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Resumo:  
 No Brasil, o maior produtor e exportador de café, tem se destacado atualmente o estudo sobre a qualidade do café 
e da relação café e saúde. Compõem a fração lipídica insaponificável do café os diterpenos caveol e cafestol, interessantes 
por apresentarem efeitos conhecidos na saúde humana, como a ação quimioprotetora, antioxidante e hipercolesterolêmica. 
Além disso, os diterpenos poderiam ser utilizados como ferramenta de identificação de espécies (Coffea arabica e Coffea 
canephora), por estarem presentes em diferentes teores. O presente trabalho objetivou a validação de metodologia 
espectrofotométrica para determinação de caveol em café torrado e moído. Utilizou terc-butil metil éter para extração da 
matéria insaponificável, limpeza com água e reação colorimétrica com KI para detecção de caveol. Os ensaios de 
repetibilidade em diferentes extrações e intra-dia (para mesma extração) apresentaram CV abaixo de 5 %, mostrando boa 
precisão. A metodologia apresentou linearidade (R2=0,996, p≤0,05) e limites de detecção e quantificação de 0,00258 
mg/mL e 0,00861mg/mL, respectivamente. A metodologia foi aplicada com sucesso na quantificação de kahweol em café 
arábica, conilon e misturas.  
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SPECTROFOTOMETRIC METHOD VALIDATION FOR ANALYSIS OF KAHWEOL IN 
ROASTED AND GROUNDED COFFEE 
Abstract: 
Since Brazil is the major producing and exporting country of coffee, a lot of researches have been conducted about coffee 
quality and the relation between coffee and health. The diterpenes kahweol and cafestol, interesting compounds of 
unsaponifiable fraction of coffee, presented known effect in the human health, as anticarcinogenic and antioxidants 
properties, and hypercholesterolemic action. Moreover, the diterpenes could be used as a tool of species identification 
(Coffea arabica e Coffea canephora) because of the differences of their amounts. The present work objectified the 
validation of spectrophotometric methodology for determination of kahweol in roasted and grounded coffee. Terc-butyl 
methyl ether was used for the extraction of the unsaponifiable matter, clean up with water and colorimetric reaction with KI 
for kahweol detection. The repeatability in different extractions and in the same day (for same extraction) presented CV 
below 5 %, showing good precision. The methodology had linearity (R2=0,996, p≤0,05) and the limits of detection and 
quantification were 0,00258 mg/mL and 0,00861mg/mL, respectively. The method was successfully applied in the 
quantification of kahweol in arabica coffee, conilon and blends. 
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Introdução 
 

O café é um dos produtos agrícolas de maior importância na economia mundial e é uma das bebidas mais 
consumidas. O Brasil se destaca por ser o maior produtor e exportador de café do mundo. As culturas brasileiras baseiam-
se nas espécies Coffea arabica e Coffea canephora (conilon) (ABIC, 2007). Grande parte das pesquisas desenvolvidas 
atualmente tem destacado a ação dos compostos da bebida café na saúde humana (Cavin et al., 1998; Kurzrock & Speer, 
2001a e b; Poste et al., 2000; Boekschoten et al., 2003).  

Uma das maiores preocupações atuais da cafeicultura nacional é tornar o produto brasileiro competitivo 
internacionalmente em nível de qualidade, uma vez que sua imagem positiva baseia-se apenas no aspecto econômico 
(Lopes, 2000; Assad et al., 2002). As espécies do gênero Coffea diferem consideravelmente no preço, qualidade e 
aceitabilidade. Os grãos apresentam cor, formato e tamanho diferenciados, porém, após a torra e moagem, não se 
distinguem as espécies visualmente e, como pertencem ao mesmo gênero, possuem poucas diferenças para detecção da 
adição de café conilon, de menor valor comercial, ao arábica.  

O teor de matéria insaponificável (MI) no óleo de café é relativamente alto (9 a 13 %), comparado com outros 
óleos vegetais (em geral < 1 %). Na MI do café destacam-se cafestol e caveol, diterpênicos relatados como causadores da  
elevação do nível de colesterol humano e com ação de quimioproteção e antioxidante (Urgert et al., 1995; Cavin et al. 
1998; Kurzrock & Speer, 2001a). Desta forma, áreas diversas vêm demonstrando interesse na quantificação dos diterpenos 
de café, como a Engenharia Genética: o estudo do genoma funcional do cafeeiro, relacionado a análise genômica e estudo 
da biossíntese destes compostos em espécies de Coffea poderia viabilizar a identificação dos principais genes que 
controlam o acúmulo de diterpenos em café. 

Os diterpenos são relativamente estáveis a torra. O café arábica apresenta teores significativamente mais altos de 
diterpenos que o conilon, e caracteriza-se pelo alto teor de caveol. Desta forma, a adição de café conilon ao café arábica 



tende a diminuir a quantidade de diterpenos, principalmente caveol. Foi verificado em trabalho prévio que o caveol poderia 
ser utilizado como ferramenta para diferenciação de espécies de café torrado em graus de torra variado (Dias, 2005). 

Entre as técnicas utilizadas para determinação de caveol, destacam-se a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
(CLAE) e Cromatografia Gasosa (CG) (Pettitt et al., 1987; Urgert et al., 1995; Lercker et al., 1995; Castillo, et al., 1999; 
Kurzrock & Speer, 2001b;Araujo & Sandi, 2006) e, em um trabalho, foi citado o uso de Espectroscopia Raman (Rubayiza 
& Meurens, 2005). No entanto, deve-se considerar que essas metodologias são sofisticadas e caras e seria interessante o 
desenvolvimento de metodo mais simples e rápido. 

Uma metodologia espectrofotométrica qualitativa tem sido desenvolvida para avaliação de caveol em café torrado 
(Alves et al., 2003; Dias et al., 2005). É proposta extração a quente das amostras utilizando terc-butil metil éter e limpeza 
com água. Após reação colorimétrica com KI, mede-se a absorvância a 620 nm. A avaliação de cada etapa e testes de 
rusticidade definiram o procedimento de extração e avaliação dos diterpenos. A metodologia já foi empregada para café 
conilon e diferentes variedades de arábica, mostrando-se eficiente na identificação das espécies, sugerindo a possível 
utilização como método de triagem para adição de conilon ao arábica, como sugerido por Kemsley et al. (1995).  

O presente trabalho objetivou a validação de metodologia espectrofotométrica para determinação de caveol em 
amostras de café torrado, avaliando-se linearidade, repetibilidade e sensibilidade. 

 
Material e Métodos   
 
Material 
 

As amostras de café verde de origem conhecida foram obtidas junto ao Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), 
utilizando-se café arábica da variedade Iapar-59 e conilon. A torra foi feita em um torrador marca Rod-Bel (aquecimento a 
gás com capacidade para 300 g) com a temperatura variando de 190 a 230°C  e tempo suficiente para atingir 17 % de perda 
de peso das amostras, denominado torra média. Após a torra e moagem, a uma granulometria de 500 nm (peneira ABNT 
35), foi feita mistura das espécies na proporção 30 % de café conilon e 70 % de arábica para ensaio de recuperação. 
 
Extração e Análise Espectrofotométrica 
 

As amostras foram submetidas a saponificação com hidróxido de potássio, extração da MI com terc-butil metil 
éter e limpeza com água destilada. A reação colorimétrica da MI foi efetuada com adição de iodeto de potássio (KI) a partir 
do método desenvolvido por Alves et al. (2003) e Dias et al. (2005). Utilizou-se um espectrofotômetro UV-Visível GBC 
Cintra 20, com faixa de detecção de 190 a 1000 nm e abertura de fenda de 2 nm. Após reação, foi avaliada a absorvância a 
620 nm (Figura 1).  

2 mL de Tercbutil metil  éter Recolher fase orgânica em um tubo 
tarado (Repetir 3 vezes)

Pesar 0,2 g de amostra em um frasco de 
vidro para centrífuga

Adicionar 2 mL de KOH 2,5 M 
(em etanol 96 %)

Aquecer no banho a 
80ºC por 1 h

Adicionar 2 mL de H2O 
destilada

Adicionar 2 mL de H2O ao extrato. 
Homogeneizar e descartar a fase aquosa
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de HAc glacial
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Figura 1: Condições propostas para extração das amostras de café.  

 
Validação 
 

Para a validação, foram seguidas as recomendações da AOAC (2003), estudando-se a linearidade, repetibilidade e 
sensibilidade, como sugere Ribani et al. (2004). 

A linearidade do método foi determinada pela análise de misturas padrão em seis diferentes concentrações. Foi 
construída a curva analítica para obtenção do nível de significância (p) e de determinação (R2).  

Para verificação da precisão foi determinada a repetibilidade do método, alisando-se seis extrações diferentes (0,20 
g) da mesma amostra, sujeitas às mesmas condições de extração e análise, no mesmo equipamento, no menor espaço de 
tempo possível (repetibilidade em diferentes extrações). Foi estudado também a repetibilidade intra-dia, avaliando-se a 
mesma extração da amostra (0,20 g) com cinco repetições ao longo do dia.  



A determinação da sensibilidade do método foi realizada pelo cálculo do limite de detecção (LD) e o limite de 
quantificação (LQ) (Equações 1 e 2). 

LD = 3 s / S         Equação 1 
LQ = 10 s / S        Equação 2 
onde s é a estimativa do desvio-padrão do branco e S é a inclinação ou coeficiente angular da curva analítica 

(Ribani et al., 2004).  
 

Resultados e Discussão 
 

Os resultados mostraram uma boa precisão do método (Tabela 1). Segundo o Boletim da Vigilância Sanitária 
(2002), níveis de coeficientes de variação aceitáveis para devem estar abaixo de 15 %. A média da concentração para 
amostra de café arábica torrado em nível intermediário foi de aproximadamente 485 mg de caveol / 100 g de amostra. Para 
amostra de café conilon não foi detectada a presença de caveol. Na literatura foram encontrados teores de caveol numa 
ampla faixa, principalmente devido às diferentes origens geográficas e espécies de café: menor que 10 mg/100 g de café 
conilon a 650 mg/100 g de café arábica. O menor nível encontrado para café arábica foi de 57,5 mg/100 g (Urgert et al., 
1995; Kurzrock & Speer, 2001a; Lago, 2001) 

 
Tabela 1: Valores de desvio padrão (S) e coeficiente de variação em porcentagem (CV%) em ensaios de repetibilidade.  
 

Precisão S CV% 

Entre-extrações* 0,092 2,65 

Intra-dia** 0,057 4,55 
 * Seis repetições; ** Cinco repetições 

 

A faixa de concentração utilizada para a construção da curva de calibração foi de 0,05 a 0,35 mg de caveol/mL de 
solução antes da reação colorimétrica, correspondente a um valor máximo de 700 mg de caveol/100 g de amostra, 
estimativa extraída da literatura (Urgert et al., 1995), e mínimo segundo estudo prévio que demonstrou que abaixo deste 
limite não é possível uma leitura segura da absorvância.  

A curva de calibração (Equação 3) apresentou linearidade (R2= 0,996, p≤0,05) em uma faixa bastante ampla. 
y = 1,6264x - 0,3278       Equação 3 
onde y é a absorvância obtida experimentalmente e x a quantidade de caveol utilizada antes da ressuspensão em 

ácido acético glacial. 
 
A partir da curva de calibração foi estimada a sensibilidade do método, observou-se valores de LD e LQ de 

0,00258 mg/mL e 0,00861mg/mL, respectivamente. Não foram encontrados dados na literatura para comparação. 
A Figura 2 mostra os espectros correspondentes a leitura nas concentrações de padrão de caveol empregadas para 

elaboração da curva de calibração. Pode ser observado que o perfil do espectro, independente da concentração, é bastante 
característico na faixa de detecção do caveol (próximo a 620nm) . 

 



0.0

2.5

Abs

200.0 400.0 600.0
nm

Figura 2: Espectrogramas correspondentes dados da curva de calibração para caveol. As cores correspondem às diferentes 
concentrações das soluções-padrão: azul – 0,35 mg/mL; verde escuro – 0,29; verde – 0,23; laranja – 0,17; rosa – 0,11; 
verde claro – 0,05 mg/mL. 
 

A Figura 3 apresenta a curva espectral típica para uma amostra de café torrado de um blend com 30% de arábica e 
70% de conilon, onde pode ser observada a presença de interferentes coloridos principalmente até o comprimento de onda 
de 400nm. Na região de interesse (próximo a 620 nm) não existe interferência, os espectros da amostra e padrão se 
assemelham (Figura 2 e 3), e, mesmo considerando-se a pequeno teor de arábica da mistura, o caveol pode ser facilmente 
detectado. 
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Figura 3: Espectrograma para amostra de mistura de café torrado 30 % arábica e 70 % de conilon. O pico a 620 nm é 
produzido pelo produto da reação colorimétrica entre caveol e iodeto de potássio. 
  
 
Conclusões 
 

A metodologia foi aplicada com sucesso na quantificação de caveol em café arábica, conilon e misturas. 
Apresentou boa precisão (CV abaixo de 5 %), linearidade (R2=0,996, p≤0,05) numa ampla faixa de concentração e limites 
de detecção e quantificação de 0,00258 mg/mL e 0,00861mg/mL, respectivamente. 
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