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Resumo:

O café é a bebida mais consumida no mundo e uma fonte significativa de compostos fendlicos, principalmente
acidos clorogénicos (CGAs). Durante a torrefacdo do café, alguns CGAs sdo parcialmente transformados em lactonas
clorogénicas (CGLs). Tanto os CGAs quanto as CGLs sdo compostos importantes para o sabor e potencialmente benéficos
para a saude humana. No presente trabalho, usando LC-MS e padr@es sintéticos, foram investigados novos isdmeros de
CGAs e CGLs em amostras verdes e torradas de café das espécies C. arabica e C. canephora. Além dos CGAs e CGLs ja
previamente identificados, o acido 1-feruloilquinico, a lactona 1-feruloilquinica e o &cido 3,4-diferuloilquinico foram
identificados e quantificados pela primeira vez em C. arabica e C. canephora. O &acido 3,4-di-p-cumaruloilquinico também
foi identificado pela primeira vez em C. arabica, ndo sendo observado em C. canephora. As implicagdes dessas
descobertas em relagdo ao aroma, a qualidade e as propriedades bioldgicas do café devem ser ainda investigadas.
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INVESTIGATION OF NEW CHLOROGENIC ACIDS AND LACTONES IN BRAZILIAN GREEN AND
ROASTED COFFEES

Abstract:

Coffee is the most consumed beverage in the world and a significant source of phenolic compounds, particularly
chlorogenic acids (CGA). During coffee roasting, some CGA are partially transformed into chlorogenic acid lactones
(CGL). Both CGA and CGL are important compounds for flavor and potentially beneficial to human health. In the present
study, using LC-MS and synthetic standards, we investigated new CGA and CGL isomers in green and roasted C. arabica
and C. canephora coffee cultivars. In addition to previously identified CGA and CGL, 1-feruloylquinic acid,
1-feruloylquinic lactone and 3,4-diferuloylquinic acid were identified and quantified for the first time in C. arabica and C.
canephora. 3,4-di-p-coumaroylquinic acid was also identified for the first time in C. arabica but not in C. canephora. The
implications of these findings for flavor, cup quality and the biological properties of coffee merit further investigation.
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Introducao

Os acidos clorogénicos (CGAs) sdo os principais compostos fendlicos do café, sendo ésteres de acidos trans-
cindmicos, como os acidos caféico, fertlico e p-cumarico, com o acido (-)-quinico (QA) (Figura 1). Os CGAs podem ser
subdivididos de acordo com a natureza e 0 nimero de substituintes cindmicos e as suas posicoes de esterificacdo no anel
ciclohexano do QA. As principais classes de CGAs em café verde sdo os acidos cafeoilquinicos (CQAS), dicafeoilquinicos
(diCQAs), feruoilquinicos (FQAS), p-cumaruloilquinicos (p-CoQAs) e cafeoilferuloilquinicos (CFQAs). Classes
minoritarias, como os  &cidos diferuloilquinicos  (diFQAS),  di-p-cumaruloilquinicos  (di-p-CoQAs),
dimetoxicinamoilquinicos e outras, que somadas correspondem a menos de 1% do conteldo total de CGAs, foram
identificadas recentemente (Clifford, Marks, Knight & Kuhnert, 2006). Apesar dos CGAs encontrarem-se amplamente
distribuidos em materiais de origem vegetal, o seu contelido em café verde é um dos maiores encontrados entre as plantas,
variando entre 4 e 14% (Farah & Donangelo, 2006), com 45 CGAs diferentes ja tendo sido identificados (Clifford et al.,
2006).

Os CGAs sdo importantes na formagdo do aroma do café torrado e tém grande influéncia sobre a qualidade final
da bebida (Farah, Monteiro, Calado, Franca & Trugo, 2006). Além disso, diversos efeitos benéficos a saide tém sido
atribuidos aos CGAs, sendo que tais efeitos poderiam ser explicados principalmente pela potente atividade antioxidante
desses compostos (Moreira, Monteiro, Ribeiro-Alves, Donangelo & Trugo, 2005). Algumas das propriedades
farmacoldgicas in vitro e in vivo dos CGAs sdo as atividades hipoglicémica, antiviral, hepatoprotetora e imunoprotetora
(Farah & Donangelo, 2006).

Durante a torrefacdo do café, os CGAs sdo parcialmente degradados por pir6lise, gerando lactonas fendlicas e
outros derivados. Cinamoil-1,5-y-quinolactonas (CGLs) sdo as principais lactonas de CGAs no café torrado, sendo
produzidas através da perda de uma molécula de agua e formacéo de uma ligacdo éster intramolecular entre os carbonos 1 e
5 do QA (Farah, de Paulis, Trugo & Martin, 2005). Juntamente com 0s CGAs, as CGLs também contribuem para o aroma



do café e, apesar de estarem presentes em baixas concentragdes, seu impacto na qualidade final da bebida pode ser
significante. As CGLs também foram estudadas pelos seus potenciais efeitos hipoglicémicos (Shearer et al., 2003) e por
suas acdes nos receptores opidides e de adenosina cerebrais (de Paulis et al., 2004).
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Figura 1 — Estrutura dos precursores dos acidos clorogénicos (&cido quinico, CA = 4cido caféico, FA = acido ferdlico, p-CoA = 4cido p-
cumarico) seguido das principais subclasses de CGAs: acidos cafeoilquinicos (CQAs), feruoilquinicos (FQAS), p-cumaruloilquinicos (p-

CoQAs) (exemplo dos isdmeros de posigdo 5 para os monoésteres), dicafeoilquinicos (diCQAs) e cafeoilferuloilquinicos (CFQAS).

Utilizando HPLC e padrfes sintéticos, estudou-se previamente a formacdo das CGLs durante a torrefacdo dos
cultivares C. arabica Bourbon e Longberry do Brasil e Etiopia, respectivamente, e durante a torrefacéo de C. canephora cv.
Robusta de Uganda (Farah et al., 2005). No presente trabalho, usando LC-MS e padrdes sintéticos, foi investigada a
ocorréncia de um nimero maior de CGAs e CGLs majoritarios e minoritarios em amostras verdes e torradas de cafés
brasileiros dos cultivares C. arabica Mundo Novo e Catuai Vermelho e C. canephora Conillon.

Material e Métodos

Amostras de café. Amostras de café verde de boa qualidade (bebida estritamente mole) dos cultivares C. arabica Mundo
Novo e Catuai Vermelho e C. canephora Conillon foram obtidas diretamente de produtores de café de Guaxupé, Minas
Gerais, Brasil.

Torrefagdo. As amostras de café (~100 gramas) foram torradas em um torrador de leito fluidizado em condi¢fes brandas
(170 °C por 6, 8, 12 e 15 min), de maneira a produzir graus de torra que variaram do muito-claro ao médio. Também foi
selecionada a condicdo de torra de 200 °C por 15 min para produzir um grau de torra escuro.

Perda percentual de massa. A perda percentual de massa (%PM) dos grdos de café apds a torrefacdo foi calculada
subtraindo-se 0 peso da amostra ap0s a torrefacdo do peso da amostra antes da torrefacdo e dividindo-se o resultado pelo
peso da amostra antes da torrefacdo, expressando-se o resultado final em valor percentual.

Umidade. Para expressar o contetido de CGAs e CGLs em base seca, o teor de dgua dos graos verdes e torrados moidos foi
determinado de acordo com o0 método da AOAC (AOAC, 2000).

Extracdo de CGAs e CGLs. Os grdos de café verde e torrados foram congelados antes da moagem. As amostras foram
moidas de maneira a passarem por uma peneira de 0,46 mm e extraidas em duplicata de acordo com a metodologia descrita
por Farah et al. (2005).

LC-MS. Os extratos contendo os CGAs e as CGLs foram analisados de acordo com o método descrito recentemente por
Farah, de Paulis, Moreira, Trugo & Martin (2006). O cromatdgrafo (Shimadzu, Kyoto, Japéo) foi composto por uma bomba
quaternaria LC-10ADvp, um forno para colunas CTO-10ASvp, um injetor manual 8125 (Rheodyne) contendo uma alca
volumétrica de 5 uL e um detetor de arranjo de diodos SPD-M10Avp. Esse sistema foi interfaciado com um espectrémetro
de massas LC-MS 2010 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com uma fonte de ionizacao por eletronspray.

Resultados e Discussao

Utilizando LC-MS e padrdes sintéticos, investigou-se novos CGAs e CGLs majoritarios e minoritarios em
amostras brasileiras de café verde e torrado (espécies C. arabica, cv. Mundo Novo e cv. Catuai Vermelho e C. canephora,
cv. Conillon).

Além dos CGA e CGL previamente identificados, 1-FQA, 1-FQL e 3,4-diFQA foram identificados e quantificados

pela primeira vez em C. arabica e C. canephora. O &cido 3,4-di-p-cumaroloilquinico foi identificado pela primeira vez em
C. arabica, ndo estando presente na amostra de C. canephora. Além desses compostos, outros possiveis isdmeros de CGAS
e CGLs também foram observados nas amostras analisadas, sendo discutidos a seguir:
Novos isdmeros de CGAs e CGLs em Coffea arabica. Como os perfis cromatograficos dos possiveis novos isémeros de
CGAs e CGLs foram similares em ambos as cultivares analisados (Mundo Novo e Catuai Vermelho), somente o perfil do
cultivar Mundo Novo é apresentado e discutido em seguida. Os cromatogramas de monitoramento seletivo de ions (SIM)
para as amostras verde e torradas de C. arabica cv. Mundo Novo séo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2 — Cromatogramas SIM para as amostras verde e torradas (1 = 170 °C, 6 min.; 3 = 170 °C, 12 min.) de C. arabica cv. Mundo
Novo: (a) m/z = 353, CQA,; (b) m/z = 335, CQL; (c) m/z = 367, FQA; (d) m/z = 349, FQL; (e) m/z = 515, diCQA,; (f) m/z = 497, diCQL;

(9) m/z =529, CFQA.

Entre esses compostos, a area do pico VI sobressaiu-se em relagdo aos outros compostos ainda nao identificados
do café. Seu teor nas amostras verdes e torradas de C. arabica cv. Mundo Novo, C. arabica cv. Catuai Vermelho e C.
canephora cv. Conillon apresentadas na Tabela 1. O contetdo do isdmero CQA VI é relevante em comparagdo com outras
classes de CGA, sendo, por exemplo, quase tdo abundante quanto o teor total de p-CoQA. Este composto ndo seria,

portanto, considerado um CGA minoritéario no café.

Os possiveis novos isdbmeros de CQAs podem se originar a partir de diferentes mecanismos de isomerizagao.
Isdbmeros de CQAs diferentes de 3-, 4- e 5-CQA ja foram previamente observados em diferentes matrizes alimentares. Em
geral, isbmeros de CQAs minoritarios podem ser estereoisomeros dos trés CQAs majoritarios. Esses estereoisdmeros
podem ser isdmeros cis do acido caféico, ou possivelmente, diferentes formas conformacionais do acido quinico, que
possui hidroxilas axiais nos carbonos 1 e 3, e hidroxilas equatoriais nos carbonos 4 e 5. Ja foi relatado que, durante a torra,
ocorre a racemizacdo do &cido quinico, com a geracdo de pelo menos seis diferentes estereoisdbmeros (Scholz-Béttcher et

al., 1991).

Lactonas cafeoilquinicas (CQLs). Além dos dois isdmeros principais de CQLs (3-CQL e 4-CQL), quatro possiveis novos
isbmeros (picos I-1V) foram observados em amostras de café torradas (Figura 2b). Em geral, como a eliminacdo de uma
molécula de agua do anel de seis membros do &cido quinico requer uma configuragdo syn-1,3-diaxial dos grupos hidroxila
e carboxila, apenas os isdbmeros ndo-substituidos na posicdo 5 do acido quinico sdo capazes de formar 1,5-y-lactonas
durante a torrefacdo (Farah et al., 2005). Entretanto, outras lactonas podem ser formadas a partir de CGAs que sofreram



racemizagdo da porcéo do acido quinico. Para esses estereoisdbmeros de CGAs, 1,5-epi-y, 1,5-muco-y- e 1,5-neo-y-lactonas
podem ser formadas. Além disso, estereoisémeros nao-subtituidos na posi¢do 4 do &cido quinico podem sofrer esterificacéo
intramolecular, gerando 1,4-epi-6-, 1,4-scyllo-3- e 1,4-neo-8-lactonas (Scholz-Béttcher et al., 1991).

Acidos feruloilquinicos (FQAs). Além dos trés isdmeros majoritarios de FQAs (3-FQA, 4-FQA e 5-FQA), trés possiveis
novos isdmeros de FQASs (picos I-111) foram observados em café verde, enquanto oito possiveis novos isdmeros (picos 1V-
XI) foram identificados em café torrado (Figura 2c). O pico IV foi identificado, pela primeira vez, como sendo 0 1-FQA.

Tabela 1 — Teores de novos acidos clorogénicos (CGAs) e lactonas clorogénicas (CGLs) em amostras brasileiras verde e torradas de C.
arabica e C. canephora®

Condicéo de Perda de

torrefagéob massa (%) CQA VI 1-FQA 1-FQL
C. arabica cv. Mundo Novo
Verde 0,0 ND° ND ND
1 11,5 1,4+0,0 ND 0,5+0,0
2 13,6 5,6+0,3 0,6+0,0 1,2+0,0
3 15,4 11,340,1 0,7+0,0 1,1+0,1
4 16,1 12,240,2 0,5+0,1 1,0£0,1
5 19,9 4,9+0,0 0,4+0,1 0,9+0,2
C. arabica cv. Catuai Vermelho
Verde 0,0 ND ND ND
1 10,4 1,6+0,2 0,4%0,0 0,6%0,1
2 11,7 4,8+0,0 0,6+0,1 1,7+0,3
3 14,1 11,240,6 0,6+0,2 1,7£0,4
4 15,0 13,843,9 0,340,0 1,74£0,3
5 17,9 7,3%0,9 ND 1,1+0,3
C. canephora cv. Conillon
Verde 0,0 ND ND ND
1 10,3 3,3%0,0 0,7£0,1 1,3£0,4
2 11,7 7,940,2 1,2+0,3 2,9+0,3
3 13,2 13,540,2 1,4+0,3 4,0+0,2
4 13,9 16,0+0,1 1,2+0,0 3,1+0,7
5 16,8 8,01+0,1 0,5+0,0 3,3+0,5

% Resultados foram apresentados como as médias de extragdo em duplicata + desvio-padréo e expressos como
mg/100g de café (peso seco), com exce¢do da 1-FQL, que foi expresso como ug/100g de café (peso seco).
b 1=170°C, 6 min.; 2 =170 °C, 8 min.; 3 =170 °C, 12 min.; 4 = 170 °C, 15 min.; 5 = 200 °C, 15 min. ° Nao
detectado.

O teor desse composto em amostras verdes e torradas de C. arabica cv. Mundo Novo, C. arabica cv. Catuai Vermelho e
C. canephora cv. Conillon é apresentado na Tabela 1. O 1-FQA foi detectado apenas em amostras torradas e estava
presente em teores muito mais baixos dos que os outros isdmeros de FQAs. Em todos os graus de torrefacéo, a espécie
C. canephora apresentou niveis maiores desse composto do que a espécie C. arabica, com teores maximos de 0,7, 0,6 ¢ 1,4
mg/100g de café nas amostras de C. arabica cv. Mundo Novo, C. arabica cv. Catuai Vermelho e C. canephora cv.
Conillon, respectivamente. Tais teores foram encontrados nas amostras com perdas de massa de 15,4%, 14,1% e 13,2%,
respectivamente. Assim como para 0s CQAS, 0s outros estereoisémeros de FQASs poderiam ser decorrentes da isomerizagao
cis do &cido ferdlico ou de possiveis produtos de racemizacdo do acido quinico.

Lactonas feruloilquinicas (FQLs). Além dos dois principais isdmeros de FQLs (3-FQL e 4-FQL), sete possiveis novos
isbmeros de FQLs (picos I-VII) foram observados em café torrado (Figura 2d). O pico VI foi identificado e quantificado,
pela primeira vez, como 1-FQL. O teor de 1-FQL nas amostras verdes e torradas de C. arabica cv. Mundo Novo,
C. arabica cv. Catuai Vermelho e C. canephora cv. Conillon sdo apresentadas na Tabela 1. A 1-FQL foi detectada somente
em amostras torradas e estava presente em quantidades-traco, extremamente menores do que a dos outros isdmeros de
FQLs. Em todas as amostras torradas, C. canephora apresentou niveis maiores desse composto do que C. arabica,
com teores maximos de 1,2, 1,7 e 4,0 ng/100g de café nas amostras de C. arabica cv. Mundo Novo, C. arabica cv. Catuai
Vermelho e C. canephora cv. Conillon, respectivamente. Tais teores foram encontrados em amostras com perdas de massa
de 13,6%, 14,1% e 13,2%, respectivamente. De maneira analoga as CQLSs, os estereoisdmeros de FQLS restantes podem ser
formados a partir de FQAs que sofreram racemizagdo do &cido quinico ou lactonizagdo entre os carbonos 1 e 4 do acido
quinico (Scholz-Bottcher et al., 1991).

Acidos dicafeoilquinicos (diCQAs). Além dos trés isdmeros majoritarios de diCQAs (3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-
diCQA), cinco possiveis novos isdmeros de diCQAs (picos I-V) foram observados em café verde (Figura 2¢). Além desses,
doze possiveis novos isémeros (picos VI-XVII) foram identificados em amostras torradas, totalizando dezessete possiveis
novos isdmeros de diCQAs. Devido ao grande nimero de permutacBes estruturais possiveis, esperar-se-ia uma variedade
maior de isdmeros minoritarios de diCQAs em comparacdo com CQAs. Utilizando LC-MS*, Clifford, Knight & Kuhnert
(2005) identificaram seis isomeros de diCQAs, incluindo trés isdmeros minoritarios substituidos na posicdo 1 (1,3-diCQA,
1,4-diCQA e 1,5-diCQA) além dos trés isbmeros principais. Esses isdbmeros 1-substituidos, juntamente com derivados do
acido cis-caféico e isdbmeros conformacionais do &cido quinico, podem corresponder a maioria dos possiveis novos
isdbmeros de diCQAS observados.



Lactonas dicafeoilquinicas (diCQLSs). Em café torrado, além do isdmero principal de diCQL (3,4-diCQL), n6s observamos
um novo possivel isdmero de diCQL (pico 1) (Figura 2f). Considerando-se a grande diversidade observada de possiveis
novos isdmeros de diCQAs, esperar-se-ia desenvolvimento de um nimero maior de isdmeros de diCQLs. A auséncia dos
mesmos poderia ser explicada pelo fato de que as diCQL ndo parecem ser os produtos preferenciais de transformacéo dos
diCQAs durante a torrefacéo do café.

Acidos cafeoilferuloilquinicos (CFQAs). Além dos seis principais isomeros de CFQAs (3-F,4-CQA, 3-C,4-FQA,
3-F,5-CQA, 3-C,5-FQA, 4-F,5-CQA e 4-C,5-FQA) descritos por Clifford et al. (2003) e identificados em café verde, sete
possiveis novos isdmeros de CFQAs (picos 1-VII) foram observados em café verde (Figura 2g). Em café torrado, além
desses, quatro possiveis novos isdmeros de CFQAs (picos VIII-XI) foram observados, totalizando onze possiveis novos
isbmeros de CFQAs. Entre os CGAs estudados, os CFQAs deveriam apresentar o0 maior nimero de novos isdbmeros, devido
ao maior nimero possivel de variagdes estruturais. Entretanto, as suas baixas concentrag@es tornam dificil a identificagdo
de todos 0s possiveis isdmeros.

Novos isdmeros de CGAs e CGLs em Coffea canephora. Em geral os perfis cromatograficos dos novos isdmeros de CGAs
e CGLs nas amostras de C. canephora, var. Conillon e C. arabica foram similares, com pequenas diferencas entre essas
duas espécies para as classes FQLs, diCQAs, diCQLs e CFQAs.

Em relacdo as FQLs, apesar do mesmo nimero de possiveis novos isdmeros ter sido identificado em ambas as
espécies, 0 isdmero | ja estava presente na amostra verde de C. canephora, mas foi somente observado nas amostras
torradas de C. arabica.

Alguns possiveis novos isdmeros de diCQAs observados em C. arabica ndo foram encontrados entre 0s novos
isbmeros em C. canephora. Em contrapartida, entre os quatro possiveis novos isdmeros de diCQLs que foram observados
em C. canephora, trés deles ndo foram encontrados nas amostras de C. arabica.

Finalmente, observou-se nove possiveis novos isomeros de CFQAs na amostra de C. canephora, sendo alguns
deles apenas encontrados nessa amostra e outros também encontrados nas amostras de C. arabica.

Conclusdes

No presente trabalho, um total de oitenta e nove CGAs e CGLs majoritarios e minoritarios foram observados, dos
quais vinte e nove, ja previamente observados em café, foram quantificados. Adicionalmente, 1-FQA, 1-FQL e 3,4-diFQA
foram identificados e quantificados pela primeira vez em C. arabica e C. canephora, var. Conillon. 3,4-di-p-CoQA também
foi identificado pela primeira vez em cultivares de C. arabica, mas ndo estava presente em C. canephora cv. Conillon. A
caracterizacdo inequivoca dos CGAs e CGLs ndo identificados deve ser realizada pelas técnicas de LC-MS" e/ou RMN.
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