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Oil Green Coffee Beans: Diterpenes Cafestol and Kahweol

Abstract: The kaurane diterpenes cafestol and kahweol are significant chemical
constituents of the green coffee oil. Studies reveal their potential as antitumor and
antioxidant agents; in addition they are recognizably as being hypercholesterolemic.
This review focuses on the upgrading of the research conducted on these diterpenes,
mainly in biological aspects, extraction techniques and quantification procedures.
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Resumo

Os diterpenos de esqueleto caurano cafestol e caveol sdo constituintes quimicos
expressivos no Oleo do café cru. Estudos revelam seu potencial antitumoral e
antioxidante, além de serem comprovadamente hipercolesterolémicos. O grao do café
é uma commodity agricola e fonte de cafeina, mas poderia ser melhor aproveitado
para a producao de especialidades quimicas, visto o seu alto teor em Aacidos
clorogénicos, fibras e diterpenos. Esta revisdao tem como foco a atualizacdo das
pesquisas realizadas sobre estes diterpenos, especialmente quanto aos aspectos
bioldgicos, técnicas de extracdo e quantificacao.
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1. Introdugao

O café, que se propagou do Oriente para o
Ocidente, € um marco na histéria do Brasil.
Em 1727 chegou a regido norte, trazido pelo
Sargento-Mor Francisco de Mello Palheta,
por ordem do governador do Maranhdo e
Grdo-Para, e logo alcancou grande valor
comercial. Passou pelo Maranhao, Bahia, Rio
de Janeiro, S3o Paulo, Parana e Minas Gerais
e, em pouco tempo, foi considerado um

produto de grande importadncia para a
economia brasileira. A partir de 1820, no vale
do Paraiba, as vésperas da independéncia do
Brasil, o cultivo do café se consolidou. Nos
dias de hoje, o plantio de café concentra sua
maior produc¢do no estado de Minas Gerais,
seguido do Espirito Santo, Sdo Paulo, Paranj,
Bahia, Ronddnia, entre outros.”

Considerado como uma das grandes
riquezas brasileiras, o café acelerou o
desenvolvimento e a inser¢do do Brasil no
comércio internacional. Além de fomentar o
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surgimento de cidades, construcdes de
ferrovias e portos para o escoamento do
grdo, trouxe imigrantes para o pais e
intensificou movimentos culturais.?
Atualmente, o Brasil é responsavel por 30%
da producdo mundial, sendo o primeiro
produtor de café e o segundo mercado
consumidor.* A bebida de café,
simbolicamente representada na Figura 1,
cria ambientes sociais, estimula a troca de
ideias e a comunicagdo entre as pessoas.
Diversos livros ja foram publicados sobre o

Vq

café, desde sua importancia social e
econdmica,”” até a composicdo quimica e os
seus beneficios a saude. A maior estrela
guimica do café é a cafeina 1, uma xantina
com efeito comprovadamente estimulante
utilizada em bebidas e medicamentos. Outro
grupo de destaque é o do acido clorogénico 2
e seus derivados di, tri e tetra esterificados,
que apresentam elevada atividade
antioxidante. Suas estruturas quimicas estdo
apresentadas na Figura 2.8

Figura 1. Bebida de café
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Figura 2. Estrutura quimica da cafeina (1) e do acido clorogénico (2)

O terceiro grupo de substancias de
destaque presente no grao do café cru é dos
lipideos, tradicionalmente encontrados em
qualquer semente e grao vegetal e sendo os
constituintes majoritarios do déleo fixo. No
caso do Oleo fixo do café, rico em
triglicerideos e acidos graxos livres, ocorre,
ainda, a presenca de diterpenos de esqueleto
caurano (3) (Figura 3), tema desta revisdo.

Como se pode observar, o grdao do café
oferece  um arsenal de substancias
claramente capazes de acrescentar valor

agregado a commodity do café. O
aproveitamento da biomassa para fins de
producdo de especialidades quimicas, e ndo
apenas para a producdao de energia, vai de
encontro aos objetivos da Quimica Verde.
Matérias primas renovaveis sdo promissoras
para a complementagdo, ou eventual
substituicdo, do material advindo do
processamento do petrdleo, do gés natural e
do carvao.

Na ponta da cadeia do aproveitamento do
café, para além dos alimentos e bebidas, ja
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estd a industria de cosméticos, que tem
apostado no uso do éleo de café cru como
emoliente e hidratante, além da sua

cosmético encontrado no mercado é o
extrato de café cru, para fins de reducdo de
peso, associado as propriedades
termogeénicas da cafeina.®

Nesta revisdo serdo abordados os
métodos de obtencdo de dleo do grao de

o

QTR
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capacidade de bloquear os raios solares de
UV nocivos a pele humana, aparentemente
relacionada aos diterpenos.” Outro produto

café cru e sua composicao
especialmente a fragao lipidica.

quimica,

Cabe ressaltar que, de forma geral,
considera-se os diterpenos cafestol (4) e
caveol (5) (Figura 4) como integrantes da
fracao Iipl'dica.9

12 H

Figura 3. Esqueleto caurano (3)

Figura 4. Estrutura quimica do cafestol (4) e caveol (5)

2. Os graos de café cru

A planta do café pertence a familia
Rubiaceae, género Coffea. Dentre as vdrias
espécies de café, aquelas exploradas
comercialmente sdo Coffea arabica Linn (café
ardbica) e C. canephora Pierre ex Froehner

(café robusta) (Figura 5);'° as demais espécies
cultivadas representam um acervo para
estudos de melhoramento genético das
comerciais.” O café arabica é responsavel
por cerca de 70% do mercado mundial de
café.”?

A composicdo quimica do endosperma do
grdao de café arabica cru é constituida por
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agua, proteinas, 6leos e lipideos, aclcares,
dextrina, pentosanas, celulose, cafeina,
acidos diversos e componentes minoritarios.
Os lipideos estdo presentes em forma de
gotas esféricas em cada célula do
endosperma.”® Como para qualquer vegetal
de aproveitamento agronémico, o estudo da

Vq

anatomia do grdo e sua composicdo quimica

se tornam relevantes em fungdo das
alteragGes morfoldgicas, fisiolégicas,
bioquimicas e funcionais que ocorrem

durante os estagios de desenvolvimento e
maturagdo do grdo, aspectos que impactam
na qualidade do produto final.*

Figura 5. Graos de café cru ardbica (esquerda) e robusta (direita)

Estas substancias sdo precursoras do
aroma do café torrado, e sofrem
transformacgGes quimicas diversas com forte
dependéncia do grau de torra. Os acidos
clorogénicos, por exemplo, se mantém
parcialmente intactos em torras mais suaves,
mas produzem invariavelmente alguns dos
compostos volateis responsaveis pelo aroma
caracteristico do café torrado, como: 2-

metoxi-4-vinilfenol, 2- metodxi-4-etilfenol e
guaiacdis.”>’

Na Tabela 1 estda apresentada a
composicao quimica média do grdo de café
cru, ja que os teores variam com as espécies
botanicas, as condicdes de cultivo, o clima da
regido de plantio e processo de secagem.’*”
19

Tabela 1. Composi¢do quimica do grio de café arabica cru®®

Componente Café arabica (%) Café robusta (%)
Cafeina 0,8-1,4 1,7-4,0
Trigonelina 0,6-1,2 0,3-0,9
Minerais 3-54
Acidos clorogénicos totais 6,7—-9,2 7,1-12,1
Acidos alifaticos ndo volateis 2-29 1,3-2,2
Acidos volateis 0,1
Carbo-hidratos soltveis 9-12,5 6,0—11,5
Polissacarideos insoluveis 46 - 53 34-44
Lignina 1-3
Proteinas 8,5-—12
Aminoacidos livres 0,2-0,8
Ceras 0,2-0,3
Oleos 7,7-17,7
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3. A composicao lipidica do grao de
café arabica cru

Os lipideos vegetais, com destaque para
os triacilglicerideos, estdo presentes em
muitos setores industriais com diversas
aplicagbes, como na industria de alimentos
em 6leos, margarinas e laticinios; na industria
guimica em tintas, vernizes e lubrificantes
automotores; na industria de cosméticos e
farmacéutica como insumos para a producao
de cremes, emulsdes e pomadas e também
como combustivel alternativo.”®*

Os lipideos possuem fungdes metabdlicas
importantes para 0 crescimento e
sobrevivéncia da planta.’®*> Eles estdo
presentes nas membranas celulares, em
células e tecidos especializados, em maior
teor nas sementes e raramente ocorrem
expressivamente nas folhas, estames e raizes.
Em angiospermas, os lipideos estdo
concentrados no endosperma ou cotilédone,
ja nas gimnospermas estdo armazenadas no
gametofito feminino.?

Na planta do cafeeiro, uma angiosperma,
os lipideos estdo armazenados em
compartimentos especializados no citosol,
onde ha centenas de milhares em cada célula
de armazenamento, conhecidos como
esferossomos ou oleossomos. Os oleossomos

Tsukui, A. et al.

sdo formados a partir de duas fontes: o
reticulo endoplasmatico e os plastidios. O
reticulo endoplasmatico é um envelope
nuclear envolvido na biossintese,
processamento e secrecdo de lipideos,
proteinas e polissacarideos na membrana
celular. Os plastidios constituem uma familia
de organelas circundadas por dupla
membrana, caracteristicos das células de
plantas. Os lipideos se acumulam entre as
duas camadas de fosfolipideos e glicolipideos
presentes na membrana externa do envelope
de plastidios ou na membrana do reticulo
endoplasmatico. Esse acumulo provoca a
separacdo de bicamada lipidica em duas
metades, formando o oleossomo ou
esferossomo. *

De modo geral, os constituintes lipidicos
do grao de café cru sdo semelhantes aos dos
grdaos de muitos vegetais: presenca de
triacilglicerais, fosfolipideos, esterais,
tocoferdis e os constituintes da cera que
recobrem o grdo. Mas, diferente dos dleos
vegetais, o 6leo de café cru apresenta alto
nivel de material insaponificavel (12 %), rico
nos diterpenos cauranos cafestol (4) e caveol
(5)'9,23-25

No dleo fixo dos grdaos de café cru, os
triacilglicerideos estdo presentes em maior
teor, seguido dos ésteres diterpénicos, dos
diterpenos livres, ésteres de esterdis,
esterdis, tocoferdis e fosfatos (Tabela 2).

Tabela 2. Composig3o lipidica do 6leo obtido do grio de café arabica cru (matéria seca)’

Componentes Teor (%)
Triacilglicerideos 75,2
Esteres diterpénicos e acidos graxos 18,5
Diterpenos livres 0,4
Esteres de esteroides e 4cidos graxos 3,2
Esterdis 2,2

Tocoferadis 0,04 - 0,06

Fosfatidios 0,1-0,5

Outros 1,0
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Os 4cidos graxos ocorrem na natureza na
forma livre e esterificada, majoritariamente
formando triacilglicerideos.”® No dleo do grio
de café ardbica cru estdo presentes
aproximadamente os seguintes acidos
graxos: acido miristico (2-3%), acido palmitico
(30%), acido estearico (4-5%), acido oleico

Vo

(14%), acido linoleico (44%), acido linolénico
(1-2%) e o acido araquidico (1-2%).”*” Em
torno de 20 % dos acidos graxos estdo
esterificados com diterpenos (6) (Figura 6) e
uma pequena parte é encontrada nos ésteres
de esterdis.’

(CH2)nCH3

onde n=14, 16, 17, 18, 18:1, 18:2, 18:3, 20, 21, 22, 23 ou 24.

6

Figura 6. Cafestol esterificado com acido graxo (6)

3.1. Os diterpenos cafestol e caveol

Os grdos de café arabica (C. arabica)
apresentam majoritariamente cafestol (4) e
caveol (5) na fracdo lipidica, enquanto C.
canephora (café robusta) apresenta mais
cafestol (4) e teores minimos ou inexisténcia
de caveol (5), e tem como marcador da
espécie o 16-O-metilcafestol (7) (Figura 7),

identificado em 1987.° O teor de cafestol (5),
usualmente determinado apds saponificacdo
ou metandlise (Figuras 8a e b,
respectivamente),28 estd entre 2,7-6,7 g/kg
em cafés ardbica e entre 1,5-3,7 g/kg em
cafés robusta,”?*! enquanto o de caveol (5)
estd entre 1,1-3,5 g/kg em cafés arabica e em
concentragdo inferior a 0,1 g/kg em robusta.
O teor de 16-O-metilcafestol em café robusta
varia entre 0,6 a 1,8ug/kg.>

7

Figura 7. Estrutura quimica do 16-O-metilcafestol (7)
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Figura 8. Reacdo de saponificacdo (a) e metandlise (b)

O caveol (5) foi parcialmente descrito em
1932 (“kahweol” ou café, em arabe), e
caracterizado como sendo sensivel ao
oxigénio, a luz, ao aquecimento e
especialmente aos acidos minerais. Apds
purificacdo, o caveol é instdvel e rapidamente
torna-se amarelado, observando-se uma
rapida alteracdo de seu ponto de fusdo, da
solubilidade e atividade dptica.*

Em 1938, foi isolado o “cafesterol”, que
inicialmente se acreditou ser um esterol, com
formula  molecular CyH,s0; e  que,
posteriormente, veio a ser

em 1943,

CH,OH

chamado de cafestol (4).>**> Em 1957, o anel
furano foi confirmado através de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e sua
configuracdo absoluta foi definida em
1960.%%’

Outros cauranos foram descritos no café e
correlacionados ao processo de torra do grao
cru, originarios principalmente dos
diterpenos  livres, sendo eles: de-
hidrocafestol (8), de-hidrocaveol (9) (Figura
9), cafestal (10), caveal (11) (Figura 10),
isocaveol (12) e de-hidroisocaveol (13)
(Figura 11).2%%%°

CH,OH

Figura 9. Estrutura quimica do de-hidrocafestol (8) e de-hidrocaveol (9)
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12

CH,OH

13

Figura 11. Estrutura quimica do isocaveol (12) e de-hidroisocaveol (13)

Na forma ndo esterificada (livre), os
diterpenos estdo presentes nos graos de café
cru em concentrages inferiores a 0,2 g/kg de
grio. >

Os principais acidos graxos presentes nos
ésteres diterpénicos sdo: acido palmitico (40-
54%), acido linoleico (19-30%), estearico (8-
11%), oleico (8,2-15 %) e araquidico (4,5-6%).
Os teores dos diterpenos esterificados com
acido miristico, linolénico, eicosenoico e
behénico sdo inferiores a 2 %.” Outros
diterpenos esterificados ja encontrados
foram gadoleiato, margarato,
heneicosanoato e tricosanoato de
caveol. >

O grdo de café cru é sensivel as condicbes
de estocagem. O ambiente frio e seco
provoca um leve aumento no teor de cafestol
livre. Entre 25°C e 40°C, o aumento chega a
até 16% e os maiores valores sdo observados
aos 12 meses, apds 0s quais se pronuncia a
degradacdo dos diterpenos. As alteracdes
foram relacionadas a atividade das lipases,
onde o aumento da umidade do grdo e
temperaturas mais altas favorece a hidrélise

de ésteres de acidos graxos, a decomposicao
dos diterpenos e provocam efeito negativo
na qualidade sensorial do grdo.’

3.1.1. Funcionalidades do cafestol e caveol

Em 1982 foi relatado que os palmitatos de
cafestol e de caveol aumentavam a atividade
da glutationa S-transferase (GST), um grupo
de enzimas multifuncionais capaz de atuar na
defesa das células contra o estresse oxidativo
e frente as substancias estranhas ao
organismo, conhecidas como xenobidticos.
Nos experimentos que buscavam a
correlagdo entre GST e a resposta frente a
reducdo de células carcinogénicas, foi
observado que o palmitato de caveol
apresentou maior inducdao da atividade da
GST comparado com o palmitato de
cafestol.*

Em 1988, foram realizados testes frente a
inibicdo de cancer de boca em hamsters Sirio
feminino, divididos em dois grupos. O grupo |
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recebeu alimentacdo com ra¢do normal e o
grupo Il com 20% de adicdo de grao de café
verde na ragdo. Todos os animais foram
expostos a 0,5% de 7,12-
dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), produzindo
cancer de boca. O Grupo Il apresentou
reducdao em 50% do crescimento tumoral, o
que foi associado a presenca dos ésteres
diterpénicos palmitato de caveol e de
cafestol no grio de café verde.*!

Os diterpenos apresentam ainda atividade
anti-inflamatéria por meio da inibicao da
producdo de éxido nitrico e inibicdo de iNOS
(sintetases do o6xido nitrico induzido,
responsdveis pela excesso de Oxido nitrico
em células inflamatérias, que podem ser a
causa de lesdes inflamatdrias)*?, do fator de
transcricdo nuclear NF-kappaB (responsavel
pela ativacdo de vdrios genes que
corroboram com o processo inflamatoério) e
da inibicdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2,
enzima que participa da conversdo do acido
araquidénico em prostaglandinas,
relacionada com angiogénese,
desenvolvimento e progress3o tumoral).**

Os diterpenos apresentam potencial
antioxidante capaz de reagir com radicais
livres (como o radical hidroxila) para proteger
danos ao DNA.***

O mecanismo de agdo do cafestol foi
investigado sobre o nivel de glutationa (GSH),
em particular a via do gama-glutamilcisteina
sintetase (GCS), enzima limitante da sintese
da GSH.*” Em animais, o consumo de café n3o
filtrato com elevado teor da mistura de
cafestol/caveol foi associado com a redugédo
do risco de cancer de célon e figado.*® Outros

trabalhos revelaram a reducdo da
genotoxicidade provocada por agentes
carcinogénicos como o 7,12-

dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), aflatoxina
B, (AFB,), benzo[a]pireno(B[a]P) e 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP),
associada a inducdo da glutationa-S-
transferase e glucuronosil-S-transferase; o
aumento na expressdo de proteinas
envolvidas na defesa antioxidante em células,
como a y-glutamil cisteina sintetase e heme
oxigenase-1; e a inibicdo da expressdo e/ou

Tsukui, A. et al.

atividade do citocromo P450 envolvido na
atividade carcinogénica.***!

Os diterpenos tém o efeito negativo de
aumentar a taxa do colesterol no organismo
humano, através de alteragGes enzimaticas
no figado.”*™®

No inicio da década de 1980, foi
investigado o consumo de café por 14000
noruegueses, e concluiu-se que a ingestdo
acima de 9 xicaras por dia elevava o nivel de
colesterol numa taxa de 12% para homens e
11% para mulheres, em relacdo aos que
ingeriam apenas uma xicara didria.” A forma
de preparo da bebida quente do café, como a
produzida no café escandinavo, bem como o
café expresso, o turco e o francés, que sdo
bebidas ndo filtradas, tem um maior teor de
diterpenos, enquanto este teor é
negligenciavel nos cafés coado e filtrado,
usualmente praticados no Brasil. Em 1985, foi
realizado um estudo com a ingestdo de café
fervido ndo filtrado e de café filtrado,
inclusive com individuos
hipercolesterolémicos. A ingestdo de café
fervido durante 10 semanas levou ao
aumento no colesterol, enquanto a ingestdo
de café filtrado neste mesmo periodo
manteve constante o nivel de colesterol.”® A
correlacdo direta entre o maior teor dos
diterpenos x elevagdo de colesterol foi
descrita  posteriormente em  diversos
estudos.””

4. Métodos de extragao do 6leo e
dos diterpenos a partir do grao de
café cru

A espécie botanica, a qualidade dos graos,
o tamanho da particula apdés a moagem, o
tempo de extracgdo e o solvente influenciam o
rendimento, o perfil e as propriedades do
6leo de café.>® Durante o procedimento de
extracdo devem-se prevenir a degradacdo
térmica e oxidagbes em geral, os principais
problemas quando se trata da qualidade do
6leo de café.®"*
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Vdrios métodos de extracdao de éleo sao
aplicados aos graos de café cru, como sera
visto a seguir.

4.1. Extragao por prensagem

A prensagem é uma pratica antiga de
extracdo de o6leos, passando de prensas
“primitivas” as prensas de parafuso, até
chegar ao que hoje é usual para muitas
indUstrias: as prensas de parafuso continuas
e hidraulicas.®® Por n3o utilizar solvente, essa
técnica preserva as propriedades naturais do
dleo. No entanto, a eficiéncia na extracdo é
menor que a extragdo por solvente, a menos
gue seja aplicada alta pressdo, o que
encarece o procedimento.*

A prensa mecanica consiste de um cesto
formado de barras de aco retangular
distanciadas, por meio de laminas, com
regulagem de espessura conforme a semente
a ser prensada. O espacamento das barras é
regulado de forma a permitir a saida do déleo
e filtrar as particulas do residuo de
prensagem (torta). No centro do cesto gira
uma rosca helicoidal que movimenta o
material para frente, comprimindo-o ao
mesmo tempo. A pressdao é regulada por
meio de um cone de saida, acionado por uma
manivela. O acionamento do sistema é feito

Vq

por um motor, seguido de um redutor. O
O6leo bruto geralmente passa por um
processo de filtracdo ou decantagdo para
remog3o do material mais fino (Figura 12).*

A extracdo por prensagem de 6leo de grao
de café cru apresenta rendimento cerca de
30 % menor que o processo de extracdo por
solvente quimico.”*®

4.2. Extrator Soxhlet

O método por extracao sélido-liquido, em
extrator Soxhlet, é um dos mais relatados
para café.®®’> O método da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1965)”
sugere que os lipideos sejam extraidos por
repetidas lavagens com solvente organico
(hexano ou éter de petréleo), em
aquecimento sob refluxo. A amostra é
colocada em filtro de celulose ou de papel,
que é introduzido na camara de extracdo,
entre o condensador e o baldo contendo o
solvente. A base do baldo é aquecida e logo o
solvente comeca a evaporar, condensando
para gotejar no filtro que contém a amostra.
Deve-se observar o numero de ciclos de
sifonagem para que haja reprodutibilidade a
cada experimento. Esse processo de extracao
continuo dura até 16 horas para o café. Na
Figura 12 estd ilustrado o extrator Soxhlet.

Figura 12. Extrator Soxhlet

As vantagens desse método estdo no
contato direto do solvente com o grao

durante todo o periodo de extragdo, que
resulta em maior quantidade de d6leo em
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relagio ao método de extragdo por
prensagem (item 4.1.), além de nao
necessitar de etapa de filtracdo apds a
extragdo.”’* No entanto, entre suas
desvantagens estdo o maior tempo de
extracdo, grande consumo de solvente,
favorecimento de peroxidacdo lipidica e a
necessidade de etapa adicional de
concentragdo. *7*

Tsukui, A. et al.

Apesar de ser oficializado pela AOAC
(1965),”% 0 método tem diversas adaptacées
guanto ao tempo de extragdo e a natureza do
solvente, como pode ser observado na Tabela
3. 0 método alem3o de extracio de
lipideos, por exemplo, publicado em 1952,
trabalha com tempo de extracdo de 4 horas
com éter de petréleo como solvente.’

Tabela 3. Comparacdo dos diferentes tempos de extracdo vs. rendimento utilizando

extrator Soxhlet”

Referéncia Solvente Tempo de Rendimento de
utilizado extracdo (h) extrato (%)
Pettitt, 1987.”° éter de petrdleo 3 Sl
Dibert e Cros, 1989.% hexano 16 8,3
Carrera et al., 1998.% hexano 8 12-20
Lercker et al., 1995.” hexano 8 Sl
Gonzalez et al., 2001.%® hexano 8 15
Araujo e Sandi, 2006.%° hexano 16 10,2
Ramalakshmi, Kubra e Rao, 2008.”* hexano 8 8,4
Oliveira et al., 2008.” hexano 16 10-12
Scharnhop e Winterhalter, 2009.%  terc- butil metil éter 5 Sl
Oigman, 2012.” éter de petréleo 4 7,0
S| = sem informacgdo
4.3. Incubadora orbital shaker movimento de rotagdo no interior do

A introducdo do bioreator shaker em
laboratério teve como objetivo o cultivo de
micro-organismos em pequena escala e até
hoje é utilizado em bioprocessos devido ao
facil manuseio, a possibilidade de numeros
de experimentos paralelos e a facil
operacdo.”*®*® O método consiste no
movimento orbital da bandeja e o suporte é
fechado com controle de agitacdo e
temperatura.

O frasco utilizado deve apresentar uma
boa geometria, ou seja, o contorno e a
distribuicdo espacial da massa de liquido em

recipiente s3o de grande importancia.”® A
agitacgdo promove a homogeneidade do
liqguido com o material no interior do
recipiente.”

O método shaker tem sido pouco
explorado para extra¢do de éleo em grdos de
café cru.”” Em 1987, foi utilizado na extragdo
de diterpenos em café cru com acetonitrila,
seguido de andlise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Foram obtidos seis
ésteres diterpénicos: linoleato, palmitato,
oleato, estearato e eicosanoato de caveol e
somente um éster de cafestol, o palmitato.76
Em 2012, nosso grupo utilizou o shaker com o
intuito de avaliar o seu desempenho para o
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rendimento em dleo, e obteve cerca de 7,8 %
de rendimento, semelhante ao alcancado
com a extracdo em Soxhlet.”

4.4. Extragao com Fluido Supercritico

A partir do inicio da década de 1980, a
extracdo por fluido supercritico (EFS) foi
proposta para a obtencdo do dleo de
café.®”®! A EFS é um método que emprega
um fluido supercritico como solvente
extrator.* O procedimento consiste em
depositar o material vegetal em um
reservatorio de aco inoxiddvel, sob pressao,
adicionando-se geralmente CO, em
condicbes supercriticas (31°C e 7,3 MPa),
onde o gds se torna liquefeito. Neste estagio,
o CO, possui viscosidade analoga a de um
gas, porém com a capacidade de dissolucao
semelhante a um liquido, otimizando a
extracao. Posteriormente, o CO, retorna ao
seu estado gasoso, resultando na obtencdo
de dleo isento de solvente.®**

Este método utiliza baixa temperatura,
minimizando a degradacdo térmica de
substancias labeis. No entanto, o custo de
aquisicdo do equipamento é oneroso.*
Alguns autores compararam a extragdo do
6leo de café cru por EFS, com o método
oficial da AOAC (1965)"’por Sohxlet em 16
horas x EFS por 25 minutos. O rendimento
em Oleo por EFS variou de 24 a 91 % em dleo,
enquanto na extracao por Soxhlet foi obtido
11,3%. No entanto, ao analisar os diterpenos
por CLAE, o teor por EFS mostrou-se 50 %
inferior. ®7

5. Métodos de quantificagao dos
diterpenos em dleo de café cru

Os diterpenos do café sdo usualmente
analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéencia com fase reversa (CLAE-FR) e
detetor de UV, na forma livre (ndo
esterificada), apds reagdo de hidrdlise basica
em metanol (metandlise) ou por

Vo

saponificacdo. Glicerol e acidos
graxos metilados sdo subprodutos da
metandlise, enquanto sais de 4cidos graxos
(ou &cidos graxos livres apds acidificacao)
resultam da hidrélise. A etapa critica para o
isolamento dos alcodis diterpénicos é a
hidrélise. O anel furano é labil, sensivel a
acidos e a oxidantes, passivel de reagdes de
adicdo, o que reforca a necessidade da
implementacdo de técnicas de hidrélise mais
seletivas.”®

28,32,38,69,75,85

A analise dos diterpenos livres é mais
comumente realizada no d6leo do café cru.
Além dos estudos realizados também na
bebida do café, ha outros nos tecidos da
semente, empregando a analise por CLAE
apods saponificacdo dos diterpenos . Os
autores verificaram que cafestol e caveol se
acumulam no endosperma e no perisperma,
ao mesmo tempo e, assim como ocorre no
metabolismo da sacarose, aparentemente
estes diterpenos podem ser translocados
entre os tecidos citados.®’

N3do ha metodologia analitica padronizada
para os diterpenos esterificados. Aspectos
gualitativos  foram investigados por
cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa, acompanhado de
investigacdo através de padrbes previamente
sintetizados. >

J3 foi relatado o uso da cromatografia de
permeacao em gel em Bio beads S-X3 para o
isolamento dos diterpenos livres das espécies
de café arabica e robusta, seguida da analise
por CLAE.* O isolamento por CLAE em coluna
semi-preparativa de fase reversa C18 e por
cromatografia em contra corrente de alta
velocidade (HSCCC) também encontra-se
detalhado na literatura.**®®

Tentativas de utilizacdo de cromatografia
em fase gasosa mostraram que ha
degradacdo dos diterpenos, com formacdo
de desidroditerpenos do cafestol e caveol,
associados ao aquecimento no injetor do
cromatdgrafo.®*® A opgdo encontrada foi a
derivatizacao com reagentes de
silanizaggo.>*7587 8
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6. Consideragoes finais

O dleo de café cru é rico nos diterpenos
cauranos cafestol e caveol. Embora este dleo
tenha aplicagBes industriais ja estabelecidas,
ndao ha aproveitamento especifico de seus
diterpenos pela indUstria. O numero de
publicacdes acerca dos diterpenos do café
vem aumentando no Brasil nas ultimas
décadas, especialmente voltadas para novas
técnicas de extracdo, andlise do teor para fins
de adulteracdo e controle de processo além
de estudos de atividade bioldgica.
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