Quim. Nova, Vol. 27, No. 4, 586-592, 2004

METODOS PARA ANALISE DE ACIDO CLOROGENICO

isdo

20211-040 Rio de Janeiro - RJ

Rev

Carlos Alberto Bastos De Maria* e Ricardo Felipe Alves Moreira
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Instituto Biomédico, Universidade do Rio de Janeiro, Rua Frei Caneca, 94,

Recebido em 11/12/02; aceito em 1/4/04; publicado na web em 27/05/04

ANALYTICAL METHODS FOR CHLOROGENIC ACID. This paper describes the analytical methods for determination of total
chlorogenic acid (CGA) and their individual isomers. Spectrofotometric methods are adequate for total CGA analysis in green

coffee but they can provide inflated results for coffee products. High pressure liquid chromatography (HPLC) with gel permeation

column and ultraviolet (UV) monitoring is adequate for the simultaneous analysis of total CGA, alkaloids and sugars in coffee

products. HPLC-UV-reversed phase is a simple, rapid and precise method for the determination of the individual isomers of
CGA. Gas chromatography (GC) also is applied to the analysis of the individual isomers but phenolic acids need to be derivatized
before analysis. Both HPLC- and GC-mass spectrometry provide an unequivocal identification of the individual isomers. The
capillary electrophoresis method is simple, rapid and adequate to the simultaneous analysis of polyphenols and xanthines.

Advantages and limitations of each method are discussed throughout the text.

Keywords: total chlorogenic acid; individual isomers; analytical methods.

INTRODUCAO

O termo 4cido clorogénico (ACG) parece ter sido introduzido
em 1846 por Payen' para designar um composto fenélico com fun-
¢do 4cida, de estrutura ainda desconhecida, que conferia cor verde
ao meio aquoso quando em meio levemente alcalino e exposto ao ar.
Esse dcido foi isolado em 1907% na forma de um complexo cristali-
no, denominado clorogenato de cafeina, a partir do qual se preparou
um 4cido puro. A estrutura quimica para este composto foi
estabelecida por Fischer® como dcido 3-cafeoilquinico (atualmente
conhecido como acido 5-cafeoilquinico). Mais tarde, outros com-
postos fendlicos dcidos foram isolados, caracterizados quanto a es-
trutura quimica e agrupados na mesma familia*. Atualmente, o ter-
mo ACG ¢ usado para designar uma familia de ésteres formados pela
esterificacdo de um ou mais derivados do 4cido trans-cinamico (Fi-
gura la) com o 4cido quinico (dcido 1L-1(OH),3,4,5- tetra-hidroxi-
ciclohexanéico); este tltimo tem hidroxilas na posi¢@o axial nos car-
bonos 1 e 3 e hidroxilas equatoriais nos carbonos 4 e 5 (Figura 1b).
Os isdmeros cis dos derivados do 4cido cindmico ja foram detecta-
dos em produtos processados, porém ndo t€m sido detectados na-
queles in natura®. Esses compostos fendlicos podem ser subdividi-
dos pela identidade do derivado do dcido cindmico, nimero e posi-
¢do dos residuos acila. Os grupos majoritarios (Figura le), encontra-
dos na natureza, estdao relacionados abaixo:

1- éster do 4cido caf€ico (Figura 1c) com o dcido quinico (dcido

cafeoilquinico - ACQ) (isomeros 3-, 4-, 5-)

2- éster de dois residuos do dcido caféico com um de 4cido quinico

(4cido dicafeoilquinico - diACQ) (isomeros 3,4-, 3,5-, 4,5-)

3- éster do dcido ferdlico (Figura 1d) com o 4cido quinico (acido

feruloilquinico - AFQ) (isomeros 3-, 4-, 5-).

O grupo mais abundante na natureza é o ACQ e, portanto, existe
uma extensa literatura a seu respeito. Em suas revisdes Clifford>®
descreveu a presenca de triACQ e tetraACQ na familia Asteraceae.
Em algumas familias foram descritos os dcidos sinapoilquinicos, os
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Figura 1. Estrutura dos isomeros do ACQ e AFQ: a) dcido trans-cindmico;
b) D-(-)-dcido quinico; c) dcido caféico; d) dcido feriilico e ¢) R = OH,
dcido 5-cafeoilquinico, R = OCH,, dcido 5-feruloilquinico. A esterificagdo
também é possivel nos dtomos do carbono 3,4 do dcido quinico
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cumaroilquinicos e os conjugados do 4cido caféico com didcidos
alifaticos (ex. 4cidos oxdlico e succinico) e com o 4cido quinico.
Esses grupos tém representacdo restrita e sdo muito pouco estuda-
dos. Nesta revisao, somente serdo abordados os métodos de andlise
para os ACQ, diACQ e AFQ. E importante enfatizar que serd usada,
ao longo desta revisao, a nomenclatura da TUPAC’, que identifica o
representante majoritario da familia ACG, na natureza, como o 5-
ACQ, cuja recomendagdo € de que a numeracdo deva seguir a dire-
¢do onde hd o maior nimero de substituintes no anel do dcido quinico
(Figura 1). Entretanto, alguns autores insistem em descrever o 5-
ACQ, principalmente por questdo histérica, como 3-ACQ ou mes-
mo ACG, termos estes bastante usados antes da sistematizacao pela
TUPAC. Os nomes triviais também sao usados para isomeros de ou-
tros grupos, no entanto, de uso bem mais restrito. Na Tabela 1, sdo
listados os nomes triviais para ACQ e diACQ. Nesta revisdo, o termo
ACG serd usado para designar o conjunto de isdmeros dos grupos
ACQ, diACQ e AFQ presente em uma matriz.

Tabela 1. Nomes triviais para isdmeros do ACQ e diACQ

Nomes
TUPAC Trivial
3-ACQ Acido clorogénico*
4-ACQ Acido criptoclorogénico, banda 510
5-ACQ Acidos: isoclorogénico, neoclorogénico,

clorogénico (ainda bastante usado)
Mistura dos isdmeros: Acido isoclorogénico

3,4-; 3,5-; 4,5-diACQ

*Alguns autores ainda insistem em usar esse nome trivial para o 3-
ACQ, enquanto a maioria dos autores usa 0 mesmo termo para
designar o 5-ACQ; ACQ - 4cido cafeoilquinico; diACQ — dcido
dicafeoilquinico. Informagdes baseadas nas refs. 7 e 29.

O ACG ¢ encontrado em uma gama de alimentos de origem vege-
tal. O café € uma das principais fontes de ACG na dieta humana e uma
xicara da bebida (200 mL) pode conter cerca de 20-675 mg, depen-
dendo da espécie de café e das condigdes de processamento’. J a
batata inglesa pode fornecer de 50-120 mg de ACG por 100 g de ma-
téria seca. A maga € um dos frutos mais estudados, podendo conter de
6,2-38,5 mg % de ACQ, enquanto o tomate contém em torno de 1-8
mg %?°. Um grupo de frutos tropicais foi analisado quanto ao teor de
ACQ, AFQ e diACQ na casca, polpa e semente®. O 5-ACQ foi 0 isdmero
encontrado em maior quantidade nos frutos, independente da parte do
fruto analisada. De modo geral, as sementes contém um teor muito
baixo de ACQ. A casca da jaca apresentou quantidade expressiva de 5-
ACQ (1300 mg %). Por outro lado, a polpa do marmeleiro foi a mais
rica (173 mg %), enquanto a do abiu (47,3 mg %) e a da graviola (47,4
mg %) mostraram valores mais baixos®.

Uma amplitude de func¢des nas plantas tem sido relacionada a
presenca de ACG. Clifford e Ohiokpehai® encontraram evidéncias
das propriedades adstringentes do diCQA, que influenciaram nega-
tivamente a aceitabilidade da bebida de café. Ja o 5-ACQ parece
inibir a atividade das enzimas &dcido indolacético oxidase>'? e
fosforilase!!, relacionadas ao fim do estdgio de dorméncia e ao inicio
do processo de desenvolvimento da planta.

A partir da década de 80, os efeitos protetores e deletérios do
ACG, particularmente o 5-ACQ, sobre células de espécies do reino
animal, foram abordados em diferentes trabalhos. Alguns autores
mostraram que o 5-ACQ foi um agente indutor de alteragdes no DNA
de mamiferos'?. J4 Ohnishi e colaboradores' verificaram seu efeito
antioxidante na redu¢do da hemdlise e da peroxidacio de hemdcias
de ratos, induzida por H,0,. Essa a¢do antioxidante € devida a pre-
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senca de um grupamento orto-di-hidroxila no anel aromatico do 4ci-
do caf€ico (Figura 1c), que atuaria como um aceptor de radicais li-
vres'*. De fato, a oxidagdo in vitro de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) humana foi retardada na presenga de dcido caféico'®. O
ACG pode ser facilmente oxidado por polifenoloxidases a o-quinonas,
que poderiam interagir com grupamento NH, de aminodcidos
protéicos reduzindo o valor nutricional dos alimentos'®. Em outro
trabalho, foi relatado que o 5-ACQ inibiu as enzimas o-amilases,
tripsina e lisozima, através da formagdo de ligacdo covalente com
residuos de triptofano e cisteina'’. Por outro lado, este isbmero mos-
trou propriedades anti-inflamatdrias devido a sua capacidade de ini-
bigdo do processo inflamatério mediado por citocinas'®. Jd o consu-
mo de altas doses de 5-ACQ, presentes na bebida de café, aumentou
os niveis de homocisteina no plasma de humanos'. Esse aminodcido
ndo protéico € um dos fatores de risco para o surgimento de doengas
cardiovasculares. Essa variedade de efeitos benéficos e maléficos
atribuida ao ACG, preponderantemente ao 5-ACQ, tem encorajado
muitos pesquisadores a trabalhar com essa familia de compostos
fendlicos.

A escolha de um método de andlise adequado para se desenvol-
ver estudos com esses componentes € de suma importancia. O obje-
tivo desta revisdo € apresentar uma abordagem critica dos métodos
analiticos disponiveis para determinag@o do contetido de ACG total
e dos isdmeros individuais do ACQ, diACQ e AFQ.

METODOS ANALITICOS
Gravimetria e volumetria

O primeiro método analitico desenvolvido para quantifica¢do da
familia ACG em plantas foi publicado por Charaux®. Seu método
foi baseado na precipitagdo seletiva do ACG com sal de chumbo
neutro, hidrdlise dcida do clorogenato de chumbo, saponificacdo e
extragdo com éter. Apés a evaporacdo do éter, o conteddo de ACG
foi determinado por gravimetria. Até o final da década de 30, o mé-
todo gravimétrico desenvolvido por Charaux® foi o mais usado para
a andlise semi-quantitativa do contetido de ACG. Slotta e Neisser?!
desenvolveram um método volumétrico semi-quantitativo que con-
sistiu na extra¢do aquosa do café seco e desengordurado, precipita-
¢do com acetato de chumbo neutro e hidrdlise do clorogenato de
chumbo com 4cido sulfirico. Em seguida, foi adicionada uma solu-
¢do de iodo e a geracdo de iodato ocorreu pela adi¢ao posterior de
hidréxido de sddio. A solugdo entdo foi titulada com tiossulfato de
sodio. O maior problema com esse método volumétrico foi a reacio
de outros compostos fendlicos, produtos da pirélise de glicidios, com
0 iodo, causando uma superestimativa do contetido de ACG.

Espectrofotometria

Moores e colaboradores? desenvolveram um método espectrofo-
tométrico de baixo custo para andlise de ACG em cafés verde (ndo
processado) e torrado, baseado na absorcdo seletiva destes compos-
tos na regido do espectro de ondas eletromagnéticas conhecida como
ultravioleta (UV). Inicialmente, a matriz desengordurada foi subme-
tida a extracdo aquosa e, em seguida, foi feita uma andlise da
absorvancia no comprimento de onda de 324 nm. Posteriormente,
foi adicionado acetato de chumbo bdsico ao extrato aquoso de café
resultando na precipitacdo do clorogenato de chumbo. Eles verifica-
ram que, apds a precipitagdo com acetato de chumbo, cerca de 98%
da absorcdo no comprimento de onda de 324 nm, no extrato do café
verde, foi perdida indicando que a absor¢do neste comprimento de
onda foi devida a presenca de compostos da familia ACG*. No caso
do café torrado, mesmo apds a precipitacio, permanecia no extrato
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uma fragdo que absorvia no comprimento de onda de 324 nm, com-
posta de produtos formados durante o processamento térmico. Con-
seqiientemente, o contetido de ACG no café torrado foi determinado
pela diferenca na absor¢do no comprimento de onda de 324 nm an-
tes e apds a precipitagdo com acetato de chumbo. Apds pequenas
modificagdes, introduzidas por Weiss?, particularmente a adogdo de
um fator de correcdo de 0,002 mg/mL para corrigir a pequena quan-
tidade de clorogenato de chumbo solivel no meio, o método
espectrofotométrico de absor¢ao do UV foi adotado oficialmente pela
“Association of Official Analytical Chemists” (AOAC)*. Clifford e
Wight?? usaram a espectrofotometria de absor¢éo da luz visivel e
do UV para determinacdo quantitativa de ACG total e ACQ em caf€.
Eles observaram que uma solucio aquosa de metaperiodato de sédio
reagiu com o-, p-dihidroxi-fendis (ACQ) e seus monometil-éteres
(AFQ) produzindo naftoquinonas, as quais foram detectadas no com-
primento de onda de 406 nm . Clifford e Wight* verificaram que
os produtos da reagdo de uma solugdo aquosa de molibdato de sédio
e sais de fosfato com o ACQ, diACQ e o acido caf€ico livre absorvi-
am seletivamente nos comprimentos de onda de 370 nm (ACQ +
diACQ) e 353 nm (4cido caf€ico). A diferenga entre o resultado ob-
tido com o reagente metaperiodato (ACG total) e o obtido com o
reagente molibdato (ACQ + diACQ) permitiu a estimativa do con-
tetido de AFQ no café®,

Cromatografias em papel, adsorcio e camada delgada

A partir da década de 50, houve a necessidade de se desenvolver
método adequado a andlise de isomeros individuais, particularmente
dos grupos ACQ e AFQ, cujas estruturas quimicas ja tinham sido
elucidadas. A cromatografia em papel foi uma das técnicas usadas
para a resolucdo de isomeros individuais®’. A quantificacdo dos
isdmeros do ACQ e AFQ foi conduzida, principalmente, pela analise
da absorvancia na regio do UV (A = 310-330 nm). Um outro método
foi baseado na separacdo dos isdbmeros por cromatografia de adsor¢io
sobre silica®. A quantificacéo foi conduzida com base na andlise da
absorvancia do UV (A = 325-330 nm). Esse método permitiu separar
pela primeira vez um grupo de isomeros do ACG, denominado 4cido
isoclorogénico, o qual foi caracterizado pela espectroscopia por resso-
nancia magnética nuclear como 3,4-diACQ, 3,5-diACQ e 4,5-diACQ.
Embora a cromatografia de adsor¢io sobre silica tenha maior precisdo
que a cromatografia em papel, ambos os métodos tém aplicagao limi-
tada, particularmente porque sdo extremamente tediosos e somente
semi-quantitativos quando aplicados a matrizes com teor baixo de
compostos fendlicos. Grodzinska-Zachwieja e colaboradores®” des-
creveram um método para separa¢do dos isomeros do grupo ACQ,
baseado na cromatografia em camada delgada sobre placas com silica
gel. A revelagio dos isdmeros foi conduzida com uma solucdo aquosa
de nitrato e molibdato de sédio. O método separa satisfatoriamente os
3 isdmeros do ACQ, porém consome muito tempo de analise.

Cromatografia gasosa (CG)

A CG foi usada pela primeira vez no ano de 1958% para andlise
de isomeros individuais do ACQ e diACQ. O extrato aquoso de café
foi liofilizado e, em seguida, submetido a reacdo de derivatizacio
com trimetil-cloro-silano ou hexametil-disilazano. O extrato de café
foi, entdo, injetado diretamente em uma coluna recheada de CG. A
separacdo dos ACQ e diACQ foi razodvel, porém a andlise demora-
da. A quantificagdo dos compostos fenélicos foi conduzida por pa-
dronizacdo externa, sendo a deteccdo realizada com o auxilio de um
detector de ionizacdo em chama (DIC). Os isdmeros do ACG
derivatizados foram identificados pela CG acoplada a espectrometria
de massas (EM). Em um outro trabalho, houve maior precisdo na
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andlise dos isomeros do ACQ e diACQ, quando os compostos
fendlicos foram derivatizados com trimetil-silil-acetamida®'.

Com o desenvolvimento da coluna capilar de silica fundida para
aplicagdo em CG, houve um grande avanco na andlise de isOmeros
individuais do ACG®. Comparada a coluna recheada, a coluna capi-
lar de vidro e, principalmente, a de silica fundida propiciaram uma
reducdo do volume de injecdo da amostra, bem como melhor resolu-
¢do dos isdbmeros e um menor tempo de andlise. Hughes e Thorpe™
derivatizaram extratos de café e procederam a identificagdo e
quantificag@o dos isdmeros do ACQ e do diACQ pela CG/EM e CG/
DIC, respectivamente.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

CLAE-UV

A partir da metade da década de 70, com a introducdo da CLAE,
houve um grande avango na andlise de isdmeros individuais do ACG
em extratos vegetais. Rees e Theaker® usaram a CLAE para a andli-
se de alguns isdmeros individuais do ACQ, diACQ e AFQ em amos-
tras de café. A coluna do tipo fase reversa (apolar) consistiu de silica,
com particulas de 40 um, parcialmente modificada pela ligacdo
covalente com octadecilsilano (ODS). Essa fase estacionaria confere
apolaridade ao suporte, porém como a ligacdo quimica niao ocorre
em toda a sua extensdo, uma quantidade razodvel de sitios silanol
permanece inalterada, permitindo a melhor separacdo dos isdmeros
3-AFQ e 4-ACQ. Rees e Theaker® usaram uma bomba de pressdo
constante e um detector de absorvancia naregio do UV (A =325 nm).
Esses autores separaram os isomeros do diACQ com uma fase mo-
vel composta de 4cido propidnico e dgua. Jd o 5-ACQ e o 3-AFQ
foram separados com uma fase mével consistindo de dcido férmico,
acido acético e dgua. Os maiores inconvenientes deste método foram
anecessidade de 2 corridas cromatograficas, o nimero baixo de pra-
tos da coluna devido ao tamanho da particula do suporte e o uso de
uma bomba de pressdo constante, que ndo compensa as variagdes de
vazdo da fase mével. Court* usou uma fase mével composta de
metanol e solu¢do aquosa de di-hidrogeno-fosfato de potdssio (0,1 M)
para separar compostos fenélicos em tabaco. Ele usou um sistema
gradiente, onde a concentracdo do metanol aumentou de 20 para
70% em 60 min, conseguindo separar a maioria dos isdmeros do
ACQ, diACQ e AFQ em uma tnica corrida cromatogréfica. William
e colaboradores® usaram a CLAE para andlise de isdmeros do
ACQ e do diIACQ em amostras de batata doce. A fase mével, a colu-
na de fase apolar e o comprimento de onda (A = 313 nm) foram
similares aos usados por Court*. A grande novidade do método de
William e colaboradores® foi o isolamento dos compostos fendlicos
por extracdo em fase sdlida, cuja coluna continha o mesmo material
da coluna analitica. Esses compostos entdo foram dessorvidos sele-
tivamente com um sistema de solvente contendo acetonitrila/metanol/
dgua.

Com o desenvolvimento de fases estaciondrias contendo
microparticulas (5 um), houve um grande avanco na andlise de ACG
pela CLAE. Esse tipo de fase estaciondria permitiu a separagio com-
pleta de todos os isomeros do ACG. Na Figura 2 € apresentado um
cromatograma tipico dos isdmeros do ACQ e AFQ em extrato de
café, obtido através da CLAE. Van der Stegen e Van Duijn* usaram
uma coluna de fase apolar ODS, composta de microparticulas e con-
seguiram quantificar todos os isdmeros do ACQ, diACQ e AFQ, em
extratos de café, numa unica corrida cromatografica. Esses autores
usaram um gradiente de metanol em solucdo aquosa de citrato de tri-
potdssio (pH = 2,5) como fase mével. Trugo e Macrae*” usaram con-
di¢des cromatograficas similares as de Van der Stegen e Van Duijn’®,
porém descreveram que a extragdo com metanol/dgua (40/60, v/v),
seguida pela clarificacdo do extrato com reagente de Carrez
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Figura 2. Cromatograma tipico dos isomeros de ACG obtidos pela CLAE-
UV. Fase movel: metanol-citrato tri-sodio 0,01M (40:60, v/v) — pH=2,3.
Detecgdo: 325 nm. ACQ = dcido cafeoilquinico. diACQ = dcido
dicafeoilquinico. AFQ = dcido feruloilquinico

(ferrocianeto de potdssio + acetato de zinco), foi 0 método mais ade-
quado para a extragio dos isomeros do ACG em cafés torrado e solu-
vel. De fato, Ky ecolaboradores®, comparando 5 métodos de extra-
¢do de ACG presente em café, concluiram que o método de Trugo e
Macrae¥ foi o mais adequado no que diz respeito aos parimetros
repetibilidade, precisdo, rapidez e baixo custo da andlise. Eles verifi-
caram que o uso de extra¢des sucessivas com éter de petréleo, cloro-
férmio e acetato de etila aumentou as perdas de ACG e ndo foi ade-
quado para a andlise de rotina. O uso de cartucho Sep-Pak para ex-
tragdo em fase sélida causou uma imprecisdo na andlise, ja que os
isdmeros individuais do ACQ e AFQ ficaram fortemente adsorvidos
na matriz de octadecilsilica. J4 a extragdo com dgua quente produziu
a perda parcial de isomeros do grupo do diACQ. Ky e colaborado-
res*® também constataram que o uso do reagente de Carrez foi funda-
mental para a precipitagdo de material coloidal, particularmente pro-
tefnas e polissacarideos, que formam complexos com 0 ACG em pH
dcido. Trugo e Macrae¥ usaram o coeficiente de absortividade molar
de cada isomero do ACG, jd descrito na literatura®, para determinar
a concentragdo de cada isdmero no café, baseado no fator de respos-
ta de um padrdo auténtico de 5-ACQ. Esse artificio ¢ importante, ja
que os isdmeros puros do diACQ, AFQ, 3-ACQ e 4-ACQ ndo estio
disponiveis para venda. O comprimento mdximo de absor¢do para
todos os isdmeros ficou entre 325-330 nm, portanto, o uso do com-
primento de onda de 325 nm produziu um erro aceitdvel (maximo de
2%). Na Tabela 2, € apresentado o coeficiente de absortividade mo-
lar dos isdmeros do ACQ, diACQ e AFQ. Balyaya e Clifford® tam-
bém usaram a CLAE para a andlise de isomeros individuais do ACG
em extratos de café. Eles utilizaram coluna de fase apolar e fase mével,
no modo gradiente (100% do solvente A para 100% do solvente B
em 56 min), composta de solvente A — solugdo aquosa de acido
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trifluoracético (0,5 %, v/v) e solvente B — acetonitrila. Esse método
¢é vantajoso para a obtengdo de padrdes puros, ja que a fase movel é
facilmente removida por evaporacdo. Entretanto, a vida util da colu-
na € menor, em fun¢io do pH muito baixo da fase mével (pH = 2).

Tabela 2. Coeficiente de absortividade molar de isdmeros do ACG
(x10* mol L)

Compostos A=330nm  Compostos A =325nm
3-ACQ 1,84 3-AFQ 1,93
4-ACQ 1,80 4-AFQ 1,95
5-ACQ 1,95 5-AFQ 1,90
3,4-diACQ 3,18

3,5-diACQ 3,16

4,5-diACQ 3,32

ACQ - 4cido cafeoilquinico; diACQ — 4cido dicafeoilquinico; AFQ
— 4cido feruloilquinico. Informagdes baseadas na ref. 39.

O emprego de detectores que permitiram a andlise da absorvancia
em todos os comprimentos de onda da regido do UV, em uma tnica
corrida cromatografica, aumentou a precisdo da CLAE. O DAD
(“diode array detector”) tem sido usado para a andlise de compostos
fendlicos em plantas* e plasma de ratos*. A determinagdo simul-
tanea de 5-ACQ, epicatequina e isoquercitrina em plasma de ratos
foi conduzida pela andlise da absorvancia nos comprimentos de onda
de 325, 278 e 360 nm, respectivamente*. O limite de detec¢do do 5-
ACQ foi de 0,04 ug/mL de plasma. A grande vantagem do DAD ¢
que os isdmeros de cada grupo podem ser analisados no comprimen-
to de onda especifico onde ocorre 0 maximo de absor¢do de cada
componente. Entretanto, esses detectores t€ém um custo mais eleva-
do em comparagdo aos detectores de UV convencionais. A sensibili-
dade da deteccdo no UV tem sido aumentada consideravelmente pelo
processo de derivatiza¢do pré- ou pés-coluna. Neste caso, o analito é
convertido a um derivado quimico cujo nivel de absorcdo € maior
que o composto original. Bandoniene e Murkovic* usaram a CLAE
com derivatizagdo pds-coluna com o radical 2,2’-difenila-1-
picrilhidrazila, para a determinagdo da capacidade antioxidativa de
compostos fendlicos. A andlise foi baseada na reducéio da absor¢io
no comprimento de onda de 515 nm. Quanto menor a absor¢do, mai-
or a atividade antioxidante do composto. Esta técnica € muito pouco
usada em funcdo da necessidade de se fazer um processo de
derivatizagdo especifico para cada analito.

CLAE-UV e CLAE-IR (indice de refragdo) com coluna de
permeagdo em gel

Foram publicados alguns artigos enfocando a andlise simultanea
de cafeina, ACG total, trigonelina e sacarose em café através da CLAE
com coluna de permeagdo em gel**s. O desenvolvimento de fase
estaciondria estdvel mecanicamente, isto €, resistente a pressdes usa-
das na CLAE, permitiu o uso da coluna de permeagdo em gel neste
tipo de cromatografia. Os compostos foram separados em uma colu-
na do tipo TSK G3000-SW. Esta coluna € adequada para separacio
de componentes com massa molecular (MM) em torno de 1.000-
300.000. Entretanto, os isdmeros do ACG, a cafeina, a trigonelina e
a sacarose apresentam uma MM de cerca de 100-700. Embora esses
componentes tenham uma MM muito baixa, a resolug@o entre eles
foi satisfatdria, indicando que houve algum outro fendmeno além da
permeacdo em gel. Foi sugerida a ocorréncia de interagdes
hidrofébicas, que contribuiriam para a adsor¢do desses componen-
tes*. O método foi aplicado entdo para andlise de: 1- cafeina e ACG
total em café solivel com detec¢do no UV (A = 280 nm)*; 2- cafei-
na, trigonelina e ACG total em café verde com detec¢do no UV
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(A =272 nm)* e 3- cafeina, trigonelina, sacarose e ACG total em
café verde com detec¢do em monitor de indice de refragdo®. Esse
método* foi comparado a cromatografia de fase reversa® e ao méto-
do da AOAC?* para andlise de ACG total. O método CLAE com
coluna de permeagdo em gel, aplicado a andlise de ACG total em
café verde, apresentou resultados com um alto nivel de correlacio
(r>0,9) com os da fase reversa e da AOAC. No entanto, no caso dos
cafés torrado e soluvel, tanto o método com coluna de permeacio
em gel como o da fase reversa apresentaram resultados significativa-
mente (p<0,01) mais baixos, quando comparados ao da AOAC. Isto
sugere que o método da AOAC ndo € adequado para a andlise quan-
titativa de ACG total em cafés processados.

CLAE-EM

O maior avango no método da CLAE com coluna de fase apolar
foi o seu acoplamento a EM. Este método hifenado permitiu conduzir
estudos relacionados a distribuicio dos isdmeros do ACG em diferen-
tes compartimentos biolégicos, particularmente o sangue, onde o con-
teddo de compostos fendlicos € extremamente baixo. Como ja men-
cionado anteriormente, o 5-ACQ e o acido caf€ico sdo os mais estuda-
dos em fungdo dos seus efeitos bioldgicos. Existe uma grande contro-
vérsia se 0 ACG ¢ absorvido intacto no trato gastrointestinal®, ou se é
submetido a hidrélise por esterases™-!. Neste udltimo caso, o dcido
caféico € o composto absorvido durante o processo de digestdo e ab-
sor¢do. Dados preliminares indicam que o componente majoritario no
sangue € o dcido caf€ico e, portanto, caso o 5-ACQ seja absorvido
intacto no trato gastrointestinal isso ocorreria em quantidade muito
baixa**>!. Esta informagdo refor¢a a importincia do uso da CLAE-EM
na andlise de isdbmeros do ACG em compartimentos bioldgicos. Fo-
ram conduzidos alguns estudos para andlise de 4cido caf€ico e 5-ACQ
no plasma e na urina de seres humanos através da CLAE-EM com
ionizacdo por “electrospray” (IES)*2. O método foi ttil para monitorar
alteracdes nos niveis desses compostos fendlicos induzidas pela dieta.
Em relac@o a técnica de extragdo, numa matriz como o sangue repleta
de coléides, o tratamento com betaglicuronidase ou hidrélise alcalina,

Tabela 3. Fragmentos obtidos por LC-EM" para isdmeros do ACG

Quim. Nova

seguido de extragdo com metanol®' ou mesmo extragdo com metanol
sem hidrdlise prévia® é essencial para a extragdo eficiente dos com-
postos fendlicos. O primeiro método®' € interessante para distinguir os
acidos fenolicos livres (ex. dcido caféico) associados a protefnas da-
queles esterificados (ex. 5-ACQ) e, também, ligados a proteinas. A
CLAE-EM também foi empregada para andlise de compostos fendlicos
em plantas™°. Li e colaboradores® isolaram polifendis do tabaco atra-
vés da extracdo em fase s6lida e identificaram os compostos com CLAE-
IES-EM. Eles verificaram que a sensibilidade do método foi de 50 ng/
mL e 100 ng/mL para o dcido caféico e o 5-ACQ, respectivamente.
Carini e colaboradores® usaram a CLAE/EM com uma interface de
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (IQPA) para identificacio de
compostos fendlicos em plantas. A mesma técnica foi usada para ana-
lise de hidroxicinamatos e catequinas na urina de seres humanos®’. A
CLAE/IQPA-EM forneceu informagdes tteis sobre a massa molecular
e a estrutura quimica dos compostos. Mais recentemente, a CLAE/
IES-EM/EM foi usada para a andlise de 40 constituintes fendlicos em
ameixas secas, incluindo isdbmeros do ACQ. Esta técnica permitiu a
identificagdo inequivoca de uma grande quantidade de compostos
fendlicos. O 5-ACQ foi o composto fendlico predominante nessas
amostras™.

Os espectros de massas dos isomeros do ACG foram investigados
recentemente através da CLAE/EM" por Clifford e colaboradores™. A
CLAE-EM!, EM?, EM?, EM* permitiu a identificagdo inequivoca dos
isomeros do ACQ, AFQ e diACQ. Na Tabela 3, s3o mostrados os prin-
cipais fragmentos obtidos pela andlise dos espectros de massas. Os
isomeros 3-ACQ e 5-ACQ apresentaram padrdes de fragmentagao si-
milares. A diferenciacdo foi possivel pela CLAE/EM?, onde o frag-
mento secunddrio m/z = 161,4 foi identificado exclusivamente no es-
pectro de massas do 5-ACQ. Um outro fato relevante foi a presenca
do fragmento m/z = 179,5, o qual foi mais abundante no isdmero 3-
ACQ (49) em comparac@o ao 5-ACQ (5). Em relacdo aos isomeros
diACQ, a identificacdo inequivoca foi obtida pela CLAE-EM?, onde
os fragmentos m/z = 173,5 e m/z = 335,6 foram encontrados exclusi-
vamente no espectro de massas do 3,4-diACQ (Tabela 3). Também

EM! EM? EM? EM*
Compostos fon fon Fragmentos fon Fragmentos fon  Fragmentos
molecular base secunddrios base secunddrios base  secunddrios
3-ACQ 353,7 191,5 179,5 — 135,7 85,6 127,1 1723 — — — —
(49) (10) (93) (60)
4-ACQ 353,5 173,5 179,5 191,6 1357 93,3 111,2 — — — — —
(68) (20) (14) 47)
5-ACQ 3533 191,5 179,5 1614 — 85,7 127,1 1722 — — — —
(5) ) 93) (75)
3-AFQ 367,5 193,5 1915 — — 134 148,8 — — 106,5 — —
3) (30)
4-AFQ 367,4 173,5 191,8 — — 93,3 111,5 — — — — —
(87) (44)
5-AFQ 367,6 191,6 1736 — — 85,6 127,1 1722 — — — —
(6) (100)  (90)
3,4-diACQ 515,7 3534 335,6 173,5 — 173,5 179,5 191,7 135,6 93,4 111 172,9
16y  (18) on 63 044 (70 2
3,5-diACQ 515,2 353,5 — — — 191,5 1795 173,5 135,6 85,5 127 172,9
(53) (®) 12) 95 90
4,5-diACQ 5154 353,5 — — — 173,5 1794 191,6 1357 93,3 111 172,9
(80) (27) (12) (38) (15)

ACQ - 4cido cafeoilquinico; diACQ — 4cido dicafeoilquinico; AFQ — 4cido feruloilquinico; () abundancia relativa do fragmento. Informagdes

baseadas na ref. 59.



Vol. 27, No. 4

contribuiu de forma relevante a CLAE-EM*, onde o fragmento m/z =
111 foi mais abundante no isdmero 3,4-diACQ (70) que no 4,5-diACQ
(38). Os isdmeros do AFQ também apresentaram padrdes de fragmen-
tacdo com alguma similaridade. A identificagdo foi melhor obtida pela
CLAE-EM?, onde o pico base do 3-AFQ e do 4-AFQ foi o m/z = 134
e o m/z = 93,3, respectivamente, enquanto no 5-AFQ foi o m/z = 85,6.
Embora a CLAE-EM" aumente a potencialidade da técnica no que diz
respeito a identificagiio estrutural dos compostos, ela reduz a sensibi-
lidade do método.

Eletroforese capilar

A eletroforese capilar também foi aplicada para a analise de com-
postos fendlicos em plantas®*. O 5-ACQ € o isomero do ACG mais
comumente analisado por este método. Sheu e colaboradores® usa-
ram a eletroforese por zona capilar para separar 12 compostos
fenolicos, dentre eles o 5-ACQ. A detec¢@o foi no comprimento de
onda de 254 nm. Vaher e Koel® também separaram uma gama de
compostos polifendlicos de diferentes plantas por eletroforese por
zona capilar. Foi possivel obter uma separagdo confidvel de 5-ACQ,
trans-resveratrol, catequina e quercetina usando-se tampao borato e
acetonitrila. A cromatografia eletrocinética micelar foi empregada
para andlise simultanea de 5-ACQ e xantinas®. A separagio dos com-
postos foi satisfatéria. Cada composto foi coletado separadamente e
identificado através da EM. A eletroforese capilar associada a EM
permite um aumento na sensibilidade do método e a identificagdo
inequivoca dos compostos, entretanto o tempo de andlise € maior ja
que ndo € uma técnica hifenada.

CONCLUSAO

Na Tabela 4, ¢ apresentado um resumo dos principais métodos
para andlise de ACG. O método oficial da AOAC* € barato e apre-

Tabela 4. Principais métodos para anélise de ACG
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senta resultados satisfatérios para andlise de ACG total no café ver-
de, entretanto, ¢ tedioso e dificil de padronizar. O método espec-
trofotométrico de Clifford e Wight®?° & simples, répido e barato,
sendo aplicado para a andlise de ACG total e de ACQ + diACQ.
Entretanto, esse método ndo permite a andlise de isdmeros individu-
ais e nem fornece estimativa do contetido de diACQ. Em ambos os
métodos espectrofotométricos, os resultados podem ser superesti-
mados pela presenga de interferentes.

O método de CG tem alta precisdo e sensibilidade, particular-
mente a CG/EM. Entretanto, o maior inconveniente da CG, como
método de andlise de isomeros individuais do ACG, € a necessidade
de derivatizagdo desses compostos fendlicos para converté-los em
derivados volateis, os quais passam totalmente a fase de vapor nas
condicdes de temperatura usadas normalmente na CG.

Indubitavelmente, a CLAE ¢ o método mais utilizado para a ana-
lise de isomeros individuais do ACG, tanto pela sua simplicidade e
rapidez como também pela separag@o satisfatoria dos isdmeros. No
caso somente da analise dos isdmeros do ACQ e diACQ, 4-AFQ e 5-
AFQ em coluna de fase apolar, o modo isocrdtico pode ser usado
com separagdo aceitdvel, o que permite um tempo de andlise em
torno de 20 min. Neste caso, haverd uma superestimativa do 4-ACQ
devido a coelui¢do com o 3-AFQ. J4 o modo gradiente permite a
andlise de todos isomeros do ACQ, diACQ e AFQ, porém o tempo
de andlise chega a 40 min. A grande vantagem da CLAE-UV com
coluna de permeagdo em gel € a possibilidade da analise simultinea
de varios compostos no café, o que favorece a automacio da anlise.
Além disso, a fase mdvel € a dgua, o que evita o uso de solventes
toxicos. Entretanto, no caso do ACG a técnica ndo permite a andlise
de isomeros individuais. Em relacio aos detectores empregados na
CLAE-UYV, o DAD € o mais indicado porque aumenta a precisao e
exatiddo da andlise de isomeros do ACG. O uso da CLAE/EM per-
mite a andlise de quantidades diminutas do ACG em plantas e flui-
dos bioldgicos, além de fornecer um diagndstico da estrutura quimi-

Meétodo Aplicacio Vantagens e desvantagens Ref.

ESPECTROFOTOMETRIA

Método AOAC ACG total Superestimativa do teor de ACG, simples, barato, 24
demorado

Método Clifford e Wight ACQ+diACQ, Simples, rapido, ndo fornece estimativa do teor 25, 26

estimativa do AFQ de diACQ

CG

CG-DIC e CG-EM Isdmeros do ACG Exige derivatizacdo dos compostos, dispendiosa, 32
boa precisdo. A CG-EM auxilia na identificagdo
estrutural dos compostos

CLAE

CLAE-UV-fase reversa Isomeros do ACG Nio exige derivatizacdo, rapida, dispendiosa, 37,40
boa precisdo, uso de solventes toxicos

CLAE-UV/IR permeacdo em gel ACG total Andlise simultanea de outros componentes do café, 46-48
dispendiosa, rdpida, usa 4gua como solvente

CLAE-EM Isdmeros do ACG Otima precisdo e exatiddo, alta sensibilidade, 54, 58
dispendiosa, auxilia na identificag¢@o estrutural
dos compostos

ELETROFORESE

Eletroforese capilar Isomeros do ACG Alta versatilidade, baixo custo, uso ainda 62, 64

pouco difundido

CG = cromatografia gasosa; DIC = detector de ionizagdo em chama; CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia; UV = ultravioleta; IR =

indice de refracdo; EM = espectrometria de massas
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ca dos compostos. A CLAE/EM nio necessita de derivatizagio dos
analitos e, portanto, € mais rapida que a CG/EM. O método € preciso
e apresenta alta sensibilidade. Entretanto, o equipamento da CLAE/
EM ¢ ainda mais caro que o da CG/EM. Com a redugdo do custo do
equipamento, a CLAE-EM deverd ser uma das técnicas mais usadas
para andlise de isdbmeros do ACG.

A eletroforese capilar permite a separacdo de um grande niimero
de compostos fendlicos com diferentes funcdes quimicas. Além dis-
so, a separagio simultanea de compostos pertencentes a diferentes
classes quimicas, como € o caso das xantinas e compostos fendlicos,
indica a grande versatilidade da técnica. Além do mais, a separacio
dos compostos pela eletroforese capilar com detec¢do pela EM tem
um menor custo, em comparacdo a CLAE-EM. Entretanto, a andlise
pela CLAE-EM ¢ mais rdpida, ja que € uma técnica hifenada. O
método de eletroforese capilar € ainda pouco difundido, o que pode
ser constatado pelo menor nimero de publicacdes cientificas em
comparagao a CLAE.
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