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Resumo. Os acidos clorogénicos (ACGs) sdo um dos principais componentes da fracéo
fenolica dos gréos de café verde e apresentam propriedades benéficas a salde. S&o agentes
hepatoprotetores, hipoglicemiantes, antivirais e antioxidantes. Entretanto, apenas um tergo
dos ACGs alcancam o trato gastrointestinal ap6s ingestdo. O presente trabalho tem o objetivo
de determinar o teor de ACG presente nos graos moidos de café verde ardbica recobertos com
polimero de liberacdo entérica. Os gréos de café verde in natura apresentaram teor de ACG
de 9,0 %. O teor de ACG nos graos recobertos com ganho de camada polimérica de 14 % a 18
%, variou de 6,0 % a 6,7 %. Esse resultado possibilita que esses graos sejam acondicionados
em capsulas de 2,5 g a 4,0 g, a fim de conferir o mesmo teor de ACG ingerido por uma pessoa
que consome cerca de quatro xicaras de café diariamente.

Introducéo

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de café do mundo, o grdo de café movimenta um
alto fluxo monetéario. Desde a sua chegada em 1720, trazida por Francisco de Melo de Palheta,
foi plantado pela primeira vez no estado do Para. Ganhou forga na economia do pais a partir de
1920. Os Estados Unidos e alguns paises Europeus haviam sancionado a lei seca, a partir deste
marco, o Brasil comecou a exportar muitas safras de café, se tornando o maior produtor de café
do mundo, sendo responsavel por 30 % da comercializagdo mundial (ICO, 2016). O Brasil é
um dos maiores exportadores de café do mundo. No cenéario do agronegécio nacional, o café é
0 4° produto mais exportado (Ministerio da agricultura, 2019), o que demonstra a importancia
e a relevancia de estudos que envolvam a cadeia do café. O café é considerado uma das fontes
mais ricas de compostos fenolicos, sendo os &cidos clorogénicos (ACGs) os principais
compostos antioxidantes encontrados nos graos de café verde. Durante o processo de torra,
devido a sua alta exposicédo ao calor, suas propriedades antioxidantes advindas principalmente
dos ACGs, que compdem aproximadamente 12 % da sua composicdo in natura total, sdo
perdidas (Trugo e Macrae, 1984).

O ACG ¢ um éster do acido cafeico e acido quinico, pertencente ao grupo dos ésteres
polifendis e € um dos principais compostos fenolicos ndo volateis do café (Moreira et al., 1998).
O ACG possui diversos isdmeros e os principais sdo: 1-A-CG, 3-ACG, 5-ACG e 6-ACG. Sua
solubilidade ¢ alta em temperaturas entre 50 °C e 90 °C, porém sofre rapida degradacdo a
temperaturas elevadas, a partir dos 100 °C (Redgwell et al., 2002). O café verde, quando passa
pelo processo de operacgdo unitaria de torrefacdo pode perder de 60,9 % a 59,7 % de ACG para
0 tipo de café arabica e robusta, respectivamente (Moreira et al., 1998). Segundo Farah et al.
(2006), os valores descritos na literatura para o teor de ACG em gréos de café verde pode variar
de 4 a 8,4 % para o café arabica e de 7 a 14,4 % para o café canéfora, com base na matéria seca.
Moon et al. (2009) determinaram o teor de ACG em gréos de café verde organicos na faixa de
61,15+ 1,40 a 86,42 + 2,04 mg/g, com base na matéria tmida. Dado et al. (2019) determinaram
o teor médio de 6,23 % de &cido clorogénico, em matéria seca, nos graos de café verde arabica.

O ACG é uma importante substancia para a salde humana, pois atua como um
antioxidante, auxilia no metabolismo e no controle da hipertensédo (Garambone e Glorimar,



2008). Ainda, o ACG atua no controle de diabetes e obesidade, além de possuir efeitos anti-
inflamatdrio, cognitivo e neuroprotetor (Heitmn e Ingram, 2014), também combatendo doencas
cardiovasculares (Tajik et al., 2017). Varios estudos na literatura demonstram os efeitos do
ACG, antitrombdtico, anti-inflamatdrio, redutor de efeitos oxidativos provocados por radicais
livres, controle de alguns tipos de cancer, diabetes tipo 2 e controle da obesidade, aumentando
0 interesse da populacdo na suplementacdo dietética de ACG como agente nutracéutico
(Fuentes et al., 2014). Segundo Bae et al. (2014), a ingestdo moderada de cafeina em adultos
saudaveis e de 300 mg/dia, o equivalente a aproximadamente 4 xicaras de café (Fernandes et
al., 1998). Segundo Garambone e Glorimar (2008), um litro de café contém de 500 a 800 mg
de ACG. Portanto, um individuo com ingestdo moderada de cafeina, ingere cerca de 160 a 250
mg de ACG diariamente.

Segundo Laporte et al. (1989), no comeco do século XI1X, a maioria dos medicamentos
eram remédios de origem natural, de estrutura quimica e natureza desconhecidas. No entanto,
com as descobertas de novas tecnologias, este cenario mudou. A indastria farmacéutica no
Brasil cresce a cada ano, este mercado movimentou cerca de 73,3 bilhdes de reais no ano de
2018 (Anvisa, 2018). Com o auxilio da tecnologia consegue-se atender todas as demandas,
qualidade e quantidade. Isso se deve ao Brasil evoluir cada vez mais nas areas de pesquisas,
com investimentos e aprimoramento em pesquisas nacionais.

Uma alternativa de consumo, que aumenta a disponibilidade do &cido clorogénico, tem
sido as capsulas produzidas a partir do p6 de café verde. Entretanto, seu gosto amargo e a baixa
concentracdo deste que atinge o sistema sanguineo para ser metabolizado no figado tem
reduzido os efeitos que o consumo pode proporcionar. A fim de superar a suscetibilidade e
melhorar a estabilidade destes compostos bioativos durante o processamento e armazenamento,
a tecnologia de recobrimento tem sido frequentemente aplicada nas industrias alimenticia e
farmacéutica. Além de protegé-los das condig¢fes adversas ambientais e de armazenamento, 0
recobrimento de tais compostos também pode mascarar sabores indesejaveis e oferecer
condicdes de liberacdo controlada, de acordo com o resultado que se pretende alcancar com a
utilizacdo do ativo (Villanova et al., 2010).

Apds a ingestdo, apenas um terco dos ACGs sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal
inferior e chegam a circulagdo sanguinea para posterior metabolizacdo no figado (Cho et al.,
2010; Lou et al., 2011; Ong et al., 2012). LimitacGes referente a degradacdo térmica e
degradacdo em condicdes fisioldgicas do trato gastrointestinal superior dificultam a aplicacdo
desse composto nas industrias farmacéutica e alimenticia, sendo necessario a busca de
alternativas tais como a encapsulacdo e o recobrimento, que sejam capazes de garantir a
estabilidade e funcionalidade antioxidante do acido clorogénico. (Nedovic et al., 2011;
Lozano-Vazquez et al., 2015). Dessa maneira, 0 recobrimento entérico ou gastrorresistente
representa uma alternativa para garantir a estabilidade e a funcionalidade antioxidante do ACG,
uma vez que esse tipo de recobrimento tem a funcgéo de proteger a substancia da degradacgéo
pelo fluido gastrico, permitindo que a liberagdo do ACG ocorra apenas no trato gastrointestinal
(Veiga, 1998; Allen Jr et al. 2007).

Diante deste cenario, 0 objetivo deste trabalho foi determinar o teor de
ACG presente nos grdos de cafe verde que foram recobertos com polimero de liberacao
entérica, em uma pesquisa concomitante a esta. Este estudo possibilitarda determinar
futuramente os perfis de liberacdo do ACG, nos gréos de café verde recobertos em meio acido
e meio basico, simulando o fluido géstrico e o trato intestinal, respectivamente.

Material e Métodos

Materiais



As particulas utilizadas como matéria-prima do processo de recobrimento foram gréos
moidos de café arabica na sua forma crua (verde), doados pela Cooperativa Regional dos
Cafeicultores em Guaxupé LTDA-COOXUPE. A quantidade e o tamanho das particulas
utilizados no processo de recobrimento sdo apresentados na Tabela 1. O processo de
recobrimento seguiu um planejamento fatorial completo de dois niveis, com trés repeticdes no
ponto central. A temperatura do ar de entrada (35°C a 45°C) e a vazdo da suspensdo polimérica
de Eudragit L100 com 15 % de sélidos (1,5 g/min a 3,5 g/min), foram os fatores analisados. O
ganho de camada real no processo de recobrimento e a umidade dos graos recobertos foram
algumas das respostas estudadas. As diferencas entre as médias dos resultados foram avaliadas
estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA), aplicando-se o Teste de Tukey, nivel de
confianca de 95 %, com o auxilio do software Minitab®16.0 (Minitab Inc, USA).

Tabela 1 — Granulometria dos grdos de café verde in natura e recobertos utilizados no
recobrimento

Material Faixa Granulométrica (mm) Quantidade (g)
Graos in natura e recobertos +2,38 —2,00 80,00
+2,00 —1,40 130,00

Preparo da Solucdo Padrao

Para a obtencéo da curva de calibracdo e quantificacdo do teor de ACG nos gréos de
café verde, foi adquirido o padrdo de ACG da The United States Pharmacopeial Convention
(USP). Foi preparada uma solugdo de estoque de 100 mg-L ™t em &gua destilada e, a partir desta,
foram obtidas solucdes diluidas de concentragGes (5, 10, 15, 20 e 25) mg-L™, de acordo com
Dado et al. (2019). As vidrarias foram envolvidas em papel aluminio e protegidas da luz. As
absorbancias foram lidas em espectrofotémetro UV/Vis em um comprimento de onda de 324
nm. Este comprimento de onda foi determinado pela varredura feita nas faixas de comprimento
de onda entre 200-500 nm, em que se obteve o valor maximo de absorbancia, como descrito
pela lei de Beer Lambert. O ajuste da reta aos pontos experimentais foi realizado com o auxilio
do Excel.

Remocéo da cafeina — Extracao liquido-liquido

O método de extracdo da cafeina foi realizado segundo Belay et al., 2008, com
adaptacdes. As amostras compostas por 40 g de gréos de café verde, com faixa granulométrica
de acordo com a Tabela 1, foram trituradas em um Moedor (Hamilton Beach) no modo gréos
finos, e entdo, peneirados em uma peneira de 425 um. Uma aliquota de 12 mg de café verde
foi retirada, pesada em uma balanga analitica e adicionada com 60 mL de &gua destilada. A
solucéo foi colocada em um béquer e agitada em um agitador magnetico por 60 minutos, a uma
temperatura aproximada de 65 °C. Em seguida, a solucdo foi filtrada em um funil de vidro com
um filtro de papel, para remocdao das particulas de cafe.

A extragdo da cafeina foi feita com o uso do solvente organico diclorometano (Sigma-
Aldrich), a fim de evitar a sobreposicéo espectral da cafeina no ACG. Fez-se uma solucdo na
proporcdo (25:25). A solucdo composta pela dgua, compostos fendlicos e diclorometano foi
colocada em um béquer e agitada em um agitador magnético por 10 minutos a temperatura
ambiente. A separacdo foi feita por fases em um funil de separacdo. Assim, a cafeina pode ser
removida da solucéo e 0 ACG determinado. Este processo foi repetido 4 vezes, a fim de garantir
maior remocao da cafeina. No espectrofotémetro, a solucéo foi lida no comprimento de onda
de 324 nm, que corresponde a maxima absor¢do do ACG.



Teor do acido clorogénico

A concentracdo de ACG nos graos de café verde foi calculada a partir da equacéo obtida
na curva de calibracdo do ACG padrdo. Com a absorbancia medida no comprimento de onda
de 324 nm, foi possivel determinar a quantidade de ACG presente na amostra, por meio das
equacdes (1), (2) e (3). As andlises foram feitas com graos moidos in natura e recobertos, de
acordo com a Tabela 1, em triplicata.

_ CACG (mg/L) ' Vamostra (mL) (1)
Massaycq(mg) = 1000
Massa m 2
Teor de ACG (b.u) % = - aco(mg) .100 @)
massa de café da amostra (mg)
Massa m 3
Teor de ACG (b.s) % = aco(mg) 100 @

massa seca de café da amostra (mg)

Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta os espectros de absor¢cdo do ACG nas concentragdes de (5, 10, 15,
20 e 25) mg-L?, nos comprimentos de onda entre 200 e 500 nm, & temperatura ambiente.
Observa-se dois pontos de maximo, o primeiro em 217 nm e o segundo em 324 nm. O ponto
de maximo em 324 nm foi o mais alto, correspondendo a transicdo Homo — Lumo,
corroborando com Belay et al. (2009).

Figural - Espectro de absorcdo no UV-Vis do ACG em agua destilada nas concentracdes de
(5, 10, 15, 20 e 25) mg-L™.
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A Figura 2 apresenta a curva de calibracdo para quantificagdo do ACG em &gua
destilada. A concentracdo de ACG presente nas amostras de café verde foi determinada por



meio da Equacio 4. O ajuste linear apresentou boa qualidade, com valor de R? muito proximo
da unidade (0,9999).

Figura 2 - Curva de calibracdo do ACG em agua destilada
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A Tabela 2 apresenta o teor de ACG nos gréos moidos de café verde in natura. Este teor
estd proximo ao maior valor (8,4 %) relatado por Farah et al. (2006), e superior em dois pontos
percentuais ao valor médio de 6,2 % encontrado por Dado et al. (2019), para graos de café
arabica. O teor de ACG determinado no presente estudo também corrobora com a faixa de 61,15
+ 1,40 mg/g a 86,42 + 2,04 mg/g encontrada por Moon et al. (2009), em grdos de café verde
organicos.

Tabela 2 — Resultados obtidos a partir dos grdos de café in natura.
Grdos de café verde in natura
ACG (% b.s) ACG (b.u) (mg/g) Ub.u (%)
90+04 805 105+0,1

A Tabela 3 apresenta os valores médios do teor de ACG obtidos nos grdos de café
recobertos nos 7 ensaios realizados em uma pesquisa concomitante a esta. Os teores de ACG
nos grdos recobertos apresentaram valores entre 6,0 e 6,7 %, indicando que sdo valores
estatisticamente iguais considerando um nivel de confianca de 95 %. Esses teores sdo inferiores
ao teor de ACG dos gréos de café in natura (Tabela 2), o que era esperado, devido ao ganho
polimérico conferido no processo de recobrimento (Tabela 3).

Os valores de teor de ACG teorico foram calculados com base no ganho polimérico de
camada real adquirido no processo de recobrimento (Tabela 3). Observa-se que os teores de
ACG nos graos recobertos experimentais sao inferiores aos valores teoricos calculados, para
um mesmo ensaio. Alguns fatores podem explicar essa diferenga. Durante o processo de
recobrimento, os gréos de café verde sdo expostos a luz por aproximadamente 2 horas



favorecendo a degradacdo do ACG (Trugo e Macrae, 1984). Além disso, 0 polimero de
recobrimento pode criar uma barreira e dificultar a extracdo do ACG dos gréos recobertos,
resultando em teores tedricos menores que 0s teores experimentais. Os gréos utilizados para a
determinacéo do teor de ACG pertencem a duas faixas granulométricas distintas e, segundo
Dado et al. (2019), particulas menores contém uma quantidade menor de ACG.

Tabela 3 — Resultados obtidos nos grédos de café recobertos.

Graos de café recobertos

ACG (% b.u) ACG (% ACG (b.s) ACG (b.u) Ubu(%)  Ganho de
Experimental b.u) (mg/q) (mg/g) camada
Tebrico  Experimen Tedrico real (%)
Ensaio 1 6,6 +£0,1° 78+0,1 60,8taJ_1 1,3 72,1+0,6 7,8+0,3 15,0
Ensaio 2 6,0 £0,3° 78+00 557+26 72,1+0,0 7,6 +0,3 15,2
Ensaio 3 6,4 +0,3° 7,7+0,2 604+29 731+14 55+0,2 13,9
Ensaio 4 6,3+0,2° 79+0,1 582+272 735+0,9 74+0,1 18,0
Ensaio 5 6,7 £0,6° 78+0,1 628+54 733+11 6,6 +0,1 13,9
Ensaio 6 6,7 +0,3° 7,7+0,1 625+23 725+13 6,6 +0,1 151
Ensaio 7 6,4 +0,1° 7,7+01 597+09 719+172 7,2+0,1 15,1

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p< 0,05).

De acordo com Bae et al. (2014) e Garambone e Glorimar (2008), o consumo moderado
de café proporciona a ingestdo didria de 160 a 250 mg de ACG. Os graos recobertos nesse
trabalho podem ser acondicionados em capsulas de 2,5 g a 4,0 g, a fim de conferir esse teor de
ACG. Dessa maneira, uma pessoa que ndo consome café podera ingerir a mesma quantidade
de ACG que um consumidor moderado da bebida.

Concluséao

Os teores de ACG nos grdos recobertos apresentaram valores entre 6,0 e 6,7 %,
possibilitando que esses grdos sejam acondicionados em capsulas de 2,5 g a 4,0 g, a fim de
conferir o teor de ACG equivalente ao ingerido por um consumidor moderado de café. Dessa
maneira, uma pessoa que nao consome café podera ingerir a mesma quantidade de ACG que
um consumidor que ingere cerca de quatro xicaras da bebida.

Os resultados e metodologias para extracdo e determinagédo do teor de ACG nos gréos
recobertos obtidos no presente trabalho possibilitardo um estudo dos perfis de liberacdo do
ACG, nos graos de café verde recobertos em meio acido e meio basico, simulando o fluido
gastrico e o trato intestinal, respectivamente.
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