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Artigo

SOLVENT EFFECTS ON EXTRACTION OF CHLOROGENIC ACIDS, CAFFEINE AND TRIGONELLINE IN Coffea arabica.
In this research work the effects of four solvents and their mixtures on the extraction of chlorogenic acids, caffeine and trigonelline
in crude extracts of four coffee cultivars, traditional red bourbon, IAPARS59, IPR101 and IPR108 cultivars, were investigated by UV
spectrophotometry and UV spectra obtained from RP-HPLC-DAD. The experimental results and the principal component analysis

of UV spectra showed that the effect of solvent extraction of the metabolites does not depend on cultivars, because the spectral
characteristics are similar, but the concentrations are different. The UV and UV-DAD spectra for four simplex centroid design
mixtures were also similar but the concentrations of caffeine, trigonelline and the chlorogenic acids are different and depend on the

solvent used in the extraction.
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INTRODUCAO

Os graos do café contém proteinas, lipidios, acidos nucleicos,
carboidratos, clorofila, carotendides, enzimas e hormonios. Quando
torrados, estes constituintes sdo destruidos ou podem ser transfor-
mados em uma grande variedade de novos compostos.' Os graos do
café verde também contém compostos biologicamente ativos como
a cafefna, dcidos clorogenicos (ACG), trigonelina, entre outros.
Estes metabdlitos sdo alguns dos precursores do aroma do café.? A
trigonelina é rapidamente decomposta na torra do café em muitos
componentes voldteis, mas mesmo assim € encontrada no café torrado
em concentragdes mais baixas.' Os ACG sdo os principais compostos
fendlicos encontrados no café, sendo ésteres de acidos trans-cindmico
tais como, dcidos cafeico, feridlico e p-cumadrico com dcido quinico.?
Sao metabdlitos secundérios de grande interesse econdmico porque
também contribuem na formag@o de pigmentos e sabor dos grios
do café, determinando assim a qualidade e aceitagdo da bebida. A
cafeina, por ser o principal metabdlito fisiologicamente ativo e o
alcaldide quantitativamente mais importante do café, foi e ainda € o
mais estudado desde a sua descoberta e identificagdo.!

As duas variedades comerciais mais importantes de café sdo a
Coffea arabica e a Coffea canephora syn. Coffea robusta, sendo C.
arabica de qualidade superior. Por esta razdo, varios trabalhos rela-
tam métodos para discriminar as duas espécies.** Embora existam
milhares de artigos na literatura sobre cafés defeituosos e nao-defei-
tuosos,!*!" propriedades antioxidantes dos metabdlitos,'? os efeitos
do café na sadde,'*!5 os efeitos da torrefacdo dos graos de café,'” a
qualidade da bebida,'®? entre outros, poucos sdo os relatos na lite-
ratura sobre o efeito do solvente na extragdo de acidos clorogénicos,
cafeina e trigonelina, principalmente na variedade Coffea arabica.

Nos programas de melhoramento genético do café o objetivo é
desenvolver diferentes cultivares para promover ganhos na produtivi-
dade e também agregar caracteristicas agronomicas de resisténcia as
pragas e doengas. Por outro lado, a composi¢do quimica e atributos
sensoriais destes novos cultivares poderao ser afetados.

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para a determinacio
de cafeina em café e outras bebidas, sendo os mais frequentemente
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usados a cromatografia liquida de alta eficiéncia® (CLAE) e as
espectroscopias no infravermelho com transformada de Fourier?
e UV/Vis.” Para 0s ACG os métodos mais usados sio CLAE* e
eletroforese capilar.> CLAE com espectroscopia UV/Vis € a técnica
analitica hifenada mais popular baseada na cromatografia. O espectro
UV-Vis de cada pico cromatografico pode ser uma ferramenta util
para a identificacdo dos componentes da amostra.

Atualmente, uma das abordagens mais poderosas para o controle
de qualidade de alimentos sdo as técnicas de impressao digital. Ela
descreve uma variedade de métodos de andlise que podem fornecer a
identificagdo e quantificacdo aproximada de um grupo de metabdlitos.
As variacdes dos metabdlitos sdo observadas principalmente por
variagdes nos padrdes espectroscépicos ou cromatograficos, sem o
conhecimento prévio das identidades dos compostos investigados.
Geralmente, amostras com impressoes digitais espectroscopica ou
cromatografica semelhantes t€m composi¢des similares.

Para a identificagdo de marcadores de qualidade para o café é
necessdrio examinar os componentes que determinam as caracte-
risticas aromdticas na matéria prima, juntamente com oS compo-
nentes gerados durante o processo de torra. Esta ndo € uma tarefa
facil, porque na torrefacdo nao ocorre somente a transformagdo dos
compostos originais individuais, mas eles também se combinam de
forma sinérgica e antagdnica contribuindo para a determinagdo do
aroma final da bebida. Mesmo assim, a andlise quimica de cafeina
e ACG nos grdos € usada como ferramenta adicional para avaliar a
qualidade do café.

Nos ultimos anos, 0 nosso grupo tem mostrado que os planeja-
mentos estatisticos de misturas permitem desenvolver procedimento
de andlise rigoroso mas econdmico, para mostrar os efeitos das
variagdes dos solventes na extragdo de metabolitos em material vege-
tal.?3! Considerando a importancia dos dcidos clorogénicos e cafeina
como padrdo de qualidade do café, nesta pesquisa foi utilizado um
planejamento estatistico de mistura de quatro componentes etanol,
acetato de etila, diclorometano e hexano para encontrar o solvente
extrator mais adequado para a extracdo destes metabodlitos. Foram
comparados grdos de cafés verdes da cultivar Bourbon vermelho
e outras trés cultivares desenvolvidos no Instituto Agrondmico do
Parand, sdo elas IPR 101, IPR 108 e IAPAR 59. Todas as cultivares
foram produzidas sob as mesmas condigdes.
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O objetivo principal desta pesquisa foi usar planejamento esta-
tistico de misturas e andlise de componentes principais associados
aos espectros UV para avaliar o efeito do solvente na extragdo de
ACG, cafeina e trigonelina em quatro cutivares de café, Bourbon,
IAPARS9, IPR101 e IPR108.

PARTE EXPERIENTAL
Amostras de café

Foram analisados os graos verdes de quatro diferentes cultivares
de Coffea arabica, a cultivar Bourbon vermelho, e trés cultivares
desenvolvidas pelo Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR),
TAPAR 59, IPR101, IPR108. Na cultivar Bourbon nao ha cruza-
mento com outras cultivares e foi usada como referéncia neste
trabalho. A cultivar IAPAR 59 originou-se do cruzamento entre
Coffea arabica, Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2
(Sarchimor); a cultivar IPR101 originou-se do cruzamento cultivar
Catuaf x Sarchimor (com genes S,;2, S,;3 resistentes a ferrugem);
a cultivar IPR 108 originou-se do cruzamento cultivar IAPAR 59
x (Catuai x Icatu). Todas as amostras foram cedidas pelo Instituto
Agrondmico do Parand, IAPAR.

Reagentes

Todos os regentes utilizados na extracdo foram de grau analitico:
alcool etilico comercial (dR), acetato de etila (Vetec), hexano (Vetec),
diclorometano (F Maia), cloroférmio (Vetec), KBr (Synth), Para as
andlises cromatograficas foram usados acetonitrila e metanol grau
cromatografico (Vetec) e agua ultrapura Milli-Q.

Equipamentos

Os equipamentos e aparelhos utilizados foram: balanca Analitica
Shimadzu AY220, evaporador rotativo Fisaton 801, aparelho de ultra-
-som (Unique, modelo Ultracleaner), moinho de disco Perten-3600,
peneira Granutest ABNT 25 com abertura de 0,71 mm, purificador
de dgua Millipore Plus, cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia
SPD-M10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo
(PDA) da Termo-Electro Corporation.

As medidas de absorcdo foram realizadas em uma cubeta de quart-
zo de 1 cm, por meio de um espectrofotometro UV-VIS Genesys2,
com varredura no intervalo de 200-900 nm e resolucdo de 1 nm.
Nao houve necessidade de diluicdo. Os solventes puros, bem como
suas misturas, apresentados na Tabela 1, foram usados como branco.

Preparo dos extratos

Os grios verdes dos cafés foram previamente imersos em ni-
trogénio liquido para facilitar a sua moagem e em seguida foram
peneirados.

As misturas de extracdo foram escolhidas de acordo com um
planejamento centréide simplex para quatro componentes,* totali-
zando 15 diferentes misturas, Tabela 1. Cada extrato foi preparado
pesando-se 10 g com adi¢@o de 150 ml de uma das misturas listadas
na Tabela 1. Estas misturas foram colocadas num banho de ultra-som
durante 30 min. A dgua do banho foi trocada a cada 15 min para
evitar o aquecimento. Os extratos foram filtrados em papel de filtro
para separar a solucio das amostras de café. Este procedimento foi
repetido mais duas vezes. Apos a extracgio foi retirada uma aliquota
de 15 mL do extrato bruto que foram armazenadas sob refrigeracio
para as andlises UV-VIS e CLAE. Os extratos foram concentrados em
evaporador rotativo a uma temperartura de 60 °C (+3 °C) e mantidos
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sob ventilagdo forgada até atingir peso constante, para obtengdo dos
rendimentos em grama.

Tabela 1. Planejamento de mistura para a extragdo de cafeina, trigonelina e
dcidos clorogénicos

Extratos Etanol  Acetato de etila Diclorometano Hexano
1 1 0 0 0
2 0 1 0 0
3 0 0 1 0
4 0 0 0 1
5 172 172 0 0
6 12 0 12 0
7 12 0 0 12
8 0 172 172 0
9 0 172 0 172
10 0 0 172 172
11 173 1/3 1/3 0
12 1/3 1/3 0 1/3
13 1/3 0 1/3 1/3
14 0 1/3 173 173
15 1/4 1/4 1/4 1/4

Preparo das amostras para CLAE

Pipetou-se uma aliquota de 20 UL de cada uma das solugdes
de extragdo de 15 mL e nesta adicionou-se 800 uL da fase mével.
As amostras foram filtradas em filtro Milipore Millex de 0,22 pm e
analisadas em seguida. As condi¢des cromatograficas foram: coluna
cromatogrifica Phenomenex C18, Kinetex 2,6 um Hilic 100 A, com
dimensdes de 150 mm x 4,6 mm, volume de injecao de 20 pL, vazao
da fase mével a 1,0 mL min"' em modo isocratico. A elui¢do foi mo-
nitora nos comprimentos de onda de 210, 240 e 254 nm. Os dados
foram processados usando o Software ChromQuest 4.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte deste estudo foi avaliado o efeito das diferentes
proporcdes dos solventes no rendimento do extrato bruto das quatro
cultivares de café ardbica, Figura 1. Ao se comparar os rendimentos
do extrato bruto em g/10 g da amostra, nota-se que aqueles prepara-
dos em etanol puro apresentaram rendimentos maiores que aqueles
com diclorometano, enquanto que em acetato de etila e hexano os
rendimentos foram similares e menores que em etanol e diclorome-
tano puros.

Observou-se que os maiores rendimentos foram obtidos em
extratos preparados nas misturas bindrias etanol:acetato de etila,
etanol:diclorometano e etanol:hexano do que nos solventes puros.
Para a mistura etanol:acetato de etila o maior rendimento foi obtido
para o IPR 108, enquanto que para a mistura etanol:diclorometano o
maior rendimento foi para o IAPAR 59 e o menor para o IPR 108. Na
mistura bindria etanol:hexano os rendimentos foram similares para o
TAPAR 59 e IPR 101. Os efeitos dos solventes foram calculados no
nosso trabalho anterior e mostraram-se significativos.*

Embora a espectroscopia de absor¢ao UV ndo seja uma ferramen-
ta para elucidacio estrutural, o espectro traz informagao relacionada
a estrutura dos produtos naturais. Estas estruturas contém muitas
ligagdes duplas e absorvem na luz ultravioleta (200-400 nm) ou na
luz visivel (400-800 nm).
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Figura 1. Rendimento dos extratos brutos em g/10g da amostra nas diferentes

proporgoes dos solventes etanol, acetato de etila, diclorometano e hexano,
para o café Bourbon, IAPAR 59, IPR 101e IPR 108

Os espectros de absorc¢ao nas diferentes proporcdes dos solventes
para as amostras do café Bourbon foram submetidas a andlise de
componentes principais (ACP).>* Para ACP os dados espectrais foram
colocados na forma de uma matriz 15 linhas e 201 colunas (240 a
400 nm), onde cada linha corresponde a um espectro de um extrato
do planejamento e as colunas s3o as absorbancias nos diferentes
comprimentos de onda. Esta faixa foi escolhida devido ao ruido em
alguns espectros abaixo de 240 nm e ndo conter informacio acima
de 400 nm. Os dados foram autoescalonados antes da andlise das
componentes principais. As trés primeiras componentes principais
explicam 93,5% da variancia total dos dados. A Figura 2 mostra o
gréfico dos escores da CP1xCP3 (~83% de variancia). Observam-se
dois grandes grupos ao longo da CP1. O grupo 1 € formado com os
espectros dos extratos que contem etanol puro ou misturas com etanol,
enquanto que o grupo 2 contem os espectros dos extratos preparados
em acetato de etila e diclorometano puros, suas misturas bem como
misturas com hexano. O espectro preparado em hexano € discriminado
na CP1 e CP3. Como os pesos caracteristicos na regifio de absorcéo de
ACG foram positivos na CP1, entdo quanto mais para a direita (mais
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Figura 2. Grdfico dos escores da CP1xCP3 dos espectros nas diferentes
proporgées dos solventes para o café Bourbon
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positivo) na CP1 maior a concentragdo de ACG. Este resultado fica
mais fécil de interpretar quando se associa estas informacdes com
0s espectros originais, Figura 3.
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Figura 3. Espectros UV nas diferentes proporgoes dos solventes etanol, acetato
de etila, diclorometano e hexano, para o café Bourbon

Os espectros preparados em etanol puro ou misturas contendo
mais que 50% de etanol (parte superior do tetraedro) mostram forte
absor¢do na regido de 225-375 nm. Os espectros com forte absorcio
entre 220-250 nm indicam a presenca de duas liga¢des insaturadas
conjugadas, enquanto que a absor¢do entre 250-290 nm indica a
existéncia de benzeno ou heterociclico aromatico. Absor¢ido acima
de 300 nm indica a existéncia de um sistema conjugado longo.* Para
amostras de café, estas regides estdo associadas as transigdes eletrd-
nicas das moléculas de trigonelina, cafeina e dcidos clorogénicos.

Os espectros das solugdes de diclorometano ou misturas con-
tendo mais do que 50% de diclorometano (lado direito do tetraedro)
apresentam altos valores de absor¢do entre 225-325 nm, mas com
maximo em torno de 272 nm indicando maior contribui¢@o de cafeina
e/ou trigonelina. Os espectros das solucdes de acetato de etila puro ou
misturas bindrias com mais de 50% de acetato de etila (lado esquerdo
do tetraedro) apresentam maximos em torno de 280 nm sugerindo
presenca de dcidos benzdicos de baixo peso molecular. Os compri-
mentos de onda para andlise dos principais metabdlitos do café sdo
326 (max) e 300 nm atribuidos aos dcidos clorogénicos,* 272 nm a
cafeina,’” 265 (max) e 272 nm a trigonelina.*

Comparando-se a razdo da absorbancia em A = 326 nm para a
mistura bindria etanol:acetato de etila em relag¢@o ao etanol puro, ela
€ 2,5 vezes maior para a mistura bindria, enquanto que nas misturas
etanol:diclorometano e etanol:acetato de etila:hexano em relagio ao
etanol puro esta razdo € 2,08 vezes maior. Considerando que maior o
sinal analitico, maior a concentracio, este resultado segue a mesma
proporcio. E interessante observar que misturas contendo diclorome-
tano puro ou misturas com mais de 50% de diclorometano apresentam
maiores valores de absor¢do em 272 nm associado a cafeina e/ou a
trigonelina. A razdo entre a absorbancia em A = 272 nm da mistura
terndria etanol:diclorometano:hexano € 2,26 vezes maior que para o
diclorometano puro. Os espectros das misturas contendo acetato de
etila apresentam um méximo em A = 280 nm, associados aos dcidos
de baixo peso molecular.

A Figura 4 mostra o grafico das componentes principais CP1xCP2
incluindo todos os espectros dos extratos das quatro cultivares.
Observa-se 0 mesmo padrdo nos grupos da Figura 2, dado que o
grupo 1 contém os extratos preparados em etanol puro ou misturas
contendo etanol, no grupo 3 estéo os extratos preparados em hexano e
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no grupo 2 os demais extratos. O grafico dos escores das componentes
2 e 3, embora com menor variancia explicada, tem uma distribuicio
de pontos exatamente igual aquele da Figura 2, mais positivo na CP2,
maior a concentracio do ACG.
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Figura 4. Grdfico dos escores da CP1xCP2 dos espectros nas diferentes

propor¢oes dos solventes etanol, acetato de etila, diclorometano e hexano,
para o café Bourbon, IAPAR 59, IPR 101e IPR 108

Para obter mais informagdo sobre os metabdlitos predominantes
nos diferentes extratos, foi usada a cromatografia liquida em fase
reversa. Nove diferentes composi¢des de fase mével foram testadas
na separacio cromatogréfica, Tabela 2. Estas proporcdes foram es-
colhidas usando um planejamento de misturas de trés componentes
para se obter um aumento gradativo na forga do solvente e variagdo na
polaridade. Trés comprimentos de onda foram usados para investigar o
ndmero de picos em cada extrato, 210, 240 e 254 nm. Em geral a fase
movel preparada com 51:23:26 (v/v/v) em dgua:metanol:acetonitrila
apresentou maior nimero de picos em 210 nm, sendo assim, esta fase
movel foi selecionada neste estudo.

Tabela 2. Propor¢oes das fases mdveis usadas na anélise cromatogréfica dos
extratos dos cafés

Fase ACN H,0 MEOH

1 0 66,5 335
2 16 67,0 17

3 32 68 0

4 0 50 50

5 26 51 23

6 48 52 0

7 0 33 67

8 35 35 30

9 64,5 355 0

A Figura 5 mostra os espectros DAD correspondentes aos picos
cromatograficos predominantes nos cromatogramas para o café
Bourbon. Comparando—se os espectros de absor¢do UV apresentados
em cada ponto do planejamento da Figura 2 com os espectros DAD
dos picos predominantes dos cromatogramas apresentados na Figura
5, observamos um efeito da fase mével nos extratos que contem
acetato de etila, que ndo acontece com os outros solventes. A adicio
da fase mével provocou uma diminui¢io da absovancia e mudanga
no comprimento de onda de absorcio, inicialmente na regido de 250-
325 nm para 200-240 nm. Este efeito geralmente é produzido por

Quim. Nova

mudangas estruturais,® efeito do solvente e efeito do pH.* E bem
conhecido que a intensidade e a posi¢édo do comprimento de onda A
¢é afetada pela diferenca entre os niveis de energias eletronicas. Pelo
principio de Franck-Condon as transi¢des eletronicas envolvem o
movimento dos elétrons, incluindo aqueles do solvente, mas niao o
movimento dos dtomos. O aumento da polaridade do solvente provoca
um desvio do espectro de absorcio para o vermelho (deslocamento
batocrdmico) ou para o azul (deslocamento hipsocrdmico). Em geral,
mas nem sempre solventes polares produzem transi¢des T—T" com
deslocamentos para o vermelho, em comprimentos de onda maiores
ou seja um deslocamento batocrdmico.* Por outro lado, no caso da
transi¢do n—7" de uma cetona, a interac@o do par isolado de elétrons
da carbonila no estado fundamental com um solvente polar diminui
a energia do orbital n do par isolado, e assim aumenta a energia
requerida para promover um elétron para o nivel de energia "%
Consequentemente ocorre um deslocamento para comprimento de
onda menor, ou seja, um deslocamento hipsocrdmico.

o Cafeina

} Trigonelina

ERRAR]

Acetato de etila

sraid

Figura 5. Espectros UV-DAD nas diferentes proporcoes dos solventes etanol,
acetato de etila, diclorometano e hexano, para o café Bourbon

A Figura 6 mostra os espectros DAD dos picos predominantes
dos cromatogramas dos extratos do café IAPAR 59. Observa-se que
a Figura 6 apresenta um perfil semelhante ao da Figura 5, inclusive
o mesmo deslocamento hipsocromico para os espectros DAD dos
extratos que contem acetato de etila. Este deslocamento foi obser-
vado também para as cultivares I[PR 101 e IPR 108. Os espectros
DAD para os quatro planejamentos sdo similares ocorrendo apenas
variacdes nas concentracdes de cafeina, ACG e trigonelina. Esta
diferenca depende do solvente usado na extra¢do e era esperada,
porque no melhoramento genético pode mudar a composi¢do quimica
e atributos sensoriais do café. Com exce¢do do IPR 108 o melhor
solvente extrator para os dcidos clorogénicos foi o etanol, por outro
lado também extrai uma quantidade razodvel de cafeina e trigoneli-
na. Para o IPR 108 o melhor solvente extrator para ACG € a mistura
binaria etanol:diclorometano (1:1 v/v). Mistura de etanol:acetato de
etila:diclorometano (1:1:1 v/v/v) também € uma opgdo para extracao
de 4cidos clorogénicos. Para a cafeina os melhores extratores sdo o
diclorometano puro ou a mistura diclorometano:hexano (1:1 v/v) e
para a trigonelina o etanol puro e as misturas etanol:diclorometano
(1:1 v/v) e etanol:hexano (1:1 v/v).

CONCLUSAO

As diferencas nas concentragdes dos dcidos clorogénicos, cafeina
e trigonelina nos extratos das quatro cultivares de café sao fortemente
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Figura 6. Espectros UV-DAD nas diferentes proporgoes dos solventes etanol,
acetato de etila, diclorometano e hexano, para o café IAPAR 59

dependentes dos solventes usados na extracao.

Em geral o melhor solvente extrator para os dcidos clorogénicos
foi o etanol ou a mistura terndria etanol:acetato de etila:diclorometano
(1:1:1v/v/v). Para a cafeina os melhores extratores sdo o dicloro-
metano puro ou a mistura diclorometano:hexano (1:1 v/v) e para a
trigonelina o etanol puro e as misturas etanol:diclorometano (1:1 v/v)
e etanol:hexano (1:1 v/v). O acetato de etila mostrou-se eficiente na
extracdo de 4cidos fendlicos de baixo peso molecular mas ndo na ex-
tra¢@o dos metabdlitos de interesse. Além de extrair baixissima quan-
tidade de dcidos clorogénicos, a adi¢do de dgua:metanol:acetonitrila
(51:23:26 v/v/v) provoca modificacio estrutural em alguns metabdli-
tos, gerando um deslocamento hipsocrdmico no espectro.
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