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Resumo. O café verde é um importante produto da economia brasileira. Este grao é rico em
compostos fenolicos, dentre eles, o acido clorogénico (ACG) que possui efeito antioxidante. Em seu
processo de extracdo de dleo, ocorre a formacdo de um subproduto denominado biomassa, que é
ricaem ACG. Devido a sua rapida liberacdo em meio acido, o ACG nao é totalmente absorvido pela
corrente sanguinea. O objetivo deste trabalho é avaliar se 0 ganho de camada real obtido no
processo de recobrimento ird conferir aos microgranulos, contendo subproduto da extracédo do 6leo
dos gréos de café verde, um perfil de liberacéo entérico dos (ACGs). A pelletizagédo e o ganho de
camada conferido no processo de recobrimento com polimero Kollicoat MAE néo foram suficientes
para retardar a liberagdo do ACG em meio &cido, possibilitando 100% de liberacdo em menos de 2
horas. Entretanto, quando os pellets foram inseridos em capsulas vegetais gastroresistentes, o perfil
de liberacao entérica foi conferido, impedindo a liberagdo do ACG em meio acido (pH 1,2) durante
duas horas e possibilitando a liberacdo de mais de 80% do ativo em uma hora, em meio basico (pH
7,2).

Introducgéo

O café verde é uma commodity brasileira com enorme importancia para a economia nacional,
assim como para 0 consumo de seu produto pela populacdo. Desde a época da monarquia o café verde
ou Coffea robusta ja era cultivado no Brasil, principalmente na regido sudeste e, a partir do século
XIX, a exportacdo comecgou a crescer muito, mantendo-se até hoje com grande relevancia. O Brasil
é considerado o maior exportador de café do mundo (Nakazone, 2004). Apenas em junho de 2021
exportou cerca de 3 milhdes de sacas de café, arrecadando aproximadamente 423,3 milhGes de dolares
(Embrapa, 2021).

O café verde aradbica in natura é composto por 11,79% de agua, 14,49% de proteinas, 18,19%
de fibra bruta, 5,69% de lipideos, 3,96% de cinzas e 64,08% de carboidratos (Lago et al., 2001), em
base imida. Além disso, cerca de 12% dessa composic¢ao sdo compostos fenolicos (Alcantara, 2019),
sendo 0 ACG um dos principais. E formado pela esterificagdo do acido quinico com um acido trans-
cinamico (Oliveira e Bastos, 2011), que propicia diversos beneficios para a saude, pois dispbe de
atividade antioxidante, o que causa efeito neuroprotetor, anticancerigeno e que combate a diabetes
tipo Il (Gatto et al., 2018).

Segundo Alves et al. (2009), o café verde é uma das matérias-primas mais importantes do
comeércio internacional, além de ser uma das bebidas mais consumidas em todo mundo devido a suas
caracteristicas benéficas e seu efeito estimulante. Além de sua grande importancia na exportacéo
brasileira, o café verde também se faz muito presente na dieta da populacéo. Segundo Sousa (2014),
um brasileiro consome em meédia cerca de 163 mL de café por dia o0 que o torna o segundo produto
alimenticio mais consumido no Brasil.

Para a obtencdo do 0Oleo essencial, os grdos de café verde sdo submetidos a um processo de
extracdo por prensagem a frio, gerando dois residuos principais: um residuo sélido denominado torta
de prensagem (90%, p/p dos residuos totais) e um sedimento produzido apés a clarificacdo do 6leo
bruto, ambos ricos em ACGs e 6leo (Lombo Vidal et al., 2020; Oliveira et al., 2019; Castro et al.,
2018). Segundo Vidal et al. (2022) e Resende Oliveira et al. (2019), a torta de prensagem (biomassa)



contém respectivamente 74,2 mg/g (b.s) e 65,0 mg/g (b.s) de ACG em sua composicéo, e acaba sendo
descartada pelas industrias (Resende Oliveira et al., 2019).

O ACG ¢ degradado quando é exposto a luz ou a elevadas temperaturas (Redgwell et al.,
2002). Como consequéncia, durante o processo de torra do café, muito do ACG presente no grao
acaba se degradando, reduzindo, assim, sua disponibilidade no produto (Komes & Busi¢, 2014).
Durante a digestdo, somente 33% do ACG ¢ absorvido pelo intestino e levado para a corrente
sanguinea, enguanto o restante é absorvido no estdmago (Olthof et al., 2001). Destarte, para a
absorcdo de uma maior quantidade de ACG no organismo, seria necessaria uma liberagdo com
caracteristicas diferentes, como a liberacéo retardada definida por Allen Jr et al. (2007).

A forma farmacéutica de liberagdo retardada é desenvolvida para liberar o farmaco em um
tempo diferente daquele imediatamente apds a administracdo. A lenta liberagcdo do ativo pode ser
determinada pelo tempo ou pela influéncia das condi¢des do meio, como o pH gastrointestinal.
Durante as primeiras duas horas a dissolucdo do ativo é realizada em meio acido, simulando o pH do
estdbmago (pH=1,2) e a liberacdo do ativo incorporado na forma farmacéutica é muito lenta e muito
pequena. Apds a segunda hora, a dissolucdo do ativo é realizada em meio bésico, simulando o pH do
trato intestinal (pH=7,2) e a liberagdo do ativo é imediata. Essa liberacdo é destinada, principalmente,
as formas farmacéuticas gastrorresistentes ou entéricas (Veiga, 1988; Allen Jr et al., 2007). Dessa
maneira, o desenvolvimento de pellets contendo biomassa e o recobrimento polimérico sugeridos por
Sousa (2014), podem ser uma alternativa para conferir a liberacdo entérica do ACG.

O objetivo do presente trabalho é avaliar se 0 ganho de camada real obtido no processo de
recobrimento ir4 conferir aos microgranulos, contendo subproduto da extracdo do 6leo dos gréos de
café verde, um perfil de liberacdo entérico dos acidos clorogénicos (ACGs).

Materiais e Métodos

Esta pesquisa foi realizada concomitantemente a outro trabalho de iniciacéo cientifica, no qual
foram produzidos os pellets. Os microgranulos foram produzidos pelo processo de extrusdo e
esferonizacdo, a partir de uma inclusdo de 70% do subproduto da extracdo do 6leo do café verde,
denominado biomassa, cedida pela Cooperativa Regional dos Cafeicultores de Guaxupé (COOXUPE,
Guaxupé, MG). Os pellets foram desenvolvidos seguindo a metodologia de Santos et al. (2004) e
foram produzidos com duas formulagdes distintas (FO e FIII). Formulacdo FO com 20% de celulose
microcristalina pH 101 moida, 3% de polivinilpilurridona (PVP — K30), 7% de polietilenoglicol (PEG
4000) e agua como via Umida. Formulacdo FIIl com 5% de etil celulose, 25% de celulose
microcristalina pH 101 e solucdo IPA 70:30 como via Umida. Ambas com 70% de inclusdo de
biomassa. O recobrimento polimérico dos microgranulos foi realizado em um leito fluidizado/jorro
FBD 1.0 (LabMag) com o polimero Kollicoat® MAE 30 DP (dispersdo com 97% de acido metacrilico
e copolimero de etilacrilato (1: 1)), da BASF, conferindo 18% de ganho de camada real. A suspensao
polimérica foi preparada conforme recomendac¢des do fabricante, constituida de 52% do polimero,
2,34% de Trietil-citrato, 2,06% de talco e 43,6% de agua.

Composicéao centesimal

As andlises de composicédo centesimal foram realizadas para a biomassa, em triplicata. O teor
de umidade foi determinado baseado na metodologia descrita por Mendonga et al. (2007), o teor de
lipideos baseado na metodologia de Bligh e Dyer (1959), o teor de cinzas baseado na metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (1976), o teor de proteinas baseado no método de Kjeldahl (1950) com fator de
correcdo 6,25 e o teor de carboidratos por diferenca.

Teor de ACG

Para determinar o teor de ACG tanto da biomassa quanto dos pellets foi estabelecida a curva
de calibragdo com o padrdo de ACG (C1sH1809; CAS 327-97-9; pureza > 97,3%), adquirido de The



United States Pharmacopeial Convention (USP), seguindo a metodologia de Gongalves et al. (2017)
com adaptacGes. Preparou-se uma solugdo mae com 100 mg-L* em é&gua destilada. A partir dessa
solucdo foram preparadas outras solugdes mais diluidas, com concentracfes iguais a 5, 10, 15, 20, e
25 mg-Lt. As absorbéncias de cada uma das solucdes foram lidas em um espectrofotdmetro UV/Vis
em comprimento de onda de 324 nm. A partir dessas leituras foi possivel fazer o ajuste de curvas,
utilizando o aplicativo Microsoft Excel. A validacdo do método analitico foi feita por meio da
determinac&o do R2.

O preparo das amostras de biomassa e pellets seguiram a metodologia de Belay et al. (2008),
com adaptacdes. Aliquotas de 40 g de cada amostra (biomassa e pellets) foram moidas em moedor
modelo basico A1l da marca IKA, e separados por uma peneira com abertura de 0,177 mm, para
obter uma maior superficie de contato. As amostras passantes por essa peneira foram devidamente
pesadas de acordo com suas formulacdes e colocadas em béqueres juntamente com 160 mL de dgua
destilada. Essas misturas foram agitadas em agitadores mecanicos por 1 h na faixa de temperatura de
65 °C a 70 °C. Em seguida, as absorbancias das amostras foram lidas em um espectrofotdmetro
UV/Vis em um comprimento de onda de 324 nm.

Dissolucdo in vitro

Para avaliar o perfil de liberacdo do ACG nos pellets de biomassa, em meio acido (fluido
simulando o estbmago, pH: 1,2) e em meio basico (fluido simulando o intestino, pH: 7,2), foram
estabelecidas curvas de calibracdo baseadas na farmacopeia americana (USP XXXI1, 2009). O padrao
utilizado foi 0 mesmo descrito para a determinacdo do teor de ACG. Preparou-se uma solugédo mée
com concentragdo 100 mg-L™, e a partir desta foram preparadas solucdes mais diluidas de 5, 10, 15,
20, e 25 mg-LL. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro UV/Vis em 324 nm. A partir
dessas leituras foi possivel fazer o ajuste de curvas, utilizando o aplicativo Microsoft Excel. A
validacdo dos métodos analiticos foi feita por meio da determinagdo do R?.

As andlises foram realizadas em um dissolutor da marca Nova Etica (Brasil). Cerca de 135
mg de microgranulos sem recobrimento e 189 mg de microgranulos recobertos foram imersos em
cubas contendo 900 mL de fluido gastrico sem enzima com 0,5% de sulfato lauril de sédio - pH 1,2
durante 2 horas e em seguida foram imersos em cubas contendo 900 mL de solucdo de fosfato de
potassio monobéasico com hidréxido de sédio (pH 7,2), por 1 hora. O cesto contendo os pellets foi
mantido em uma rotacdo de 100 rpm e a temperatura das cubas foi mantida em 37 °C. Aliquotas de 5
mL foram retiradas em 5, 10, 15, 30, 40, 60, 80, 100, e 120 min e lidas em espectrofotébmetro UV/Vis
com comprimento de onda de 324 nm. A faixa granulométrica dos microgranulos utilizada nas
andlises de dissolucéo foi de 1,00 mm a 1,18 mm com didmetro médio de Sauter de 1,09 mm.

O perfil de liberacdo do ACG nos pellets de biomasa inseridos em capsulas vegetais
gastroresistentes também foram realizados e comparados com microgranulos recobertos com solugéo
polimérica entérica. As capsulas utilizadas foram AR Caps® (base hipromelose (HPMC) e ftalato de
hipromelose (HPMCP); tamanho 0; capacidade 500 mg) e DR Caps® (base hipromelose (HPMC);
tamanho 0; capacidade 500 mg), fabricadas por Farmacapsulas e Lonza Capsulas e Ingredientes de
Salde, respectivamente.

Resultados e discussao
Composicéao centesimal

Os resultados das anélises de composi¢do centesimal da biomassa evidenciaram 5,3+0,2% de
lipideos, 4,65+0,01% de cinzas, 13,9+0,1% de proteinas, 3,7+0,7% de umidade e 72,5 % de
carboidratos. Vidal et al. (2022) obtiveram resultados semelhantes ao realizarem a caracterizacao da
biomassa de café verde, 4,4% de umidade e 5,5% de lipideos. Observa-se que a biomassa contém um
teor substancial de oleo, visto que o processo de prensagem a frio ndo é eficiente para a remogao
completa do 6leo dos graos, corroborando com Oliveira et al. (2019).



Teor de ACG

Os valores de teor de ACG da biomassa e dos pellets com e sem recobrimento polimérico
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de ACG da biomassa e dos pellets com e sem recobrimento polimérico

Amostra Teor de ACG (%) (b.u)

Biomassa 8,44 + 0,04
Pellets FO — Sem Recobrimento 6,0£0,1
Pellets FO — Com Recobrimento 46+0,1
Pellets FIll — Sem Recobrimento 57+0,2
Pellets FIl1I — Com Recobrimento 43+0,1

O teor de ACG na biomassa (86,1 mg/g — 9,21%; b.s) € ligeiramente superior ao relatado por
Vidal et al. (2022) (74,2 mg/g; b.s). Os resultados de composi¢do centesimal e de teor de ACG
sugerem que a biomassa de café verde é um subproduto quimicamente rico e com alto potencial de
aproveitamento na industria farmacéutica, corroborando com Oliveira et al. (2019).

Os pellets FO e FIII sem recobrimento apresentaram teor de ACG na faixa de 5,7% a 6,0%
(Tabela 1). Esses valores estdo de acordo com o teor ACG na biomassa (8,44 %) e a quantidade de
biomassa incorporada nas formulagdes dos microgréanulos (70%). Os pellets FO e FIII com
recobrimento apresentaram teor de ACG na faixa de 4,3% a 4,6%, ligeiramente inferior ao teor de
ACG dos microgranulos sem recobrimento. Isto se deve ao fato de que no processo de recobrimento
em leito de jorro foi conferido 18% de ganho de camada real aos microgranulos, proporcionando uma
reducdo no teor de ACG.

Dissolugéo in vitro
As curvas de calibracdo em meio &cido (pH 1,2) e em meio béasico (pH 7,2) sdo apresentadas
na Figura 1 e na Figura 2, respectivamente. Observa-se que 0s métodos analiticos sdo validos, uma

vez que os valores de R? sdo proximos da unidade (0,9995 a 0,9997).

Figura 1 — Curva de calibragdo no meio &cido (pH 1,2) Figura 2 — Curva de calibragdo no meio basico (pH 7,2)
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Os perfis de liberacdo do ACG nos pellets FO com e sem recobrimento, em meio &cido (pH
1,2), estdo apresentados na Figura 3. Observa-se que apos 20 minutos de dissolucdo, mais de 90 %
do teor de ACG nos pellets FO sem recobrimento foram liberados. Gongalves et al. (2017) avaliaram
o perfil de liberacdo do ACG (3-CQA) em microparticulas (dp 3um) de alginato de sddio, quitosana
modificada, ambas contendo ACG (3-CQA) e produzidas por spray-dryer. Observaram que em
apenas 10 minutos de dissolugdo, em meio acido (pH 2,0), mais de 80 % do teor de ACG ja havia
sido liberado e concluiram que as particulas seriam parcialmente ou totalmente destruidas antes de
chegarem ao intestino. Cerqueira et al. (2020) estudaram o perfil de liberacdo, em meio acido (pH
2,0), de microparticulas (dp 498 um) encapsuladas com quitosana-tripolifosfato de sédio e com goma



xantana-quitosana, ambas contendo extrato de cafe verde e produzidas por coacervacdo complexa.
Os perfis de liberacdo mostraram que valores superiores a 25% de ACG (5-CQA) j& haviam sido
liberados apds 20 minutos de dissolucdo, em ambas as particulas. As particulas produzidas por
Gongcalves et al. (2017) e Cerqueira et al. (2020) foram produzidas por processos distintos da extrusdo
e esferonizacdo utilizados no presente trabalho, no entanto o teor de ACG presente nelas também foi
liberado em menos de duas horas quando submetidas a dissolugdo no meio que simula o fluido
gastrico (pH 2,0).

O ganho de camada de 18% de polimero entérico proporcionou uma liberagdo mais lenta do
teor de ACG nos pellets FO recobertos quando comparados com 0s microgranulos sem recobrimento,
liberando 90 % de ACG apds 80 minutos (Figura 3). No entanto, o recobrimento polimérico néo foi
suficiente para conferir o perfil gastrorresistente, uma vez que apos 2 horas de dissolucéo, todo ACG
ja havia sido liberado no meio acido que simula o fluido gastrico.

Figura 3 — Perfis de liberacdo do ACG nos pellets FO com e sem recobrimento, meio &cido (pH 1,2)
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O perfil de liberacdo do ACG dos pellets FIlI sem recobrimento, em meio &cido (pH 1,2), é
apresentado na Figura 4. Observa-se que a liberacdo do teor de ACG nos pellets FllI foi ligeiramente
mais lento quando comparado com os pellets FO. Entretanto, cerca de 90% do teor de ACG presente
nos pellets FI1I foi liberado em apenas 40 minutos de dissolucéo.

Figura 4 — Perfis de liberagdo do ACG nos pellets FO e FIlI sem recobrimento, meio acido (pH 1,2)
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Com o objetivo de retardar o perfil de liberacdo, o recobrimento polimérico com 18% de
ganho de camada também foi realizado nos pellets FIlI, conforme € apresentado na Figura5. O
ganho de camada polimérico adquirido no processo de recobrimento ndo evitou a liberacdo do ACG
no meio &cido. Apds 40 minutos de dissolucao, cerca de 90 % do ativo ja havia sido liberado.

Figura 5 — Perfil de liberagdo do ACG nos pellets FIlI com recobrimento, meio &cido (pH 1,2)
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Diante do exposto, conclui-se que mesmo com diferentes ingredientes na formulacdo dos
pellets o ganho de camada entérico de 18% ndo conferiu aos microgranulos, contendo subproduto da
extracdo do 6leo dos grdos de café verde, o perfil de liberacdo entérico dos ACGs. Dessa maneira,
com o objetivo de evitar a liberacdo do ACG em fluido que simula o estbmago, os pellets recobertos
de FO foram inseridos em capsulas resistentes ao acido AR-Caps® e DRCaps®.

Os perfis de liberacdo do ACG em meio &cido (pH 1,2) nos pellets inseridos nas capsulas AR-
Caps® e DRCaps® sdo apresentados na Figura 6 e na Figura 7, respectivamente.

Figura 6 — Perfil de liberacdo do ACG nas capsulas AR-Caps® com pellets FO recobertos, meio acido (pH 1,2)
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Observa-se que as capsulas AR-Caps® retardaram o perfil de liberacdo do ACG nos primeiros
20 minutos (Figura 6). No entanto, ap0s esse periodo as capsulas comecaram a se degradar permitindo
0 contato direto do meio &cido com os microgranulos recobertos, favorecendo a transferéncia de
massa e a liberacdo total do ACG em duas horas.

Figura 7 — Perfil de liberacdo do ACG nas capsulas DR-Caps® com pellets FO recobertos, meio acido (pH 1,2)
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Na Figura 7 € possivel observar que ndo houve liberacdo do ACG durante duas horas no meio
acido nas cépsulas DR-Caps® com pellets FO recobertos. Entretanto, para assegurar o perfil de
liberacdo enterico € necessario tambem que mais de 80% do ativo seja liberado no meio basico (pH
7,2). Dessa maneira, apos a dissolu¢do em meio &cido, as capsulas DR-Caps® com pellets FO com e



sem recobrimento foram submetidas na dissolucdo em meio basico durante uma hora. Os perfis de
liberagdo de ACG, em meio acido e basico, sdo apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Perfis de liberacdo do ACG nas capsulas DR-Caps® com pellets FO recobertos e sem recobrimento, meio
acido (pH 1,2) e meio basico (pH 7,2)
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Fracéo de ACG liberada

As cépsulas DR-Caps® com pellets FO impediram a liberacdo do ACG no meio écido (pH
1,2) e possibilitaram a liberacdo de 80% do ACG nas capsulas com pellets recobertos e a liberacéo
de 100 % do ACG nos pellets sem recobrimento em meio basico (pH 7,2). Esses resultados sugerem
gue guando os microgranulos sao inseridos nas capsulas DR-Caps® ndo precisam ser submetidos ao
processo de recobrimento para que o perfil de liberacéo gastrorresistente seja conferido.

As capsulas DR-Caps® também foram avaliadas para os pellets FI1I com e sem recobrimento.
Os perfis de liberacdo do ACG, em meio acido e béasico, sdo apresentados na Figura 9.

Figura 09 — Perfis de liberagio do ACG nas capsulas DR-Caps® com pellets FIlI recobertos e sem recobrimento, meio
cido (pH 1,2) e meio bésico (pH 7,2)
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Fracdo de ACG liberada

Observa-se que o perfil de liberacdo entérica do ACG também foi conferido nas capsulas DR-
Caps® com pellets FI1l com e sem recobrimento.

Conclusédo

A biomassa de café verde é um subproduto quimicamente rico e com alto potencial de
aproveitamento na industria farmacéutica para a producdo de suplementos alimentares contendo
ACG.



O perfil de liberacdo do ACG, em meio acido, nos pellets contendo 70% de biomassa mostrou
que é necessario protegé-lo para que alcance o intestino. O ganho de camada do recobrimento entérico
(18%) com o polimero Kollicoat® MAE 30 DP néo foi suficiente para conferir o perfil de liberacéo
entérica, permitindo a liberag&o total do ACG em fluido gastrico simulado durante duas horas.

Para conferir a liberagédo entérica do ACG, a melhor opcéo avaliada foi a insercdo dos pellets
em capsulas de liberacdo retardada DR-Caps®, uma vez que evitaram a liberacdo do ACG em meio
acido (pH 1,2) durante duas horas e permitiram a liberacdo de mais de 80% do ACG em meio basico
(pH 7,2), durante uma hora.
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