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RESUMO 

Três métodos de determinação do ácido clorogênico em café 
verde foram comparados. Foram utilizadas seis amostras de café, 
sendo que t rês de qualidade de bebida Mole e três Rio. Os resultados 
obtidos com os t rês métodos para os cafés Rio não diferiram esta
tísticamente entre si, embora os métodos de MOORES et al. e WEISS 
(oficial da AOAC) deram valores menores para os cafés Mole em 
relação ao método cromatográfico de GNAGY modificado. É discutido 
uma provável interferência da alta atividade da polifenol oxidase 
geralmente encontrada nos cafés Mole que oxidaria o ácido cloro
gênico durante a extração pelos dois primeiros métodos. 

I N T R O D U Ç Ã O 

O grão do café possui vários tipos de compostos fenólicos e os mais im
portantes, segundo a quantidade encontrada no grão, são os ácidos clorogê-
nicos. A F igura 1. mostra a fórmula do ácido clorogênico e no Quadro 1 são 
apresentados alguns resultados sobre a quantidade destes compostos fenóli
cos no café verde, expressos em relação à matér ia seca. 

* Pa r t e da tese apresentada à ESALQ, USP, para a obtenção do título de Doutor, pelo pri
meiro autor. Trabalho realizado com verba do convênio IBC/GERCA/ESALQ. Entregue 
para publicação em 5/12/73. 

** Departamento de Química, Setor Bioquímica da ESALQ, USP, Piracicaba, S. P. , Brasil. 
*** Bolsista da CNPq e IBC, respectivamente, junto ao Departamento de Química, Setor Bio

química da ESALQ, USP. 



Segundo NAVELLIER (1970), o ácido clorogênico foi descoberto no café 
por Payesse em 1802, que lhe deu o nome de ácido cáfico. Poster iormente 
outros nomes foram dados ao ácido clorogênico como por exemplo, ácido 
cafetânico, aldeído verídico, tanino clorogênico, etc. 



No que se refere à determinação quanti tat iva dos ácidos clorogênicos, 
se rá dada ênfase à l i tera tura de 10 a 12 anos passados, devido ao fato de que 
somente há 8 anos a es t rutura destes isômeros foi elucidada (CORSE et aL, 
1965). A confusão na l i teratura sobre os ácidos clorogênicos é freqüente de
vido à existência dos 6 isômeros, fato esse que pode ser apreciado nas dis
cussões de SONDHEIMER et al. (1961) e CORSE et al. (1965). 

NAVELLIER (1970) relatou e discutiu desde as pr imeiras tentat ivas de 
determinação do ácido clorogênico no café feitas há 60 anos a t rás , a té a 
metodologia mais sofisticada dos dias atuais . 

Entre os métodos mais modernos e que têm sido aplicados atualmente 
encontra-se a adaptação feita por MOORES et al. (1948). Poster iormente 
esse método sofreu pequenas modificações (WEISS, 1957) e foi aceito pela 
A. O. A. C , embora a té hoje não tenha sido considerado como método defini
tivo (A. O. A. C , 1970) 

Em 1967, LEHMANN e HAHN (1967) descreveram um método no qual 
os grãos de café são extraídos com metanol e posteriormente o extrato é 
passado por uma coluna de poliamida onde os compostos interferentes são se
parados. No primeiro eluído da coluna pode-se determinar trigonelina; logo 
em seguida o ácido clorogênico é eluído e a solução é lida no espectrofoto-
metro a 324 nm. 

Um outro método pa ra sepa ra r e determinar quanti tat ivamente os ácidos 
clorogênicos do café foi idealizado por GNAGY (1961 e 1962), onde se usa 



cromatografia mono dimensional e se faz a leitura, em espectrofotometro a 
328 nm, da intensidade da cor das manchas eluídas. Com esse método, o au
tor conseguiu separar quatro isômeros do ácido clorogênico. 

O mais avançado método pa ra separa r e determinar quanti tat ivamente 
os isômeros do ácido clorogênico, inclusive os 3 isômeros do ácido isocloro-
gênico, utiliza a cromatografia de gás como técnica (KUNG et al., 1967), 
empregando uma coluna capilar de 330 cm (SE - 54). A volatização dos áci
dos clorogênicos é feita reagindo os ácidos fenólicos com BSA (bis-(trimetil-
sil i l)acetamida) e HMDSi (hexametildisilazane). Atualmente os autores tra
balham com uma coluna 3% OV-101 que é bem mais ba ra t a e fácil de p repa ra r 
e conseguem os mesmos resultados ( J . T. KUNG, comunicação pessoal) . 

Todos esses métodos analíticos entretanto, foram adaptados sem levar 
em consideração a qualidade ou a idade da semente do café, e como a ativi
dade de vár ias enzimas var iam com o tempo pós-colheita e a qualidade da 
bebida (PEREIRA, 1962, AMORIM e SILVA, 1968, ROTEMRERG e IACHAN, 
1971, 1972, SANINT e VALENCIA, 1972 e OLIVEIRA, 1972) seria justo inves
t igar se os métodos mais utilizados na prát ica não sofrem interferência 
quando aplicados a diferentes tipos de café. 

MATERIA IS Ε MÉTODOS 

As amostras de café utilizadas (Coffea arábica L. var . Mundo Novo) 
neste ensaio foram colhidas no mesmo ano em diversas regiões do Estado de 
São Paulo. As provas de x ícara pa ra classificação foram feitas por prova
dores profissionais do IBC, São Paulo. 

A percentagem de umidade foi determinada pelo método da A. O. A. C. 
(1970) com três repetições. Este café não foi empregado pa ra determinação do 
ácido clorogênico, pois a tempera tura de secagem, cerca de 100°C, destrói 
pa r te deste. A determinação da umidade foi efetuada com o objetivo de se 
calcular a quantidade de ácido clorogênico em re lação à matér ia seca. 

P a r a os t rês métodos estudados, as amostras de café foram t r i turadas 
em um moinho Willely com peneira n.° 40 e imediatamente pesadas e o ácido 
clorogênico extraído. 

O método de MOORES et al. (1948) e o método oficial da A. O. A. C. 
(1970) adaptado por WEISS (1957) foram empregados sem al teração. O mé
todo cromatográfico de GNAGY (1961 e 1962) foi modificado por AMORIM 
(1972) como segue: Dois g ramas de café moido e ram imediatamente extraí
dos com 100 ml de metanol a 80% (70 - 80°C) com refluxo por 2 horas . O1 re
síduo era extraído mais t rês vezes nas mesmas condições. Os extratos e ram 
juntados e volume era reduzido sob vácuo a 15 ml e guardado a —10°C sob 
atmosfera de nitrogênio até a hora de ser cromatografado. 

Tomou-se 50 μΐ de cada amostra e aplicou-se em papel SCHLEICHER & 
SCHULL, DASSEL n.° 2043a. O solvente usado era uma mistura de n-butanol: 
ácido acético: água (4: l :2 ,2-v/v/v) . Utilizou-se cromatografia monodimen-
cional ascendente. 



Os eromatogramas foram secos durante 15 minutos e em seguida recor
tavam-se as manchas vistas na luz ultra-violeta (longa) e eluia-se o material 
com 10 ml de metanol a 80% durante 30 minutos. As soluções e ram filtradas 
(lá de vidro), a fim de remover fibras de celulose do papel, e lidas a 324 
nm em espectrofotômetro Zeiss PM-QII. 

A re ta padrão era feita com ácido clorogênico aplicado no mesmo croma-
tograma, nas concentrações de 10 a 70 μg. Seguiu-se a mesma marcha das 
amostras p a r a eluição e leituras . 

P a r a o cálculo dos ácidos clorogênicos totais, utilizou-se a soma de seus 
isômeros. E r a m feitos 3 eromatogramas pa ra cada amostra , e em cada cro-
matograma, 3 repetições. Por tanto , nove determinações p a r a cada amostra . 

P a r a a análise estatística utilizou-se os modelos aconselhados por PI-
MENTEL GOMES (1963). 

RESULTADOS 

O Quadro 1 mostra os resultados obtidos nas seis amostras e pelos t rês 
métodos com as respectivas repetições. 

Dois delineamentos estatísticos foram feitos, um deles, cuja análise de 
variância aparece no Quadro 2. mostra que houve diferença significativa no 
teor de ácido clorogênico entre as amostras , considerando-se as médias dos 
três métodos. Também foi observado que houve uma diferença significativa 
entre os métodos. O teste de Tukey revelou que o método de MOORES et al . 
(1948) não diferiu do método de WEISS (1957), mas ambos diferiram estatis
t icamente do método cromatográfico de GNAGY (1961, 1962) modificado por 
AMORIM (1972) ao nível de 5 e 1% de probabilidade, respect ivamente. 

O outro delineamento estatístico, cujo objetivo era determinar se havia 
diferença entre os métodos, considerando-se a qualidade da bebida do café, 
aparece no quadro 3. Pode-se observar que pelo teste F houve significância 
estatística pa ra os tipos ou qualidade da bebida e pa ra os métodos. 

O teste Tukey foi empregado pa ra as amostras de café Mole e Rio se
paradamente , e este revelou que pa ra os cafés Rio não houve diferença sig
nificativa no teor de ácido clorogênico pa ra os três métodos empregados. En
tretanto, o tes te de Tuke|y foi significativo ao nível de 1% de probabilidade 
quando se comparou os t rês métodos dentro dos cafés Mole. Tanto as médias 
das análises efetuadas pelo método de MOORES et al. (1948) como as do de 
WEISS (1957) difer iram ao nível de 1% das médias obtidas pelo método de 
GNAGY (1961, 1962) modificado por AMORIM (1972). O método de MOORES 
não foi estat ist icamente diferente do de WEISS. 







DISCUSSÃO 

Pelos resultados apresentados no Quadro 1 e as análises de var iança 
acompanhadas pelos testes de Tukey, pode-se observar que: a) Consideran
do-se os t rês métodos e as médias das determinações pa ra as 6 amostras , o 
método cromatográfico deu valores superiores aos outros dois métodos e 
estat is t icamente significativos, entretanto o método de MOORES et al . (1948) 
não diferiu do de WEISS (1957); b) os t rês métodos não diferiram entre si 
quando se considerou apenas os cafés Rio; c) pa ra os cafés Mole, o método 
cromatográfico deu valores mais elevados do que os outros dois métodos que 
não diferiram significativamente entre si. 

A diferença principal entre o método de MOORES et al. (1948) e o de 
WEISS (1957) é na extração do ácido clorogênico. MOORES extrai com água 
e tempera tura ambiente e WEISS com água fervente e continua fervendo 
por 15 minutos. Estes dois métodos apresentam defeitos que podem influir 
na quantificação do ácido clorogênico em grãos de café. O uso da água a tem
pera tu ra ambiente, possibilita a ext ração do complexo enzimático da poli-
fenol oxidase que pode oxidar o ácido clorogênico. Pelo espectra do ácido 
clorogênico no U. V. pode-se notar que este quando oxidado não possue o 
pico a 324 nm, comprimento de onda utilizado pa ra a determinação do ácido 
clorogênico pelos t rês métodos. Por outro lado, a ext ração a quente permite 
uma inativação parcial da polifenol oxidase durante os 10 primeiros minutos, 
pois AMORIM e SILVA (1968a) só conseguiram inativar a polifenol oxidase 
de grãos de café (em solução) com aquecimento à 95°C durante 10 minutos. 
ROTEMBERG e IACHAN (1972) observaram que a lacase nem a 100°C era 
inativada completamente. 

Uma outra desvantagem da extração aquosa a quente e que pode levar 
a erros na determinação quanti tat iva é o fato de que o ácido clorogênico 
quando aquecido em meio aquoso em pH ao redor de 7,0, t ransforma-se em 
seus isômeros (J . T. Kung, comunicação pessoal) . Os isômeros do ácido clo
rogênico não possuem o mesmo coeficiente de extinção. Em nosso laborató
rio (AMORIM e GUERCIO, não publicado), utilizando-se de metanol espec-
troscópico à 80% e um Zeiss PM-QII, foram obtidos os seguintes valores: 

ácido clorogênico (NBC) Ε \ JJJ = 57 e E J £ ™ c 1 = 21,76; ácido iscloro-

gênico (Κ & Κ) Ε } ™ = 48,6 e Ε \ ^ ° 1 = 25,41. 

O método cromatográfico de GNAGY (1961, 1962) modificado por AMORIM 
(1972) não sofre desta desvantagem na extração, pois foi utilizado metanol à 
80% a quente, o que inativaria a polifenol oxidase, mas as transformações 
do ácido clorogênico em seus isômeros não foi investigada. 

Os resultados obtidos neste t rabalho parecem evidenciar que talvez a 
oxidação na ext ração seja o fator principal dos menores teores encontrados 
pelos métodos de MOORES e WEISS. Tal hipótese é evidenciada pelo fato 
de que os melhores cafés (Mole) tem atividade da polifenol oxidase supe
riores aos cafés de baixa qualidade (Rio), (AMORIM e SILVA, 1968b); RO-



TEMBERG e IACHAN, 1971, 1972; SANINT e VALENCIA, 1972 e OLIVEIRA, 
1972). Levando-se em conta que somente pa ra os cafés Moles o teor de ácido 
clorogênico foi menor quando determinado pelos métodos de MOORES e 
WEISS em relação ao método cromatográfico, fato este que não ocorreu 
para os cafés Rio que no geral possuem atividades da polifenol oxidase bem 
baixa, é lícito inferir que a diferença encontrada entre os métodos estudados 
deve-se pelo menos em pa r t e a maior atividade da polifenol oxidase encontra
da nos cafés Mole que oxidaria par te do ácido clorogênico duran te a extração. 

Deve-se tomar em consideração que a idade da semente pós-colheita tem 
influência na atividade da polifenol oxidase, diminuindo com o tempo de ar
mazenamento (PEREIRA, 1962 e OLIVEIRA, 1972). 

No método de LEHMANN e HAHN, (1967) cuja extração é feita com me
tanol a frio, tem a vantagem de evitar a oxidação do ácido clorogênico e a 
t ransformação deste em seus isômeros, mas tem a desvantagem de ser muito 
longo e exigir cuidados especiais na construção da micro-coluna de polia-
mida. 

Talvez uma combinação do método de LEHAMANN e HAHN (1967) com 
o de WEISS (1957) dessem resultados melhores e em menor espaço de tempo, 
podendo assim ser mais empregado para análise de rotina. 

CONCLUSÕES 

A extração dos ácidos clorogênicos do café verde pelo método de MOORES 
et al. (1948) e WEISS (1957) que é o oficial da AOAC (1970) deve ser modi
ficada pois o complexo enzimático polifenol oxidase deve oxidar os ácidos 
clorogênicos, diminuindo o valor que se encontra na semente. Isto ficou evi
denciado quando se compararam estes dois métodos com o cromatográfico, 
cuja extração com metanol inibe a enzima em questão, e que apresentou va
lores maiores pa ra os cafés Moles, (al ta atividade enzimática) não diferindo 
os t rês métodos quando se util izaram cafés Rio (baixa atividade enzimática) . 

SUMMARY 

METHODS OF ORGANIC ANALYSIS OF COFFEE. I. COMPARISON 
OF METHODS OF CHLOROGENIC ACID DETERMINATION. 

Three methods of total chlorogenic acid determination in green coffee 
were studied. Six coffee samples, three Soft (best) and three Rio (worst) 
were used. The method of MOORES et al. (1948), WEISS (1957) and GNAGY 
(1961, 1962) adapted by AMORIM (1972) gave no statistic difference when 
Rio coffees were used, however, the method of MOORES et al . (1948) and 
WEISS (1957) gave lower values than the GNAGY — AMORIM procedure, 
for the Solft coffees. No statistical difference was found between MOORES and 
WEISS methods. I t was infered that the higher enzymatic activities of poly
phenol oxidase found in the best coffees (Solft), oxidize the chlorogenic acids 
in the extraction procedure of the MOORES and WEISS methods, leading to 
the lower chlorogenic acid values observed. 
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