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RESUMO 

Aproximadamente 11,4 milhões de toneladas de subprodutos sólidos e uma crescente 

quantidade de águas residuais serão geradas durante a safra de café de 2020/21. Atualmente, 

não há usos que realmente agreguem valor para esses subprodutos que potencialmente 

ameaçam o meio ambiente. Este trabalho apresenta a investigação química mais abrangente de 

subprodutos do café coletados das fazendas às fábricas, incluindo oito nunca investigados 

anteriormente. Vinte compostos foram encontrados pela primeira vez em subprodutos do café, 

incluindo bioativos, como: neomangiferina, kaempferol-3-O-rutinosídeo, lup-20(29)-en-3-ona 

e ácido 3,4-dimetoxicinâmico. Cinco subprodutos gerados dentro de uma fábrica apresentaram 

teores de cafeína (53,0-17,0 mg.g-1) e/ou ácido clorogênico (72,9-10,1 mg.g-1) comparáveis 

aos grãos de café, enquanto as folhas maduras da poda de plantas apresentaram não apenas alto 

teor de ambos os compostos (16,4 e 38,9 mg.g-1, respectivamente), mas também de 

mangiferina (19,4 mg.g-1), além de uma variedade de flavonóides. Esses subprodutos 

representam uma fonte de uma variedade de compostos bioativos e podem ser explorados com 

potenciais benefícios econômicos e certamente ambientais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras - chave: biorrefinaria, subprodutos agroalimentares, valorização de resíduos, 

extração em duas fases líquidas, UHPLC-PAD / UV-ESI-QTOF-MS / MS, GC-MS. 
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ABSTRACT 

Approximately 11.4 million tonnes of solid by-products and an increased amount of 

waste water will be generated during the 2020/21 coffee harvest. There are currently no truly 

value-adding uses for these potentially environmentally threatening species. This work presents 

the most wide-ranging chemical investigation of coffee by-products collected from farms to 

factories, including eight never previously investigated. Twenty compounds were found for the 

first time in coffee by-products including the bioactive neomangiferin, kaempferol-3-O- 

rutinoside, lup-20(29)-en-3-one and 3,4-dimethoxy cinnamic acid. Five by-products generated 

inside a factory showed caffeine (53.0-17.0 mg.g-1) and/or chlorogenic acid (72.9-10.1 mg.g- 

1) contents comparable to coffee beans, while mature leaf from plant pruning presented not 

only high contents of both compounds (16.4 and 38.9 mg.g-1, respectively), but also of 

mangiferin (19.4 mg.g-1) besides a variety of flavonoids. Such by-products are a source of a 

range of bioactive compounds and could be explored with potential economic and certainly 

environmental benefits. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: biorefinery, agri-food by-products, waste valorization, two-liquid phase 

extraction, UHPLC-PAD/UV-ESI-QTOF-MS/MS, GC-MS. 
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1. INTRODUCÃO  

O café é uma das bebidas mais populares em todo o mundo, resultando num rendimento 

industrial em cerca de US $ 200 bilhões anualmente (Abdelwareth et al., 2021). Como consequência 

do aumento do consumo da bebida, a produção global de grãos de café, que é a matéria-prima para 

o café torrado que chega à mesa dos consumidores, é estimado em 10,5 milhões de toneladas na 

safra 2020/21 (International Coffee Organization [ICO], 2021). 

O termo "grãos de café" não se refere a um fruto de café inteiro, mas a um produto pré- 

processado obtido após a retirada dos envelopes que cobrem o grão comercializável (endorsperma). 

Estes são: casca (pericarpo, 12%), polpa (mesocarpo externo, 29%), mucilagem (mesocarpo, 6-8%), 

pergaminho (endocarpo, 6,1%) e película prateada (espermoderma, 1,2%) (Figura 1) (Janissen & 

Huynh, 2018; Mirón-mérida et al., 2019; Santos et al., 2021). Este último às vezes é removido 

somente durante a torrefação na fábrica final (Rattan et al., 2015). 

 

Figura 1. Camadas do fruto de café. 

 Os grãos de café podem ser obtidos usando um processo seco, úmido ou semi-úmido. 

Enquanto todas as camadas são removidas mecanicamente pelo primeiro, tanto no processo úmido 

quanto no semi-úmido a polpa é removida com o auxílio de água (Figura 2) (Rattan et al., 2015). 

Não importa qual processo seja adotado, cerca de 1,1 tonelada de subprodutos do café (casca, polpa, 

mucilagem, pergaminho e película prateada) são gerados por tonelada da commodity grãos de café 

(Janissen & Huynh, 2018; Mirón-mérida et al., 2019; Santos et al., 2021). Assim, pode-se estimar 

que somente nesta etapa da cadeia produtiva do café aproximadamente 11,4 milhões de toneladas 

de subprodutos serão gerados em todo o mundo somente na Colheita de 2020/21. Em relação aos 

processos que utilizam água, esta costuma ser descartada diretamente no meio ambiente. Devido à 

natureza polar de muitos metabólitos especializados encontrados nos frutos do café, como cafeína, 
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ácidos cafeoilquínicos, taninos e carboidratos (Santos et al., 2021), eles podem ser extraídos pela 

água, levando a um potencial acúmulo destes metabólitos no solo e na água. Uma vez que os grãos 

de café entram na fábrica final, novos subprodutos são gerados, como grãos de café defeituosos, a 

película prateada se não for removida nas etapas anteriores, café torrado moído rejeitado durante o 

controle de qualidade final, pó de café removido de máquinas de torrefação durante a limpeza e 

borra de café gerado na produção de café solúvel (Santos et al., 2021; Iriondo-DeHond et al., 2019). 

 

Figura 2. Processamento de frutos de café e alguns subprodutos ou resíduos gerados até o nível de 

commodity. 

Apesar da grande quantidade de subprodutos gerados nas diferentes etapas da cadeia 

produtiva do café, os tratamentos atuais são inadequados ou realmente não agregam valor à cadeia. 

A casca e a polpa do café são utilizadas pelos vários sistemas biológicos agricultores para alimentar 

ruminantes, apesar da presença de substâncias tóxicas para esses animais, como cafeína e taninos. 

Outra prática comum é adicionar esses subprodutos no solo para atuar como fertilizante, mesmo que 

essa prática cause a contaminação do solo e águas, principalmente devido à presença de cafeína, um 

produto químico persistente com efeitos tóxicos em vários sistemas biológicos (Janissen & Huynh, 

2018; Marín-Tello et al., 2020). Por outro lado, esses subprodutos podem ser fonte de compostos de 

alto valor agregado, abrindo possibilidade de transformar materiais ambientalmente problemáticos 

em matérias-primas para extração de compostos bioativos e polímeros ( Marín-Tello et al., 2020; 

Mata et al., 2018). No entanto, em nosso melhor conhecimento, apenas oito tipos de subprodutos da 

cadeia produtiva do café (polpa, casca, pergaminho, película prateada, borra de café, grãos de café 

defeituosos, folhas e resíduos de sementes verdes) foram investigados anteriormente e na maioria 

dos estudos não foi realizado uma abordagem metabolômica não direcionada (Castro et al., 2018; 
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Mirón- mérida et al., 2019; Santos et al., 2021; Mendonça et al., 2008; Mata et al. 2018; Iriondo- 

DeHond et al., 2019; Nzekoue et al., 2020; Chen et al., 2020). Em geral, ácidos fenólicos, alcalóides, 

flavonóides e xantonas são relatados (Nzekoue et al., 2020) juntamente com várias propriedades 

benéficas a saúde associados a eles. Por exemplo, o ácido clorogênico, o principal ácido fenólico do 

café, é um estimulador do sistema nervoso central (SNC), exibe atividades antioxidantes, 

antibacterianas, hepatoprotetoras, cardioprotetoras, anti-inflamatórias, neuroprotetoras e 

antiobesidades, podendo ser usado como um aditivo alimentar natural para substituir os antibióticos 

sintéticos (Lu et al., 2020); Cafeína, um alcalóide que é relatado na iteratura presente em todas as 

partes da fruta do café, é um estimulante do SNC e uma substância diurética bem conhecida, também 

apresenta ações de antienvelhecimento, fotoprotetoras, antioxidantes, anticelulites e antiacnes, 

sendo incorporado como um ingrediente funcional em uma variedade de produtos farmacêuticos, 

cosméticos e formulações nutracêuticas (Bravo et al., 2012; Santos et al., 2021). Quercetina, um 

flavonóide que foi encontrado na casca e pele prata do café, exibe propriedades antifúngicas, 

anticarcinogênicas, hepatoprotetoras, citotóxicas, entre outras (Batiha et al. 2020; Esquivel et al., 

2020; Han et al., 2007; Nzekoue et al., 2020). Além disso, mangiferina, uma xantona relatada em 

folhas de café, apresenta atividades antidiabéticas, anti-hiperlipidêmicas, antioxidantes, antivirais e 

neuroprotetoras (Chen et al., 2018; Liu et al., 2019). 

2. OBJETIVO 

 Este trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a composição metabólica 

de uma gama de subprodutos e resíduos gerados na cadeia produtiva do café. Para isso, (i) quinze 

diferentes subprodutos, oito deles investigados pela primeira vez neste trabalho, foram coletados 

em fazendas, em uma cooperativa de cafeicultores, em uma produtora de extrato padronizado e em 

uma fábrica de grãos de café torrado, (ii) uma nova e abrangente extração de duas fases líquidas foi 

desenvolvida a partir de subprodutos  de café selecionados a fim de extrair compostos polares e não 

polares de uma só vez, (iii) em seguida foi aplicado a todos os subprodutos disponíveis, permitindo 

a identificação provisória de uma gama de compostos em todos os subprodutos, (iv) um novo 

procedimento de separação e extração quantitativa para avaliar o conteúdo de compostos bioativos 

selecionados em subprodutos do café foi desenvolvido, validado e aplicado para todas as amostras, 

e (v) a  química do novo procedimento analítico foi avaliada em comparação com métodos de 

referência. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Um esquema do fluxo de trabalho experimental é mostrado na Figura 3, sendo as 

informações detalhadas fornecidas a seguir.  

 

Figura 3. Esquema do fluxo de trabalho experimental. 

 

3.1 Solventes e reagentes 

Cafeína (98,8%), ácido 5-O-cafeoilquínico (>99,9%), Aminoetiléster do ácido 

difenilborínico (97%), p-anisaldeído (98%), n-heptano (99%), ácido fórmico (99,8%) foram 

adquiridos de Sigma-Aldrich (EUA). A mangiferina (>99,9%) foi adquirida de European 

Pharmacopoeia Standard (França). 4000 USP polietilenoglicol e acetato de n-butila (99,5%) foram 

adquiridos da LS Chemicals (Índia). EtOH (≥99,9%), acetonitrila (˃99,9%), MeOH (99,8%), n-

heptano (99%), diclorometano (99,8%) e acetato de etila (99,5%) foram adquiridos da Merck 

(Alemanha). 
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3.2 Subprodutos de café 

Quinze subprodutos da colheita e processamento do café foram coletados em duas fazendas 

(nas cidades de Botucatu e Pardinho, São Paulo, Brasil), em uma cooperativa de cafeicultores 

(cidade de São Manuel, São Paulo, Brasil), em um grande produtor de extratos padronizados (cidade 

de Botucatu, São Paulo, Brasil) e em uma grande fábrica de café torrado em pó (Estado de São 

Paulo, Brasil). Informações precisas sobre onde as amostras foram coletadas são fornecidas na 

Tabela 1. Películas prateada torradas obtidas na fase de torra (PT); O pó de café torrado que retornou 

à empresa, denominado “resíduo de café torrado ”(RCT); Café em pó torrado que não passou no 

controle de qualidade final da fábrica, denominada “café torrado em pó reprovado” (CTPR); 

Películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati (PTBR) ou por um tambor probat 

(PTPR); Grãos de café verdes que foram refutadas devido ao seu pequeno tamanho, denominado 

“grãos de café verdes defeituosos” (GCVD); Pó desprendido de grãos de café verde (PDGCV) 

obtido durante a separação dos grãos por tamanho em um grande café fábrica; Uma mistura de casca 

de café e pergaminho coletada em uma fazenda (CP); Bagaço de café verde coletado após um 

processo de extração industrial em um importante produtor de extratos botânicos padronizados 

(BCVI); Folha madura de café coletada imediatamente após o cafeeiro ser podado (FMC); Folha 

seca de café coletada do solo em uma lavoura de café (FSC); Galho de café seco (GSC); Polpa de 

café (POLPA) e água residual usada em um processamento de café semi-úmido (rH2O). Por último, 

a borra de café (BC) foi gerada em um laboratório seguindo uma receita de preparação de bebida de 

café local (no estado de São Paulo, Brasil). Resumidamente, 80 g de café torrado e moído foi 

percolado com 1 L de água destilada, a 90º C. Em seguida, a borra do café foi removida do filtro de 

papel e processado como descrito a seguir na subseção 3.3.  
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Tabela 1. Amostras de subprodutos do café investigadas neste trabalho, seus códigos utilizados ao 

longo do texto e local de geração (coleta).  

Subproduto de café Código da amostra Origem 

Película prateada torrada  PT  

 

 

Fábrica em São Paulo, Brazil.  

Resíduo de café torrado RCT 

Café torrado em pó reprovado CTPR 

Películas prateadas torradas e peletizadas 

em tambor brambati 

PTBR 

Películas prateadas torradas e peletizadas 

em tambor probat   
PTPR 

Grãos de café verdes defeituosos  GCVD 

Pó desprendido de grãos de café verde PDGCV 

Borra de café  1 BC 

Casca+pergaminho CP Pardinho, São Paulo, Brazil (latitude 

23°06'13.3"S; longitude 

48°23'53.5"W; altitude ≈950m 

acima do nível do mar) 

Bagaço de café verde após extração 

industrial 

BCVI Botucatu, São Paulo, Brazil (latitude 

22°52'23.2"S; longitude 

48°28'43.5"W; altitude ≈870m 

acima do nível do mar) 

Folhas maduras de café FMC Botucatu, São Paulo, Brazil (latitude 

22°50'36.4"S; longitude 

48°25'38.4"W; altitude ≈760m 

acima do nível do mar) 

Folhas de café secas FCS 

Galho secos de café  GSC 

Polpa POLPA Pardinho, São Paulo, Brazil (latitude 

22°48'28.1"S; longitude 

48°36'10.2"W; altitude ≈750m 

acima do nível do mar). 

Água residual de processamento semi-

úmido 

rH2O 

1Este foi produzido em laboratório a partir de café moído produzido na mesma fábrica onde foram recolhidos 

os sete subprodutos listados inicialmente.  

 

3.3 Extração de amostras para perfil metabólico  

As amostras sólidas foram secas em estufa com circulação forçada de ar a 30 ° C, por 48 h. 

Em seguida, aqueles que não foram obtidos em pó foram moídos em moinho analítico de corte (IKA 

A11, Alemanha). Apenas tamanhos de partículas de 32-48 Mesh foram usados para extrações, 

separados por meio de agitador eletromagnético de peneiras (Lab1000, Brasil). Para fins 

qualitativos, um total de seis tipos de extrações foram rastreados nesta etapa, em triplicata. 

Inicialmente, três técnicas de extração foram testadas com apenas EtOH-H2O 7:3 (v/v) como meio 

de extração: (i) Maceração dinâmica com agitação magnética (Heidolph, MR Hei-Tec, Alemanha), 

a 1400 rpm, 30 ºC por 30 min (1-Mac); (ii) Extração assistida por banho de ultrassom em 40 kHz e 

160 W (SSBu-6L, Solidsteel, Brasil), por 10 min (1-UAEB), e (iii) Extração assistida por vórtex 

(Multi-purpose, Heathrow Scientific, EUA), a 3.000 rpm, por 30 min (1-Vort). Nos procedimentos 

(i) e (ii) aproximadamente 500 mg da amostra e 5 mL de EtOH-H2O 7:3 (v/v) foram colocados em 
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um béquer de 3,0 cm de diâmetro interno, enquanto para o procedimento (iii) as mesmas quantidades 

foram adicionadas em um Tubo falcon de 15 mL. Alternativamente, extrações de duas fases líquidas 

foram testadas apenas adicionando 5 mL de n-heptano no sistema (Assirati et al., 2020). Eles foram 

chamados de maceração dinâmica em duas fases líquidas (2-Mac), extração assistida por banho de 

ultrassom em duas fases líquidas (2-UAEB) e extração assistida por vórtex em duas fases líquidas 

(2-Vort). 

3.4 Análise por Cromatografia de Camada Delgada de Alta Eficiência (HPTLC) 

Os extratos hidroetanólicos obtidos por banho de ultrassom em duas fases líquidas (2- UAEB) foram 

analisados primeiramente por HPTLC (CAMAG, Suíça) em um sistema que compreende um 

amostrador automático TLC (LINOMAT 5), um visualizador TLC 2, um scanner TLC 4 e uma 

câmara de derivatização 022.6000. O instrumento foi operado com Vision Software CATS 2.5. As 

separações foram alcançadas em placas de sílica gel 60 F254 (10×10 cm, 5-6 μm, Merck, 

Alemanha). Uma alíquota de 2 μL dos padrões de ácido 5-O- cafeoilquínico (0,2 mg.mL-1), cafeína 

(0,5 mg.mL-1) e dos extratos (10 mg.mL-1) foram aplicados em bandas de 8 mm (velocidade de 

aplicação de 70 nL.s-1, largura da trilha de 11,4 mm, 8 mm da borda inferior e 20 mm da borda 

esquerda). Como fase móvel foi aplicado uma mistura de acetato de n-butila, ácido fórmico e água 

7:5:5 (v/v/v). A detecção foi alcançada primeiramente em λ = 254 e 366 nm e sob luz branca. Então 

um reagente de derivatização (NP/PEG) foi preparado misturando 1:1 (v/v) de 5 mg.mL-1 de 

aminoetiléster do ácido difenilborínico (NP) em acetato de etila com 50 mg.mL-1 de 

polietilenoglicol (PEG) em diclorometano e pulverizado sobre a placa contendo as amostras eluídas. 

Em seguida, a placa foi exposta à luz UV a 366 nm (United State Pharmacopeia [USP], 2019). 

3.5 Cromatografia líquida de Ultra-Alta eficiência acoplada a UV/Vis e espectrometria de 

massa com analisador tempo de voo (UHPLC-PAD/UV-ESI-QTOF-MS/MS) 

Extratos hidroetanólicos obtidos por 2-UAEB também foram analisados em um UHPLC 

(Nexera X2, Shimadzu, Japão) acoplado a um espectrofotômetro UV/Vis (SPD- M20A) e um 

espectrômetro de massa QTOF (maXis 4G, Bruker Daltonics, EUA) (UHPLC- PAD / UV-ESI-

QTOF-MS / MS). As separações foram alcançadas em uma coluna C18, 100 x 2,1 mm, 1,8 μm 

(HSS T3, Waters, EUA). A fase móvel era composta por 2% de ácido acético em água (A) e metanol 

(B) no seguinte gradiente: 10-20% B (0-4,5 min); 20-100% B (4,5-15 min); 100-10% B (15-18min); 

10% B (18-22 min). A vazão, temperatura de análise e volume de injeção foram 0,35 mL.min-1, 35 

ºC e 1 μL. No modo positivo, a fonte de eletrospray operou em 3,6kV. O nitrogênio foi utilizado 

como gás de nebulização (4,0 Bar) e dessolvatação 9,0 (L min-1, 200 ºC). Em modo negativo, a 
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fonte operou em 3,8 kV, e nitrogênio foi usado como gás de nebulização (4 Bar), dessolvatação 9,0 

(L min-1, 200 ºC) e de colisão. Os dados foram analisados em λ=280 nm e processados no software 

DataAnalysis ™ versão 4.2 (Bruker Daltonics).  

3.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) 

Extratos heptânicos obtidos por 2-UAEB foram analisados por GC-MS (7890B/MSD- 

5977A, Agilent, EUA). As separações cromatográficas foram realizadas usando coluna (5%- fenil)-

metilpolisiloxano (HP-5MS 30 m, 0,25 mm, 1,0 μm; Agilent Technologies). Hélio como gás de 

arraste (1 mL.min-1), e o volume de injeção foi de 1 μL em modo Split (1:20) a 280 °C. A 

temperatura do forno iniciou a 130 °C subindo para 340 °C a 8 °C min-1. O espectrômetro de massa 

foi operado no modo de varredura (70 eV) com uma faixa de massa de varredura de 40 a 600 m/z. 

A fonte do espectrômetro de massas e as temperaturas do quadrupolo foram programadas para 230 

°C e 150 °C, respectivamente. O tempo total da análise foi de 26,2 min. A tentativa de identificação 

foi conduzida por comparação dos espectros de massa obtidos experimentalmente com aqueles 

disponíveis no National Institute of Standards and Technology (NIST MS 2.0), bem como 

comparando os índices kovats experimentais (IK) com aqueles relatados na literatura para os 

compostos candidatos. Neste trabalho, IK foram calculados a partir de uma mistura de alcanos 

lineares (C8-C40) usada como padrão. 

 3.7 Quantificação de cafeína, ácidos clorogênicos e mangiferina por UHPLC-PAD/UV  

Um método UHPLC-PAD/UV (Nexera UC, Shimadzu, Japão) para a separação completa 

dos compostos-alvo foi desenvolvido. As separações finais foram alcançadas em uma coluna fenil-

hexil 150 x 2,1 mm; 1,7 µm (ACQUITY UPLC CSH, Waters, EUA) com uma fase móvel composta 

por 0,3% de ácido fórmico em água (A) e EtOH-ACN 1:1 (v/v) (B) no seguinte gradiente: 5% B (0-

2 min); 5-55% B (2-42 min); 55-100% B (42-46 min); 100% B (46-54 min). O volume de equilíbrio 

da coluna foi de 6 mL. A vazão, temperatura de análise e volume de injeção foram 0,25 mL.min-1, 

35 ºC e 5 µL, respectivamente. Os espectros de UV on-line foram registrados de 210 a 400 nm. Os 

dados foram processados usando o software LabSolutions LCMS, versão 5.96 (Shimadzu, Japão). 

Então, este novo método UHPLC-PAD/UV foi usado na otimização de um novo método de 

extração para cafeína e ácido 5-O-cafeoilquínico (5-CQA) por meio de um planejamento composto 

central com dois fatores. A regressão linear múltipla foi realizada usando o software Origin 8 

(OriginLab Corp., EUA) a fim de obter os modelos matemáticos. As condições ideais foram: 300 

mg de cada subproduto foi extraído com 3 ml de H2O: EtOH 927: 73 (v/v), acidificou-se com 1,7% 

(v/v) de ácido fórmico, por maceração a 1000 rpm, 60 °C, durante 60 min. Os extratos foram 
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centrifugados a 10.000 rpm, 25 ° C, por 5 min. (5430R, Eppendorf, Alemanha) e filtrados usando 

um filtro de seringa PES de 0,22 µm, devido a formação de emulsão em algumas condições o tipo 

de filtro foi selecionado com base num teste preliminar realizado nas amostras (dados não 

mostrados). Sempre que necessário para se ajustar à curva analítica, um determinado extrato foi 

diluído pelo módulo de amostrador automático (SIL-30AC, Shimadzu, Japão) ou concentrado em 

um evaporador rotativo a 180 rpm, 60 ºC (Hei-Vap Gold 3, Heidolph, Alemanha). Os seguintes 

extratos foram diluídos antes da injeção: GCVD (fatores de diluição de 5 e 15 para o 

desenvolvimento e quantificação do método, respectivamente); BC (fator de diluição 5); PDGCV, 

FMC, CTPR, RCT, PTBR, PTPR (fator de diluição 10). A água residual utilizada no processamento 

do café semi-úmido (rH2O) foi concentrada 30,4 vezes. 

Quantificações de cafeína, ácido 5-O-cafeoilquínico (informações detalhadas na Tabela 2) e 

mangiferina (λ 257 nm, 70-350 µg.mL-1, y=40,393.890x – 1,803,283.889, R2=0.996, and 16,6-117 

µg.mL-1, y=25,379.812x–275,862.617, R2=0.997) foram realizados usando uma curva de 

calibração de diferentes concentrações padrão vs. área do pico em um mínimo de 5 pontos, em 

triplicata. Estes foram empregados para calcular os valores de tais compostos nos subprodutos 

investigados. Além disso, os ácidos monoacil clorogênicos que têm o mesmo cromóforo que o ácido 

5-O-cafeoilquínico (λmax = 324 nm) foram quantificados usando a curva de calibração do 5-CQA, 

sendo estes: ácidos monoacil-quínicos e ácidos monoacil-ferúlicos. Seus valores foram corrigidos 

usando a razão de peso molecular (Pio et al., 2014). 

Tabela 2. Linearidade e sensibilidade para os padrões de cafeína e ácido 5-O-cafeoilquínico. 

Composto λ (nm) 

monitorado  

Faixa de 

Linearidade 

(μg/mL) 

Equação R2 Limite de 

detecção 

(μg/mL) 

S/N ≥ 3 

Limite de 

quantificação 

(μg/mL) 

S/N ≥ 10 

Cafeína 272 25-1250 y=24,287.831x+1,409,951.166 0.997 0,04 0,15 

 

 

5-CQA 

325 27.27-1250 

 

0.6-27.27 

y=36,014.561x -574,751.146 

 

y=27,635.436x-7,463.331 

0.998 

 

0.999 

0,04 

 

0,12 

 

 

 

3.7.1 Validação do novo procedimento 

Precisão, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ) e linearidade de todo 

procedimento foram avaliados de acordo com as diretrizes internacionais para validação de técnicas 

analíticas (ICH, 2005). Grãos de café verdes defeituosos (GCVD) foram utilizados nesta etapa, uma 

vez que foram utilizados para otimização do método. Estabilidades de três extratos foram avaliadas 
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pela injeção a cada 24 h por 72 h. Entre as injeções, os extratos foram armazenados no escuro, em 

25 °C. 

3.7.2 Rendimento de extração 

Matéria extraída total em um determinado subproduto com a nova condição de extração 

otimizada foi avaliada de acordo com a seguinte equação: 

Rendimento extração (%) = (W1×100)/W2                     (Eq. 1) 

Onde W1 é o peso de um determinado extrato de um subproduto após a evaporação do 

solvente até a secura (MA50RH, Toledo do Brasil, Brasil), W2 é o peso correspondente do 

subproduto em pó seco ao ar que foi extraído com o volume de solvente que foi evaporado. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1 Seleção de uma técnica de extração abrangente 

Três técnicas de extração foram avaliadas em uma extração de fase líquida única com EtOH-

H2O 7:3 (v/v) de cinco subprodutos selecionados (estes eram grãos de café verdes defeituosos e pó 

desprendido de grãos de café verdes como representantes dos subprodutos não torrados coletados 

em uma grande fábrica de café, películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati como 

representante de subprodutos industriais torrados coletados na mesma fábrica, bagaço de café verde 

industrial como único resíduo produzido em um grande fabricante de extrato de café, e 

casca+pergaminho como um representativo dos subprodutos gerados durante o processamento dos 

frutos do café nas fazendas, tabela 3). Como o objetivo nesta fase era obter o perfil metabólico 

desses e de outros subprodutos, a resposta monitorada foi o número total de picos em um 

cromatograma UHPLC-UV de um extrato hidroetanólico apenas após filtração utilizando a seringa. 

Os resultados estão resumidos na Tabela 3 e também na Figura 4. Como resultado, ANOVA com 

nível de confiança de 95% seguido pelo teste de Tukey evidenciou a superioridade da extração 

assistida por banho de ultrassom em uma fase líquida (1-UAEB) sobre maceração em uma fase 

líquida (1-Mac) na extração de três subprodutos (grãos de café verdes defeituosos, bagaço de café 

verde industrial e pó desprendido de grãos de café verdes), enquanto este último foi superior para 

dois subprodutos (películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati e casca + 

pergaminho) (Figura 4a). Além disso, o 1-UAEB foi três vezes mais rápido do que o 1-Mac (10 min 

versus 30 min). 
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Tabela 3. Número de picos dos cromatogramas UHPLC-UV de cinco subprodutos para diferentes 

extrações de uma fase líquida 1. 

Amostra 
Número de picos 

Maceração Vórtex Ultrassom 

Casca+pergaminho (CP) 42±2 39±2 35±1 

Grãos de café verdes defeituosos (GCVD) 53±3 48±1 60±0 

Películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati (PTBR) 86±1 68±1 81±1 

Bagaço de café verde industrial (BCVI) 22±1 23±1 25±1 

Pó desprendidos de grãos de café verde (PDGCV) 67±2 68±1 74±1 
1 Média ± desvio padrão dos resultados obtidos em triplicado. Picos com S/N ≥ 3 foram considerados. 

 

Figura. 4 Comparações dos desempenhos de extrações de cinco subprodutos: casca + pergaminho 

(CP); grãos de café verdes defeituosos (GCVD); películas prateadas torradas e peletizadas em 

tambor brambati (PTBR); bagaço de café verde industrial (BCVI); pó desprendido de grãos de café 

verdes (PDGCV). (A) Seleção das técnicas de extração: maceração dinâmica (1-Mac), extração 

assistida por banho de ultrassom (1-UAEB) e extração assistida por vórtex (1-Vort). (B) 

Comparação da extração assistida por banho de ultrassom em uma e duas fases líquidas (1-UAEB 

e 2-UAEB). (C) Comparação da extração assistida por banho de ultrassom de uma e duas fases 

Líquidas (1-UAEB e 2-UAEB) com base apenas nos extratos hidroetanólicos. Para cada gráfico, 

letras distintas acima das barras indicam diferenças significativas entre extrações na mesma matriz. 
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Em seguida, extração assistida por banho de ultrassom com uma e duas fases líquidas (1-

UAEB e 2-UAEB, respectivamente) foram comparados frente a frente no mesmo conjunto de 

subprodutos. A adição de uma fase líquida extra à extração produziria dois extratos (n- heptânico e 

hidroetanólico) em um único experimento, em vez de produzir apenas um extrato hidroetanólico 

por uma abordagem de extração de uma fase líquida. Neste caso, a produção simultaneamente de 

extratos hidroetanólicos e n-heptânicos permite a análise por UHPLC- PAD/UV e GC-MS, 

respectivamente, logo após a filtração, com potenciais vantagens em termos de perfil metabólico, 

sustentabilidade e rendimento da amostra (Assirati et al., 2020). A vantagem de 2-UAEB sobre 1-

UAEB foi estatisticamente confirmado por ANOVA com um nível de confiança de 95% seguido 

pelo Teste de Tukey, levando a 34-60% mais picos (soma daqueles alcançados por UHPLC-

PAD/UV e GC-MS) dependendo da matriz (Figura 4b). Além disso, a presença de n-heptano levou 

a mais picos em sua fase hidroetanólica correspondente em quatro dos cinco subprodutos (CP, 

PTBR, BCVI, PDGCV), quando comparado ao extrato hidroetanólico de 1-UAEB, como 

estatisticamente confirmado (Figura 4c). Isso deve ser resultado do poder de “desengorduramento” 

do n-heptano, facilitando a penetração da fase hidroetanólica nas matrizes contendo um grande 

número de compostos de alta a média polaridade, mas também aumentando a solubilização de 

compostos de média a alta polaridade, já que compostos menos polares antes solubilizados pelo 

etanol 70% estão na fase n-heptano (Bravo et al., 2012). Portanto, 2-UAEB foi selecionado e 

aplicado a cada um dos quatorze subprodutos sólidos abordados neste trabalho. 

4.2 Caracterização química de quinze subprodutos da cadeia do café por HPTLC, UHPLC-

PAD/UV-ESI-QTOF-MS/MS e GC-MS 

 Inicialmente, os extratos hidroetanólicos de treze subprodutos sólidos mais uma amostra de 

água residual do processamento do café semi-úmido (rH2O) obtido nas fazendas até um fábrica final 

(subseção 3.2) foram analisados por cromatografia em camada delgada de alta eficiência (HPTLC). 

Até onde sabemos, esta é a melhor técnica para realizar uma impressão digital cromatográfica de 

vários extratos em uma única execução, permitindo assim uma primeira comparação lado a lado 

fácil entre várias amostras. Cafeína e 5-ACG foram empregados como substâncias de referência. 

Exceto para rH2O, esses compostos foram observados em todas as outras amostras (Figuras 5 e 6), 

na figura 5a-c não é possível observar a banda de cafeína devido esta substância não ser visualizada 

nas placas em λ=366 nm e visível. Os cromatogramas evidenciaram as altas semelhanças químicas 

entre os subprodutos GCVD e PDGCV, bem como entre as amostras BCVI, CP, POLPA e FCS, e 

entre as amostras RCT, CTPR, PTBR e PTPR (Figura 5a-b). 
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Figura 5. (A-C) cromatogramas de HPTLC de subprodutos do café e uma mistura de padrões de 

ácido clorogênico (5-CQA) e cafeína (informações de reagentes NP/PEG, consulte subseção 3.4). 

(D) cromatograma de HPTLC transposto a 280 nm da mistura de padrões. Espectros UV sobrepostos 

de ácido clorogênico (E) e cafeína (F) e de bandas com o mesmo fator de retenção (Fr) na amostra 

PDGCV como exemplo. Amostras: (1) Película prateada torrada (PT);(2) resíduo de café torrado 

(RCT); (3) café torrado em pó reprovado (CTPR); (4) casca+pergaminho (CP); (5) grãos de café 

verdes defeituosos (GCVD); (6) películas prateadas torradas e peletizadas em tambor Brambati 

(PTBR); (7) películas prateadas torradas e peletizadas em tambor probat (PTPR);(8) bagaço de café 

verde industrial (BCVI); (9) pó desprendido de grãos de café verdes (PDGCV); (10) folha madura 

de café (FMC); (11) folha de café seca (FCS); (12) galho seco de café (GSC); (13) polpa (POLPA); 

(14) água residual (rH2O); (15) padrões de ácido clorogênico e cafeína. 



 

27 
 
 

 

Figura 6. Cromatogramas HPTLC a 280 nm dos extratos: película prateada torrada (PT); resíduo 

de café torrado (RCT); café torrado em pó reprovado (CTPR); casca+pergaminho (HP); grãos de 

café verdes defeituosos (GCVD); películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati 

(PTBR); películas prateadas torradas e peletizadas em tambor probat (PTPR); bagaço de café verde 

industrial (BCVI); pó desprendido de grãos de café verdes (PDGCV); folha madura de café (FMC); 

folha seca de café (FCS); galho de café (GSC); polpa (POLPA); Água residual (rH2O). 
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Em seguida, os mesmos extratos hidroetanólicos foram analisados por UHPLC-PAD/UV-

ESI-QTOF-MS/MS para identificação provisória de outros compostos. Cromatogramas de extratos 

selecionados (dois de uma fábrica de café torrado e dois de fazendas) são apresentados na Figura 7 

(coluna à esquerda), enquanto aqueles de um extrato hidroetanólico representativo de todos os 

subprodutos investigados neste trabalho são apresentados na Figura 8.  

 

 

Figura 7. Cromatogramas representativos de UHPLC-UV a 280 nm (coluna da esquerda) e GC-MS 

(coluna da direita) dos extratos hidroetanólico e heptânico, respectivamente, obtidos por extração 

assistida por banho de ultrassom em duas fases líquidas, para quatro subprodutos representativos da 

cadeia do café: café torrado em pó reprovado (CTPR, a-b); grãos de café verdes defeituosos (GCVD, 

c-d); folha madura de café (FMC, e-f); e polpa (POLPA, g-h). O correspondente nome do composto 

e o tempo de retenção (min) para cada pico foram listados nas Tabelas 4 e 5. 
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Figura 8. Cromatogramas UHPLC-UV a 280nm de extratos hidroetanólicos produzidos por 

extração assistida por banho de ultrassom de duas fases líquidas (2-UAEB). Subprodutos: película 

prateada torrada (PT); resíduo de café torrado (RCT); café torrado em pó reprovado (CTPR); 

casca+pergaminho (HP); grãos de café verdes defeituosos (GCVD); películas prateadas torradas e 

peletizadas em tambor brambati (PTBR); películas prateadas torradas em tambor probat (PTPR); 

bagaço de café verde industrial (BCVI); pó desprendido de grãos de café verdes (PDGCV); folha 

madura de café (FMC); folha seca de café (FCS); galho seco de café (GSC); polpa (POLPA); borra 

de café (BC); água residual (rH2O). 
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O procedimento de tentativa de identificação foi baseado na estratégia proposta por Funari 

et al. (2012) e Wolfender et al. (2019), como exemplificado a seguir para um composto selecionado. 

A análise de grãos de café verdes defeituosos (GCVD) no modo negativo gerou um pico em tR 7,53 

min. com m/z de 353,0879. Este m/z levou a 2 fórmulas moleculares compatíveis com uma 

tolerância de 5 ppm (1º filtro). Cada fórmula na lista do software de HRMS foi inserida no banco 

de dados SciFinder. A fórmula molecular C16H18O9 levou a uma lista de 196 candidatos potenciais 

(2º filtro). Uma lista de referências para todos os candidatos foi gerada no SciFinder e refinado com 

o termo Coffea, reduzindo a lista de candidatos para ácido 3-O-cafeoilquínico, ácido 4-O-

cafeoilquínico e ácido 5-O-cafeoilquínico (3º filtro). Então, os espectros esperados de UV e MS 

desses três candidatos restantes foram testados quanto à sua compatibilidade com aqueles obtidos 

experimentalmente durante a análise de UHPLC-PAD/UV-ESI-QTOF-MS / MS. Para este caso 

específico, tanto o UV (com máx. em 298 e 326nm) quanto os espectros de MS eram compatíveis 

com qualquer um dos três candidatos (Esquivel et al., 2020). Finalmente, o espectro de MS2 mostrou 

íons com m/z 191 (pico base), bem como uma baixa intensidade para os íons m/z 85 (eliminação do 

grupo C12H12O7) e m/z 179, revelando um padrão característico de ácido 5-O-cafeoilquínico 

(Esquivel et al., 2020) (UV e MS2 dos espectros são mostrados na Figura 9). Este procedimento foi 

aplicado a todos os quinze subprodutos investigados. A tentativa de identificação de algumas 

substâncias como a trigonelina e a cafeína eram possíveis apenas no modo positivo (seus espectros 

podem ser vistos nas Figuras 10 e 11). Os resultados estão resumidos na Tabela 4. 
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Figura 9. (A) espectros de UV e (B) MS2 do ácido 5-O-cafeoilquínico; (C) espectro MS2 do ácido 

3-O-cafeoilquínico e (D) espectro MS2 do ácido 4-O-cafeoilquínico presentes no extrato 

hidroetanólico dos grãos de café verdes defeituosos. 
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Figura 10. Espectros UV e MS2 de trigonelina presente no extrato hidroetanólico dos grãos de café 

verdes defeituosos. 

 

Figura 11. Espectros UV e MS2 de cafeína presente no extrato hidroetanólico dos grãos de café 

verdes defeituosos.
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Tabela 4.  Lista de anotação de compostos e sua ocorrência nos extratos hidroetanólicos de subprodutos do café (2-UAEB) por UHPLC-PAD/UV-ESI- 

q-TOF-MS/MS, em modo negativo e/ou positivo. Os compostos de A-O tiveram suas formulas moleculares validadas mas permanecem não 

identificados. 

Número 

do pico 

Tr 

(min.) 

Composto Fórmula 

molecular 

(forma 

neutra) 

Massa medida 

(modo 

negativo) 

(∆ppm) 

MS/MS 

(Abundância relativa) 

UVMÁX(nm) Subprodutoa Referênciab 

1 0.82 Sorbitol C6H14O6 181.0714 (2.1) 101.0241 (100) 200/264 CP, FMC, FCS, GSC 1, 2, 3 

2 0.85 Hexose C6H12O6 179.0552 (0.5) 85.0292 (100), 89.0242 (40), 

131.0345 (26), 179.0552 (25), 

161.0447 (17) 

200/282 PT, RCT, CTPR, PTBR, BC 3, 4, 5 

3 0.89 Sacarose C12H22O11 341.1090 (0.1) 191.0558 (100), 89.0239 (67), 

341.1090 (50) 

215/264 RCT, GCVD, BCVI, PTPR, PDGCV, 

FMC, GSC, rH2O, BC 

2,5 

4 0.94 Acido quínico C7H12O6 191.0561 (0.3) 191.0561 (100), 85.0295 (90) 

93.0346 (25.4), 127.0400 

(7.5), 173.0459 (4) 

233/298/324 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, GSC, 

POLPA, rH2O, BC 

5, 6, 7 

5 0.96 Acetil-maltosec C14H24O12 383.1198 (0.8) 191.0560 (100) 200/283 RCT, CTPR, PDGCV, POLPA 8 

6 1.01 Ácido málico C4H6O5 133.0141 (0.8) 115.0035 (100) 200/267 PT, PTBR, PTPR, FMC, FCS, GSC, 

POLPA, BC 

1, 7 

7 1.06 Derivado Hexose C12H20O10 323.0988 (2.9) 191.0559 (100), 323.0988 

(60), 89.0241 (36) 

200/270 CTPR, BC 3, 5 

8 1.22 Ácido citrico  C6H8O7 191. 0199 (0.7) 87.0084 (100),  111.0083 (50) 231/282 GCVD, PDGCV, FMC, GSC, 

POLPA, BC 

7, 9 

9 1.33 Ácido N-

acetilglutâmicoe 

C7H11NO5 188.0566 (0.9) 87.0081 (100), 102.0556 (99), 

128.0343 (45), 100.0761 (25)  

201/249 PTBR, PTPR, PDGCV, POLPA 10, 11 

10 1.43 Ribono-1,4-lactonac C5H8O5 147.0301 (1.3) 115.0036 (100), 103.0400 

(69), 87.0090 (14) 

200/271 GSC, POLPA, rH2O 12 

11 1.56 A (Derivado 

hexose) 

C9H14O7 233.0666 (0.5) 93.0343 (100), 233.0666 (71), 

87.0085 (32) 

202/265 CTPR, BC 3, 5 

12 3.85 CQA C16H18O9 353.0874 (1.1) 179.0344 (100), 135.0445 

(94), 173.0448 (40), 353.0874 

(25), 191.0552 (23) 

233/300/323 RCT, CTPR, BCVI, FMC, BC 13 
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13 4.34 Ácido 

protocatecuico 

C7H6O4 153.0188 (3.6) 109.0299 (100), 91.0181 (6) 258/293 CP, FCS, POLPA, rH2O 14, 15 

14 4.83 3-CQA C16H18O9 353.0882 (1.0) 

 

191.0562 (100), 179.0350 

(51.0), 135.0450 (51.3) 

235/301/325 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, BC 

16 

15 6.28 FQA C17H20O9 367.1032 (3.1) Not selected 233/290/315 RCT, CTPR, PTBR, BCVI 13 

16 6.36 B C7H8N4O2 179.0576 (0.8) 164.0339 (100), 122.0354 

(87), 179.0575 (73), 94.0404 

(21)  

238/274 PT, CP, GCVD, PTBR, PTPR, 

PDGCV, FCS, POLPA 

- 

17 6.57 3-pCoQA C16H18O8 337.0928 (0.4) Not Selected 295/328 PT, RCT, CTPR, PTBR, PTPR, 

POLPA, rH2O 

16 

18 6.72 CQA C16H18O9 353.0879 (0.4) 191.0558 (100), 173.0447 

(13), 353.0879 (6), 161.0241 

(3) 

235/296/323 PT, RCT, CTPR, FMC 13 

19 7.22 CQA C16H18O9 353.0877 (0.2) 135.0445 (100), 191.0554 

(96), 179.0344 (82), 353.0869 

(18), 161.0234 (15) 

233/280/313 PT, RCT, CTPR, PTBR, BCVI, 

FMC, BC 

13 

20 7.53 5-CQA C16H18O9 353.0879 (1.0) 191.0564 (100), 85.0269 (2), 

179.0345 (0.5) 

234/298/324 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, rH2O, BC 

16 

21 7.62 FQA C17H20O9 367.1037 (0.6) 193.0506 (100), 134.0371 

(77), 191.0557 (9.3), 173.0454 

(4) 

233/299/325 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, GSC, 

POLPA, rH2O, BC 

13 

22 7.91 Trímero 

procianidina C 

C45H35O18 863.1824 (0.6) 411.0731 (100), 289.0724 

(83), 863.1847 (76), 451.1047 

(36), 573.1040 (19), 711.1367 

(20)  

231/282/324 FMC, FCS, GSC 17, 18, 19 

23 7.98 4-CQA C16H18O9 353.0886 (2.2) 173.0455 (100), 191.0562 

(94), 135.0451 (90), 179.0349 

(85), 93.0344 (25), 85.0297 (7) 

234/295/320 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, BC 

16 

24 8.24 3-FQA C17H20O9 367.1042 (0.6) 

 

161.0241 (100), 193.0507 

(11.3) 85.0296 (17.4), 

134.0364 (6.3) 

234/301/324 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, POLPA 

16 
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25 8.24 Neomangiferinad C25H28O16 583.1308 (0.6) 583.1310 (100), 463.0884 

(27),   493.0989 (26), 301.0355 

(7), 421.0769 (7), 331.0460 (6) 

235/277/318 FMC 20 

26 8.37 Ácido cafeico  C9H8O4 179.0346 (2.1) 179.0350 (100), 135.0448 

(26.6) 

173.0719 (17.7), 191.0561 (5) 

234/299/327 PT, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, FMC, GSC, BC 

5, 21 

27 8.44 Trímero 

procianidina C1 

C45H36O18 865.1991 (0.7) 865.1986 (100), 125.0242 

(75), 287.0562 (47), 289.0718 

(34), 425.0884 (24), 577.1338 

(22), 575.1192 (17), 413.0877 

(14), 451.1031 (13), 713.1504 

(10), 739.1663 (5)  

231/279/320 FMC 17, 18, 19 

28 8.56 Benzil alcool-

hexose-pentose 

C18H26O10 401.1464 (2.3) 401.1462 (100), 269.1022 

(71),  101.0247 (72), 113.0242 

(48), 161.0450 (45),   

 GSC, POLPA, rH2O 22 

29 8.78 (-)-Epicatequina C15H14O6 289.0718 (0.2) 289.0718 (100), 245.0720 

(25), 203.0711 (12), 221.0817 

(10), 123.0448 (10), 205.0504 

(6), 151.0395 (5), 125.0242 

(5), 187.0398 (4)  

230/279 FMC, FCS, GSC, POLPA 17, 23 

30 8.82 Monômero 

procianidina  

C30H28O12 579.1516 (1.3) 289.0722 (100), 245.0821 (10) 235/279 FMC 17, 18, 24 

31 8.84 5-pCoQA C16H18O8 337.0933 (1.3) 191.0561 (100), 93.0347 

(26.34) 

163.0396 (10) 

234/298/320 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, rH2O 

16 

32 8.92 4-pCoQA C16H18O8 337.0925 (1.0) 173.0453 (100), 163.0397 

(25), 

93.0345 (36), 111.0451 (5.5) 

222/297/320 PT, RCT, CTPR,  GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FCS, GSC, 

rH2O 

16 

33 9.16 5-FQA C17H20O9 367.1046 (3.1) 

 

191.0564 (100), 94.0347 (32), 

173.0454 (8), 134.0372 (10) 

234/300/324 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, rH2O, BC 

16 

34 9.23 3-CQL C16H16O8 335.0768 (1.3) 161.0236 (100), 335.0764 

(73), 173.0446 (46), 135.0440 

(36), 179.0337 (31) 

243/300/327 RCT, CTPR, POLPA, BC 25, 26 
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35 9.35 Mangiferina C19H18O11 421.0787 (2.4) 301.0360 (100), 421.0727 

(97), 331.0468 (84), 259.0246 

(9), 271.0248 (4) 

257/ 318/ 

364 

FMC, FCS, GSC, POLPA 27 

36 9.44 4-CQL C16H16O8 335.0778 (1.8) 161.0248 (100), 335.0778 (34) 

135.0450 (6), 133.0295 (9) 

216/300/326 BC 25,26 

37 9.74 Quercetina-

hexosídeo-

rutinosídeoc 

C33H40O21 771.1995 (0.8) 771.1991 (100), 300.0276 

(15), 301.0340 (6) 

255/352 FMC, FCS, GSC 28, 30 

38 9.75 4-FQA C17H20O9 367.1043 (2.4) 179.0348 (100), 135.0450 

(90), 367.1037 (86), 161.0242 

(22.5), 191.0556 (5) 

234/301/328 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

BCVI, PDGCV, POLPA, rH2O, BC 

16 

39 9.80 Dímero 

procianidina 

C33H26O12 577.1352 (0.1) 289.0719 (100), 577.1352 

(69), 125.0241 (49), 407.0773 

(37), 425.0874 (35), 451.1027 

(12) 

237/277 FMC, GSC 17, 28, 24 

40 9.88 C C28H46O12 573.2905 (1.9) 351.2170 (100), 573.2904 (20) - PT, PTBR, rH2O - 

41 9.96 Quercetina-di-

hexosídeo c 

C27H30O17 625.1412 (0.3) 625.1412 (100), 300.0278 

(99), 301.0331 (23) 

256/353 FMC, FCS, GSC, POLPA 28 

42 10.08 Cafeoil-N-tirosinae C18H17NO6 

 

342.0990 (1.9) 

 

135.0449 (100), 342.0977 

(27), 161.0241 (25), 206.0458 

(16), 298.1075 (4) 

234/299/327 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV 

29 

43 10.19 3-FQL C17H18O8 349.0925 (1.2) 349.0919 (100), 175.0391 

(87), 193.0495 (43), 173.0447 

(35), 160.0156 (34),  134.0363 

(32) 

247/289/327 PT, RCT, CTPR, PTBR, BC 26 

44 10.22 Kaempferol-

hexosídeo-

rutinosídeoc  

C33H40O20 755.2044 (0.5) 755.2046 (100), 284.0330 

(24), 285.0404 (13) 

241/277/341 FMC, FCS 30 

45 10.23 1-FQL C17H18O8 349.0919 (0.9) 175.0391 (100), 349.0919 

(69), 173.0444 (61), 134.0364 

(57), 193.0449 (55), 160.0157 

(54) 

247/288/324 CTPR, PTBR 26 
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46 10.26 2-O-β-d-

glucopiranosil-

carboxiatractiligeni

na-glicosídeo 

C26H38O11 525.2347 (1.1) 481.2448 (100), 89.0246 (13), 

119.0347 (9), 101.0241 (4), 

301.1810 (4) 

234/295/324 PT, CP, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, FMC, POLPA, rH2O 

5, 31 

47 10.38 3,4-diCQA C25H24O12 515.1204 (3.4) 515.1201 (100), 173.0456 

(92), 179.0349 (81.6),  

353.0882 (73), 191.0558 (33), 

335.0774 (21.42) 

234/298/325 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, BC 

16 

48 10.42 3,5-diCQA C25H24O12 515.1206 (2.2) 353.0880 (100), 515.1198 

(46.8) 

234/299/328 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, BC 

16 

49 10.57 D C28H40O12 567.2447 (0) 89.0243 (100), 507.2231 (93), 

567.2448 (56), 119.0346 (55), 

101.0239 (46), 345.1702 (15)  

282/326 PTBR, POLPA, rH2O - 

50 10.60 2-O-β-D-

glucopiranosil-

atractiligenina-

glicosídeo 

C25H37O9 481.2451 (2.1) 481.2451 (100) 89.0245 

(21.3), 119.0349 (15), 

101.0244 (7.2) 

234/298/324 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

BCVI, PDGCV, POLPA, BC 

5, 31 

51 10.69 p-Coumaroil-N-

Tirosinae 

C18H17NO5 326.1034 (0.2) 119.0498 (100), 145.0292 

(35), 134.0605 (23), 282.1139 

(22)  

248/288/310 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

BCVI 

29 

52 10.88 3-p-Co,5-CQAe C25H24O11 499.1251 (1.0) 499.1251 (100), 163.0398 

(85), 

173.0452 (75), 179.0348 (58), 

335.0776 (32),  337.0925 (30), 

353.0880 (29) 

245/298/321 GCVD, PTBR, PTPR, PDGCV, 

FMC, FCS 

32, 33 

53 10.93 1-CFQA C26H26O12 529.1353 (0.9) 529.1348 (100), 173.0453 

(57), 193.0506 (55), 179.0347 

(38), 335.0764 (26), 367.1034 

(24)  

245/298/328 CTPR, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, POLPA, BC 

16 

54 11.00 2-CFQA C26H26O12 529.1356 (0.9) 173.0455 (100), 367.1038 

(60), 529.1237 (37), 335.0777 

(7), 353.0873 (3), 349.0930 (2) 

234/289/327 RCT, GCVD, BCVI, PTBR, PTPR, 

PDGCV, POLPA, BC 

16 
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55 11.01 Rutina C27H30O16 609.1471 (1.6) 300.0279 (100), 463.0881 

(63), 301.0345 (48) 

256/353 FMC, FCS, GSC, POLPA 18, 34, 35 

56 11.02 4,5-diCQA C25H24O12 515.1203 (1.5) 353.0879 (100), 515.1201 

(43.7) 

234/290/323 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

POLPA, BC 

16 

57 11.03 3-CFQAe C26H26O12 529.1359  (0.9) 193.0505 (100), 173.0452 

(73.6) 367.1034 (61), 

353.0880 (14), 335.0774 (5) 

234/300/324 PT, RCT, GCVD, PTPR, BCVI, 

PDGCV 

16 

58 11.13 4-CFQA C26H26O12 529.1361 (1.8) 

 

191.0558 (100), 179.0346 

(39), 367.1035 (20) 353.0874 

(24.8), 173.0449 (17.08), 

135.0447 (12) 

234/295/324 PT, GCVD,  PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, POLPA 

16 

59 11.44 Isômero 

cinchonainad 

C24H20O9 451.1034 (0.1) 341.0670 (100), 451.1038 

(28), 217.0142 (11), 109.0291 

(6), 189.0188 (6), 177.0189 

(5), 231.0298 (4) 

246/282 FMC, FCS, GSC 36, 37 

60 11.46 4Si-5CQAe C27H28O13 559.1475 (3.2) 173.0455 (100), 397.1142 

(42), 223.0610 (20) 

246/298/322 PT, PTBR, BCVI, PDGCV 38 

61 11.48 4-p-Co,5-CQAe C25H24O11 499.1244 (0.3) 173.0453 (100), 337.0932 

(60), 163.0398 (16), 499.1244 

(13) 

245/298/325 PT, GCVD, PTBR, PDGCV 32, 33 

62 11.48 Carboxiatractiligeni

na 

C20H28O6 363.1816 (0.9) 

 

319.1921 (100), 317.1767 

(98), 363.1816 (14) 

272 PT, PTBR, PDGCV, FCS, POLPA 5, 39 

63 11.49 AtractilosideII C25H38O9 481.2449 (1.3) 481.2449 (100), 319.1921 (5) - PT, RCT, PTBR, BC 5 

64 11.50 Gibberellina C20H28O5 347.1867 (0.8) 347.1859 (100), 303.1958 

(85), 

285.1855 (32) 

- PT, CP, PTBR, PTPR, PDGCV, 

FMC, FCS, GC, POLPA, BC 

40, 41 

65 11.56 6-CFQA C26H26O12 529.1359 (1.4) 

 

173.0454 (100), 353.0879 

(70), 179.0347 (44), 191.0557 

(36.7), 367.1038 (19), 

135.0559 (7) 

245/294/324 PT, GCVD, PTBR, BCVI, PDGCV, 

GSC, POLPA 

29 

66 11.58 Luteolina-

glicosídeo 

C21H20O11 447.0927 (1.3) 447.0931 (100), 284.0327 

(64), 285.0388 (36) 

 FMC, FCS, GSC 42, 43, 44 
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67 11.6 5-CFQAe C26H26O12 529.1364 (2.4) 

 

173.0455 (100), 353.0880 

(76), 179.0348 (70), 191.0561 

(53.5), 367.1039 (10) 

234/299/327 

 

PT, CTPR, GCVD, PTBR, PTPR, 

BCVI, PDGCV, GSC, POLPA 

16 

68 11.62 Kaempferol-3-O-

rutinosídeoe 

C27H30O15 593.1514 (0.3) 593.1514 (100), 285.0406 

(50), 284.0327 (20) 

264/340 FMC, FCS, GSC, POLPA 30, 44 

69 11.66 Cafeoil-N-

triptofanoe 

C20H18N2O5 

 

365.1150 (2.1) 135.0451 (100), 365.1141 (17) 234/289/320 PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FCS, 

POLPA, BC 

29 

70 11.69 Ácido 

dicafeoilchiquimico 

(di-CSA) 

C25H22O11 497.1100 (2.2) 497.1097 (100), 161.0244 

(80), 335.0775 (69), 179.0349 

(17),  

217/300/325 BC 45,46 

71 11.80 Atractiligenina C19H28O4 319.1908 (2.2) 319.1908 (100), 257.2003 (4) 277 PT, RCT, PTBR, PDGCV, POLPA 5, 39, 47 

72 11.86 5-hidroxi-3′4′7 

trimethoxi-

flavanona c 

C18H18O6 329.1033 (0.6) 314.0798 (100), 329.1033 

(87), 299.0570 (14), 297.0769 

(11) 

280/320 GSC 48 

73 11.91 E C21H26O10 437.1455 (0.4) 173.0055 (100), 275.1136 

(65), 101.0604 (27) 

282/327 PT, CTPR, GCVD, PTBR, PDGCV  - 

74 12.05 Mangiferina 3-C-6-

O-p-

hidroxibenzóico 

ácidoc 

C26H22O13 541.0986 (0.2) 301.0355 (100), 331.0464 

(88), 541.0986 (67), 403.0670 

(3) 

254/318/362 FMC, FCS, POLPA 49 

75 12.12 4,5-diFQAe C27H28O12 543.1519 (2.0) 173.0452 (100), 367.1032 (27) 

349.0933 (13.8) 

234/290/323 PT, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV 

16 

76 12.14 Ácido 3,4-

dimetoxicinâmicoe 

C11H12O4 207.0660 (1.1) 135.0447 (100), 161.0240 

(51), 207.0657 (41), 179.0346 

(29),  

283/327 PTPR, FCS, GSC 50, 51 

77 12.35 Feruloil-N- 

triptofano e 

C21H19N2O5 379.1304 (1.4) 379.1304 (100), 218.0451 

(93), 250.0719 (77), 174.0560 

(44) 

250/284/319 PT, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, BC 29 

78 12.95 F C26H22O12 525.1040 (0.3) 301. 0354 (100), 331.0459 

(64), 525.1033 (35) 

- FMC - 

79 13.29 G C24H16O9 447.0724 (0.5) 447.0724(100), 295.0521 (30) - FMC, FCS, POLPA - 
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80 14.79 H C27H28N4O2 443.1984 (1.7) 383.1769 (100), 262.1241 

(38), 201.0144 (22), 120.0452 

(21) 

- PDGCV - 

81 15.21 I C20H16O4 319.0919 (1.1) 159.0449 (100), 319.0981 

(85), 301.0871 (69)  

- GSC - 

82 16.11 Hormônio Juvenil Ic C18H30O3 293.2126 (1.2) 293.2126 (100), 275.2026 

(56), 235.1707 (33), 223.1343 

(25)  

- FMC, FCS 52 

83 16.48 Ácido α-

Artemisólicoc 

C18H33O3 295.2274 (1.7) 295.2274 (100), 277.2168 

(71), 195.1391 (18), 171.1019 

(15) 

- PT, CP, GCVD, PTBR, PTPR, 

PDGCV, FMC, FCS, GSC, POLPA, 

rH2O 

52 

 Rt 

(min.) 

Compound Molecular 

formula 

(neutral 

form) 

Measured mass 

(Positive mode) 

(∆ppm) 

MS/MS 

(Relative abundance) 

UVMÁX(nm) Matrices containing the peak  

84 0.85 Trigonelina C7H7NO2 138.0549 (0.4) 138.0549 (100), 94.0651 (52), 

110.0597 (10), 92.0494 (40) 

234/264 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, rH2O, BC 

53, 54 

85 1.41 Tirosina C9H11NO3 182.0808 (1.8) 91.0539 (100), 119.0485 (90),  

136.0751 (89), 123.0434 (82),  

147.0435 (11), 165.0541 (5) 

220/275 GCVD, PDGCV, FMC 55, 56 

86 2.08 J C5H7N5O 152.0564 (1.9) 135.0297 (100), 110.0342 

(51), 152.0558 (42) 

254/275 GCVD - 

87 2.81 Fenilalanina C9H11NO2 166.0864 (0.7) 120.0805 (100), 103.0541 

(31), 93.0698 (7), 107.0489 (4)  

- GCVD, PDGCV, FMC, POLPA 56, 57 

88 2.90 3-Metilxantina C6H6N4O2 167.0558 (1.8) 124.0501 (100), 167.0561 

(49), 96.0550 (40), 149.0449 

(39), 94.0389 (12) 

200/272 GCVD, PDGCV, POLPA 58, 59 

89 4.37 Teofilina C7H8N4O2 181.0720 (0.1) 181.0717 (100), 138.0656 

(76), 163.0608 (43), 110. 0710 

(35), 96.0547 (9) 

210/272 PT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PDGCV, FCS, POLPA 

59, 60 

90 4.42 Teobromina C7H8N4O2 181.0719 (0.8) 181.0717 (100), 138.0656 

(90), 163.0603 (38), 110.0709 

(35), 122.0585 (20) 

210/270 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PDGCV, FMC, POLPA 

59, 60 
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91 4.82 Triptofano C11H12N2O2 205.0970 (0.8) 146.0594 (100), 118.0645 

(72), 144.0799 (35), 188.0702 

(20), 132.0798 (22), 159.0912 

(14) 

215/284/326 GCVD, FMC,  FMC 56, 61 

92 8.13 Cafeína C8H11N4O2 195.0879 (1.3) 138.0662 (100), 195.0879 

(38), 110.0711 (22) , 123.0425 

(4) 

234/272 PT, RCT, CTPR, CP, GCVD, PTBR, 

PTPR, BCVI, PDGCV, FMC, FCS, 

GSC, POLPA, rH2O, BC 

54, 58, 59 

93 10.85 K C19H24O2 285.1860 (1.0) 285.1852 (100), 239.1793 

(88), 183.1155 (60), 197.1318 

(37)  

249/288 PT, RCT, CTPR, PTBR - 

94 12.75 L C22H26N4O 363.2184 (1.4) 345.2046 (100), 295.1737 

(32), 267.1763 (27), 363.2174 

(23) 

- GCVD - 

95 13.71 M C25H32N10O

3 

521.2730 (2.8) 337.2377 (100), 271.2212 

(74), 319.2270 (60), 521.2725 

(47)  

- rH2O - 

96 15.12 N C17H22N6O3 359.1825 (0.4) 359.1827 (100), 299.1619 

(92), 222.1202 (54), 317.1719 

(32)  

- PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, PDGCV, CP, POLPA, rH2O 

- 

97 15.93 O C12H12O3 205.0862 (1.3) 101.0078 (100), 119.0184 

(77),  111.0037 (37), 137.0282 

(23), 159.0497 (20), 149.0235 

(17) 

- PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, 

PTPR, PDGCV, CP, POLPA, rH2O, 

BC 

- 

a Os nomes correspondentes são fornecidos na subseção 3.2. 

bA lista de referências usadas como um filtro para a identificação provisória de compostos é fornecida em anexo. 

c Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez na família Rubiaceae. 

d Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez no gênero coffea. 

e Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez em subprodutos da cadeia do café, embora previamente relatados para grãos de café (commodity).
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Por outro lado, os extratos de n-heptano foram analisados por GC-MS e as 

identificações provisórias foram realizadas de acordo com Assirati et al. (2020), levando à 

identificação de 45 compostos, conforme indicado na Tabela 5. Cromatogramas de quatro 

subprodutos selecionados são mostrados na Figura 7 (coluna à direita), enquanto os 

cromatogramas de GC-MS para todos os quatorze extratos de heptânicos são apresentados na 

Figura 12. 

 

Figura 12. Cromatogramas de GC-MS de extratos heptânicos produzidos por extração 

assistida por banho de ultrassom em duas fases líquidas (2-UAEB). Subprodutos: película 

prateada torrada (PT); resíduo de café torrado (RCT); café torrado em pó reprovado (CTPR); 

casca+pergaminho (HP); grãos de café verdes defeituosos (GCVD); películas prateadas 

torradas e peletizadas em tambor brambati (PTBR); películas prateadas torradas em tambor 

probat (PTPR); bagaço de café verde industrial (BCVI); pó desprendido de grãos de café 

verdes (PDGCV); folha madura de café (FMC); folha seca de café (FCS); galho seco de café 

(GSC); polpa (POLPA); borra de café (BC).
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Tabela 5. Lista de compostos identificados provisoriamente e sua ocorrência nos extratos de n-heptano de subprodutos do café (2-UAEB) por GC-MS. 

Número 

do pico 

  Composto IKExp IKLit Método de 

identificaçãoa 

Subprodutob   Ref

.c 

 Subproduto 
 

  PT RCT CTPR CP GCVD PTBR PTPR BCVI PDGCV FMC FCS GSC POLPA BC  

 Ácido graxo                   

98 Ácido 

hexadecanóico 

1961 1964 NIST, IK X X X  X X X    X X X X 60 

99 Ácido 

heptadecanóico 

2095 2086 NIST, IK      X  X     X  61 

100 Ácido linoleico  2142 2140 NIST, IK X X X  X        X X 62 

101 Ácido oleico  2153 2152 NIST, IK X X X  X X X X X  X  X X 63 

102 Etil Oleato 2175 2172 NIST, IK     X   X X    X  64 

103 Ácido esteárico 2192 2187 NIST, IK        X X     X 65 

 Ester                   

104 Ácido 

hexadecanóico, 

metil ester 

1925 1926 NIST, IK X X X   X        X 66 

105 Ácido 

hexadecanóico, 

etil ester 

1992 1993 NIST, IK X X X X X X  X X X X X X X 66 

106 Ácido 7,10-

Octadecadienói

co, metil estere 

2105 2101 NIST, IK X X X       X   X X 67 

107 Ácido 10-

Octadecenóico, 

metil ester 

2111 2110 NIST, IK  X X           X 68 

108 Ácido 

octadecanóico, 

metil ester 

2135 2135 NIST, IK   X            63 

109 Ácido linoleico 

etil ester 

2163 2159 NIST, IK X X X X X   X X X X X X  69 

110 Etil 9α-

linolenatof 

2176 2170 NIST, IK          X     70 
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 Hidrocarboneto 

saturado 

 
                 

111 Undecanof 1109 1100 NIST, IK    X  X  X X      71 

112 Dodecano 1203 1200 NIST, IK     X          71 

113 2,6,11-trimetil-

dodecano 

1284 1275 NIST, IK    X  X  X       72 

114  2,3,5,8-

tetrametil-

decano 

1328 1318 NIST, IK      X         73 

115 Pentadecanof 1498 1500 NIST, IK      X  X       71 

116 2,6,10-

trimethyl-

tetradecano 

1543 1540 NIST, IK      X         74 

117 Heptadecanof 1710 1700 NIST, IK      X         71 

118 Nonacosanof 2908 2900 NIST, IK          X X    75 

 Hidrocarboneto 

insaturado 

 
                 

119 2-metil-7-

octadecino 

1865 1863 NIST, IK     X X  X       76 

120 Steróide                   

121 Pregn-5-en-20-

one, 3-

(acetiloxi)-17-

hidroxi-, (3β)-  

2500 - NIST X X X X X X X X X     X  

122 5,16,20-

Pregnatrieno-

3beta,20-diol 

diacetato  

2532 - NIST X X X  X X X X X     X  

123 Pregnenolona 

acetato 

2547 - NIST    X           78 

124  5-Pregnen-3β-

ol-20-ona,  

propionato 

2548 - NIST  X X  X X  X X     X 77 
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125 5-Pregnen-3β-

ol-20-one, 3-

trifluoroacetato  

2566 2564 NIST, IK     X X  X       79 

126 5-Pregnen-3β-

ol-20-one 

2569 - NIST  X X           X 77 

127 5-Pregnen-3β-

ol-20-one, 

hexanoato 

2576 - NIST  X X X X X  X X     X 77 

128 Estra-

1,3,5(10)-trien-

17β-ol  

2225 2218 NIST, IK         X      80 

129 γ-Tocoferol 3062 3055 NIST, IK  X X  X          81 

130 α-tocoferol 3148 3150 NIST, IK  X X X X X X X X X X X X X  82 

131 Ergosterolf 3249 3225 NIST, IK    X        X   83 

132 Campesterol 3270 3250 NIST, IK X X X X X      X X X  83 

133 Stigmasta-

5,24(28)-dien-

3-ol, (3β)- 

3295 3321 NIST, IK      X   X      84 

134 Stigmasterol 3303 3280 NIST, IK X X X X X  X    X X X  85 

135 γ-Sitosterol 3364 3351 NIST, IK X X X X X X X  X X X X X  84 

136 Stigmast-4-en-

3-ona 

3480 3458 NIST, IK    X  X   X   X    

 Triterpeno                   

137 Esqualeno 2833 2836 NIST, IK    X X   X X X X X X  86 

138 Lup-20(29)-en-

3-ona 

3428 - NIST    X       X X   77 

139 9,19-

Cyclolanost-

24-en-3-ol, 

(3β)- 

3444 - NIST    X       X X X  77 

 Outros 
 

                 

140 3,7,11,15-

Tetrametil-2-

hexadecen-1-olf 

1838 1837 NIST, IK     X X  X X X X    87 
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141 2-

Pentadecanona, 

6,10,14-trimetil 

1847 1848 NIST, IK      X     X    88 

92 Cafeína 1867 1858 NIST, IK X X X X X X X  X X X X X X 88 

142 Fitol 2123 2122 NIST, IK     X    X X X    89 
 

a NIST = identificação provisória feita através da biblioteca de espectrometria de massa (NIST); IK = Identificação provisória feita por meio do Índice de Kovats. 

b Os nomes correspondentes são fornecidos na subseção 3.2. 

c A lista de referências utilizadas como filtro para a tentativa de identificação de compostos é fornecida em anexo. 

d Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez na família Rubiaceae. 

e Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez no gênero coffea. 

f Compostos identificados provisoriamente pela primeira vez em subprodutos da cadeia do café, embora previamente relatados para grãos de café (commodity).
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Ao todo, 127 compostos foram identificados tentativamente no conjunto completo de 

subprodutos. Nove deles foram relatados pela primeira vez aqui na família Rubiaceae, 12 no 

gênero Coffea e 20 em subprodutos da cadeia do café. Eles são categorizados nas Tabelas 4 e 

5 pelas letras sobrescritas correspondentes. 

Em termos de número de representantes por classe metabólica, foi observado uma 

predominância de ácidos fenólicos para 13 de 15 subprodutos (Figura 13). Eles eram 

compostos por seis ácidos cafeoilquínico (CQA), seis ácidos cafeoilferuloilquínico (CFQA), 

cinco ácidos feruloilquínico (FQA), três ácidos p-coumaroilquínico (pCoQA), três ácidos 

dicafeoilquínico (diCQA), duas lactonas de ácido feruloilquínico, um ácido diferuloilquínico 

(diFQA), um ácido sinapoilquínico (Si-CQA), duas lactonas de ácido cafeoilquínico (CQL) e 

um ácido dicafeoilshikimico (diCSA) (Tabelas 4 e 5). As exceções foram CP e FMC, onde 

esteróis e flavonóides apareceram em números maiores e iguais em comparação aos ácidos 

fenólicos, respectivamente (Figura 13). Estes resultados estão de acordo com a distribuição 

geral da classe de compostos, conforme relatado na literatura para polpa, casca, pergaminho, 

película prateada, grãos de café defeituosos e folha madura de café (Chen et al., 2020; Mirón- 

mérida et al., 2019; Santos et al., 2021; Mendonça et al., 2008; Mirón-mérida et al., 2019; 

Iriondo-DeHond et al., 2019; Nzekoue et al., 2020). 
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Figura 13. Número de compostos identificados provisoriamente por classe em subprodutos do 

café: película prateada torrada (PT); resíduo de café torrado (RCT); café torrado em pó 

reprovado (CTPR); casca+pergaminho (HP); grãos de café verdes defeituosos (GCVD); 

películas prateadas torradas e peletizadas em tambor brambati (PTBR); películas prateadas 

torradas em tambor probat (PTPR); bagaço de café verde industrial (BCVI); pó desprendido 

de grãos de café verdes (PDGCV); folha madura de café (FMC); folha seca de café (FCS); 

galho seco de café (GSC); polpa (POLPA); borra de café (BC); água residual (rH2O). 

Alguns compostos bioativos, que não haviam sido relatados anteriormente na família 

Rubiaceae, estavam presentes no extrato hidroetanólico de um ou mais subprodutos (Tabela 

4). Por exemplo, neomangiferina (em FMC), relatada na literatura como tendo efeitos 

benéficos na doença hepática gordurosa não-alcoólico induzido por uma dieta rica em gordura, 

modula o equilíbrio de células Th17/Treg e melhora a colite em camundongos (Liu etal., 2019), 

e isômero de cinchonaína (em FMC, FCS e GSC) que mostra forte atividade antioxidante 

(Ribeiro et al., 2020). Além disso, dois derivados da quercetina foram tentativamente 

identificados em FMC, FCS, GSC e POLPA (quercetina-hexosídeo-rutinosídeo e quercetina-

di- hexosídeo, Tabela 4). Estes podem ser hidrolisados em quercetina, um composto que exibe 

atividades antivirais, antifúngicas, anticâncer, hepatoprotetoras, citotóxicas e antioxidantes, 

entre outros. Por outro lado, o inseticida e neomaticida ácido 7,10-octadecadienóico metil, 

éster (Abdullah, 2019) que foi relatado anteriormente em Rubiaceae, mas não em seu gênero 

Coffea, foi tentativamente identificado aqui nos extratos heptânicos de PT, RCT, CTPR, CP, 

GCVD, PTPR, PDGCV, FMC, FCS, POLPA e BC (Tabela 5). 
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Entre aqueles compostos que foram tentativamente identificados em subprodutos do 

café pela primeira vez neste trabalho, os bioativos foram encontrados nos extratos 

hidroetanólicos e heptânicos. Em extratos hidroetanólicos (Tabela 4), os compostos incluíram 

o ácido 3,4-dimetoxicinâmico (em PTPR, FCS e GSC) que é recomendado em dietas para 

pacientes com câncer de estômago, próstata ou timo, na profilaxia de doenças 

neurodegenerativas e para redução do colesterol sérico sem afetar a concentração de 

lipoproteína de alta densidade (HDL) no colesterol em ratos (Rychlicka et al., 2020); 

kaempferol-3-O-rutinosídeo (em FMC, FCS, GSC e POLPA, Tabela 4) para o qual atividades 

analgésicas, anti-inflamatórias, antinociceptivas e antiangiogênicas foram relatadas, além de 

ser menos tóxico para células saudáveis quando comparado aos medicamentos convencionais 

de quimioterapia (Eranildo et al., 2018). Cinco ácidos clorogênicos (3-p-Co, 5-CQA; 3-CFQA; 

4Si-5CQA; 4-p-Co, 5-CQA e 5-CFQA) (em PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, FMC, FCS, GSC e POLPA) com atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

antidiabéticas, antiobesidades, anti-hipertensivas e antimicrobianas (Lu et al., 2020); e quatro 

hidroxicinamoil aminoácidos conjugados (cafeoil-N-tirosina, p-coumaroil-N-tirosina, cafeoil- 

N-triptofano e feruloil-N-triptofano) (em PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, 

PDGCV, FCS, POLPA e BC) com atividades anti-neuroinflamatórias, hepatoprotetoras, 

inibidoras da integrase HIV-1 e antidiabéticas previamente relatadas (Berti et al., 2020). Três 

outros foram tentativamente identificados nos extratos heptânicos: ergosterol (em CP e GSC), 

lup-20(29)-en- 3-ona (em FCS, GSC) e 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (em GCVD, 

PTBR, BCVI, PDGCV, FMC e FCS) (Tabela 5). O primeiro é um fitosterol bem conhecido 

derivado de fungos comestíveis, exibe atividades antidiabéticas, anti-inflamatórias, 

antioxidantes e renoprotetoras (Xiong et al., 2018); lup-20(29)-en-3-ona é um composto ativo 

na supressão e prevenção de tumores, especialmente câncer de mama e de próstata (Yang et 

al.,2020) e 3,7,11,15-tetrametil- 2-hexadecen-1-ol é um isômero fitol, para o qual atividades 

antimicrobianas, antioxidantes, antinoceptivas, anti-inflamatórias e citotóxicas foram relatadas 

(Islam et al.,2018). 

Outros compostos bioativos já reportados em subprodutos da cadeia do café foram 

detectados neste trabalho (Tabelas 4 e 5). Os bioativos mais difundidos nos quinze subprodutos 

investigados aqui foram cafeína e ácidos clorogênicos (ou seja, 5-CQA e análogos), cujas 

atividades incluem estimulante do sistema nervoso central e antioxidante, entre muitos outros 

mencionados na seção de introdução (Janissen & Huynh, 2018; Mata et al., 2018; Mirón- 
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Mérida et al., 2019; Santos et al., 2021). Fitoesteróis (em todos os subprodutos sólidos) e ácidos 

graxos (em PT, RCT, CTPR, GCVD, PTBR, PTPR, BCVI, PDGCV, FCS, GSC, POLPA e 

BC) que têm aplicação na nutrição humana também foram encontrados, diminuem o nível de 

colesterol e possuem atividades antioxidantes e citoprotetoras (Zarrouk et al., 2019). A xantona 

mangiferina foi tentativamente identificada em quatro subprodutos (FMC, FCS, GSC e 

POLPA). Este composto exibe efeitos farmacológicos multifatoriais, como atividades 

neuroprotetoras, antioxidantes, anti-inflamatórias, antidiabéticas, cardioprotetoras, anti- 

hiperlipidêmicas e antimicrobianas (Chen et al., 2018). Os flavonóides epicatequina (em FMC, 

FCS, GSC e POLPA) e procianidinas (em FMC, FCS, GSC e POLPA) com diferentes 

atividades biológicas, como antioxidantes, anti-inflamatórias, anticâncer, neuroprotetoras e 

cardioprotetoras, também foram tentativamente identificados (Han et al., 2007). 

4.3 Quantificação de cafeína, ácido clorogênico e seus derivados e mangiferina 

De uma perspectiva econômica e ambiental, vale a pena quantificar cafeína e 5-CQA, 

uma vez que foram encontrados em todos os quinze subprodutos investigados neste trabalho 

(Tabela 4). No entanto, o procedimento desenvolvido para um amplo perfil metabólico como 

apresentados nas subseções anteriores não teria necessariamente um bom desempenho para a 

quantificação desses dois metabólitos específicos. Assim, um novo procedimento analítico foi 

otimizado para quantificação desses dois compostos. O subproduto grãos de café verdes 

defeituosos (GCVD) foi selecionado para essa otimização devido à sua semelhança com os 

grãos de café verdes da commodity. O planejamento composto central com dois fatores 

empregado, bem como os resultados são mostrados na Tabela 6. Os parâmetros fixos (60 

minutos a 60 °C e 1000 rpm e planta:solvente 1:10 (w/v) foram definidos em um trabalho 

anterior do nosso grupo - dados não mostrados). Os resultados mostram uma correlação muito 

alta entre as áreas de cafeína e 5-CQA (R2 = 0.9917), sugerindo que ambas as respostas 

apresentarão a mesma condição experimental ótima. Como indicado na Tabela 6, a formação 

da emulsão ocorreu em algumas condições experimentais. 

 

 

 

 



 

51 
 
 

Tabela 6. Planejamento composto central com dois fatores para otimização de extração e suas 

respectivas respostas a. 

Corrida 

 

Fatorb Respostac 

X1 

 (% EtOH) 

X2  

(% ácido) 

Área do pico da cafeína  

a  272 nm 

Área do pico do ácido 5-

O-cafeoilquinico a 325 nm 

1 -1 (7.3) -1 (0.3) 4391068 7554341 

2 +1 (42,7) -1 (0.3) 1435172 2484353 

3 -1 (7.3) +1 (1.7) 8969411 18664542 

4d +1 (42.7) +1 (1.7) 2174787 3759888 

5d -1.414 (0) 0 (1) 19596110 50226990 

6d +1.414 (50) 0 (1) 1698109 2869846 

7d  0 (25) -1.43 (0) 2383684 4151981 

8 0 (25) 1.43 (2) 1882659 3069474 

CP1d,e 0 (25) 0 (1) 2488961 4507214 

CP2d,e 0 (25) 0 (1) 943922 1596618 

CP3d,e 0 (25) 0 (1) 1583521 2618425 

CP4d,e 0 (25) 0 (1) 3021403 5141291 

CP5 d,e 0 (25) 0 (1) 2481440 4208651 

R2.1f +1 (42.7) -1 (0.3) 1435172 2484353 

R2.2f +1 (42.7) -1 (0.3) 631088 1045998 

R2.3f +1 (42.7) -1 (0.3) 1238374 2113385 

R2.4f +1 (42.7) -1 (0.3) 1927016 3381556 

R2.5f +1 (42.7) -1 (0.3) 995624 1753784 
a Amostra de grãos de café verdes defeituosos foi selecionado para esta otimização devido à sua 
semelhança com a commodity. 
b Valores fixos: Tempo: 60 min .; Temperatura: 60 ° C; Rotação: 1000 rpm; Planta: solvente: 
1:10 (w/v) conforme definido anteriormente. 
c para evitar a saturação do detector um fator de diluição de 5 foi aplicado a todos os extratos 
antes da injeção. 
dFormação de emulsão. 

e Ponto central seguido pelo número de réplicas. 
f Experimento 2 seguido pelo número de réplicas. 
 

Apesar da formação da emulsão, foi possível obter modelos matemáticos para áreas do 

pico de cafeína (y1, Eq.2) e 5-CQA (y2, Eq.3) como uma função da % EtOH (x1).  

 

y₁ = 1,75×106 – 4,36×106 x1 + 3,81×106 x1
2   (Eq. 2) 

 y₂ = 2,47×106 – 1,07×107 x₁ + 1,00×107 x₁²   (Eq. 3)  

 

Os coeficientes de determinação (r2) foram 0,836 e 0,790, para área de cafeína e 5-

CQA, respectivamente. O F-value foi 38,17 e 26,28, para Eq.2 e Eq.3, respectivamente, 

apresentando bom poder de predição (Fcritical 2,14,95% = 3,74). Eq. 2 e 3 mostram que a % de 

ácido fórmico (x2) não foi significativo, e quanto menor a % de EtOH (x1), maior a área de 

ambos compostos monitorados.  
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 Conforme apresentado na Tabela 6, as repetições do ponto central e Exp. 2 mostraram 

alta variabilidade, promovendo altos níveis de erro puro na análise ANOVA. Apesar do alto 

desvio padrão observado nas repetições, as áreas obtidas nos experimentos 1, 3 e 5 foram muito 

superiores à variabilidade das repetições, e esses experimentos apresentaram a % de etanol em 

níveis -1 ou -1.41, concordando com as equações 2 e 3. À medida que o experimento 5 formou 

uma emulsão (não foi observada para o experimento 3 - Tabela 6) tornou a filtração com 

seringa uma tarefa difícil, mesmo após a centrifugação, com base nos resultados empíricos da 

Tabela 6 e na ANOVA, os pontos 3 e 5 foram considerados candidatos e investigados. 

Triplicatas foram realizadas sob essas duas condições, ambas apresentando desempenhos 

semelhantes (Tabela 7). Uma vez que o resultado indicou um possível problema com o 

experimento 3 no conjunto experimental original (Tabela 6), uma nova triplicata foi realizada 

sob as condições do experimento 3, alcançando novamente valores semelhantes (áreas de picos 

25249997 ± 2677140 e 57150919 ± 6638817 para cafeína e 5-CQA, respectivamente) 

comparados com aqueles da primeira triplicata (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Média e desvio padrão das triplicatas dos melhores experimentos no planejamento 

experimental (ver Tabela 6) para otimização da extração e suas respectivas respostas. 

Experimento Área do pico da cafeína a  272 nm Área do pico do ácido 5-O-

cafeoilquinico a 325 nm 

3 21804959 ± 170425a 58666102 ± 452018 a 

5 20813935 ± 588191 a 55083227 ± 1378467 b 
a-b Para cada área do pico do composto, letras minúsculas distintas ao lado de cada valor indicam 

diferenças significativas entre os experimentos (teste de Tukey, p <0,05). 

 

Outra vantagem do experimento 3 foi que impactou positivamente na separação dos 

compostos 4-CQA e ácido cafeico quando comparados com o experimento 5 (Figura 14). É 

reconhecido que a solução da amostra pode impactar na separação dos compostos em HPLC. 

Por essas razões, o experimento 3 foi selecionado como condição final, validado (ICH,2005), 

teve seu verdor avaliado (Gaber et al., 2011) e foi aplicado a todos os subprodutos como 

apresentado a seguir. 
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Figura 14. Cromatograma UHPLC-PAD/UV a 280 nm de grãos de café verdes defeituosos 

(GCVD) extraídos de acordo com o experimento 3 (A) e experimento 5 (B). Coluna: Fenil-

hexil, 150 x 2.1 mm; 1.7 µm (ACQUITY UPLC CSH, Waters). Fase móvel composta por 0,3% 

de HCOOH em água (A) e EtOH-ACN 1:1 (v/v) (B) no seguinte gradiente: 5% B (0-2 min); 

5-55% B (2-42 min); 55-100% B (42-46 min); 100% B (46-54 min). Vazão: 0,25 mL min-1. 

Temperatura de análise: 35 ºC. Volume de injeção: 5 µL. 
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4.3.1 Linearidade e sensibilidade 

Linearidade com R2 ≥ 0,997 foi observada para os padrões de cafeína e 5-CQA dentro 

da faixa de trabalho de 25-1250 µg.mL-1 e 0,6-1250 µg.mL-1, respectivamente (Tabela 2). Os 

limites de detecção (LOD) foram 0,04 μg.mL para cafeína e 5-CQA. Os limites de 

quantificação (LOQ) foram 0,15 μg.mL-1 para cafeína e 0,12 μg.mL -1 para 5-CQA (Tabela 2). 

4.3.2 Precisão instrumental 

Para cafeína, os valores RSD para tempo de retenção e concentração foram 1,19% e 

5,09%, respectivamente. Para 5-CQA foram 1,31 e 4,97%, respectivamente (Tabela 8). 

Tabela 8. Precisão instrumental UHPLC-PAD/UV.a 

Injeção Cafeína a 272nm Ácido 5-O-cafeolquínico a 325 nm 

 Tr (min) Concentração (mg.g-1) Rt (min) Concentração (mg.g-1) 

1 11,33 41,27 12,99 73,21 

2 11,47 39,89 13,15 71,63 

3 11,54 40,74 13,23 72,72 

4 11,63 41,95 13,34 74,35 

5 11,67 41,02 13,38 73,32 

6 11,72 43,35 13,46 77,64 

7 11,77 46,14 13,51 82,20 

8 11,66 45,07 13,43 79,89 

9 11,68 40,72 13,49 72,38 

mean 11,61 42,24 13,33 75,26 

SD 0,14 2,15 0,17 3,74 

RSD (%) 1,19 5,09 1,31 4,97 

a Nove injeções consecutivas do mesmo extrato. 
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4.3.3 Precisão intra-dia e inter-dia 

Para cafeína, os valores máximos de RSD para tempo de retenção e concentração em 

um único dia foram 1,70% e 5,75, respectivamente. Para 5-CQA, foram 2,18% e 5,37%, 

respectivamente. Em relação ao intervalo entre os dias, para a cafeína, os valores de RSD para 

o tempo de retenção e concentração foram 2,09% e 6,15%, respectivamente. Para 5-CQA, eles 

foram 4,20 e 10,21%, respectivamente (Tabela 9).  

Tabela 9. Precisão intra-dia e inter-dia.a 

 Corrida Cafeína a 272 nm Ácido 5-O-cafeoilquínico a 325 nm 
 

Tr (min) Concentração (mg.g-1)  Concentração (mg.g-1) 

day1_R1 11,70 48,70 13,51 84,11 

day1_R2 11,76 44,62 13,61 77,78 

day1_R3 11,81 43,96 13,69 76,78 

day1_R4 11,83 46,34 13,74 81,46 

day1_R5 11,88 47,44 13,81 83,62 

day1_R6 11,33 41,46 12,99 73,29 

mean day 1 11,72 45,42 13,56 79,51 

SD day1 0,20 2,61 0,30 4,27 

RSD day 1 (%) 1,70 5,75 2,18 5,37 

day2_R1 11,95 43,65 14,03 76,30 

day2_R2 12,02 40,12 14,13 70,49 

day2_R3 12,05 42,98 14,15 73,97 

day2_R4 12,04 39,67 14,19 69,05 

day2_R5 12,12 41,18 14,29 71,75 

day2_R6 12,10 41,56 14,32 70,71 

mean day 2 12,05 41,53 14,18 72,05 

SD day2 0,06 1,56 0,11 2,65 

RSD day 2 (%) 0,48 3,75 0,76 3,67 

day3_R1 12,18 40,29 14,72 64,67 

day3_R2 12,14 39,88 14,73 61,98 

day3_R3 12,25 41,30 14,89 62,15 

day3_R4 12,28 43,29 14,98 63,67 

day3_R5 12,31 41,05 15,05 64,05 

day3_R6 12,27 43,59 15,04 63,98 

mean day 3 12,24 41,57 14,90 63,42 

SD day3 0,06 1,54 0,15 1,10 

RSD day 3 (%) 0,53 3,71 1,00 1,73 

mean day 1-3 12,00 42,84 14,22 71,66 

SD day1-3 0,25 2,64 0,60 7,32 

RSD day 1-3 (%) 2,09 6,15 4,20 10,21 
a Estes foram calculados realizando seis extrações seguidas de análise UHPLC-PAD/UV por dia, em 

três dias consecutivos. 
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4.3.4 Precisão intermediária 

A precisão intermediária foi calculada a partir de uma combinação aleatória das 

seguintes variáveis: amostra (foram preparados doze extratos de grãos de café verdes 

defeituosos), analista (três analistas diferentes), lote de etanol e marca (três lotes de duas 

marcas) e dia de análise (três extrações e injeções diferentes foram realizadas por dia). Para 

cafeína, os valores RSD para tempos de retenção relativos e concentração foram de 

aproximadamente 5,61% e 7,83%, respectivamente. Eles foram de 4,10% e 7,16% para 5-

CQA, respectivamente (Tabela 10). 

Tabela 10. Precisão intermediária. 

Corrida 

Lote de EtOH (Marca) 

Iniciais 

dos 

analistasa 

Dia de 

análise 
Cafeína a 272 nm 

Ácido 5-O-

cafeoilquínico a 325 nm 

 

  

 Tr 

(min) 

Concentração 

(mg.g-1) 

Tr 

(min) 

Concentração 

(mg.g-1) 

1 k50919727 850 (Merck) MRS Day 1 11,40 46,29 13,84 75,41 

2 k50919727 850 (Merck) MRS Day 1 11,42 46,38 13,86 74,85 

3 k50919727 850 (Merck) MRS Day 1 11,44 42,79 13,88 68,54 

4 I1064827 002 (Supelco) MRS Day 2 11,76 44,62 13,61 77,78 

5 I1064827 002 (Supelco) MRS Day 2 11,81 43,96 13,69 76,78 

6 I1064827 002 (Supelco) MRS Day 2 11,83 46,34 13,74 81,46 

7 I1064827 002 (Supelco) MRS Day 3  12,46 38,23 14,75 64,87 

8 I1064827 002 (Supelco) MKL Day 3 13,02 38,40 15,01 68,53 

9 I1064827 002 (Supelco) CSF Day 3 13,13 39,89 14,97 73,45 

10 K52258727 010 (Supelco) CSF Day 4  14,52 39,99 16,76 67,97 

11 K52258727 010 (Supelco) CSF Day 4 14,58 37,65 16,83 64,24 

12 K52258727 010 (Supelco) CSF Day 4 14,69 36,92 16,94 63,05 

Mean - - - 12,03 42,99 14,15 73,52 

SD - - - 0,67 3,36 0,58 5,26 

RSD (%) - - - 5,61 7,83 4,10 7,16 
a Mariana Rodrigues da Silva (MRS); Martin Kássio Leme (MKL) and Cristiano Soleo Funari (CSF) 
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4.3.5 Estabilidade de três extratos ao longo de 72 h 

 Para cafeína, os valores de RSD para tempo de retenção e concentração foram 3,17% 

e 8,06%, respectivamente. Para 5-CQA, eles foram de 4,22 e 8,01% (Tabela 11). Isso indica 

que um extrato pode ser preparado com o novo método e analisado por UHPLC-PAD/UV 

dentro do intervalo de pelo menos 72 h. 

Tabela 11. Estabilidade de três extratos de grãos de café verdes defeituosos mantidos a 25 ° 

C no escuro, injetados por 72 h. 

Amostra/dia  Cafeína a 272 nm Ácido 5-O-cafeoilquínico a 325 nm 

 Tr (min) Concentração (mg.g-1) Tr (min) Concentração (mg.g-1) 

Extrato 1_day1 11,70 49,14 13,51 83,30 

 Extrato 2_day1 11,76 44,62 13,61 77,78 

 Extrato 3_day1 11,88 48,33 13,81 80,51 

Extrato 1_day2 12,14 48,07 14,37 79,32 

 Extrato 2_day2 12,15 48,74 14,42 79,95 

 Extrato 3_day2 12,12 40,05 14,43 70,03 

 Extrato 1_day3 12,41 51,45 15,22 71,19 

 Extrato 2_day3 12,42 51,94 15,26 68,44 

 Extrato 3_day3 12,46 50,97 14,47 64,87 

 Extrato 1_day4 12,58 47,65 14,86 75,29 

 Extrato 2_day4 12,92 45,92 15,20 73,33 

 Extrato 3_day4 12,93 40,03 15,24 65,28 

mean 12,29 47,24 14,53 74,11 

SD 0,39 3,81 0,61 5,94 

RSD (%) 3,17 8,06 4,22 8,01 
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4.3.6 Avaliação da verdura química do novo procedimento validado 

A abordagem experimental deste trabalho foi cuidadosamente desenvolvida para 

cumprir os princípios da química analítica verde. Embora para um perfil metabólico qualitativo 

amplo, como aquela das subseções 4,1-4,2, a vantagem de aplicar uma extração de duas fases 

líquidas com base no par EtOH-H2O 7:3 (v/v) / n-heptano sobre os que empregam MeOH-H2O 

8:2 (v/v) / n-hexano simultaneamente ou separadamente foi discutido na literatura (Assirati et 

al., 2020), o novo procedimento validado para fins de quantificação teve sua verdura avaliada 

comparativamente a cinco procedimentos desenvolvidos para fins semelhantes. Para isso, uma 

métrica chamada de HPLC Environmental Assessment Tool (HPLC-EAT) (Gaber et al., 2011), 

para comparar os métodos de cromatografia líquida foi aplicada como ferramenta de avaliação 

ambiental (para informações, consulte Gaber et al., 2011). O método proposto aqui tem o 

mínimo impacto ambiental, sendo 1,1-41,2 vezes mais verde do que os métodos de referência 

que foram empregados em outros trabalhos para quantificação de cafeína, 5-CQA e outros 

ácidos clorogênicos em subprodutos do café (Tabela 12). Isso pode ser explicado pela extração 

miniaturizada e configuração de separação empregada aqui, mas também pela redução da 

quantidade de acetonitrila considerada problemática na análise UHPLC, uma vez que foi 

combinado 1:1 (v/v) com o EtOH mais verde no solvente B. 

 

Tabela 12 Comparação de desempenhos ambientais do método aqui proposto com sete 

métodos previamente relatados na literatura para quantificação de cafeína, 5-CQA e outros 

compostos. 

Métodos/ref a HPLC-EAT b 

Proposto neste trabalho 17,8 

Narita & Inouye (2012) 36,8 

Bravo et al. (2012) 733,2 

Chen et al. (2018) 19,9 

Mirón-Merida et al. (2019) 42,8 

Chen et al. (2020) 129,6 

a Se o tempo de equilíbrio não foi informado pelos autores, uma eluição isocrática de 10 min com o 

gradiente inicial da fase móvel foi adicionado aos cálculos. 
b HPLC Environmental Assessment Tool, de Gaber et al. (2011). Quanto menor a pontuação, mais 

ecológico é o método. 
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4.3.7 Aplicando o novo método a todos os subprodutos 

O novo procedimento foi aplicado a todos os subprodutos. Os resultados estão 

resumidos na Tabela 13. Até onde sabemos, esta é a primeira vez que os compostos cafeína e 

5-CQA foram quantificados em resíduo de café torrado (RCT), café torrado em pó reprovado 

(CTPR), películas prateadas torradas e peletizadas em tambor de brambati (PTBR),  películas 

prateadas torradas e peletizadas em tambor de probat (PTPR), bagaço de café verde industrial 

(BCVI), pó desprendido de grãos de café verdes (PDGCV), galho seco de café (GSC) e água 

utilizada no processamento do café semi-úmido (rH2O). Três deles (CTPR, PDGCV e RCT) 

foram registrados entre os quatro principais subprodutos analisados para conteúdo de cafeína 

(53.0-34.6 mg.g-1, Tabela 13), enquanto três (PDGCV, PTPR e PTBR) apareceram entre os 

cinco primeiros para o conteúdo de 5-CQA (29,8-13,6 mg.g-1, Tabela 13). Por outro lado, 

BCVI, um material pré-extraído industrialmente, e rH2O apresentaram valores bem menores 

destes compostos (Tabela 13). No entanto, embora as quantidades de cafeína e 5-CQA em 

rH2O encontradas sejam tão baixas apresentando 0,004 e 0,0002 mg.g-1, respectivamente, esses 

valores podem ser tomados como um alerta aos produtores de café e agências de proteção 

ambiental. Isso ocorre porque os produtores estão mudando do processo tradicional seco para 

homólogos úmidos ou semi-úmidos na etapa de despolpação do café verde gerando enormes 

quantidades de efluentes sem nenhum tratamento.
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Tabela 13. Quantidade total de cafeína, ácidos clorogênicos e mangiferina determinada por análise HPLC-UV em quinze subprodutos da cadeia 

produtiva do café. 

Subproduto Cafeína 

(mg.g-1) 

5-CQA  

(mg.g-1) 

Ácidos monoacil 

clorogênico a1 (mg.g-1) 

Mangiferina 

(mg.g-1) 

Rendimento de 

extração (%) 

Película prateada torrada (PT) 8,12 ± 0,03f,g,h 3,16 ± 0,46e 2,76 ± 0,10f - 14,53 ± 2,19   

Resíduo de café torrado (RCT)b1 34,58 ± 1,35c 11,72 ± 0,40d 20,65 ± 0,56c - 28,06 ± 0,64 

Café torrado em pó reprovado (CTPR)b1 52,97 ± 0,75a 10,10 ± 0,19d 21,37 ± 0,34c - 29,20 ± 0,53 

Casca+pergaminho (CP) 6,85 ± 0,06 f,g,h,i 0,84 ± 0,05e 0,59 ± 0,02f - 21,33 ± 2,12 

Grãos de café verdes defeituosos (GCVD) 45,16 ± 1,6b 72,94 ± 2,93a 72,73 ± 2,78a - 27,47 ± 1,66 

Películas prateadas torradas e peletizadas em 

tambor brambati (PTBR)b1 

13,19 ± 0,14d,e,f 13,56 ± 0,17d 16,64 ± 1,41d - 20,00 ± 1,22 

Películas prateadas torradas e peletizadas em 

tambor probat  (PTPR)b1 

17,08 ± 1,39d 16,28 ± 1,09d 20,12 ± 0,71c - 25,47 ± 2,33 

Bagaço de café verde industrial (BCVI)b1 2,64 ± 0,01h,i,j 4,03 ± 0,05e 4,57 ± 0,02e,f - 5,07 ± 0,99 

Pó desprendidos de grãos de café verdes 

(PDGCV)b1 

45,06 ± 5,58b 29,80 ± 3,36c 28,19 ± 2,79b - 21,33 ± 1,80 

Folhas maduras de café (FMC) 16,46 ± 1,26d,e 38,92 ± 2,38b 7,97 ± 0,45e 19,42 ± 0,10a 36,00 ± 1,21 

Folhas de café secas (FCS) 5,66 ± 0,13g,h,i,j 0,59 ± 0,01e 0,46 ± 0,01f 0,79 ± 0,02b 24,33 ± 5,06 

Galho seco de café (GC)b1 0,17 ± 0,05j 0,71 ± 0,07e 0,22 ± 0,02f - 8,33 ± 0,88 

Polpa (POLPA) 10,12 ± 0,06e,f,g 1,72 ± 0,05e 0,75 ± 0,03f 0,21 ± 0,00c 23,33 ± 2,84 

Borra de café (BC) 1,33 ±0,042i,j 0,81 ± 0,01e 0,96 ± 0,04f - 4,47 ± 0,81 

Água residual do processamento semi-úmido (rH2O)b1 0,004 ± 0,0004j 0,0002 ± 0,000004e 0,0002 ± 0,0000001f - - 
a1 Valores expressos como 5-CQA ou valores equivalentes ao 5-CQA. Apenas os compostos com o mesmo cromóforo que 5-CQA foram levados em consideração. 

Eles foram: 3-CQA, 4-CQA, 3-FQA, 4-FQA e 5-FQA. As correções de massa foram aplicadas usando a razão de peso molecular como em Pio et al., 2014. 

b1 Essas quantificações foram realizadas pela primeira vez neste subproduto. 

a-j Para cada composto quantificado, letras minúsculas distintas ao lado de cada valor indicam diferenças significativas entre os subprodutos (teste de Tukey, p <0,05).
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Dentre os subprodutos que tiveram sua composição química relatada 

anteriormente na literatura, destacam-se grãos de café verdes defeituosos (GCVD) e folha 

madura de café (FMC). O primeiro apresentou maior teor de cafeína (45,1 mg.g-1) do 

que os relatados anteriormente na literatura (15,0-10,6 mg.g-1) (Sung et al., 2016). Por 

outro lado, FMC apresentou maiores teores do antioxidante 5-CQA (38,9 mg.g-1) e do 

neuroprotetor, antioxidante, anti-inflamatório e antiapoptótico mangiferina (19,4 mg.g-1) 

quando comparada com as relatadas por Chen et al. (2018), que encontrou 13,6-0,9 mg.g- 

1 e 4,0-0,3 mg.g-1 de 5-CQA e mangiferina, respectivamente, na folha de café madura. 

Em relação ao CP, um subproduto que contém casca e pergaminho juntos e que pode ser 

encontrado em fazendas, o conteúdo de cafeína e 5-CQA foi encontrado em 6,8 mg.g-1 e 

0,8 mg.g-1 (Tabela 13), respectivamente. Esses valores são mais altos para a cafeína e se 

aproximam da faixa para 5-CQA relatada anteriormente para casca e pergaminho quando 

coletados individualmente, com 1,51-0,77 mg.g-1 de cafeína no pergaminho e 1,4-2,0 

mg.g -1 de 5-CQA na casca (Iriondo-DeHond et al., 2019; Mirón-mérida et al., 2019). 

Menores quantidades de cafeína e 5-CQA foram encontrados em borra de café (BC) (1,3 

e 0,8 mg.g-1, respectivamente - Tabela 13). Isso era esperado, uma vez que este foi um 

material pré-extraído com um solvente polar. No entanto, esses valores estão próximos 

da faixa relatada anteriormente na literatura de 8,1-3,6 e 3,6-1,1 mg.g-1, respectivamente 

(Bravo et al., 2012). 

Em seguida, a partir do procedimento quantitativo desenvolvido para 5-CQA, uma 

estimativa do conteúdo de outros ácidos monoacil clorogênicos (3-CQA, 4-CQA, 3-FQA, 

4-FQA e 5-FQA) que têm o mesmo cromóforo que 5-CQA foi realizado (Pio et al., 2014). 

Teores mais altos de ácidos monoacil clorogênicos diferentes de 5-CQA foram 

encontrados para grãos de café verdes defeituosos (GCVD) e pó desprendido de grãos de 

café verdes (PDGCV) (72,7 e 28,2 mg.g-1, respectivamente - Tabela 13), confirmado por 

ANOVA com nível de confiança de 95%, seguido pelo teste de Tukey (Tabela 13). Para 

ambos os subprodutos, que são obtidos na separação dos grãos de café verdes em termos 

de tamanho, as concentrações de ácidos monoacil clorogênicos diferentes de 5-CQA eram 

muito próximos aos do último sozinho (Tabela 13). Isso corrobora para a predominância 

de 5-CQA em grãos de café verde (Lu et al., 2020), mas também que estes subprodutos 

relatados GCVD e PDGCV são uma fonte de outros ácidos monoacil-quínicos bioativos. 

No entanto, é importante destacar que como o procedimento de extração empregado aqui 
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não foi otimizado para ácidos monoacil clorogênicos em geral, mas para 5-CQA, o 

conteúdo do total dos ácidos monoacil clorogênicos nos subprodutos investigados podem 

ser ainda maiores. Quanto aos rendimentos de extração, exceto para borra de café (BC), 

bagaço de café verde industrial (BCVI) e galho seco de café (GSC), todos os demais 

subprodutos apresentaram valores na faixa de 14,5-36%, demonstrando assim o alto 

poder de extração geral do novo método (Tabela 13). Ambos subprodutos BC e BCVI 

foram materiais pré- extraídos com solventes polares, o que explica seus baixos 

rendimentos quando re- extraídos com um solvente polar. 

4.4 Potenciais aplicações dos subprodutos analisados e seus benefícios 

As aplicações de subprodutos selecionados como fontes de compostos bioativos 

seguem o que é preconizado pelas Nações Unidas. Desenvolver novas aplicações para 

biomassa de resíduos é uma necessidade urgente, pois representam cerca de 30% dos 

resíduos gerados em todo o mundo e contribuem para a degradação ambiental (UNEP, 

2009). No entanto, a priorização de subprodutos do café para tais fins é uma tarefa 

complexa que deve considerar o conteúdo metabólico neles, variabilidade química lote a 

lote, massa gerada de materiais específicos, sua localização (logística), resultados 

financeiros, sociais e ambientais, entre outros. 

A partir dos novos dados apresentados neste trabalho em conjunto com os 

relatados anteriormente e as percepções adquiridas ao visitar os fornecedores das 

amostras, as primeiras aplicações para subprodutos do café no Estado de São Paulo 

(Brasil) devem ser sua promoção como matéria-prima para extração de bioativos como 

cafeína e/ou ácidos clorogênicos numa abordagem de biorrefinaria integrada. Nesse 

sentido, grãos de café verdes defeituosos (GCVD), pó desprendido de grãos de café 

verdes (PDGCV), café torrado em pó reprovado (CTPR) e resíduo de café torrado (RCT), 

todos disponíveis nas fábricas de café, serviriam de matéria-prima para a extração da 

cafeína natural, um composto termoestável nas temperaturas de torra adequada (Santos et 

al., 2021). Esses subprodutos exibem 53,0-34,6 mg.g-1 de cafeína (Tabela 13), ainda na 

faixa de 91,9-28,4 mg.g-1 relatado para grãos de café verde de diferentes origens 

geográficas (Ciaramelli et al., 2019). Apesar de películas prateadas torradas e peletizadas 

(PTBR e PTPR) exibirem teores mais baixos de cafeína (17,1-13,2 mg.g-1, Tabela 13), o 

fato de também serem gerados dentro das fábricas de café (logística favorável) pode 

classificá-los como matéria- prima favorável para extração e purificação de cafeína 
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natural. Embora a cafeína sintética esteja disponível comercialmente, há um aumento na 

demanda por cafeína natural que poderia ser incorporada como ingrediente ativo em 

alimentos funcionais (por exemplo, em bebidas energéticas), cosméticos e também em 

produtos farmacêuticos sem comprometer sua reivindicação de “natural” (Bravo et al., 

2012). Na verdade, a cafeína é utilizada como um ingrediente ativo em uma variedade de 

medicamentos (por exemplo, é formulado junto com ácido acetilsalicílico para aumentar 

os efeitos de alívio da dor). Não há informações precisas disponíveis sobre a quantidade 

de tais resíduos gerado nas fábricas, mas o fato de conterem quantidades consideráveis 

de cafeína, um contaminante emergente de ecossistemas aquáticos e indicador de 

atividade antrópica (Janissen & Huynh,2018; Marín-Tello et al., 2020), torna necessário 

encontrar destinos atuais alternativos. Eles podem ser descafeinados antes da 

incorporação ao solo para atuar como um fertilizante. A infraestrutura existente para a 

produção de café descafeinado pode ser aproveitada para a extração desses subprodutos 

ricos em cafeína. Aqui, os custos ambientais devem ser considerados juntamente com os 

custos tradicionais de fabricação. 

GCVD e PDGCV também se destacaram como fontes ricas em 5-CQA com 72,9 

e 29,8 mg.g-1, respectivamente (Tabela 13). Esses valores estão dentro da faixa relatada 

na literatura para a commodity grãos de café verdes (129,4-41,2 mg.g-1 para 5-CQA) 

(Ciaramelli et al., 2019). GCVD também foi considerada uma fonte rica em outros ácidos 

monoacil clorogênicos bioativos, em um total de 72,3 mg.g-1 (Tabela 13). A 

possibilidade de recuperar ácidos clorogênicos altamente bioativos além da cafeína dentro 

dos limites da torrefação de café seria um atrativo a mais. Esses dois subprodutos poderão 

substituir a commodity em grãos de café na atual produção de extratos padronizado em 

ácidos clorogênicos, que são incorporados em suplementos alimentares como substâncias 

promotoras de saúde. Estudos clínicos demonstram que o 5-CQA é um composto 

benéfico para a saúde que pode ser promovido como um ingrediente ativo em produtos 

farmacêuticos (Lu et al., 2020). 

Outro subproduto que merece destaque é a folha madura de café (FMC), uma vez 

que apresenta não apenas altos teores de cafeína e 5-CQA (16,4 e 38,9 mg.g-1, 

respectivamente), mas também de mangiferina (19,4 mg.g-1 , Tabela 13), além de uma 

variedade de flavonóides (Tabela 4). A mangiferina é um composto altamente bioativo 

que está ganhando cada vez mais atenção por parte dos cosméticos e empresas 
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farmacêuticas. Por exemplo, Yves-Rocher possui uma patente para o pedido de extratos 

de plantas contendo mangiferina para prevenir o estresse calórico na pele, lábios ou 

cabelo (Telang et al., 2013). O FMC vem das fazendas logo após a poda das árvores. Os 

usos potenciais deste subproduto na região de Botucatu, que abriga diversas lavouras 

comerciais de café e duas das maiores produtoras de extratos botânicos da América do 

Sul (Givaudan-Nutra e Grupo Centroflora), justifica uma investigação mais aprofundada. 

Isso agregaria valor à cadeia do café, com impactos sociais e ambientais positivos. 

Outras matrizes, como borra de café (BC), casca+pergaminho (CP) e polpa, 

exibiram baixas quantidades de cafeína e ácidos clorogênicos (Tabela 13). No entanto, a 

otimização de novos processos de extração visando outros metabólitos bioativos desses 

subprodutos (Tabelas 4 e 5) vale a pena investigar, visto que são os três mais abundantes 

subprodutos de café com milhões de toneladas geradas em todo o mundo (Janissen & 

Huynh, 2018; Mirón-méridaet al., 2019; Santos et al., 2021). Por exemplo, α-tocoferol e 

esqualeno, dois compostos que foram encontrados em CP e POLPA (Tabela 5), são 

empregados como adjuvantes em vacinas covid-19, mas o esqualeno é atualmente 

extraído de recursos não renováveis (fígado de tubarão) (Phan et al., 2020). 

Embora seja esperado que a variabilidade de lote para lote na composição química 

do fruto do café e seus subprodutos derivados ocorram em função de fatores genéticos, 

geográficos e abordagens tecnológicas, entre outros (Abdelwareth et al., 2021; Ciaramelli 

et al., 2019; Lu et al., 2020) os produtores de extratos botânicos enfrentam o mesmo 

problema em quase todas as matérias-primas que empregam em seus processos. 

Estratégias como contratos de longo prazo com produtores de materiais vegetais com as 

características desejadas, ajustes na relação matriz sólida:solvente de acordo com o 

conteúdo de biomarcadores na matriz sólida, combinação de diferentes lotes primários de 

extratos, ajustes no conteúdo do agente transportador durante a secagem do extrato fluido, 

entre outros, são práticas comuns neste setor para chegar a um produto final padronizado. 
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5. CONCLUSÃO 

Este trabalho apresentou a mais ampla seleção lado a lado de subprodutos da 

cadeia do café, coletados de fazendas a fábrica final de café e um fabricante de extrato 

padronizado. Uma ampla gama de compostos bioativos foi relatado pela primeira vez em 

subprodutos da cadeia do café, como xantonas, flavonóides glicosilados, ácidos 

clorogênicos, cinamoil-aminoácidos, ésteres de ácidos graxos e esteróis. Subprodutos 

específicos gerados tanto dentro de uma fábrica final ou em uma fazenda, incluindo cinco 

investigadas pela primeira vez neste trabalho, apresentaram um alto teor de cafeína (53,0- 

34,6 mg.g-1), 5-CQA (29,8-13,6 mg.g-1), ácidos monoacil clorogênicos diferentes de 5- 

CQA (72,7-28,2 mg.g-1) e mangiferina (19,4 mg.g-1). Os resultados sugerem que tais 

subprodutos podem ser usados como uma fonte de uma variedade de compostos de alto 

valor agregado em uma abordagem de biorrefinaria em vez de serem descartados ou 

empregados em aplicações menos adequadas ou de valor inferior, com potenciais 

benefícios econômicos, mas certamente ambientais. Finalmente, este trabalho mostrou 

que a água residual de um processo de despolpação do café que atualmente está 

aumentando em popularidade (processamento semi-úmido) continha cafeína, o que deve 

ser tomado como um alerta aos produtores e órgãos de proteção ambiental.  
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