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Artigo

QUALI- AND QUANTITATIVE ANALY SIS OF COMMERCIAL COFFEE BY NMR. Coffee is one of the beverages most widely
consumed in the world and the “cafezinho” is normally prepared from a blend of roasted powder of two species, Coffea arabica

and Coffea canephora. Each one exhibits differences in their taste and in the chemical composition, especially in the caffeine

percentage. There are several procedures proposed in the literature for caffeine determination in different samples like soft drinks,
coffee, medicines, etc but most of them need a sample workup which involves at least one step of purification. This work describes
the quantitative analysis of caffeine using '"H NMR and the identification of the major components in commercial coffee samples
using 1D and 2D NMR techniques without any sample pre-treatment.

Keywords: caffeine; quantitative "H NMR; coffee composition.

INTRODUCAO

O café € uma das bebidas mais consumidas mundialmente e a
sua importancia econdmica tem incentivado vdrios estudos, princi-
palmente no que se refere a composi¢do quimica do gréo e da bebi-
da'’. O teor de cafeina no café apresenta uma variagdo que depende,
dentre outros fatores, da espécie da planta utilizada, sendo que a
Coffea arabica (ardbica) contém em média 1% do alcal6ide e a Coffea
canephora (robusta) em torno de 2%%'°. Entre os compostos mais
estudados a cafeina € sem ddvida alguma o alcaldide, extraido do
café, mais conhecido e também o que se encontra em maior quanti-
dade, embora muitos outros compostos estejam presentes.

Outra substancia presente no café e que tem despertado inte-
resse € a trigonelina, importante ndo pela sua presenca em si, mas
principalmente, pelos produtos da sua degradagdo que podem ser
gerados no processo de torra. Por isso, o grau de torra do cafg,
tempo de torra versus temperatura, pode ser estimado fazendo-se a
relagdo do teor de trigonelina com o do 4cido nicotinico resultante
da sua degradag@o térmica®. O 4cido nicotinico ou niacina é uma
importante vitamina para o metabolismo humano, podendo ser
encontrado em quantidades que chegam préximo a 20 mg para cada
100 g de café torrado dependendo, evidentemente, do grau de torra
do café!! e, portanto, a sua quantificacdo € de suma importincia.

A temperatura de torra tem sido fortemente associada ao aro-
ma do café. Durante a torrefacdo, reagdes de Maillard, degradagio
de Stecker, pirdlise e outras reagdes quimicas produzem um gran-
de ndmero de diferentes compostos voldteis, sendo que mais de
800 compostos de varias classes ja foram identificados. Além dis-
so, 0 grau de torra tem impacto na concentra¢do de varios compos-
tos importantes, como por ex., guaiacol e 2-furfuriltiol, que au-
mentam com o grau de torra, enquanto que a 2,3-butanodiona e
2,3-pentanodiona apresentam um mdximo de concentragdo para
um grau de torra médio e exibem concentragio minima em cafés
com alto grau de torra*.

Durante o processo de torrefagdo também se produzem outros
compostos derivados de piridinas, pirréis e alguns compostos
biciclicos, os quais t&ém grande contribui¢do para o sabor final da
bebida®'>"3.

*e-mail: giba_04 @yahoo.com.br

Além desses, outros compostos de grande interesse sdo os dcidos
clorogénicos, que tém chamado atencdo devido a sua atividade
anticancerigena comprovada para alguns tipos de cincer', e a sua
acdo benéfica no combate a doencas cardiovasculares devido as suas
propriedades antioxidantes'. Eles sdo formados principalmente pela
esterificagdo do 4cido quinico com os édcidos cafeico, fertdlico ou p-
cumdrico. A esterificacdo também pode ocorrer entre o dcido quinico
e dois 4cidos cafeicos, ou ainda, entre o dcido quinico com um édcido
cafeico e um ferulico. O teor total desses dcidos nos graos verdes de
café é de aproximadamente 6,0 e 9,5% (m m™) para as espécies ardbi-
ca e robusta, respectivamente'®, muito embora se encontrem somente
tragos dos dcidos livres nos graos de café verdes®. Os principais isdbmeros
dos 4cidos clorogénicos foram identificados e quantificados, recente-
mente, em amostras de cafés comerciais, onde se observou para todas
as amostras uma predominancia dos 4cidos cafeoilquinicos com cerca
de 77 a 81% do total de dcidos clorogénicos!!.

Na identificacdo dos compostos presentes no café, varias téc-
nicas espectroscopicas sdo utilizadas, tanto em separado, como em
associacdo, tais como cromatografia liquida de alta resolugio’™'’,
espectroscopia nas regides do infravermelho'®!® e infravermelho
préximo®, cromatografia gasosa®'??, cromatografia gasosa de alta
resolugdo acoplada a espectrometria de massas'>? e ressonéncia
magnética nuclear’*”. A RMN tem a vantagem de ndo requerer
nenhum pré-tratamento da amostra quando comparada as outras
técnicas e, além disso, uma andlise espectral detalhada de um tni-
co espectro de hidrogénio poderd fornecer informagdes sobre a
estrutura e a composi¢do quimica dos principais constituintes qui-
micos majoritdrios presentes na amostra.

A RMN tem sido, em geral, utilizada na andlise de cafés para
identificacéio de substancias isoladas ou que constituem um peque-
no grupo de substancias em uma fracdo extraida do café, como por
ex., a investigacdo dos compostos poliméricos da fragdo espuman-
te de cafés expressos recém-preparados?, o estudo dos produtos de
degradac@o térmica da trigonelina em sistemas modelos® e as suas
quantificagdes em amostras de cafés torrados® e, também, na iden-
tificacdo de polissacarideos da fragdo aquosa de cafés torrados® e
dissacarideos isolados de cafés verdes®, dentre outros. No entanto,
a aplicacéio dessa técnica na andlise de amostras de cafés sem ne-
nhum pré-tratamento®, assim como ocorre neste trabalho, ainda ¢
muito pouco explorada.
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Neste trabalho a técnica de RMN foi aplicada utilizando-se
amostras de “cafezinho”, sem nenhum processo de tratamento e
com dois propdsitos. O primeiro foi identificar os compostos ma-
joritdrios encontrados na bebida preparada a partir de pds de cafés
comerciais, e o segundo, quantificar os teores de cafefna tanto nos
cafés preparados em laboratério como nos encontrados em estabe-
lecimentos comerciais da cidade de Sdo Carlos-SP.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os espectros de RMN foram obtidos em um equipamen-
to de 9.4 T (400,13 MHz para freqiiéncia do hidrogénio), marca
Bruker, modelo DRX400, a uma temperatura de 303 K e equipado
com uma sonda de deteccdo inversa de 5 mm.

Preparacio das amostras

As amostras de pds de cafés torrados utilizadas na identifica-
¢do dos constituintes majoritdrios foram preparadas de modo a se
obter uma infusdo concentrada utilizando-se cerca de 40 g de p6 e
250 mL de 4gua fervente, aproximadamente 95 °C, que foi adicio-
nada sobre os pés e filtrados em uma cafeteira manual, usando-se
papel de filtro comum.

Espectroscopia de RMN de 'H

Em uma aliquota de 0,6 mL dessa solugdo foram adicionadas 2
gotas de DMSO-d,. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos
utilizando-se a seqiiéncia de pulsos zgcppr (pré-saturagio do sinal
de HDO utilizando-se pulsos compostos), a qual se mostrou a mais
eficiente dentre aquelas testadas: zgpr, noesyprld (ambas com pré-
saturacd@o por ondas continuas de baixa poténcia) e WATERGATE®.
Além dos espectros de hidrogénio, também foram realizados os
experimentos de BC{'H}, gCOSY, gHSQC e gHMBC, com o in-
tuito de identificar o maior nimero de compostos. No entanto, para
facilitar a confirmag@o de alguns sinais encontrados no espectro de
RMN de 'H foram adicionadas algumas substincias puras, como
cafeina, catecol, trigonelina, dcidos cafeico, ferulico, quinico e 5-
cafeoilquinico.

Quantificaciio do teor de cafeina

Para as andlises quantitativas as amostras foram preparadas de
trés formas distintas:
Amostras A1 — A13 - Foram preparadas em uma cafeteira do tipo
expresso, utilizando-se 10,0 g de p6 de café e 72,0 mL de dgua a uma
temperatura de 95 °C. Para as medidas de RMN utilizou-se uma mis-
tura de 5,0 mL do cafezinho, obtido imediatamente apds o preparo, e
2,0 mL do padrdo interno (N,N-dimetilformamida 947 mg/L) e, em
uma aliquota de 0,6 mL dessa mistura, adicionaram-se duas gotas de
DMSO-d, para ajuste da homogeneidade do campo magnético.
Amostra A14 - Café solivel e descafeinado, foi preparada a partir
de 3,0 g de café solivel comercial e adi¢ao de 60,0 mL de dgua
fervente. Para a execugdo das medidas de RMN, e posterior quanti-
ficagdo do teor da cafeina, o cafezinho assim obtido foi misturado
com uma solu¢do do padrdo interno, conforme descrito para as
amostras de A1-A13.
Amostras B1 - B20 - Foram coletadas no comércio local, Sdo
Carlos-SP, e, apds aproximadamente 4 h, as amostras foram sub-
metidas as andlises via RMN conforme descrito para as amostras
de A1-A13. Estas receberam duas classificagdes de acordo com a
forma de preparo: de B1 a B9 como café caseiro e de B10 a B20,
café expresso.

Quim. Nova

Ap0s a aquisicdo e o processamento dos espectros de hidrogé-
nio, a drea do pico em 7,9 ppm, referente ao hidrogénio pirrdlico
da cafeina, foi relacionado com a 4rea do pico do padrdo interno
em 8,1 ppm, hidrogénio carbonilico. Este procedimento, juntamente
com a construgdo de uma curva de calibragdo, possibilitou a deter-
minagdo do teor de cafeina.

Validacdo do método

A repetibilidade do método foi avaliada através dos valores do
desvio padrdo, sendo que para os cafés preparados no laboratdrio
foram realizadas 15 medidas e para as bebidas coletadas no comér-
cio e do café descafeinado, efetuaram-se 5 medidas para cada uma.

O teste de reprodutibilidade foi obtido através da execug@o das
mesmas medidas, inclusive o preparo da amostra, por um analista
diferente. Foi analisada em quintuplicata uma das amostras apos
ter decorrido aproximadamente 4 meses da primeira medida.

O limite de quantificagdo foi calculado a partir do teor de ca-
feina encontrado em amostras de cafés descafeinados.

O limite de detecgdo foi estimado adquirindo-se espectros de
RMN de 'H de solugdes aquosas de cafeina com dilui¢oes decres-
centes.

A exatiddo foi calculada através da diferenga entre duas medi-
das da concentracio de cafeina na bebida. A primeira medida foi
feita utilizando-se o café descafeinado sem adicdo de cafeina, e a
segunda, adicionando-se uma quantidade conhecida & mesma amos-
tra. Desta forma obtivemos o valor experimental, extraido da inte-
gracdo do sinal, que foi comparado com valor da quantidade de
cafeina adicionada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia da seqiiéncia de pulsos compostos, zgcppr®®?!, uti-
lizada na aquisi¢do dos espectros de RMN de 'H, que pode ser
verificada na Figura 1, mostra os sinais de interesse com uma boa
relacdo sinal/ruido e sem causar perda dos sinais préximos a irra-
diagdo. A eficiéncia na supressdo do sinal da dgua foi importante
tanto para as andlises quantitativas, no que se refere a afetar ao
minimo a intensidade dos sinais e, conseqiientemente, os valores
das suas integrais, como também na identificagdo dos compostos,
garantindo que nenhum sinal fosse suprimido.

Cation
N-Metilpiridinio|

Cafeina Catecol e acidos clorogénicos

: o Acido quinico
totais (ésteres e acidos livres) q

DMF

9,0 8,5 8,0 7,5 7,0 ppm DMF

Cafeina
/ A

Acido férmico

Trigonelina
1A

Figura 1. Espectro de RMN de 'H obtido diretamente da bebida de café
usando-se a seqiiéncia de pulsos compostos (zgcppr) para a supressdo do
sinal da dgua
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Identificacdo dos constituintes majoritarios M§H3 0 .
9 4 s XN
N D - ‘ (0]
As estruturas dos compostos identificados neste trabalho sido G s Lt ST Hf"“
. o N > ‘
mostradas na Figura 2, e os valores dos deslocamentos quimicos cH] GHs N CH
- . H
de 'H e C estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. s » o o
cafeina trigonelina cation N-metilpiridinio &cido formico

O experimento de 2D homonuclear, gCOSY, foi executado com
supressdo do sinal dos hidrogénios da dgua para garantir uma me-
lhor relagdo sinal/ruido. A partir dele foi possivel observarmos as o &
seguintes correlagdes: trigonelina - HS com H4 e H6, e H2 com H4 o
e H6; N-metilpiridina - H2 e H6 com H3 e HS5 e também de H3 e D

o . - o : ,
H5 com H4; acidos cafeico/fertlico/clorogénicos (todos na mes- HO™ Formula geral dos dcidos clorogénicos:
ma regido) - H7 com HS e dcido quinico - H3 com H4, H5 com H6 R=H, 4cido 5 p-cumaroilquinico
(equatorial e axial) e também H3 com H2 (equatorial e axial). catecol R=OH, 4cido 5-cafeoilquinico

R=0CHj3, acido 5-feruloilquinico
Os espectros de gHSQC e gHMBC foram usados para a deter-

minagéo dos deslocamentos quimicos de C. Utilizando o experi-
mento de gHSQC, foi possivel atribuir os valores dos deslocamen- Figura 2. Estruturas dos compostos identificados na bebida de café

Tabela 1. Deslocamentos quimicos 8(ppm) de RMN de 'H, constante de acoplamento J(Hz) e correlagoes via gHMBC para 0s compostos
identificados na bebida de café

n°. substancias identificadas
Cafeina Trigonelina N-Metilpiridina  Catecol Acido Acido Acido Acido Acido
quinico cafeico ferdlico clorogénico  férmico
HI1 - - - - - - - - 8,52
H2 - 9,18 8,83 d0 (6,4 Hz) - 190206 m  7,17-721m  7,17-721m  1,90-2,16 m -
#146,0; *49,2 #128,5; #49,2 #1795 d (2,6 Hz) d (2,6 Hz) #179,5
H3 - - 8,12.dd0 (7.5; 6,4 Hz) 6,96 4,09 - - 4,09 -
d (8,3 Hz)
#1458
H4 - 8,88d0 (62Hz) 8,60 t0(7.5;7,5 Hz) 6,97 3,62 - - 3,62 -
*168,0; *146,8 #128,5 d (8,3 Hz)
#1458
H5 - 8,15 8,12 6,97 4,20 6,96 d 6,96 d - -
dd (7,6; 6,2 Hz) ddl (7,5; 6,4 Hz) d (8,3Hz)
#1458 (8,3 Hz) (8,3 Hz)
H6 - 8,91 d0 (7,6 Hz) 8,83 d (6,4 Hz) 6,96 1,90-2,16m  7,09-7,16m  7,09-716 m 190 -2,16 m -
*146,8 #128,5; 49,2 d (8,3Hz)
#1458 #1795 #179,5
H7 - - 449 s - - 6,38-654d  6,38-6,54d - -
(15,8 Hz) (15,8 Hz)
#128,0 #128,0
HS 7,89 449 - - - 759-773d  7,59-7,73 d - -
#149,8; (15,8 Hz) (15,8 Hz)
*#108,0 #170,0 #170,0
H10 3,48 - - - - - - - -
*153,8;
#149,8
HI1l 3,30 - - - - - - - -
*153,8;
*#158,0
HI2 3,91 - - - - - - - -
*108,0;
#1448
H2 - - - - - - - 7,59~ 7,73 -
d (15,8 Hz)
H3 - - - - - - - 6,38-6,54 -
d (15,8 Hz)
HS’ - - - - - - - 7,17-7,21 -
d (2,6 Hz)
H8’ - - - - - - - 6,96 -
d (8,3 Hz)
HY - - - - - - - 7,09 -7,16 m -
OCH - - - - - - 3,84 - -

3

* deslocamentos quimicos obtidos via gHMBC; s — singleto; d — dubleto; dl — dubleto largo; ddl — duplo dubleto largo; tl — tripleto largo;
m — multipleto.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos §(ppm) de RMN de "*C dos compostos identificados na bebida de café
n°. substancias identificadas

Cafeina Trigonelina N-Metilpiridina ~ Catecol Acido Acido Acido Acido Acido

quinico cafeico ferdlico  clorogénico  férmico

Cl1 - - - *145,8 76,0 *128,0 *128,0 76,0 171,9
C2 *153,8 146,8 145,9 *145,8 39,0 115,7 115,7 39,0 -
C3 - *146,0 128,5 116,9 69,3 149,0 - 69,3 -
C4 *149,8 146,5 146,4 123,4 76,5 147,2 147,2 76,5 -
C5 *108,0 128,5 128,5 123,4 71,1 117,0 117,0 71,1 -
Cc6 *158,0 145,5 145,9 116,9 39,0 1234 1234 39,0 -
C7 - 168,0 49,2 - *179,5 115,6 115,6 *179,5 -
C8 144,8 *49,2 - - - 146,8 146,8 - -
Cc9 - - - - - *170,0 *170,0 - -
C10 30,9 - - - - - - - -
Cl11 28,9 - - - - - - - -
C12 34,5 - - - - - - - -
Cc2 - - - - - - - 146,8 -
c3' - - - - - - - 115,6 -
Cs’ - - - - - - - 115,7 -
Cce’ - - - - - - - 149,0 -
Cc7 - - - - - - - 147,2 -
csg' - - - - - - - 117,0 -
co' - - - - - - - 1234 -
OCH - - - - - - 65,5 - -

3

* correlagdes obtidas via gHMBC

tos quimicos dos carbonos via 'J,, .. € com o experimento gHMBC
atribuiu-se todos os demais sinais através das correlacdes "J
que sdo mostrados na Tabela 2.

IH-13C”

Quantificaciio do teor de cafeina

Para célculo do teor de cafeina, montou-se a curva de calibragdo
mostrada na Figura 3, obtendo-se os valores encontrados para as
amostras de cafés preparadas no laboratério sob condi¢des contro-
ladas e para as amostras coletadas no comércio local, cujos resul-
tados sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Nelas
podemos observar que existe uma grande variagdo tanto para as
amostras de cafés produzidas no laboratdrio como, e principalmente,
nas amostras encontradas no comércio local.

1,64 Y =0,043 +0,72X
R = 0,9954 o
1,44
1,24
1,04
0,8
0,6
0,44
0,24

Concentragéo de cafeina (mg/mL)

0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Integral

Figura 3. Curva de calibragdo para o teor de cafeina

Para as amostras de cafés preparadas em laboratdrio, os valores
variaram de 49,8 a 69,6 mg/60 mL (volume aproximado de uma
xicara de café utilizada no comércio em geral). Essa variagdo pode
estar associada ao ano de colheita, a origem geografica da planta, as
espécies e/ou cultivares utilizadas, as diferentes composigdes das

Tabela 3. Teor de cafeina encontrado nos cafés preparados em
laboratério

Amostras Tipo de café Concentragdo de cafeina
mg/60 mL*
Al Expresso 69,6 + 1,8
A2 Extra-Forte 64,8 + 6,6
A3 Extra-Forte 63,6 +54
A4 Forte 58,8 +4.8
A5 Tradicional 558 +42
A6 Organico 54,6 + 42
A7 Tradicional 52,2 3,0
A8 Suave 51,6 £+4.2
A9 Extra-Forte 51,6 24
Al10 Forte 51,0+ 1,2
All Forte 51,042
Al2 Forte 504 £ 1,2
Al3 Exportacdo 49,8 +7.2
Al4 Descafeinado 72+12

* corresponde a aproximadamente uma xicara de café

espécies na mistura, & granulometria dos pés e ao grau de torra®3>%.
Nas amostras de cafezinho coletadas no comércio, encontrou-se uma
variagdo ainda maior, sua concentra¢ao variou de 29,4 a 79,8 mg/60
mL, j4 que nestas ndo houve controle algum tanto quanto aos produ-
tos como no procedimento utilizado no preparo da bebida.
Considerando-se que o consumo de cafeina em doses modera-
das, aproximadamente 300 mg/dia, ndo deve causar danos a satde
de um individuo normal, e que o consumo exagerado pode estar
relacionado com o possivel desenvolvimento de algumas doengas,
como hipertensdo, dlceras, taquicardia, etc*, os resultados obtidos
demonstram que o controle didrio baseado em xicaras de cafés nao
¢ uma medida recomendada. Dependendo dos vérios fatores apon-
tados acima, poder-se-ia estar consumindo mais ou menos cafeina
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Tabela 4. Teor de cafeina encontrado nos cafés coletados no
comércio local (Sao Carlos-SP)

Amostras Tipo de café Concentragdo de cafeina
mg/60 mL*
Bl Caseiro 61,8 +42
B2 Caseiro 522 +1,2
B3 Caseiro 51,0+ 1,2
B4 Caseiro 492 + 1,2
B5 Caseiro 45,6 + 0,6
B6 Caseiro 40,2 + 1,8
B7 Caseiro 402 + 1,2
B8 Caseiro 37,8 1,2
B9 Caseiro 294 + 0,6
B10 Expresso 79,8 + 1,2
B11 Expresso 69,0 + 1,8
B12 Expresso 64,8 +1,2
B13 Expresso 58,8 + 0,6
B14 Expresso 558 +1,8
B15 Expresso 50,4 + 1,2
B16 Expresso 498 + 1,2
B17 Expresso 48,0 + 1,2
B18 Expresso 46,2 + 0,6
B19 Expresso 41,4 + 0,6
B20 Expresso 40,2 + 0,6

* corresponde a aproximadamente uma xicara de café

diariamente em funcio do teor de cafefna encontrado em cada tipo
de bebida e ndo, no nimero de xicaras consumidas.

Os teores de cafefna encontrados nas amostras estudadas estao
em concordincia com os dados da literatura® baseados na croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nos dois métodos foi
observado um teor médio de cafeina, para os cafés do tipo expres-
S0, um pouco superior aos do tipo caseiro. No entanto, algumas
bebidas caseiras apresentaram valores superiores aos cafés expres-
sos (Tabela 4). Isso € justificdvel uma vez que as amostras foram
coletadas no comércio da cidade e ndo tiveram nenhum controle
do seu preparo.

Com relagdo a amostra de café instantineo e descafeinado, A14,
observa-se um residuo de cafeina da ordem de 0,2%. Esse valor
estd em concordancia com a quantidade médxima de cafefna, em
cafés descafeinados, estabelecida pelas normas de qualidade da
Comunidade Européia®.

Para validacdo do método via RMN de 'H encontrou-se boa
reprodutibilidade e repetibilidade, que pode ser observada nos des-
vios padrdes das Tabelas 3 e 4, exatiddo de 95,5%, limite de
quantificagdo de 0,12 mg/mL e limite de deteccdo de 0,027 mg/mL.

CONCLUSOES

Os experimentos de RMN 1D e 2D, auxiliados pela adi¢do das
substancias padrdes, permitiram a identificaco dos constituintes
majoritdrios no cafezinho como cafeina, trigonelina, N-metilpi-
ridina, catecol, dcido férmico e os dcidos quinico, cafeico, fertlico
e clorogénicos, sem o seu isolamento prévio. Quanto a determina-
¢do do teor de cafeina na bebida, a técnica de RMN mostrou ser
uma ferramenta til e confidvel, com boa repetibilidade e reproduti-
bilidade entre as medidas, € uma exatidao de 95,5%.

Andlises quali- e quantitativa de cafés comerciais via RMN 915
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