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O café é um antigo conhecido nosso. Seu aroma é identificado a dis-
tancia, e logo sabemos quando se esta preparando um cafezinho. Mas por
baixo deste rétulo de uma simples e cotidiana bebida, ha um universo rico
de substancias quimicas resultantes tanto de aspectos genéticos, agricolas
quanto edafoclimaticos. E entre estas substancias, compondo a fragao lipidi-
cado café, encontram-se cafestol e caveol, diterpenos, temas deste capitulo.

Figura 1. Graos de café arabica (Coffea arabica Linnaeus, Rubiaceae) em diferentes
graus de amadurecimento (fonte propria). Os graos mais vermelhos (bandeja abai-
x0), conhecidos como cereja, sao aqueles sensorialmente apropriados para consu-
mo humano

Cafestol e caveol (C&K) sao alcoois diterpénicos pentaciclicos, furanoi-
des, de esqueleto ent-caurano, que se distinguem pela presenga de uma li-
gacao dupla entre C1 e C2 (Figura 2). Sao produzidos exclusivamente por
plantas do género Coffea (Rubiaceae), presentes nas duas espécies de café
mais importantes comercialmente, que sao Coffea arabica Linnaeus (café
Arabica) e C. canephora Pierre ex A. Froehner, cujas variedades mais conhe-
cidas sao robusta e conilon.'Cafestol, por sua vez, ja foi encontrado em outra
planta da familia Rubiaceae, Tricalysia dubia.?

sumario 97



Figura 2. Estruturas quimicas dos diterpenos cafestol e caveol

cafestol

C&K sao majoritariamente encontrados como ésteres monoesterifi-
cados na hidroxila primaria ligada ao C17. Inicialmente, foram identificados
seis ésteres de cafestol, com unidades acila contendo nUmero de carbonos
e grau de insaturacgao variados (C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:0 e C22:0),
a partir do 6leo de café arabica.? InOmeros trabalhos se seguiram carac-
terizando estes e outros diterpenos acilados, inclusive para o caveol. A fim
de simplificar as diversas referéncias bibliograficas existentes acerca deste
assunto recomendamos, para uma abordagem geral acerca do assunto, a
leitura da revisao de Speer e Kolling-Speer.! Apesar destes ésteres represen-
tarem mais de 90% da composicao dos diterpenos do café, seus estudos
se concentram nos alcoois livres, cafestol e caveol (Figura 2), especialmente
por causa da complexidade de sua separacao, ja que até 24 ésteres de C&K
podem ser observados nos graos e nas bebidas de café.* Nos estudos sobre
processos extrativos, ensaios bioldgicos ou controle de qualidade do café,
estes ésteres sao invariavelmente hidrolisados aos alcoois primarios.>®

Ainda é observado, em cafés da espécie robusta, o derivado metoxi-
lado no C16 do cafestol e seus ésteres variados. 16-O-metil-cafestol (16-
OMC() foi identificado pela primeira vez por Pettit Jr.,/ e seus ésteres quanti-
ficados por Speer em 1991 via cromatografia de permeacao em gel (CPG) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).8 Posteriormente foi descrita
a existéncia de 16-O-metil-caveol em cafés robusta.! A contribuigdo dos di-
terpenos a fracao lipidica do 6leo de café representa cerca de 10-20 % m/m
e 0,2-2,5 % da composicao total do grao.»*" O principal representante é

o palmitato dos diterpenos C&K (C.. , 36-50%), seguido do linoleato (C

16:0° 18:22
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20-26%), oleato (C,, 7-22%), estearato (C,,, 7-18%) e araquidato (C, ,
3-8%), sendo estes os mais comuns para arabica e canéfora.»*® Em média,
os graos C. arabica contém de 1,3-1,9 % (p/p) dos diterpenos, enquanto C.
canephora contém 0,2-1,5 %.? Tipicamente, teores entre 221 a 1.308 mg
100 g'e120a1.265 mg 100 g sao encontrados para C&K em graos arabica
crus (ndo torrados), enquanto que 151a 300 mg 100 g de cafestol e 0 a 200
mg 100 g' de caveol sao observados em graos de robusta e conillon .6

O café arabica possui uma composicao lipidica mais abundante do que

robusta e conilon, cuja composicao quimica se encontra representada na Fi-
gura 3.

Figura 3. Composigao quimica da fracao lipidica do café arabica

Em 1983, Thelle et al. descreveram a primeira correlagao entre o con-
sumo da bebida de café fervido e o aumento do colesterol na populagao
norueguesa, que contou com 14000 participantes de 20 a 54 anos de ida-
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de. Foi observado que, para a ingestao de aproximadamente 9 xicaras/dia,
ocorria um aumento do colesterol sérico de 12% e 11% para homens e mulhe-
res, respectivamente.” Portanto, C&K foram associados a hipercolesterole-
mia, posteriormente confirmada por outros autores.™

A bebida do café fervido, muito consumida nos paises escandinavos,
é feita com graos de café de torra escura e granulometria fina que devem
ser fervidos com agua durante 10 minutos, seguido de repouso de 2 minu-
tos antes do consumo para que ocorra a decantacao do p6. A bebida nao
é filtrada em papel ou pano, de modo semelhante a prensa francesa e ao
espresso. Urgert et al investigaram a concentracao dos diterpenos nas bebi-
das fervida, turca, prensa francesa, espresso, moka, percolada e filtrada, por
cromatografia a gas, e viram que o café fervido apresentava o maior teor de
diterpenos, seguido do turco, da prensa francesa e do espresso, respectiva-
mente.”* Num espac¢o de tempo em que diversos estudos foram realizados
neste assunto , foi reforcada a reduzida concentragéo dos diterpenos na be-
bida filtrada, exaltando suas vantagens, inclusive sendo esta bebida quente
do café a mais apreciada pelos brasileiros.®

A hipercolesterolemia é a Unica atividade biologica de C&K observada
em humanos. Entretanto, estes diterpenos apresentam atividades biologi-
cas interessantes demonstradas em estudos in vitro e in vivo, por exemplo,
antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, antiosteoclastogénese, anti-
diabetes, antiadipogénese e hipoglicemiante. Diversos estudos sao repor-
tados nestes assuntos e assim recomendamos, a fim de simplificar e reduzir
o nimero de referéncias bibliograficas a serem citadas, que os leitores con-
sultem a revisdo de Silva et al.> e de Novaes et al.®

Cafestol e caveol tém um interessante perfil antiproliferativo e pré-
apoptdtico em diferentes linhagens celulares e reduzem a resisténcia das
células cancerigenas as drogas antineoplasicas. Curiosamente, eles sdo os
Onicos compostos bioativos no café que mostram atividade antitumoral
significativa em linhagens celulares para alguns tipos de cancer.”
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A extragao de C&K se da, mais comumente, a partir do dleo do café ou
diretamente do grao cru. O 6leo é comercialmente obtido por prensagem,
em prensas mecanicas, e pela extragdo com solventes, sendo mais comum o
extrator Soxhlet, especialmente para fins analiticos. Outros estudos ja foram
realizados, sendo alguns dos pioneiros aqueles empregando técnicas como
ultrassom, micro-ondas desenvolvido por nosso grupo de pesquisas, fluido
supercritico e extragao acelerada por solvente, que se encontram discutidos
e comparados em Dong et al (2021).

O dleo ou o grao de café fornecem a complexa mistura dos ésteres ja
descritos, sendo assim ha necessidade de saponificacdo ou transesterifica-
cao destes extratos para se obter C&K livres da porcao acila. O processo nao
é trivial e ha consenso, na literatura cientifica, de que a saponificagao direta
a quente dos graos crus de café, catalisada por base e seguida da extracao
com um solvente organico, &€ o procedimento que fornece o maior rendi-
mento destes diterpenos.’®'® Neste contexto se inicia uma das importantes
contribuicdes do nosso laboratério de pesquisas a quimica do café.

Nosso grupo vem se dedicando ao estudo da matriz do café ha aproxi-
madamente 20 anos. Os primeiros trabalhos focaram em compreender os
volateis oriundos da torra do café e sua correlagdo com os precursores pre-
sentes nos graos crus.” Logo se verificou a necessidade de empregar técni-
cas analiticas de alta sensibilidade e resolucao, e neste periodo adquirimos,
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num consorcio, um HPLC acoplado a um espectrometro de massas sequen-
cial (EM/EM) de alta resolucao a partir do qual foram desenvolvidos diversos
trabalhos pioneiros sobre a composicao quimica do café, especialmente em
metaboldmica. Nesta, estudos sobre a composicao quimica abrangente de
metabdlitos sob diversas condi¢des sao realizados. No caso do café, foram
investigados metabdlitos sob a influéncia de diferentes espécies, processos
de pbs-colheita e regido geografica, com diferentes extratos e por imagea-
mento dos graos via MS 1820

A dificuldade na detecgéo dos lipideos nesta matriz, assim como em
outras de origem animal ou vegetal, era a realidade desta época. Os estudos
sobre lipiddmica em EM estavam se estruturando e, neste cenario, even-
tualmente observavamos a presenca dos diterpenos em situacdes diversas,
correlacionadas aos processos de pds-colheita e aos estagios de amadureci-
mento dos graos crus, dois aspectos que afetam fortemente a composicao
quimica tanto do grao cru quanto dos graos torrados.

Rapidamente concluimos que, para dar prosseguimento a um estudo
mais detalhado sobre os lipideos do café, haveria a necessidade de implan-
tar no laboratdrio alguns protocolos de isolamento e analise destes diterpe-
nos, em escala macro.

Dada a termolabilidade destas substancias e a sensibilidade do nicleo
furanico as condicdes acidas diversas, optamos por seguir no caminho da sa-
ponificacao direta a quente dos graos de café cru para alcancar o isolamento
de C&K. A metodologia foi adaptada a partir de Dias el al.’® por Novaes et
al. através de estudos de otimizacdo da etapa de saponificacio (tempo de
reagao e quantidade de hidréxido de potassio empregado) e da sele¢do do
melhor solvente de extracao dos diterpenos, empregando os parametros
de solubilidade de Hansen." Ao fim do processo otimizado, obteve-se um
rendimento de 1,5 % m/m da mistura C&K a partir de 0,5 g de amostra, 14
% mais eficiente que o estudo original. Investigamos a seguir a possibilidade
do aumento da escala do método, que rendeu cerca de 1,6 g dos diterpenos
a partir de 300 g de graos verdes de café arabica. Uma escala pouco usual
na Quimica de Produtos Naturais.
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De posse desta metodologia, com a qual passamos a ter estes diterpe-
nos em grande quantidade e alta pureza (>99%), diversas contribui¢des cien-
tificas inéditas foram e vem sendo alcangadas por nosso grupo de pesquisas.

Um dos estudos que deve ser destacado se refere a identificacdo dos
metabdlitos do cafestol através do modelo in vivo zebrafish (Danio rerio, Ha-
milton-Buchanan, 1822), empregando CLAE-EM/EM com fonte de ioniza-
cao eletronebulizagao (ESI) e detector orbitrap.?’ O modelo do zebrafish, ou
peixe zebra, possui enzimas metabdlicas homélogas as dos humanos, é de
facil operacao, com baixo valor de manutengdo e nao é necessaria a ma-
nipulacao direta do peixe, e sim da agua do aquario. Neste contexto, foi
proposta uma rota de fragmentagédo para o cafestol com a caracterizacdo
de fragmentos diagnésticos, que guiaram a elucidacao estrutural dos meta-
bolitos do peixe zebra. Observou-se a formagao de 5 metabdlitos inéditos
na literatura, oriundos de reacdes CYP-independente e CYP-dependentes
de Fase |, cuja elucidagéo estrutural foi realizada com o auxilio de analises in
silico com os softwares SMARTCyp, Way2Drug e XenoSite.

Este estudo guiou duas outras investiga¢des. Na primeira delas,?? foi in-
vestigada a bioacessibilidade do cafestol a partir da bebida de café fervido,
empregando uma metodologia de digestao in vitro estatica, acompanhada do
estudo dos possiveis metabdlitos formados durante o processo de digestao,
utilizando CLAE-EM/EM. Trés possiveis metabdlitos foram identificados, dois
formados durante a fase oral da digestao com m/z 331,1909 [M+H]* e m/z
349,2014 [M+H]* e um formado durante a fase gastrica, com m/z 364,2124
[M+H]*, cuja sugestao estrutural também foi baseada nos softwares SMART-
Cyp, XenoSite e Way2Drug, seguido de racionalizagao por MS.

No segundo trabalho,?? foi avaliada como a utilizacao de trés leveduras
comerciais de Saccharomyces cereviseae, empregadas na indUstria de pani-
ficacao e de vinhos, influenciavam a composicao quimica dos graos de café
cru no processo de pos-colheita por via Umida, um dos procedimentos mais
empregados para a obtencao de cafés especiais na atualidade. Os proces-
sos de pds-colheita do café cru causam profundas alteragdes na composicao
quimica destes graos como revisado neste trabalho, e diferengas significati-
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vas foram observadas pela primeira vez para C&K, em comparacao com o
café controle, com reducao de 54% para cafestol e 53% para caveol.?* O pro-
cesso saltou aos nossos olhos haja visto o papel negativo do cafestol perante
a hipercolesterolemia humana. Também teriam estes metabdlitos impacto
no metabolismo lipidico? Assim sendo, foi realizada uma investigacao sobre
a natureza quimica dos metabdlitos formados neste ambiente fermentativo,
por CLAE-EM/EM, onde oito substancias puderam ser sugeridas, entre elas
derivados carboxilicos, aldeidicos e um aduto de hidroximetilfurfural.?* Cabe
ressaltar que este processo de producao foi incorporado ao portfélio de ca-
fés especiais da fazenda produtora parceira.

A partir destes trés estudos, nosso laboratério vem investigando rotas
sintéticas para a producao de alguns destes metabdlitos, de modo a com-
preender seu papel bioldgico em modelos in vitro e in vivo.

Os primeiros estudos sobre lipidémica do grao de café foram mais re-
centemente realizados por nosso grupo de pesquisa.?’

Em paralelo, foi desenvolvido um processo de hidrogenacao catalitica
heterogénea da mistura de C&K em batelada e em fluxo continuo.?® Neste
protocolo, a transformacao de caveol em cafestol quase dobra o rendimen-
to do processo global, mantendo a pureza do cafestol acima de 99%. Cabe
destacar que a reagédo de hidrogenagao catalitica heterogénea em fluxo con-
tinuo do caveol se deu com formacao de produto (cafestol) em 9,8 segun-
dos. Nesta tese, foram ainda sintetizados ésteres aromaticos de cafestol iné-
ditos, avaliados positivamente frente a atividade antioxidante in vitro pelos
métodos DPPH, ORAC, FRAP e supressao de oxigénio singlete.?”

Os diterpenos C&K vem sendo explorados ainda, no nosso grupo, quan-
to ao seu papel no éleo de café cru. Nos Gltimos anos tem havido interesse da
indUstria de cosméticos sobre este 6leo como hidratante e emoliente, além da
sua capacidade de bloquear raios solares UV nocivos a sadde humana.?®

Dada a termolabilidade dos diterpenos, investigamos inicialmente a
extracao do doleo dos graos verdes moidos por esmagamento em prensa
continua do tipo rosca sem fim, um processo fisico a frio semelhante ao que
€ usado comercialmente. Foi observado que o rendimento de 6leo obtido
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dos graos Arabica crus variou entre 3 e 7%, abaixo do que é conhecido para
a fragao lipidica total do grao arabica, que pode chegar a até 17% (Figura 3).
Mais recentemente, a fim de desestruturar por completo os graos e romper
as bolsas lipidicas onde os diterpenos se encontram, estudamos a moagem
por extrusao com dupla rosca seguida da extracdo por Soxhlet. Ela favo-
rece a ruptura mecanica de matérias primas mais rigidas, como no caso do
grao do café. Neste processo, foi observado que o rendimento de 6leo a
partir do grao chegou a alcancar quase 16% (resultados nao publicados). O
trabalho encontra-se em andamento frente a concentracao dos diterpenos
e de outros lipideos do café, como as amidas de serotonina C-5HT (Figura
L), outro grupo de metabdlitos do café que nosso grupo vem se dedicando
a pesquisar.?

Figura 4. Estrutura quimica da amida C,,-5HT, majoritaria em graos de café
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Trabalhos iniciais relativos ao aproveitamento da biomassa do café, espe-
cialmente de graos defeituosos de baixo valor comercial, ja se encontram em
andamento. Esperamos apresentar resultados promissores destes estudos
futuros no segundo livro sobre a quimica dos produtos naturais brasileiros.

HO

Sempre que possivel, a Ciéncia deve esclarecer, explorar e dar novos
horizontes a assuntos diversos. Neste contexto, nada como buscar alterna-
tivas criativas para matrizes naturais brasileiras em abundancia, como é o
caso do café.
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O Brasil & o maior produtor e exportador de graos crus de cafés ha
mais de 100 anos. Olhar para esta matriz através dos olhos de um/a quimi-
co/a de produtos naturais € agregar valor e potencialidade a este produto.
O grao de café é rico em metabdlitos, e em poucas matrizes naturais nos
deparamos com um teor tao expressivo de diterpenos, um dos motivos que
nos fez mergulhar a fundo no estudo destas substancias.

Além deste cenario, € preciso chamar aten¢ao ao fato de que até 20% da
producao brasileira de café é de graos defeituosos, inadequados aexportacao
e que mais recentemente passaram a sofrer novas regras regulatérias para
sua comercializacdo. Estes graos possuem, em sua composi¢cao quimica, os
mesmos metabdlitos, em maior ou menor quantidade. Cabe a nés, como
cientistas, entender como melhor aproveita-los e dar destino nobre a esta
biomassa residual tao expressiva.

Os autores agradecem as agéncias de fomento Fundacao Carlos Cha-
gas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), ao
Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPg), & Coordenacao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Embrapa Café.
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