre as mais recen-
tes está a técnica de eletroforese capilar. Através desta, 
foram identificados 17 ácidos orgânicos de cadeia curta: 
oxálico, fórmico, fumárico, mesacônico, succínico, malei-
co, málico, isocítrico, cítrico, acético, citracônico, glicóli-
co, propiônico, láctico, furanóico, piroglutâmico, quínico 
e ainda nitrato (8). Cromatografia líquida de troca iônica 
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R e f e r ê n c i a s

também tem sido utilizada na detecção de ácidos orgâni-
cos em diferentes bebidas (9). Entretanto, nas duas últi-
mas, compostos fenólicos, bem como furfurais e cafeína, 
não podem ser detectados. Desta maneira, o método de-
senvolvido torna-se interessante já que pode detectar os 
principais ácidos orgânicos da bebida associados a outros 
compostos que também apresentam importante indicação 
de qualidade da bebida. 

Podemos concluir, portanto, que, dentro das condi-
ções estudadas os ácidos quínico, acético, cítrico, piroglu-
tâmico, 3 ACQ e 4-5 ACQ e ferúlico, podem ser identifi-
cados e quantificados com segurança.


