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RESUMO

O café verde possui propriedades ativas contra diversas doencas, atribuidas,
principalmente, aos acidos clorogénicos, sendo o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) o mais
importante dentre eles. Os grdos verdes possuem maiores concentragdes de 5-ACQ,
quando comparados aos graos torrados, essa degradagao ocorre, principalmente, devido a
alta temperatura empregada no processo. A degradacado do 5-ACQ pode ocorrer também
frente a diversas condi¢cdes de processamento e armazenamento. Além disso, apresenta
baixa biodisponibilidade o que interfere na eficiéncia de suas propriedades e aplicagdes.
Este trabalho foi realizado visando a protecdo do extrato de graos de café verde por meio da
microencapsulacdo em sistemas poliméricos naturais de quitosana (Q). Foram preparadas
microparticulas de quitosana com goma xantana (GX) e tripolifosfato de sédio (TPP) como
agentes reticulantes. As microparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho de
particula, microscopia eletrobnica de varredura, eficiéncia de encapsulamento,
espectroscopia, analise termogravimétrica, perfil de liberacdo e teste de mucoadesividade.
Os resultados demostraram que o extrato de café verde possui 110,15 pg/mg de 5-ACQ, e
alta atividade antioxidante. As microparticulas se apresentaram de forma irregular,
escamosa, friavel e as particulas de Q/GX foram maiores do que as Q/TPP e apresentaram
comportamentos diferentes no tamanho apds adicdo do extrato. A eficiéncia de
encapsulamento do 5-ACQ foi influenciada pelo agente reticulante utilizado, sendo as
microparticulas de Q/TPP as que obtiveram maiores taxas de encapsulamento (74,04%). As
analises fisico-quimicas demonstraram o aprisionamento do extrato pelas microparticulas e
que os sistemas poliméricos obtidos sao microesferas, além de possuirem maior
estabilidade do que o extrato na forma livre. O perfil de liberagdo do 5-ACQ em fluido
gastrico simulado, também foi influenciado pelo agente reticulante utilizado, sendo as
microparticulas de Q/TPP as que liberaram maior porcentagem. Ja em fluido intestinal
simulado a liberacdo foi gradual e semelhante para ambos os sistemas poliméricos. Em
relacdo a interagdo com a mucina, as microparticulas apresentaram alta capacidade
mucoadesiva de 83,58 e 87,19%. Por meio deste trabalho, foi possivel desenvolver e
caracterizar microparticulas contendo extrato de graos de café verde, com promissoras
propriedades de aumentar a estabilidade e biodisponibilidade do 5-ACQ, e com isso,

possibilitar maior eficacia e aplicabilidade do extrato.

Palavras-chaves: Quitosana. Goma xantana. Tripolifosfato de sédio.



ABSTRACT

Green coffee has active properties against several diseases, mainly attributed to
chlorogenic acids, with 5-O-caffeoylquinic acid (5-ACQ) being the most important among
them. The green beans have higher concentrations of 5-ACQ, when compared to roasted
grains, this degradation occurs due to the high temperature used in the process. Degradation
of 5-ACQ may also occur under various processing and storage conditions. In addition, it
presents low bioavailability which interferes with the efficiency of its properties and
applications. This work was carried out aiming at the protection of green coffee bean extract
by microencapsulation in natural chitosan (Q) polymer systems. Chitosan microparticles
were prepared with xanthan gum (GX) and sodium tripolyphosphate (TPP) as crosslinking
agents. The microparticles were characterized for particle size, scanning electron
microscopy, encapsulation efficiency, spectroscopy, thermogravimetric analysis, release
profile and mucoadhesive test. The results showed that the green coffee extract had 110.15
pug / mg of 5-ACQ, in addition to high antioxidant activity. In the characterization of the
microparticles, we observed irregular, squamous, friable forms and the Q/GX particles were
larger than the Q/TPP and showed different behavior in size after addition of the extract. The
efficiency of encapsulation of 5-ACQ was influenced by the crosslinking agent used, being
the microparticles of Q/TPP the ones that obtained higher rates of encapsulation (74.04%).
The physico-chemical analysis demonstrated the entrapment of the extract by the
microparticles and that the obtained polymer systems are microspheres, besides possessing
greater stability than the extract in the free form. The release profile of 5-ACQ in simulated
gastric fluid was also influenced by the crosslinking agent used, being the microparticles of
Q/TPP the ones that released higher percentage. In simulated intestinal fluid the release was
gradual and similar for both polymer systems. Regarding the interaction with mucin, all
proposed microparticles have a high mucoadhesive capacity of 83.58 and 87.19%. In this
work, it was possible to develop and characterize microparticles containing green coffee
bean extract, which have promising properties to increase the stability and bioavailability of

5-ACQ, and thus, make the extracts more efficient and practicable.

Keywords: Chitosan. Xanthan gum. Sodium tripolyphosphate.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais, em particular os oriundos de plantas, devido a grande
diversidade, especificidade e eficiéncia dos seus efeitos biolégicos, desempenham papel
fundamental no processo de descoberta e desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos, cosméticos e alimenticios (CHEUKA et al., 2017; GUO, 2017).

O crescente avanco de pesquisas e o uso de produtos naturais com finalidade
profilatica ou curativa estimulam o desenvolvimento de técnicas que garantam maior
eficiéncia e protecdo das substancias bioativas e que possibilitem maior aplicabilidade
desses extratos em produtos e processos. Isto porque, a vida util dos extratos é limitada
pela exposicado ao oxigénio, umidade e luminosidade o que pode ocasionar degradagao dos
seus constituintes, implicando na perda da bioatividade (SERVAT, 2010).

As substancias fendlicas sdo uma classe importante de metabdlitos secundarios
de origem vegetal. Possuem atividades biolégicas bem documentadas como alta
capacidade antioxidante e reduzem o risco de diversas doencas de grande incidéncia da
populagdo mundial (SARRIA et al., 2016).

O café é uma das maiores fontes de substancias fendlicas, sendo um produto
natural de grande importancia econdmica, pela ampla distribuicdo de seu consumo, e pelas
suas propriedades ativas como atraso na absorgéo de glicose, redugao do risco de diabetes
tipo 2, obesidade, aterosclerose e hipertensdo. Essas propriedades sao principalmente
atribuidas aos acidos clorogénicos, sendo o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) o mais
importante dentre eles (REGAZONNI et al., 2016; SARRIA et al., 2016).

A ingestao de produtos obtidos a partir de extratos de graos de café verde tem
aumentado nos ultimos anos por possuirem maiores concentragées de acidos clorogénicos
(ACGs), se comparados aos grdos torrados (SARRIA et al, 2016). No entanto, as
substancias fendlicas sao instaveis, podendo ser degradadas frente a diversas condicoes
comumente encontradas no processamento, no armazenamento e em condigdes
gastrointestinais (BENINCA, 2009; CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2000).

Aliados ao fato do 5-ACQ ser instavel em meio gastrico, sofrer metabolismo
extensivo apos administracio oral e ser mal absorvido no intestino, o uso de microparticulas
para a protegdo das substancias ativas, o controle adequado do tempo de permanéncia
intestinal combinado com liberacdo controlada, podem aumentar significativamente a
estabilidade e biodisponibilidade dos ACGs (CADDEO et al., 2014).

Na microencapsulagao, o uso de polimeros naturais como agentes
encapsulantes vem ganhando destaque por serem mais biocompativeis, menos onerosos e

téxicos em comparagdo com outros polimeros, além de possuirem propriedades bioativas
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que podem contribuir potencializando a propriedade biolégica do ativo encapsulado
(CADDEO et al., 2014; RUTZ et al.,2016).

A quitosana é um desses polimeros naturais utilizados para fins de
microencapsulacdo. As microparticulas obtidas a partir dela ndo s6 protegem as substéncias
encapsuladas da degradacdo, mas também controlam sua liberacdo e aumentam a
absorcéo devido a propriedade mucoadesiva da quitosana que proporciona maior tempo de
contato com a superficie mucosa (DUDHANI; KOSARAJU, 2010; KASPAR; JAKUBEC;
STEPANEK, 2013).

Para a formacao de microparticulas de quitosana podem ser usados varios
agentes reticulantes, dentre eles destacam-se a goma xantana, que € um polissacarideo de
origem microbiana, e tripolifosfato de sédio que é um sal anidnico multivalente (KASPAR,
JAKUBEC; STEPANEK, 2013). O tipo de agente reticulante impacta significativamente na
estabilidade, na eficiéncia de encapsulamento e liberagcdo das substancias ativas das
microparticulas, por isso € um ponto importante no processo de produg¢ao de microparticulas
(WANG, JUNG; ZHAO, 2017).

Considerando a importancia econémica do café e de suas propriedades
bioativas, aliadas as altas taxas de degradacado e baixa absor¢cdo do 5-ACQ, que é um de
seus principais e mais importantes constituintes, este trabalho foi realizado visando a
protecdo do extrato de gréos de café verde por meio da microencapsulacdo em sistemas
poliméricos naturais de quitosana com goma xantana e tripolifosfato de sddio a fim de
promover maior estabilidade e biodisponibilidade dos acidos clorogénicos, possibilitando

maior eficacia e aplicabilidade do seu extrato.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos oriundos de seres vivos sao denominados produtos naturais. Dentre
os produtos naturais, estdo os organismos inteiros, como plantas, animais e
microrganismos; parte de organismos, por exemplo, folhas e flores de uma planta ou um
orgao animal isolado; extrato de organismos ou parte deles e exsudatos, além de
substancias puras como alcaloides, flavonoides, substancias fendlicas, dentre outras
(SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

A diversidade de espécies de plantas, animais, microrganismos e organismos
marinhos resulta em grande variedade de metabdlitos secundarios, que desempenham
papel fundamental no processo de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos e
na elaboragao de novos produtos da area de cosméticos e alimentos (GUO, 2017). Cerca de
metade dos produtos farmacéuticos em uso clinico sdo derivados de produtos naturais.
Durante séculos, substancias naturais, em particular as oriundas de plantas, tém sido
usadas para prevenir e tratar enfermidades por atuarem eficazmente por meio de diversos
mecanismos (CHEUKA et al., 2017).

O termo produtos naturais refere-se, muitas vezes, aos metabdlitos secundarios,
que sao substancias bioquimicamente produzidas, caracterizadas pela diversidade,
distribuicao restrita e alta especificidade (SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

Os produtos naturais sdo sintetizados nos organismos vivos em rotas
bioguimicas por catalise enzimatica, o que contribui diretamente para a eficiéncia dos efeitos
biolégicos além de serem, muitas vezes, mais facilmente absorvidos do que as drogas
sintéticas (CHEUKA et al.,, 2017; GUO, 2017). As estruturas individuais, especificidade
estereoquimica e os grupos multifuncionais dos produtos naturais sao responsaveis pela
forte ligagdo com os alvos farmacologicos e, consequentemente pela facilidade de
propagacao do estimulo (GUO, 2017).

As plantas medicinais e seus extratos sdo considerados como uma matriz
complexa de substancias, na qual a composicdo quimica muita vezes €& apenas
parcialmente conhecida. Substancias marcadoras séo constituintes caracteristicos da planta
e que podem ajudar a determinar a identidade, padronizagado, estabilidade do produto e
processamento do material botanico que sdo fundamentais para a garantia da qualidade dos
extratos (OLIVEIRA et al. 2016).

Os extratos sao preparagdes liquidas, pulverizadas ou concentradas e sao
comumente obtidas a partir de partes de plantas secas ou frescas por maceragao ou

percolagao. Nas formas liquidas estéo incluidas as tinturas, xaropes, 6leos essenciais e nas
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formulagdes solidas, os granulos, comprimidos e capsulas com e sem revestimento
(OLIVEIRA et al. 2016).

A producao de medicamentos fitoterapicos requer estudos prévios envolvendo
aspectos botanicos, agrondmicos, quimicos, estudos farmacolégicos e toxicoldgicos, além
do desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnoldgicas, para garantia da eficacia do
fitoterapico. A estabilidade dos extratos € limitada pela exposicdo ao oxigénio, umidade e
luminosidade, sendo que o processamento inadequado das plantas pode ocasionar
degradacdo dos seus constituintes, implicando na perda da atividade farmacoldgica
(SERVAT, 2010).

Dentre as alternativas que podem ser utilizadas para preservar a integridade
quimica e farmacolégica do extrato vegetal, garantindo a constancia de sua agao bioldgica e
seguranga, destacam-se a encapsulacdo em lipossomas, microemulsdes, uso de micro e
nano particulas poliméricas, podendo ser, em alguns casos, capazes de promover liberagédo
controlada e direcionada do extrato, além possibilitar o seu emprego em outros produtos,
processos e industrias (SERVAT, 2010).

Nesse cenario, o desenvolvimento de fitomedicamentos com o uso racional de
recursos naturais e conhecimentos técnicos podem contribuir para o tratamento mais
eficiente de diversas enfermidades, possibilitando sua ampla utilizacido e acesso, além de
permitirem o aumento da competitividade das industrias, principalmente a farmacéutica, de
paises em desenvolvimento pela utilizagcdo de recursos naturais de alto valor biolégico
(OLIVEIRA et al., 2016).

2.2 CAFE

2.2.1 Género Coffea

Existem duas espécies principais de café com valor comercial que representam
praticamente todo o café comercializado, a Coffea arabica L., conhecida como café arabica
e a Coffea canephora Pierre ex A. Froehener, também conhecida como café robusta. Ambas
sdo do género Coffea e pertencem a familia Rubiaceae. Sdo importantes culturas de
commodities produzidas em paises tropicais (CASAS et al., 2017; ESQUIVEL; JIMENEZ,
2012).

O café arabica é produzido na América do Sul e nas terras altas e de montanha
da Africa Oriental, sendo a principal espécie consumida e cultivada no Brasil. Os principais
lugares de origem do café robusta sdo o Vietna e as terras baixas da Africa Central e
Ocidental, bem como do Sul da Asia (CORREA et al, 2016; JESZKA-SKOWRON;
STANISZ; PENA, 2016).
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As diferentes espécies de café apresentam condigbes de crescimento e
composicao quimica diferentes, o que interfere nas propriedades bioativas e sensoriais de
seus graos e infusdes (WOLSKA et al., 2017). Sendo, o café arabica caracterizado por
sabor, qualidades aromaticas e valor de mercado superior ao robusta (CASAS et al., 2017).

A composicdo quimica dos gréos de café sofre influéncia de fatores como a
variedade genética, condigdes ambientais como altitude, temperatura e umidade e pelo
processamento poés-colheita. As substancias fendlicas sdo encontradas em maiores
concentracdes nos graos de café verde, e especialmente sofrem variagdo de 7 a 10% de
acidos clorogénicos e 1% de cafeina para o café arabica e de 7 a 14% de acidos

clorogénicos e 2,5% de cafeina para o café robusta (SINISI et al., 2016).

2.2.2 Composicao quimica dos graos de café verde

O café é uma mistura complexa de substancias quimicas. Estudos fitoquimicos
indicam que os graos de café verde do tipo arabica consistem de 7-10% de acido
clorogénico, 1,0-2,2% de cafeina, 10-16% de lipidios com diterpenos especiais (cafestol e
caveol), 0,7-1,0% de trigonelina, 45-52% de carboidratos, 11% de proteinas e 4,2-4,4% de
minerais (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; PAN et al., 2016).

Os graos de café verde sdo uma das principais fontes de substancias de uma
familia de conjugados hidroxicindmicos coletivamente referidos como acidos clorogénicos,
sendo a maior parte das substancias fendlicas encontrados no café (CROZIER et al., 2011).
Muitos efeitos benéficos do café podem ser atribuidos aos acidos clorogénicos, sendo o
acido 5-O-cafeoilquinico 0 mais importante e estudado entre eles (REGAZONNI et al.,
2016).

A cafeina é uma metilxantina classificada como pseudoalcaloide, sendo o
componente do café mais estudado devido as suas propriedades biologicas de estimulagao
do sistema nervoso central e musculo cardiaco, atividade antioxidante e antibidtica (PAN et
al., 2016).

A fracao lipidica dos graos de café verde é composta principalmente por
triacilgliceréis, esterdis e tocoferdis. Adicionalmente, o 6leo de café apresenta uma fragao
insaponificavel que contém cafestol e caveol, dois furanoditerpenos da familia dos cauranos,
de interesse devido as suas propriedades bioativas. Cafestol e caveol estdo presentes na
forma livre e esterificada com diferentes &acidos graxos (DURAN et al., 2017).

Os carboidratos sdo os principais constituintes do grao de café verde. Os
carboidratos soluveis correspondem aos monossacarideos (frutose, glucose, galactose,

arabinose), oligossacarideos (sucrose, rafinose, estaquiose) e polissacarideos (polimeros de
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galactose, manose e arabinose), e os insoluveis correspondem a celulose e hemicelulose
(DURAN et al., 2017).

Em relagdo a composicao mineral do grédo de café verde, sdo encontrados
principalmente potassio, calcio e magnésio, com a presengca de outros minerais em
concentracao traco. Dentre os acidos volateis encontrados no café estdo o acido acético,
propanoico, isovalérico, hexanoico, decanoico e dentre os acidos alifaticos ndo volateis
estdo os &cidos citrico, malico e quinico (DURAN et al., 2017).

No café torrado, devido ao processamento, sdo formadas outras substancias
bioativas como melanoidinas, carboidratos, e acidos alifaticos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012;
PAN et al., 2016). O processo de torrefagdo modifica fortemente a composicao final do café,
incluindo os ACGs. A torrefacdo pode contribuir com uma perda de 42-99% do conteudo
total de 5-ACQ. A perda elevada de ACGs durante o processamento pode comprometer os
seus potenciais beneficios (GETACHEW; CHUN, 2016). Por isso, a ingestao de produtos de
café verde tem aumentado nos ultimos anos por possuir maior concentragao de substancias

benéficas para a saide quando comparado ao café torrado (SARRIA et al., 2016).

2.2.3 Atividades biolégicas do café

Os polifendis constituem um dos grupos mais importantes de metabdlitos
secundarios do café, possuindo inumeras propriedades bioativas, com destaque para a
atividade antioxidante, reduzindo assim, o risco de diversas doengas de grande incidéncia
da populagdo mundial (JESZKA-SKOWRON; STANISZ; PENA, 2016).

O consumo regular de café pode reduzir o risco de Parkinson, Alzheimer,
hipertensao, diabetes tipo 2, cancer, e restaurar a fungao hepatica. Além disso, os graos de
café possuem propriedades anti-inflamatérias, de protegcéo contra radiagdo ultravioleta e
atividade antibacteriana (KIATTISIN; NANTARAT; LEELAPORNPISID, 2016).

Os graos de café verde sao fontes de acidos fendlicos que representam uma
classe importante de substancias para promover ou manter condigcdes saudaveis
(REGAZONNI et al., 2016). Muitas das atividades bioldgicas atribuidas para a protecao a
saude dos graos de café verde sao devidas a acao antioxidante de seus constituintes,
principalmente as substancias fendlicas, com destaque para os acidos clorogénicos
(JESZKA-SKOWRON; STANISZ; PENA, 2016).

Os antioxidantes sao capazes de atrasar ou inibir a oxidacdo de forma eficaz por
diversos mecanismos como impedimento da formacgao de radicais livres, reparo das lesdes
causadas pelo estresse oxidativo ou sequestro dos radicais livres produzidos pelo
metabolismo celular (MOREIRA, 2013).
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Embora, o corpo humano produza antioxidantes enddgenos, € necessario o
fornecimento adequado de antioxidantes exdgenos (LOSADA-BARREIRO; DIAZ, 2017;
WOLSKA et al., 2017). Com isso, a utilizagao de graos de café verde seja em forma de
extrato, capsulas em produtos farmacéuticos e cosméticos ou na forma de infusbes e em
suplementacao de alimentos, demonstra ser uma terapia eficaz para manter a saude contra
o estresse oxidativo e por consequéncia, para prevencao de inumeras doencas (JESZKA-
SKOWRON; STANISZ; PENA, 2016; WOLSKA et al., 2017).

A vida aerdbica é caracterizada por uma producio continua de radicais livres,
tais como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo geradas sob condigbes
fisiolégicas no metabolismo normal como parte de varios processos fisiolégicos. Porém,
quando ha um desequilibrio causado por uma superproduc¢do de radicais livres gera-se um
estresse oxidativo que causam efeitos nocivos com danos biolégicos potenciais, gerando
diminuicdo da defesa antioxidante ou um excesso de prooxidantes (LOSADA-BARREIRO;
DIAZ, 2017).

Muitos fatores, tais como condicbes ambientais, radiacdo UV, alimentagao,
estresse, poluentes, também sdo causas da formacdo de radicais livres. O estresse
oxidativo pode induzir muitas doencas, como diferentes tipos de cancer, doenca arterial
coronariana, doencas do sistema nervoso, doengas pulmonares e artrite reumatoide. Além
disso, desempenha papel importante no envelhecimento dos tecidos (KIATTISIN;
NANTARAT; LEELAPORNPISID, 2016).

A degradagédo e absor¢ao de alimentos sdo fatores cruciais no desenvolvimento
de varias doencgas crbnicas. O estado pds-prandial representa uma fase dindmica de
catabolismo e sintese. Sendo o epitélio gastrico um dos principais locais de produgao de
espécies reativas de oxigénio decorrentes de diversas atividades fisicas, quimicas e
microbioldgicas, que estdo relacionados com patogénese de ulceras gastrointestinais e
canceres (FLORES et al., 2014).

Os radicais livres sao espécies quimicas reativas com um uUnico elétron nao
emparelhado em seus orbitais mais externos. Esta configuracdo eletrbnica é altamente
energética, tornando os radicais livres quimicamente instaveis e muito reativos. Os polifendis
funcionam como antioxidantes porque sdo excelentes doadores de hidrogénio que sao
aceitos por radicais livres para produzir espécies menos reativas (LOSADA-BARREIRO;
DIAZ, 2017).

2.2.4 Aplicacao industrial dos graos de café

O Brasil € um dos maiores produtores € um dos maiores mercados

consumidores de café do mundo (CORREA et al., 2016). O café é um produto muito
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importante e ocupa o segundo lugar, depois do petroleo, entre todas as commodities
(GETACHEW; CHUN, 2016). Cerca de 60 paises tropicais e subtropicais produzem café
extensivamente, sendo para alguns deles o principal produto de exportacdo agricola
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

A importancia econémica do café é devida principalmente a bebida, uma infusédo
preparada a partir do grao torrado e moido. A ampla distribuicdo do consumo de café afeta
uma populacdo demografica mais ampla do que outros alimentos funcionais (ESQUIVEL;
JIMENEZ, 2012).

Os efeitos protetores do café para a saude tém impacto generalizado,
considerando a alta ingestdo de sua bebida, particularmente nos paises industrializados. Em
muitos paises o café € a maior fonte de antioxidantes dietéticos por isso, seus efeitos
benéficos para a salde s&o de interesse do ponto de vista da saude publica (SARRIA et al.,
2016).

Os extratos obtidos a partir dos grdos de café verde, ndo ganharam tanto
destaque como a bebida dos graos torrados, por apresentar sabor amargo e adstringente.
Porém, os graos de café verde possuem ampla aplicabilidade, sendo utilizados em
diferentes formas farmacéuticas, em produtos dermocosméticos, como aditivos em
alimentos processados, adubos, combustiveis, adsorventes e como fonte de enzimas.
(CORREA et al., 2016; CARVALHO; SILVA; HUBINGER, 2014; DURAN et al., 2017).

Existem no mercado diferentes marcas de capsulas de extrato de graos de café
verde com alto valor agregado, dentre esses produtos comercializados esta o Svetol®
(www.svetol.com) que é um extrato de acido clorogénico padronizado de graos verdes de
café descafeinado (teor total de ACGs de 45 a 50%), utilizado por ter efeitos de
emagrecimento clinicamente comprovado, devido a diminuigdo da absorgéo intestinal de
glicose (REGAZONNI et al., 2016).

Os extratos de graos de café verde também sao frequentemente utilizados para
enriguecimento de produtos alimentares como paes, biscoitos, queijos, dentre outros, com o
intuito de prevenir mudancas oxidativas nos alimentos, adicionar propriedades bioativas de
efeito benéfico a salde humana, além de melhorar as caracteristicas sensoriais dos
produtos (BUDRYN; ZACZYNSKA; ORACZ, 2016).

2.3 ABSORCAO E DEGRADAGAO DE SUBSTANCIAS FENOLICAS

As substancias fendlicas sdao metabdlitos secundarios de plantas e constituem
um dos grupos de maior diversidade e de ampla distribuicdo. Os polifendis possuem no
minimo um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um
grupamento hidroxila (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2000).
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A ampla distribuicdo das substancias fendlicas se deve ao fato de serem
biossintetizados a partir de diferentes intermediarios, possuindo rotas biogenéticas
alternativas (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2002; OLIVEIRA et al., 2016).

A maior parte das substancias fendlicas ndo é encontrada no estado livre na
natureza, mas sob a forma de ésteres. Sendo assim, a maior classe das substancias
fendlicas sdo os acidos fendlicos que sao divididos em acidos hidroxibenzdéicos e
hidroxicindmicos, sendo os acidos hidroxicindmicos a maior subclasse (MOREIRA, 2013).

Existem cinco grupos principais de acidos hidroxicindmicos formados
principalmente pela esterificacdo do acido quinico com um dos seguintes derivados do acido
cinamico: acido cafeico, ferulico e p-cumarico. Esses grupos séo os acidos cafeoilquinicos,
acidos dicafeoilquinicos, feruloilquinicos, acido p-cumaroilquinicos e o acido
cafeoilferuloilquinico (MOREIRA, 2013).

Dentre os acidos fendlicos destacam-se os acidos clorogénicos, que sdo os
isdbmeros provenientes da esterificacdo em diferentes posicoes do acido cafeico
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2002). A Figura 1 apresenta os principais acidos
clorogénicos que sao o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) e os seus isomeros acido 3-O-
cafeoilquinico (3-ACQ) e acido 4-O-cafeoilquinico (4-ACQ) (CROZIER et al., 2011).

Figura 1 — Estrutura quimica dos acidos clorogénicos.
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Fonte: Adaptado de (CROZIER et al., 2011).

Os acidos clorogénicos sao caracterizados pela presenga de apenas um grupo
fendlico em sua estrutura molecular, o que os define como fendis simples, porém suas
propriedades quimicas e bioldgicas sao similares aos demais polifenéis (MARIA; MOREIRA,
2004).

2.3.1 Propriedades bioativas dos acidos clorogénicos

Os ACGs possuem bioatividades bem documentadas tais como propriedades

antioxidantes, anti-inflamatodrias, quimiopreventivas, inibicdo da glicagdo e aterosclerose,
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melhora na tolerancia a glicose e efeitos anti-obesidade (OLIVEIRA et al., 2016). Os acidos
clorogénicos atrasam a absorgéo de glicose no intestino, melhoram o estado antioxidante do
corpo e reduzem a oxidagédo de LDL (REGAZONNI et al., 2016).

Segundo Sarria et al., (2016), alguns mecanismos sobre efeitos anti-obesidade
atribuidos ao 5-ACQ foram estudados e dentre eles foi demonstrado que essa substancia
pode afetar a absorcdo de glicose no intestino por meio da inibicao da glicose-6-fosfato
translocase-1, uma enzima conhecida no transporte intestinal de glicose e na redugéao do
transporte de sédio conduzido por gradiente. Outro possivel mecanismo responsavel pelos
beneficios do acido clorogénico e seus derivados no metabolismo da glicose é a diminuigédo
da produgéao de glicose hepatica por meio da inibigao da glicose-6-fosfatase, devido a maior
parte do acido clorogénico absorvido intacto, ser extensivamente metabolizado no figado
(SARRIA et al., 2016).

O 5-ACQ inibe a formagdo de substancias N-nitrosas mutagénicas e
carcinogénicas, pois sao inibidores in vitro da reagao de N-nitrosagéo. O acido clorogénico
pode inibir o dano do DNA in vitro. Portanto, ha a associac&o inversa entre a ingestdo de
café e o cancer de colon em alguns estudos epidemiolégicos (OLTHOF; HOLLMAN;
KATAN, 2000).

Além disso, foi relatado o potencial efeito cardioprotetor do café que pode ser
devido a propriedade anti-aterogénica dos ACGs, que sédo capazes de aumentar o efluxo de
colesterol mediado por HDL dos macréfagos (REGAZONNI et al., 2016).

A maioria dos resultados terapéuticos atribuidos aos ACGs é provavelmente
devido a acdo antioxidante destas substancias a qual se deve aos seus altos potenciais

como agentes redutores, sendo eliminadores eficazes de radicais livres (BENINCA, 2009).

2.3.2 Absorcgao dos acidos clorogénicos

A medida que passam ao longo do trato gastrointestinal, as substancias
fenodlicas sdo extensivamente metabolizadas, e somente a fragdo absorvida intacta, entrara
na circulagdo sanguinea e induzira os efeitos biolégicos esperados, ja os seus metabdlitos
gerados possuem propriedades diferentes das substancias de origem presentes na matriz
alimentar. Portanto, uma compreensdo mais profunda da biodisponibilidade de fendlicos &
essencial para entender os mecanismos especificos pelos quais eles podem contribuir para
a saude (OLIVEIRA et al., 2016).

Apoés a ingestdo, uma pequena parte dos ACGs sera absorvida intacta sendo a
outra parte clivada nas esterificacdes por estearases microbianas. Estas substancias sao
detectadas no plasma e na urina principalmente como conjugados de fase Il (derivados de

metila, glucuronideo e sulfato) de ACGs, de acidos cafeico e ferulico. Supbe-se que os
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metabdlitos de aparecimento tardio, como os acidos hidroxifenilpropidnico, hipurico e
hidroxibenzoico, sdo absorvidos e produzidos no intestino grosso, apos a metabolizac&o
pela microbiota (OLIVEIRA et al., 2016).

Portanto, o aparecimento de acido cafeico, ferulico, isoferulico inicialmente no
plasma, tanto em forma livre quanto conjugado com acido glucurénico ou sulfatos, indica
que nao apenas ha a absorgido, mas também a metabolizacdo de acidos clorogénicos por
esterases e enzimas de fase Il (COMT, sulfotransferases e UDP-glucuronosiltransferases)
que comega no estdbmago e ndo ocorre apenas no figado, rins, mucosa intestinal ou pela
atividade da microbiota do colon (OLIVEIRA et al., 2016).

A absorcao dos acidos clorogénicos é trés vezes menor que a do proprio acido
cafeico. Segundo Olthof; Hollman; Katan (2000), isto é também suportado pelo fato de ter
sido encontrada uma grande quantidade de acido clorogénico ingerido inalterado em
efluente de ileostomia. Assim, um terco do 5-ACQ e quase todo o acido cafeico sao
absorvidos no intestino delgado dos seres humanos. Isto implica que parte dos acidos
clorogénicos entrara na circulagdo sanguinea e causara os efeitos esperados, mas a maior
parte atingira o colon onde poderao ter outras propriedades bioativas como protecao contra
cancer de colon e efeito prebidtico (OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2000).

Devido ao fato do 5-ACQ ser instavel em meio gastrico, ser mal absorvido no
intestino, sofrer metabolismo extensivo de primeira passagem apds administragédo oral e ser
rapidamente eliminado, o controle adequado do tempo de permanéncia intestinal combinado
com sistemas de liberagcdo controlada, podem aumentar significativamente a
biodisponibilidade dos ACGs (CADDEO et al., 2014).

2.3.3 Degradacao dos acidos clorogénicos

Os acidos clorogénicos por serem substancias aromaticas, apresentam intensa
absor¢ao na regiao do UV, e sao instaveis principalmente em altas temperaturas, presenca
de luz e em valores de pH baixos e extremos (BENINCA, 2009; CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2002). Além disso, a reagcado de transesterificagdo pode ocorrer durante o
armazenamento ou processamento, ocasionando o0 escurecimento de suas solugdes e a
perda da bioatividade (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2002; CHAO et al., 2012).

A presenca de um orto-di-hidroxifenol na molécula de acido clorogénico torna
mais provavel sofrer oxidacao rapida por irradiagdo gama ou estresse oxidativo (CHAO et
al., 2012). Embora se atribua as propriedades antioxidantes dos ACGs a estrutura catecol
do anel fenil, a ligagao dupla conjugada com o grupo catecol também ¢é local para o ataque
de radicais livres (CHAO et al., 2012).
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As substancias fendlicas sao instaveis, podendo ser degradadas frente a
diversas condicbes comumente encontradas no processamento, no armazenamento e em
condigdes gastrointestinais, devido ao pH e presencga de outras substancias (KUCK, 2016).

A microencapsulacdo é uma alternativa eficiente nos processamentos, para
impedir que as substancias encapsuladas reajam ou sofram influéncia do meio de producéo,
preservando assim as suas caracteristicas quimicas e reacionais (BUDRYN; ZACZYNSKA,;
ORACZ, 2016; RUTZ et al., 2017).

Portanto, a estabilizagdo dos acidos clorogénicos é uma das preocupagdes mais
importantes para suas aplica¢des industriais (CHAO et al., 2012). A microencapsulagédo de
polifendis tem sido proposta como uma alternativa para melhorar sua estabilidade,
bioatividade, biodisponibilidade com intuito de melhorar sua eficiéncia e para estender sua
aplicagao (SHAO et al., 2014).

2.4 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulagao € uma tecnologia de revestimento de substéncias por meio
de materiais encapsulantes, gerando microparticulas que podem ser consideradas formas
farmacéuticas ou serem acondicionadas em uma forma farmacéutica secundaria como
suspensdo, capsula ou comprimido, ou serem adicionadas a um produto alimentar ou
cosmeético (ZHANG et al., 2017).

As microparticulas podem ser divididas em dois grupos as microcapsulas e
microesferas como demonstrado na Figura 2. O primeiro grupo é caracterizado por manter
as substancias encapsuladas concentradas na regido central da microparticula, formando
um sistema reservatorio, sendo elas completamente revestidas pelo material de parede. No
segundo grupo a substéncias encapsuladas sdo dispersas ou dissolvidas em uma matriz
formada pelo material encapsulante (ARAUJO, 2011).

FIGURA 2- Morfologia das microparticulas.
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FONTE: Adaptado de (VIEGAS, 2013).
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Os materiais encapsulantes utilizados na microencapsulagédo sé&o geralmente
polimeros biodegradaveis que podem ser naturais, naturais modificados ou sintéticos. Os
polimeros naturais sdo mais biocompativeis, menos onerosos e tdéxicos em comparagao
com outros polimeros, quando usados para microencapsulagéo (RUTZ et al.,2016). Nesse
contexto, o biopolimero quitosana tem posi¢cdo de destaque (BARAKAT; ALMURSHEDI,
2011; CADDEO et al., 2014; DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004; DUDHANI; KOSARAJUA,
2010; HU et al., 2017).

Varios materiais podem ser encapsulados, como acidulantes, agentes
aromatizantes, extratos vegetais, 6leos esséncias, corantes, lipidios, vitaminas, minerais,
enzimas, microrganismos (MANCONI et al., 2010; RUTZ, 2013; SILVA et al., 2014; ZHANG
et al., 2017).

Muitas vantagens podem ser alcangadas com a microencapsulagéo, tais como a
protecao das substancias encapsuladas dos fatores ambientais, a diminuicdo das perdas
volateis, a liberagdo controlada, a cobertura dos odores e sabores desagradaveis das
substancias encapsuladas, dispersao mais uniforme no trato gastrointestinal, absorgdo mais
uniforme das substéancias (SILVA et al., 2014; ZHANG et al., 2017).

Outras vantagens dessas formas de dosagem multiparticuladas sobre as
preparacbes nao particuladas, incluem a facilidade do armazenamento, manuseio,
transporte e formulagao mais flexivel por possibilitar o uso de diferentes processamentos
fisicos, conversdo de moléculas liquidas ou gasosas em sdlidas e inclusao de dois ou mais
principios ativos na mesma formulagdo quando estes sdo incompativeis (ZHANG;
ALSARRA; NEAU, 2002).

Para a caracterizagao das microparticulas e do processo de encapsulagao sao
empregados alguns métodos, dentre os quais se destacam, para avaliagcado estrutural, a
microscopia eletrbnica de varredura, analise térmica, analise de didmetro médio e de
distribuicdo de tamanho, para analise das substancias encapsuladas, a cromatografia e
meétodos espectroscopicos, perfil de liberacdo da microparticulas e atividades biolégicas dos
ativos encapsulados (ARAUJO, 2011).

Varios métodos de encapsulagao estdo disponiveis, incluindo métodos fisicos
tais como secagem por pulverizagédo, liofilizacdo, revestimento em leito fluidizado,
esferonizagao por extrusao e processos utilizando os fluidos supercriticos. Métodos fisico-
quimicos usando resfriamento por spray, revestimento por fusdo a quente, gelificagéo idnica,
extracdo por evaporagao de solvente e coacervagao simples ou complexa. E métodos
quimicos por meio de policondensacao interfacial, polimerizagao e reticulagao interfacial.
(ESTEVINHO et al., 2013; WANG; JUNG; ZHAO, 2017).
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2.4.1 Coacervacao complexa

A coacervagdo é uma das mais antigas técnicas de encapsulamento, sendo a
coacervacdo complexa um método que usa a combinacdo de polimeros como agentes
encapsulantes. Neste método, a atracio eletrostatica € causada entre um minimo de duas
macromoléculas com cargas opostas, e a formagao de coacervatos ocorre em um intervalo
de pH estreito. Além disso, outras interacdes fracas, tais como ligacées de hidrogénio e
interagdes hidrofdbicas, contribuem para a formagédo do complexo (RUTZ et al., 2017).

Essa interacdo forma complexos insoluveis e produz separacdo de fases. Os
biopolimeros que se encaixam para coacervacido, devem ter propriedades coloidais
hidrofilicas, solubilidade em meio aquoso, densidade de carga adequada e cadeias lineares
(YUAN et al., 2017).

A coacervacéao por precipitacido pode ser aplicada na preparacido de particulas
de quitosana em condic¢des suaves (HU et al., 2017). Atualmente, ha interesse significativo
na técnica de coacervagdo complexa devido a sua elevada capacidade de carga, liberac&o

controlada e, especialmente, capacidades antioxidantes (YUAN et al., 2017).

2.4.2 Gelificagao ionica

Entre os métodos de obtengdo de microparticulas de quitosana, o método de
gelificacdo ibnica com o tripolifosfato de sodio (TPP) é a abordagem mais utilizada e
estudada (HEJJAJI; SMITH; MORRIS, 2017). Estudos tém relatado o uso de sulfato, citrato
e TPP como sais de contra-ions para preparar microparticulas de quitosana por meio de
reticulagéo idnica, sendo o TPP relatado como o mais popular (HEJJAJI; SMITH; MORRIS,
2017; YUAN; JACQUIER; O'RIORDAN, 2017).

Neste método, os polissacarideos sofrem gelificagdo e precipitam para formar
microparticulas devido a complexacao entre espécies opostamente carregadas (WANG;
JUNG; ZHAO, 2017). As microparticulas de quitosana reticuladas ibnicamente possuem
maior sensibilidade ao inchamento a alteracbes de pH, em comparagdo com as
microparticulas reticuladas covalentemente (ESTEVINHO et al., 2013).

Este método é vantajoso, pois a reagcdo € simples e nao requer o uso de
solventes organicos ou temperaturas elevadas. Outras vantagens sdo que o tamanho de
particula e a carga positiva que podem ser facilmente controlados nas formulacbes das
microparticulas (HEJJAJI; SMITH; MORRIS, 2017). Esse método tem atraido grande
interesse devido a facilidade de manuseio e controle, alta compatibilidade e baixa toxicidade
(WANG; JUNG; ZHAO, 2017).
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2.4.3 Liofilizagao

A liofiizagdo é uma técnica de secagem por congelamento que € bem
estabelecida para aplicagdo no processo de encapsulagao, principalmente para materiais
encapsulados termolabeis. Sendo uma operacdo multiestagio que inclui congelamento,
secagem primaria e secagem secundaria. Essa técnica baseia-se na desidratacdo por
sublimagao de um produto, onde o fluido é congelado e, posteriormente, a agua em forma
de gelo cristalino é removida por sublimacéo, resultando em uma estrutura porosa e friavel
(PASRIJA et al., 2015).

Nesse sentido, a liofilizagdo possui uma série de vantagens que o torna um dos
métodos mais utilizados para a conservagdo de materiais biolégicos. O material permanece
congelado até estar completamente seco, portanto elimina-se o encolhimento e a migragao
dos constituintes dissolvidos, retendo a forma original do material (PASRIJA et al., 2015).

A liofilizagdo é a técnica mais eficiente para proteger os acidos clorogénicos
contra a degradacado, porque a baixa temperatura de processamento e a reducdo da
umidade reduzem a perda de bioatividade melhor do que outros métodos, como atomizacao
e evaporagao de solvente (ROSA et al., 2013).

A microencapsulacdo por liofilizacdo protege a substdncia numa matriz
polimérica, inibindo modificagdes fisico-quimicas, mantendo a sua bioatividade, e
controlando a sua liberagdo. Além disso, esse processo de secagem facilita o

armazenamento, manuseio, transporte e conservagédo (ROSA et al., 2013).

2.4.4 Aplicacao industrial da microencapsulagao

A microencapsulagdo tem sido amplamente utilizada em uma variedade de
campos, tais como medicina, farmacia, biotecnologia e alimentos. Sua vasta aplicabilidade
se deve as inumeras combinagbes entre os métodos de encapsulagido, os diferentes
materiais encapsulantes e as substancias encapsuladas, que podem ser alterados e
manipulados de acordo com o interesse de cada setor industrial (ZHANG et al., 2017).

Essa abordagem tecnolégica tem sido explorada pelas industrias farmacéutica
(68%), alimentos (13%), cosméticos (8%), téxtil (5%), biomédica (3%), agricultura (2%) e
eletronicas (1%). No entanto, as industrias farmacéuticas e alimentares sao as principais
forgas motrizes nos avangos da microencapsulacao (SILVA et al., 2014).

Tanto para a industria farmacéutica quanto para a de alimentos, a
microencapsulagdo possui as vantagens de permitir potencializar sabores e aromas
especificos ou mascarar odores e sabores indesejaveis. Por ndo necessitar de novas linhas

de alimentacéao e fases de incorporagao, as microparticulas beneficiam o processo produtivo
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por permitir o uso de técnicas que eliminam downtime em linhas de produtos (BUDRYN;
ZACZYNSKA; ORACZ, 2016).

Atualmente, a pesquisa sobre microencapsulagcao para fins farmacéuticos é
focada em encontrar novos sistemas de entrega de farmacos e vacinas, reduzindo as
reacoes adversas e efeitos colaterais, sendo adequado para o modo de administracado
requerido, permitindo a entrega especifica do local, uma possivel liberagdo controlada e
sustentada de substancias. Alguns dos farmacos que utilizam essa tecnologia sao
comprimidos acetaminofeno, com a finalidade de mascaramento do sabor, suspensao
injetavel de bromocriptina, e capsulas de leuprorelina para liberagdo controlada (SILVA et
al., 2014; WANG; JUNG; ZHAO, 2017).

Na industria alimenticia os ingredientes funcionais e os ingredientes bioativos
sao encapsulados para preservar sua estabilidade durante o processamento e
armazenamento de alimentos, aumentando a shelf life do produto. Adicionalmente, também
€ utilizada para evitar interagcdes indesejadas entre outros ingredientes presentes na matriz
dos alimentos, como é o caso da interacdo das substancias fendlicas com componentes
proteicos, que podem limitar a funcionalidade dessas substancias, além de diminuir a
absorcao (BUDRYN; ZACZYNSKA; ORACZ, 2016).

As substancias com propriedades benéficas a saude humana sdo as mais
comumente microencapsuladas na industria de alimentos, muitas dessas substancias
apresentam capacidade antioxidante, podendo ser usadas como ingredientes ativos ou
suplementos (ESTEVINHO et al., 2013; SILVA et al., 2014).

2.5 SISTEMAS POLIMERICOS NATURAIS

A utilizacdo de polimeros naturais como veiculos para a administracdo de
substancias vem gerando grande interesse, principalmente pela sua biocompatibilidade
(MANCONI et al., 2010). Além disso, os polimeros naturais, tais como quitosana, pectina,
galactomanano, goma de guar e goma xantana podem melhorar o tempo de residéncia da
microparticula no trato gastrointestinal, conduzindo assim a uma maior biodisponibilidade
oral de substancias pouco absorviveis devido a sua capacidade de aderir a camada de
muco e proporcionar a liberagéao controlada do farmaco (CADDEO et al., 2014).

Os polimeros naturais, tais como os polissacarideos, tem estruturas diversas
com diferentes propriedades bioldgicas, o que pode contribuir potencializando a propriedade
biolégica do ativo encapsulado, além de servirem para uma variedade de propdsitos devido
as suas caracteristicas distintivas, incluindo o seu comportamento pseudoplastico,
capacidade de gelificacdo, capacidade de ligacdo quimica e biodegradabilidade (KIM et
al.,2016).
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A escolha do material de parede deve ser baseada na ndo reatividade do
material de revestimento com o material a ser encapsulado na técnica que sera utilizada
para a formagao das microcapsulas e no mecanismo ideal de liberagdo (RUTZ, 2013).

Embora um unico polimero possa ser utilizado para microencapsulagéo, na
maior parte dos casos, um unico agente encapsulante ndo possui todas as propriedades de
um material de parede ideal e, assim, recomenda-se uma combinac¢ao de polimeros (RUTZ
et al.,, 2016).

2.5.1 Quitosana

A quitosana, também denominada como quitina desacetilada é um
polissacarideo hidrofilico, obtido pela desacetilagdo da quitina, sendo o segundo
polissacarideo mais abundante, junto a celulose (WANG; JUNG; ZHAO, 2017). A quitina &
um componente basico das cuticulas protetoras de caranguejos, camardes, lagostas e
paredes celulares de alguns fungos, sendo um homopolimero linear composto por unidades
de N-acetil-D-glucosamina ligadas por ligagdes B-1,4. Enquanto, que a quitosana
compreende copolimeros de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina e difere no grau de N-
acetilacdo (40-98%) e peso molecular (50-2000 kDa) como demonstra a Figura 3
(ESTEVINHO et al., 2013; KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013).

Figura 3 — Estrutura quimica da quitosana

Fonte: (BARAKAT; ALMURSHEDI, 2011).

O polissacarideo quitosana apresenta propriedades quimicas e bioldgicas que
permitem sua ampla utilizagao para varios fins, tais como formagao de solugdes, géis, filmes
e fibras. Além disso, as vantagens da biodegradabilidade, baixa toxicidade e
biocompatibilidade, tornam esse polimero um grande potencial para aplicagdes biomédicas
e farmacéuticas (HU et al., 2017).

A quitosana é uma base fraca com um valor de pKa do residuo de glucosamina
de cerca de 6,2-7,0 e, portanto, é insoluvel em valores de pH neutros e alcalinos. Em meio
acido, os grupos amino do polimero sao protonados, resultando num polissacarideo soluvel,

carregado positivamente, que tem uma densidade de carga elevada (uma carga para cada
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unidade de glucosamina) (KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013; KIM et al., 2016). Em
solucao, apresenta comportamento pseudoplastico e a viscosidade aumenta com a reducao
de temperatura e com o0 aumento do grau de desacetilagdo (WEI; GAO, 2016).

Dentre as inumeras propriedades biolégicas descritas para a quitosana,
destacam-se a capacidade antioxidante, antimicrobiana, inibicao da formagao de biofilmes,
antiinflamatéria e cicatrizante, que permitem com que a quitosana contribua com atividades
bioativas importantes, além de suas propriedades fisicas para a elaboragdo de
microparticulas (TAVARIA et al. 2013).

Devido a carga positiva dos grupos amino livres na quitosana, ela reage com
anions negativamente carregados. Este fato € utilizado para a formagao de microparticulas
de quitosana reticuladas por anions bivalentes e polivalentes. As microparticulas feitas de
quitosana pura nao podem ser mantidas em suspensdo em meio aquoso durante muito
tempo devido ao seu inchago e dissolugao, sendo inadequadas para efeitos de sistemas de
administragéo controlada de farmacos (KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013).

A quitosana é uma das substancias mais utilizadas para fins de
microencapsulagéo, suas microparticulas ndo sé protegem as moléculas do farmaco da
degradagcdo, mas também melhoram sua absor¢do e biodisponibilidade (DHAWAN;
SINGLA; SINHA, 2004). A utilizagdo de microparticulas de quitosana como sistemas de
administracdo controlada para farmacos convencionais, farmacos proteicos e produtos
naturais, como as substancias fendlicas, tem atraido atencado crescente desde o inicio da
década de 1990 (ESTEVINHO et al., 2013; RUTZ et al., 2016; RUTZ et al., 2017; YUAN;
JACQUIER; O’'RIORDAN, 2017; ZHANG et al., 2017).

Os sistemas de liberagdo mucoadesivos tém sido alvo de grande interesse por
serem considerados uma forma promissora para prolongar o tempo de residéncia das
formulagdes na camada mucosa, permitindo a otimizagcdo da liberagdo das substancias
ativas onde deve ocorrer o efeito terapéutico, e/ou o intimo contato da formulacdo com o
local de absorcao (MAZZARINO, 2013).

Os sistemas mucoadesivos podem ser destinados a diferentes regides do corpo,
pois as células secretoras de muco sdo amplamente disseminadas em diferentes locais do
corpo incluindo a mucosa nasal, ocular, bucal, gastrintestinal e o trato respiratério
(DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004; MAZZARINO, 2013).

Entre os polimeros mucoadesivos, a quitosana tem sido amplamente investigada
devido as suas propriedades biocompativeis e sua capacidade de interagir com as
superficies mucosas. A molécula linear de quitosana apresenta flexibilidade de cadeia para
interpenetracdo e emaranhamento. Sendo suas propriedades de mucoadesdo devidas a
atracao eletrostatica entre suas cargas positivas e o grupo acido sialico negativamente
carregado da mucina (DUDHANI; KOSARAJU, 2010).
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Essa propriedade mucoadesiva da quitosana permite reduzir a frequéncia de
administracdo de doses e aumentar a absorgcéo das substancias ativas por meio da abertura
das jungdes celulares facilitando a permeabilidade (DUDHANI; KOSARAJU, 2010; KIM et
al., 2016).

Consequentemente, as microparticulas de quitosana carregadas positivamente
também possuem propriedade de adsorver com a glicoproteina do muco, e podem regular a
liberagdo de substancias ativas no trato gastrointestinal, conduzindo assim a uma
biodisponibilidade oral aumentada das substancias encapsuladas (DHAWAN; SINGLA;
SINHA, 2004).

2.5.2 Goma Xantana

A goma xantana é uma goma industrial classificada como
heteroexopolissacarideo ramificado, aniénico, produzido por fermentagdo, empregando a
bactéria Xanthomonas campestris (BRANDAO et al., 2008). Devido as suas propriedades
reologicas e biologicas, a goma xantana destaca-se industrialmente, visto que suas
solucdes possuem alta viscosidade em baixas concentracdes, estabilidade em uma ampla
faixa de temperatura, pH e concentracdo de sais, além de possuir atividade antioxidante
(NERY; ESPERIDIAO; DRUZIAN, 2008; XIONG et al., 2013).

A goma xantana possui estrutura primaria formada por unidades repetidas de
pentassacarideos, cuja massa molar varia de 13.000.000 a 50.000.000 Da. A cadeia linear é
formada por duas unidades de glicose, e o trissacarideo das ramificagdes por duas unidades
de manose e uma unidade de acido glicurbnico. Como demonstrado na Figura 4, em
aproximadamente metade das unidades de D-manose terminal, um residuo de acido
piruvico esta ligado nas posicdes 4 e 6. A unidade de D-manose n&o terminal carrega um
grupo acetil na posicdo 6 (NERY; ESPERIDIAO; DRUZIAN, 2008).
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Figura 4 - Estrutura quimica de goma xantana.

0 CH,

FONTE: (FENG; WANG; LEI, 2014).

A sua natureza anibnica € atribuivel aos grupos acido piravico e acido
glucurdnico nas cadeias laterais (KIM et al.,2016). Em pH aproximado de 4,5, os residuos
acetil e piruvil sdo desprotonados, aumentando a densidade de carga ao longo das cadeias
de xantana e permitindo o seu uso como agente reticulante da quitosana (BUENO et al.,
2013).

O sistema quitosana e goma xantana é formado por meio das interagdes idnicas
entre 0s grupamentos amino presentes na estrutura da quitosana e dos grupamentos
carboxilicos presentes na estrutura da goma xantana como demonstrado na Figura 5
(RUTZ, 2013).

Figura 5 — Estrutura do sistema quitosana e goma xantana.

Fonte: (RUTZ, 2013).

As microparticulas obtidas a partir de quitosana e goma xantana apresentam
cinética de inchaco sensivel ao pH e, portanto, possuem alto potencial para a administragéo
de substancias bioativas em condi¢des gastrointestinais por meio de sistemas de liberagéo
controlada (LUO; WANG, 2013).
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2.6 AGENTES RETICULANTES

O tipo de agente reticulante impacta significativamente na estabilidade, na
eficiéncia de encapsulamento e liberacdo das substancias ativas das microparticulas
(WANG; JUNG; ZHAO, 2017). Dependendo da natureza do agente de reticulagdo, as
principais interagcbes que formam a rede (quitosana / agente de reticulacdo) sao ligacoes
covalentes ou idnicas (ESTEVINHO et al., 2013).

Muitos polidnions de diferentes categorias foram investigados para formar
complexos com quitosana, incluindo polimeros naturais (goma xantana, alginato, pectina,
carragenina, celulose, colageno, etc.) polimeros sintéticos, anions metalicos, e sais
inorganicos como o tripolifosfato de sédio (KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013; LUO;
WANG, 2013).

O tripolifosfato de sédio € um sal metalico, aniénico e multivalente, utilizado
como agente de ligagdo cruzada que promove a complexagdo com um polimero carregado
positivamente, principalmente a quitosana, em um processo de gelificagao ibnica. O TPP é
considerado biocompativel e bem tolerado e a rede formada é reversivel (ESTEVINHO et

al., 2013). Sua estrutura quimica é demonstrada na Figura 6 (RUTZ et al., 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica do tripolifosfato de sédio.
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Fonte: (UR-REHMAN; TAVELIN; GROBNER, 2011)

A reticulacao ibnica pode ocorrer dentro da rede por meio de interagdes entre as
cargas negativas do TPP e os grupos amino positivamente carregados de moléculas de
quitosana como demostrado na Figura 7 (HEJJAJI; SMITH; MORRIS, 2017).
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Figura 7 - Estrutura do sistema quitosana e tripolifosfato de sédio
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Fonte: (KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013).

Para a preparacao de microparticulas de quitosana e TPP diversos parametros
experimentais devem ser avaliados e estudados para que os complexos formados tenham
as caracteristicas desejadas. Nesse sentido, estudos demonstram que o tamanho e
estabilidade dessas particulas sofrem o impacto de diversos fatores como o tipo de
quitosana (peso molecular, grau de desacetilagdo), concentragcao, razdo entre quitosana e
TPP, pH, forga ibnica, além de variaveis do processo como velocidade de agitacao,
velocidade de adicdo de TPP e temperatura (KASPAR; JAKUBEC; STEPANEK, 2013;
RAZGA et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar microparticulas poliméricas naturais contendo extrato

de graos de café verde (Coffea arabica L.).

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Obter o extrato hidroalcodlico de graos de café verde;

e Caracterizar o extrato quanto a atividade antioxidante e concentracao de 5-
ACQ;

e Preparar microparticulas de quitosana com goma xantana e TPP como
agentes reticulantes, utilizando os processos de coacervagao complexa e gelificagéo idnica,
respectivamente, seguidos de liofilizagao;

e Avaliar as caracteristicas morfolégicas das microparticulas de quitosana e do
extrato quanto ao tamanho e forma;

e Desenvolver metodologia de HPLC para quantificagdo de 5-ACQ nas
microparticulas;

e Analisar a eficiéncia de encapsulamento do 5-ACQ nas microparticulas de
quitosana;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas de quitosana e
do extrato por espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier e analise
termogravimétrica;

e Determinar o perfil de liberagdo de 5-ACQ in vitro em fluidos gastrointestinais
simulados;

e Avaliar a interagcdo das microparticulas de quitosana com a mucina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE GRAOS DE CAFE VERDE

Foram utilizados graos de café beneficiados (Coffea arabica L.), adquiridos da
Cooperativa dos Cafeicultores das Matas de Minas, Vigosa, Minas Gerais. Os graos de café
verde foram moidos em moinho de facas micro (MSSL-030) e tamisados (granulacao de 840

pum /malha n° 20).

4.2 OBTENGAO DO EXTRATO DE GRAOS DE CAFE VERDE

Para a obtencao do extrato de graos de café verde adicionou-se 30g dos graos
moidos e tamisados, em 70 mL de solugdo hidroalcodlica na proporcao 80% de etanol:agua,
e promoveu-se a extracdo por agitacdo em agitador orbital (shaker), durante 2 horas, 200
rpm a 25 °C. Posteriormente, o extrato foi filtrado sob bomba de vacuo por meio de funil de
Blchener e vidraria de kitassato, utilizando papel de filtro, tipo millex 14 ym .

O extrato bruto obtido, apds o processo de extracdo, foi concentrado sob vacuo
em evaporador a 40 °C, congelado a -80 °C e liofilizado (JJCIENTIFICA®, JJ04) por 24
horas. Apds a liofilizagdo, o extrato foi mantido em dessecador, e armazenado em frasco
ambar hermeticamente fechado (LAINE et al., 2008; RUTZ, 2013).

4.3 CARACTERIZAGAO DO EXTRATO DE GRAOS DE CAFE VERDE

4.3.1 Método de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato de grdos de café verde frente ao radical
DPPH foi realizada de acordo com Blois (1958) e modificacdes. A amostra foi adicionada em
placa de 96 pocos nas concentragcées de 250 a 0,49 ug/mL (diluicbes sucessivas). Para
isso, foram transferidos para um pogo da placa 100 yL de uma solugdo 1 mg/mL em metanol
(Biotec®) e foram realizadas 10 dilui¢des sucessivas 1:2 em metanol. Posteriormente foram
adicionados 150 uyL de solugdo de DPPH (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
EUA) em metanol.

Para o preparo do branco foram utilizados todos os reagentes, exceto a amostra,
a qual foi substituida por metanol. A Quercetina (Dindmica®) foi utilizada como substancia
de referéncia. A placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e em sequéncia a
absorbancia foi determinada a 517 nm. Os resultados foram expressos na forma de

concentracao do extrato necessaria para inibir metade da formacgao do radical livre (CEsy).



35

4.3.2 Sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante pelo método do descoramento do sistema -
caroteno/acido linoleico foi realizada segundo Marco (1968) com modificagbes. Para o
preparo da emulsao, foram utilizados 30 uL de acido linoleico, 265 uL de Tween 40, 100 uL
de solugcao de [-caroteno em diclorometano (10 ug/mL) e 500uL de diclorometano. A
mistura foi submetida a nitrogénio gasoso por 50 minutos a fim de obter a completa
evaporagdo do diclorometano. Adicionou-se 40 mL de agua destilada previamente
oxigenada (30 minutos), com o proposito de se obter uma solugdo emulsionada com
densidade optica na faixa de 0,6-0,7 nm. O extrato foi solubilizado em metanol na
concentracdo de 222 ug/mL. 20 pyL do extrato foram transferidos para microplaca de 96
pocgos e a cada amostra foram adicionados 250 uL da emulsdo. A absorbancia das amostras
e do controle (sem adigdo de antioxidante) foi medida a 470 nm ao longo de 2 horas a 45°C.
Realizou-se 9 leituras, com 15 minutos de intervalo entre cada uma delas. A atividade

antioxidante foi calculada por meio da seguinte férmula:

o6 inbigio = et~ Aer ) —Aar) | 45,
J ) (Acr—Acr)

Onde A e A, representam a absorbancia inicial do controle e da amostra
respectivamente. E Ace € Axr sd0 as absorbancias finais do controle e da amostra

respectivamente.

4.3.3 Quantificagao de 5-ACQ por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os reagentes utilizados foram metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA), agua
deionizada ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore®) e acido fosférico de alta pureza
P.A. (marca Quimex e pureza de 85%). Todos os solventes foram filtrados em membrana de
0,45 ym com o auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e degaseificados durante
15 minutos em banho de ultrassom a 45 °C. O padrao de acido clorogénico (pureza 295%)
foi adquirido da Sigma-Aldrich.

Antes das injecoes, todas as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
10000 rpm e filtrados em filtros de 0,45 micras acoplados a seringas. Foi utilizado um HPLC
Agilent Technologies Série 1200, constituido de uma bomba quaternaria, detector de arranjo
de diodos - ultravioleta (DAD — UV) e injetor automatico. Os dados coletados das amostras e

padrées foram tratados e analisados utilizando o software ChemStation. A cromatografia foi
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realizada em coluna de fase reversa de silica C18 Zorbax (Agilent Technologies®) de 250
mm X 4,6 mm com particulas de 5 ym.

O eluente utilizado foi preparado utilizando agua ultrapurificada acidificada com
0,1% de &cido fosférico (Solvente A) e metanol (Solvente B). Primeiramente a coluna foi
equilibrada por 20 minutos com a fase mdvel, composta 95% do solvente A e por 5% do
solvente B. Apds a injegcdo de 20 pL das amostras e padrbes, a eluicdo das substancias
ocorreu com um gradiente de concentracao dos solventes de forma que a concentracao do
solvente B aumentou de 5% para 40% em 20 minutos e de 40% para 100% em 10 minutos,
permanecendo em 100% por 10 minutos. O fluxo de elui¢cdo foi de 0,8 mL/minuto (CRUZ,
2017).

O padrao de acido clorogénico e o extrato foram diluidos em agua destilada. O
extrato de graos de café verde foi analisado em ftriplicata na concentragdo de 1 mg/ mL.
Foram preparadas solugdes do padrao nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 300 ug/ mL
para construgao da curva de calibracéo através do método do padrao externo. A equagao da
curva de calibragéo obtida foi y= 49,475x-676,06 com R?=0,9935. Os padrdes de acido

clorogénico e os extratos foram analisados em 330 nandmetros.

4.4 PREPARO DAS MICROPARTICULAS

4.4.1 Solugoes estoque

Preparou-se a solugao estoque de quitosana, dissolvendo-se 6,5 g de quitosana
(1% m/v) em 300 mL de solugdo de acido aceético 1% v/v por agitacdo, durante 1 hora, até
completa dissolugdao (ESTEVINHO et al., 2013). Em seguida, ajustou-se o pH para 5,6 com
hidréxido de sédio 0,5 M, e completou-se com agua destilada até 650 mL (RUTZ et al.,
2017).

Posteriormente, preparou-se a solugao estoque de goma xantana (1% m/v) na
qual se adicionou 3,0 g de goma de xantana em 300 mL de solugédo de acido acético com
pH 6,5 sob agitacao de 200 rpm por 1 hora, até completa dissolu¢cao (CADDEO et al., 2014).

Para a producao da solugao estoque de tripolifosfato de sédio, adicionou-se 0,36
g de TPP em 90 mL de solugdo de hidréxido de soédio 0,5M com pH 9,0, seguindo a
propor¢do de 1:10 m/m com a quitosana (ESTEVINHO et al., 2013), sendo o volume da
solugdo final na proporgédo 1:4 com a solugdo de quitosana (HEJJAJI; SMITH; MORRIS,
2017).

Nas solu¢des de goma xantana, para produgao de microparticulas com extrato,

foram adicionados 1,0 g de extrato de graos de café verde seguindo a propor¢édo de 1:1 m/m
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com o material encapsulante (quitosana e goma xantana), seguidos de agitacdo em vortex
por 15 minutos (ESTEVINHO et al., 2013).

Nas solugbes de TPP, para producdo de microparticulas com extrato, foram
adicionados 0,9 g de extrato de gréos de café verde na proporgdo de 1:1 m/m com

quitosana, seguidos de agitagcdo em vortex por 15 minutos (ESTEVINHO et al., 2013).

4.4.2 Obtengao das microparticulas

Para o preparo das microparticulas, realizou-se a adicdo das solugdes de
agentes reticulantes (goma xantana ou TPP) por gotejamento nas solugdes de quitosana
sob continua agitagdo por 2h a 1200 rpm em agitador magnético, seguida de 5 minutos, a
13500 rpm em Ultra-Turrax. As microparticulas com adicdo de extrato de grdos de café
verde foram produzidas de forma semelhante. As microparticulas foram preparadas em
triplicata (ESTEVINHO et al., 2013).

Para o processo de liofilizagao, as solu¢des foram centrifugadas a 7000xg por 10
minutos, para a retirada do sobrenadante e de substancias nao encapsuladas. O
sobrenadante foi armazenado sob refrigeracdo para a analise da eficiéncia de
encapsulamento. Em seguida, os precipitados foram submetidos ao congelamento a -80°C,
e liofilizados. Todas as amostras foram mantidas em dessecador, e armazenadas em
frascos ambar (LAINE et al., 2008; RUTZ, 2013).

4.5 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

4.5.1 Tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foram medidas diretamente por
espalhamento dindmico de luz utilizando o equipamento LS 13320 Laser Diffraction Particle
Size Analyser (Beckman Coulter). Foram utilizados 50 mL de solu¢do das microparticulas de
quitosana com e sem adigdo de extrato de graos de café verde, antes do processo de
liofilizagdo. O tamanho das particulas foi descrito usando o didmetro médio ponderado pelo
volume. A intensidade da luz dispersa foi transformada no fator de difusdo (HEJJAJI,
SMITH; MORRIS, 2017).

4.5.2 Analise morfologica

A analise morfolégica do extrato e das microparticulas de quitosana com goma

xantana e quitosana com TPP, com e sem adigdo de extrato de graos de café verde foi
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realizada com o auxilio de microscépio eletrénico de varredura JEOL modelo TM3000. As
amostras foram fixadas em um suporte metalico com auxilio de uma fita dupla-face de

carbono. A visualizacao foi realizada no aumento de 200x.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulamento do 5-ACQ

O teor de 5-ACQ encapsulado foi calculado a partir dos resultados das analises
de HPLC pelo método descrito no item 4.3.4. As amostras foram obtidas retirando-se
aliquotas de 1 mL dos sobrenadantes dos meios de producdo das microparticulas com
adigao de extrato, seguidas de centrifugagao e filtragao.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada por método indireto, a partir da
diferencga entre a quantidade total de 5-ACQ adicionada na preparagao das microparticulas
e a quantidade dessa substancia encontrada livre no meio aquoso do processo de
producao. Para a quantificacdo, utilizou-se a equagao abaixo, onde QT ¢é a quantidade total
de 5-ACQ adicionada e QL é a quantidade livre no sobrenadante (RUTZ et al., 2016).

EE(%) = % x 100

4.5.4 Analise espectroscopica

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho médio das
microparticulas com e sem extrato de graos de café foram realizadas no modo de
transmitancia, utilizando o espectrémetro FTIR-MIR, modelo Vertex 70, com acessoério ATR,
Bruker® com resolugdo de 4 cm™. O espectro foi obtido pelo Software OPUS® 6,5 nos
numeros de ondas compreendidos na faixa de 400-3500 cm™, com 64 leituras (scans). Essa
analise também foi realizada com o extrato de graos de café verde como controle (RUTZ,
2013).

4.5.5 Analise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas e de analise térmica diferencial acopladas ao FT-
IR (TGA/DTA/FT-IR) foram realizadas utilizando equipamento em Analisador Térmico
simultdneo acoplado ao FT-IR Tensor 27 da marca Bruker e uma termobalanga STA 449 F3
Jupiter da marca NETZSCH. As amostras do extrato de grdos de café verde e das

microparticulas com e sem adicdo de extrato foram submetidas a uma taxa de aquecimento
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de 10°C por minuto até temperatura de 500°C. Um cadinho de aluminio foi utilizado na
analise e o gas inerte foi o nitrogénio (DHANKA; SHETTY; SRIVASTAVA, 2017).

4.5.6 Perfil de liberagao de 5-ACQ encapsulado

Solugdes de acido citrico 0,1M e fosfato dissédico, foram misturadas, a fim de se
obter solugées com pH final de 2,0 e 7,4 para a simulacido de fluido gastrico e intestinal,
respectivamente (CADDEO et al., 2014; RUTZ et al., 2016).

Para a analise do perfil de liberagéo, foram pesadas 50 mg das microparticulas
com extrato de grédos de café verde, adicionou-se 10 mL das solugbes acida ou basica,
seguida de incubacédo a 37 °C sob agitacdo de 100 rpm em shaker. Foram retiradas
aliquotas de 1,0 mL, nos tempos 20, 60, 120 minutos para o meio acido e 120, 240, 360,480
minutos para o meio basico, com reposi¢ao imediata do meio (RUTZ, 2013). As aliquotas
foram submetidas a centrifugacdo de 7000xg por 10 minutos, sendo o sobrenadante

destinado a quantificagéo de 5-ACQ pelo método descrito no item 4.3.4.

4.5.7 Mucoadesividade

As propriedades mucoadesivas das microparticulas foram avaliadas por um
método previamente descrito por Cerchiara et al., (2015) com algumas modificagdes. 1 mg
das microparticulas de quitosana com goma xantana e quitosana com TPP sem extrato
foram dispersas na solugdo de mucina (1 mg / mL) com fosfato dissédico (0,05 M, pH 7,4),
por agitacdo em vortex. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 2h. Em
seguida, as dispersdes foram centrifugadas a 7000xg por 10 minutos, e o sobrenadante foi
usado para a medicdo do conteudo de mucina livre. A mucina livre remanescente no
sobrenadante foi determinada a 261 nm por espectrofotometria UV. Os resultados foram
expressos em porcentagem de mucina aderida as microparticulas, baseados na curva de

calibragéo da mucina construida com concentrac¢des variando entre (0,166 e 1,0 mg / mL).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo programa de estatistica
GraphPad Prism® (versao 6.0). Os resultados foram expressos pela média * erro padrao da
meédia, comparando os diferentes grupos de acordo com o método de analise de variancia
ANOVA, seguido de teste t de Student. Foram consideradas diferencas significativas os

valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE GRAOS DE CAFE VERDE
5.1.1 Atividade antioxidante do extrato de graos de café verde
A atividade antioxidante frente ao radical DPPH e a % de inibicdo da co-
oxidacdo do sistema [-caroteno/acido linoleico do extrato de graos de café estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Atividade antioxidante do extrato de graos de café verde

Extrato de graos de

Quercetina
café verde
Atividade antioxidante CEs, (ug/mL) frente ao b
_ 3,80 £ 0,092 1,19+0,04
radical DPPH
% de inibicado da co-oxidagao do sistema [3- )
33,47+0,08° 73,12+0,15

caroteno/acido linoleico

Os valores correspondem a média + erro padrdo da média. Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem entre

si (p<0,05). CEso , concentragdo do extrato necessaria para inibir metade da formacéo do radical livre.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O CEs do extrato de graos de café verde frente ao radical DPPH foi de
3,80+0,09 (ug/mL) e da quercetina foi de 1,19+0,04 (ug/mL). A diferenga estatistica (p<0,05)
encontrada entre o extrato e a quercetina demonstraram maior capacidade antioxidante da
quercetina que é uma substancia padrao amplamente estudada e de eficiéncia comprovada
(KIATTISIN; NANTARAT; LEELAPORNPISID, 2016). Porém, os resultados foram tao
préximos que demonstraram a eficiente atividade antioxidante do extrato em meio hidrofilico.

Kiattisin; Nantarat; Leelapornpisid (2016) relatam ter encontrado um CEs, de 5,00
(Mg/mL) em um extrato de graos de café verde obtidos por maceragéo estatica em etanol. A
concentracao do extrato de graos de café verde necessaria para inibir metade da atividade
do radical livre DPPH é baixa, demostrando alta capacidade antioxidante do extrato obtido
neste trabalho.

A porcentagem de inibicdo do sistema de co-oxidagdo do [-caroteno/acido
linoleico pelo extrato de grados de café verde foi de 33,47+0,08% que apesar de ter sido
significativamente menor (p<0,05) do que o resultado obtido para quercetina (73,12+0,15%)
representa uma taxa de inibicdo consideravel. Os acidos hidroxicinamicos, incluindo os

acidos clorogénicos, por estarem na forma esterificada na natureza possuem maior
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solubilidade lipidica do que na forma livre. Com isso, varias dessas substancias estdo sendo
utilizados como antioxidantes para preservar sistemas lipofilicos. Compreender a
propriedade antioxidante do extrato de graos de café verde em meio lipofilico, permite
entender seus mecanismos de capitagdo de radicais livres de uma forma mais abrangente e
completa (RAZZAGHI- ASL et al., 2013).

As solugdes hidroalcodlicas e os alcoois (principalmente metanol e etanol) sdo
os solventes mais indicados para otimizacdo da extracido de acidos clorogénicos, que
juntamente com temperaturas amenas, formam as condi¢des ideais para extracdo deste
grupo de substancias (DAWIDOWICZ; TYPEK, 2015). As altas temperaturas comumente
empregadas nos processos de extracdo podem decompor as substincias fendlicas,
produzindo pelo menos 20 substancias diferentes, as quais podem nao ter as mesmas
propriedades ativas das substancias originais (CROZIER et al. 2011; WIANOWSKA,;
TYPEK; DAWIDOWICZ, 2015).

A utilizagao de processos de extracdo, como o deste trabalho, que possibilitam a
utilizagdo de solventes menos agressivos e que sejam usados em menores quantidades tem
ganhado destaque. Pois se tratam de técnicas de menor impacto ambiental quando
comparados com técnicas de extragado consolidadas, como por exemplo, maceragao e por
soxhlet, que na maioria das vezes utilizam grande quantidade de solvente e alguns
solventes mais toxicos, como hexano, diclorometano, dentre outros. Outras vantagens do
método utilizado neste trabalho sdo o tempo operacional reduzido, maior rendimento e
qualidade do extrato (WIANOWSKA, TYPEK; DAWIDOWICZ, 2015).

Os resultados obtidos nas andlises antioxidantes demonstram que os graos de
café verde possuem alta capacidade antioxidante tanto em meio aquoso, quanto em meio
lipofilico. Os acidos fendlicos sao as substancias da classe dos fendis que estdo em maiores
concentragdes nos graos de café verde, e por possuirem propriedades antioxidantes
reconhecidas, eles se tornam os maiores responsaveis por essa atividade. Porém, a
atividade antioxidante do café ndo se deve apenas a eles, mas também a outras
substancias fendlicas como as proantocianidinas, flavonodides, além de outros constituintes,
como os minerais e os diterpenos (DURAN et al., 2017; PAN et al., 2016).

A determinagao da atividade antioxidante de extratos ¢é influenciada pelo método
empregado, com isso, a realizacdo de mais de um tipo de analise antioxidante é
recomendada, uma vez que os principios dos métodos variam de acordo com a matriz
reacional (MOREIRA, 2013). A utilizacdo de diferentes métodos pode diminuir a
interferéncia de outras substancias nessas analises, como as proteinas e agucares, que
estdo presentes no café em grandes quantidades (MOREIRA, 2013; REGAZONNI et al.,
2016).
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Esses resultados reforgam a necessidade de mais estudos que garantam maior
eficacia, estabilidade e aplicabilidade do extrato de gréos de café verde devido a importancia
de suas propriedades bioativas, que principalmente s&o atribuidas a acdo atividade
antioxidante de seus constituintes (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; PAN et al., 2016).

5.1.2 Quantificagdo de 5-ACQ por Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil cromatografico obtido por HPLC do extrato de gréos de café verde esta

apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Perfil cromatografico do extrato de graos de café verde.
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com 0,1% de acido fosférico e metanol com fluxo de 0,8 ml/minuto.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

No cromatograma obtido pelo método de HPLC os sinais com tempos de
retencdo de 16,69 e 17,26 minutos nao tiveram a separagcao completa, pois se tratam

isémeros de 5-ACQ como demonstrado pelos seus espectros na Figura 9.
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Figura 9 — Espectros de absorgéo dos acidos clorogénicos
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O método utilizado por este trabalho para a quantificagdo de 5-ACQ no extrato
de graos de café foi eficaz, pois houve a separagdo dos acidos clorogénicos dos demais
constituintes do extrato.

A concentragdo de 5-ACQ do extrato de graos de café verde foi de 110,15 +
16,76 ug/mg. Getachew; Chun (2016) relatam ter encontrado 39,33 a 70,71 ug/mg de 5-
ACQ em extratos obtidos por hidrolise com agua supercritica de graos de café verde (Coffea
arabica L.) de diferentes origens.

O presente trabalho quantificou o 5-ACQ nos graos de café verde e apresentou
concentracao superior aos valores relatados por Getachew; Chun (2016). Essa analise
demonstra a eficiéncia do processo extrativo utilizado, e que os graos de café utilizados sao

fontes de grande quantidade de 5-ACQ.
5.2 CARACTERIZAGCAO DAS MICROPARTICULAS
5.2.1 Tamanho de particula
Os tamanhos médios ponderados das particulas de quitosana reticuladas com

goma xantana e TPP, com e sem adigcdo de extrato de grédo de café verde estado

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2- Tamanho médio das particulas de quitosana

Amostra Tamanho médio das particulas (um) £+ EPM
Q/GX 1113+ 7,812
Q/GXI/E 515,93 + 1,24°
Q/TPP 244,65+ 19,02°
Q/TPP/E 498,85 + 14,21°

EPM: Erro padrédo da média; Q/GX: microparticulas de quitosana e goma xantana; Q/GX/E: microparticulas de quitosana e
goma xantana com adi¢do de extrato; Q/TPP: microparticulas de quitosana e TPP; Q/TPP/E: microparticulas de quitosana e
TPP com adigéo de extrato.Os valores correspondem a média + erro padrdo da média. Médias na coluna seguidas de letras
diferentes diferem entre si (p<0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A analise de tamanho de particula demonstrou diferenca estatistica (p<0,05)
entre os sistemas poliméricos propostos neste trabalho. As microparticulas de quitosana e
goma xantana obtiveram maior tamanho médio (1104 - 514,17 uym) em relagdo as que
utilizaram o tripolifosfato de sédio como agente reticulante (258,1 - 313,6 pm).

Observa-se nos resultados, que o tamanho das particulas depende do processo
de obtencao utilizado na sua producao. Provavelmente, isso se deve as diferencas quimicas
e fisicas entres os agentes reticulantes e suas interagdes com a quitosana, visto que a goma
xantana € um biopolimero com alto peso molecular, maior do que o sal ibnico TPP que é
uma molécula de baixo peso molecular (FENG; WANG; LEI, 2014; UR-REHMAN; TAVELIN;
GROBNER, 2011).

Apds a adicdo de extrato, os sistemas poliméricos tiveram comportamentos
diferentes, pois as microparticulas de quitosana e TPP tiveram seu tamanho aumentado de
258,1 para 313,6 um e as microparticulas de quitosana e goma xantana diminuiram de 1104
para 514,17 um. Possivelmente, isso se deve a existéncia de sitios protonados da quitosana
nas microparticulas de Q/GX, devido ao impedimento estérico, que apds a inclusdo do
extrato, rico em espécies anibnicas, favorecem a interacdo eletrostatica e aumentam a
reticulacdo do sitema, o que contribui para a reducdo de didmetro das particulas. E este
fendbmeno nao ocorre nas microparticulas de Q/TPP, pois os sitios de ligagdo da quitosana
ja estao reticulados com o TPP, gerando uma estrutura compacta e que ao se adicionar o
extrato promove o aumento do tamanho médio da particula, como ja descrito por Cerchiara
et al. (2015).

A distribuicao do tamanho de particula em produtos na forma de p¢ influencia em
varias propriedades do material, afetando a resisténcia mecanica, densidade, solubilidade e

caracteristicas térmicas e elétricas (PAPINI, 2003).
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5.2.2 Andlise morfolégica

Na Figura 10 estdo expostas as eletromicrografias, obtidas por MEV, do extrato
de graos de café verde e das microparticulas de quitosana e goma xantana com e sem
adicao de extrato de graos de café verde e quitosana e TPP com e sem adigéo de extrato de

graos de café verde.

Figura 10 — Eletromicrografias do extrato de grdos de café verde e das microparticulas

de quitosana
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E: extrato de graos de café verde; Q/GX: microparticulas de quitosana e goma xantana; Q/GX/E: microparticulas de
quitosana e goma xantana com adigcéo de extrato; Q/TPP: microparticulas de quitosana e TPP; Q/TPP/E: microparticulas de

quitosana e TPP com adigao de extrato. Eletromicrografias em aumento de x200.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A eletromicrografia do extrato de grdos de café verde permite perceber uma
superficie deformada, com presenca de rugosidades, demonstrando ser uma forma densa,
com a presenca de aglomerados.

As microparticulas obtidas neste trabalho possuem estrutura irregular,
escamosa e friavel com poros, devido a sublimagao da agua pela liofilizagdo. A agregacao
das particulas apoés a liofilizacao se deve ao maior contato destas particulas durante o
congelamento e em alguns casos elas podem se fundir.

A obtencgao das microparticulas de quitosana por coacervagao complexa com a
goma xantana e por gelificacido idbnica com o TPP propostas neste trabalho, proporcionou a
formacgao de uma estrutura em formato de rede polimérica que foi independente do método,

agente reticulante e adigdo de extrato graos de café verde.
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Este resultado é semelhante aos de outros estudos sobre microparticulas de
quitosana com essas caracteristicas, especialmente nos trabalhos que combinaram
métodos de encapsulamento que promovem a precipitacdo das microparticulas de
quitosana seguidos de liofilizagado. (KIM et al.,2016 ; RUTZ et al., 2016; RUTZ et al., 2017,
WANG; JUNG; ZHAO, 2017).

As microparticulas de quitosana, principalmente liofilizadas apresentam forte
tendéncia a aglomeragao, permanecendo unidos por atracbes de origem eletrostatica. Na
técnica de analise de tamanho de particula por difragdo a laser as particulas estavam
dispersas em um fluido, e nesses casos sua area de superficie especifica acentua a
atuacgao das forgas superficiais com o solvente aquoso. Essa interagao, afeta diretamente o
estado de dispersao das particulas, evitando a formagédo de agregados ou aglomerados
fracos (DUDHANI; KOSARAJU, 2010; PAPINI, 2003). Com isso, a microscopia eletronica de
varredura, neste trabalho, nos fornece informagdes sobre a estrutura das microparticulas e

suas possiveis interacoes e nao sobre as estruturas individualizadas.

5.2.3 Eficiéncia de encapsulamento do 5-ACQ

Os perfis cromatograficos dos sobrenadantes obtidos no processo de obtengao
das microparticulas de quitosana com goma xantana e quitosana com TPP, para a analise
por método indireto da eficiéncia de encapsulamento estdo apresentados na Figura 11 e 12

respectivamente.

FIGURA 11 — Perfil cromatografico do sobrenadante do processo de obtengéo
das microparticulas quitosana e goma xantana.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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FIGURA 12— Perfil cromatografico do sobrenadante do processo de obtengao

das microparticulas quitosana e TPP.
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Nos cromatogramas obtidos é possivel visualizar a separacdo dos picos de 5-
ACQ das demais substancias presentes, e que nao houve a interferéncia das moléculas dos
sistemas polimericos e de outros constituintes nessa analise, demonstrando ser um método
eficaz para analise dessas substancias bioativas em microparticulas de quitosana.

Os resultados referentes a eficiéncia de encapsulamento pelo método indireto de
5-ACQ nas microparticulas com extrato de quitosana com goma xantana e quitosana com
TPP estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Eficiéncia de encapsulamento de 5-ACQ nas microparticulas de quitosana

Amostra Eficiéncia de encapsulamento de 5-ACQ (%)
Q/GX 62,70 + 5,20°
Q/TPP 74,04 £ 8,65°

Média + Erro padrdo da média. Q/GX: microparticulas de quitosana e goma xantana; Q/TPP: microparticulas de quitosana e
TPP.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As microparticulas de quitosana com goma xantana e quitosana com TPP
obtiveram, respectivamente, taxa de encapsulamento de 5-ACQ de 62,70+5,2% e
74,0418,65 %. A eficiéncia de encapsulamento do extrato de grados de café verde foi
influenciada pelo agente reticulante utilizado, sendo as microparticulas de quitosana com

TPP as que obtiveram maiores taxas (p<0,05) de encapsulamento do 5- ACQ.
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A utilizacdo de quitosana, goma xantana e TPP para microencapsulacao de
extrato de gréos de café verde, conforme realizada neste trabalho, ainda nao foi descrita na
literatura cientifica. Outros trabalhos utilizaram esses sistemas poliméricos para encapsular
outras substancias.

Caddeo et al. (2014) e Rutz et al. (2017) estudaram microparticulas de quitosana
e goma xantana e relatam ter encontrado eficiéncias de encapsulamento de 63 + 7% para
quercetina e 62,41% para carotenoides. Yuan; Jacquier; O’riordan (2017) estudaram
microparticulas de quitosana com diferentes concentragdes de TPP e relatam ter obtido
eficiéncias de encapsulamento entre 50 £ 1% e 71.6 + 0.7% para albumina de soro bovino.

Estes resultados corroboram com dados relatos na literatura e demonstram que
ambos o0s sistemas poliméricos naturais utilizados neste trabalho sdo capazes de
microencapsular eficazmente o 5-ACQ presente nos graos de café verde, e que o agente

reticulante utilizado interfere na eficiéncia de encapsulamento.

5.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O perfil espectroscépico do extrato de grao de café verde € constituido por picos
de absorbancia nos numeros de onda de 3000,1600, 1450, 1250, 1050 cm™, como
demonstrado na Figura 13 .

Figura 13 — Espectro FTIR-MIR do extrato e das microparticulas de quitosana
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E: extrato de grdos de café verde; Q/GX: microparticulas de quitosana e goma xantana; Q/GX/E:
microparticulas de quitosana e goma xantana com adi¢cdo de extrato; Q/TPP: microparticulas de quitosana e TPP; Q/TPP/E:

microparticulas de quitosana e TPP com adigéo de extrato.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A banda larga observada entre 3000 cm™ é relativa a deformagéo axial da
ligagdo O-H. Pode-se concluir, que o extrato de grdos de café verde apresenta em sua
constituicdo substancias hidroxiladas como carboidratos e substancias fendlicas incluindo os
acidos clorogénicos (ROSA, 2010).

Em torno do numero de onda de 1600 cm™, os picos de absorbancia
correspondem a banda de estiramento da ligagdo C=C de substancias aromaticas. Essas
vibragdes podem estar relacionadas ao alongamento do anel benzeno (SHAO et al., 2014).
O extrato de gréos de café verde é importante fonte de algumas substancias aromaticas
como as substéancias fendlicas que s&do um grupo extenso e heterogénico (ROSA, 2010).

E possivel identificar também picos na regido caracteristica de carboidratos
devido & deformagao assimétrica da ligagdo C-H sp® alifaticas, no nimero de onda préximo
a 1450 cm™ (ROSA, 2010).

Em aproximadamente 1250 cm™, o extrato absorve na banda de deformacéo
axial assimétrica da ligagdo C-O-C, a qual indica a presenga de ésteres ou éteres (ROSA,
2010). Possivelmente, houve absor¢do neste numero de onda devido aos grdos de café
serem fontes de substancias fendlicas que sdo encontradas sob a forma de ésteres na
natureza (MOREIRA, 2013).

A larga banda observada em torno de 1050 cm™' esta relacionada com vibragdes
esqueléticas envolvendo estiramento C-O que s&o caracteristicas de carboidratos (KIM et al.
2016). A presencga desta alta absor¢do neste numero de onda era esperada, pois 0s
carboidratos sdo os principais constituintes do grao de café verde, correspondendo de 45 a
52% (DURAN et al., 2017).

Apenas um pico de absorgdo do extrato de grdos de café verde foi detectado
nas microencapsulagdes do extrato, porém sua energia de absorgéo foi diminuida. Esta
analise demonstra que é possivel detectar a presenga de extrato de gréos de café verde na
superficie das microparticulas, mas também comprova o aprisionamento do extrato pelas
microparticulas de quitosana. Esta andlise demonstra que os sistemas poliméricos obtidos
neste trabalho se tratam de microesferas, nas quais a substancias encapsuladas estao
dispersas na matriz encapsulante (VIEGAS, 2013).

Em todos os espectros das microparticulas com e sem adicdo do extrato
observam-se picos de absor¢ao distintos dos encontrados no espectro do extrato de graos
de café verde, proximos aos nimeros de onda de 1500 e 1050 cm™', como demonstrado nas

Figuras 14 e 15.
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Figura 14 — Espectro FTIR-MIR do extrato e das microparticulas de quitosana e

goma xantana
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Figura 15 — Espectro FTIR-MIR do extrato e das microparticulas de quitosana e

©
©
c
=
=
2]
=
o
l—
NG
— Q/TPP/E
0,7 4
06 Y T J T J T v T v T v T y 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm™)

TPP
E: extrato de gréos de café verde; Q/TPP: microparticulas de quitosana e TPP; Q/TPP/E: microparticulas de

quitosana e TPP com adigéo de extrato.
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Préximo ao numero de onda de 1500 cm™, a banda é referente a amida
secundaria, e esta ligacao esta relacionada com os grupos amino da quitosana que estéo
envolvidos na reticulagao com o tripolifosfato de sédio ou com a goma xantana (BARAKAT;
ALMURSHEDI, 2011; DUDHANI; KOSARAJU, 2010). O segundo pico préximo a 1050 cm™,
€ um dos picos de maior intensidade das microparticulas, e assim como no espectro do
extrato de graos de café verde, esta relacionado com a presencga de carboidratos (KIM et al.
2016). Esta alta absorcao observada é devido a quitosana ser um polissacarideo, no qual os

carboidratos fazem parte de sua estrutura fundamental.

5.2.5 Anadlise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada no extrato livre e nas microparticulas de

quitosana com e sem adigcao de extrato, as curvas estao apresentadas na Figura 16.

FIGURA 16 — Curvas termogravimétricas do extrato livre e das microparticulas

de quitosana com e sem adigéo de extrato.

TG %
140

TG 1%

80 c 10
60

60 b

40 b 40
a

150 200 250 300 350 400 450 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperature /'C Temperature °C

(1) a = extrato de grdos de café verde; b= Q/GX: microparticulas de quitosana e goma xantana sem extrato; ¢ = Q/GX/E:
microparticulas de quitosana e goma xantana com extrato; (2) a= extrato de graos de café verde; b= Q/TPP: microparticulas

de quitosana e TPP sem extrato; c= Q/TPP/E: microparticulas de quitosana e TPP com extrato;

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Na analise termogravimétrica do extrato de graos de café verde sdo observados
trés principais eventos de perda de massa, sendo o primeiro entre 100 e 170 °C relacionado
a perda de agua que corresponde a 9,51% da massa total. Entre 171 e 185 °C, ha uma

perda de massa de 18,21% devido a queima de substancias hidroxiladas e substancias



52

fendlicas incluindo os acidos clorogénicos. Em sequéncia, ha uma perda maior de massa de
33,08% na faixa de 185 a 410°C que corresponde aos carboidratos.

Entre as curvas referentes as microparticulas em que a goma xantana é o
agente reticulante obteve-se um perfil semelhante no qual ocorreu uma perda rapida de
massa de 65,27% para as microparticulas sem adigdo de extrato e 60,64% com adigéo de
extrato, entre 200 e 350° C. Esta acentuada perda esta relacionada principalmente a
desidratacao dos anéis sacarideos, despolimerizacdo e decomposicdo das unidades
acetiladas (CALIJA et al.,, 2017). Portanto, o deslocamento para a direita da curva da
microparticula de quitosana e goma xantana com extrato e o desaparecimento dos eventos
observados no extrato de graos de café verde livre demonstram maior estabilidade do
complexo em relagado ao extrato ndo encapsulado.

O termograma de TGA das microparticulas de quitosana com TPP sem adigéao
de extrato exibiu um evento inicial que é atribuido a perda de agua ligada (9,25%). Seguido
de degradagao com 32,16% de perda de peso, entre 150 e 260 °C devido a degradagéo dos
componentes organicos das particulas como os carboidratos e decomposicdo das unidades
acetiladas (CALIJA et al., 2017). Esta sucessao de degradagao térmica nao foi observada
nas particulas de quitosana e TPP apds a adicdo de extrato, que sofreram apenas um
evento de perda de massa de 55, 64%.

Estes resultados sugerem que a interacdo do extrato e o sistema polimérico de
quitosana e TPP melhoraram a estabilidade térmica das particulas e diminuem os sitios de
ligag&o disponiveis para a ligagdo com a dgua (DHANKA et al., 2017). E possivel observar o
deslocamento para a direita da curva TGA da microparticula de quitosana e TPP com
extrato e o desaparecimento dos eventos observados no extrato de gréos de café verde, o
que esta relacionado com maior estabilidade do complexo em relacdo ao extrato nao

encapsulado.

5.2.6 Perfil de liberagao do 5-ACQ

Varios fatores afetam a liberagao da substancia encapsulada, como variagao de
temperatura e pH, dissolucdo do material da parede, difusdo, erosdo e permeabilidade
seletiva. A melhor maneira de promover a liberagado de microparticulas poliméricas obtidas
por coacervagao complexas e gelificagéo idnica é variando o pH do meio de dissolugéo (KIM
et al., 2016; RUTZ et al. 2017).

O grau de protonacdo dos grupamentos aminos da quitosana é maior a um pH
mais baixo, possibilitando interagdes ibnicas com agua, o que resulta em enfraquecimento
da resisténcia mecéanica e quimica das microparticulas. O aumento do pH do meio de

dissolugao promove a desprotonacao da quitosana, reduzindo as ligagdes ibnicas com os
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agentes reticulantes e com o extrato, resultando em inchaco, dissolugdo e eros&o do sitema
polimérico (KIM et al., 2016; RUTZ et al. 2017).
O perfil de liberagdo de 5-ACQ nas microparticulas de quitosana em fluido

gastrico simulado estéa apresentado na Figura 17.

Figura 17- Perfil de liberagdo de 5-ACQ das microparticulas de quitosana em fluido gastrico

simulado
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Em fluido gastrico simulado, as microparticulas de quitosana com goma xantana
e quitosana com TPP obtiveram uma liberagido sustentada de 5-ACQ de 29,28 + 3,2% e
45,02 + 4,7%, respectivamente, até os 60 minutos. Alcangando taxas maximas de 40,61 +
5,2 € 63,10 £ 3,5% aos 120 minutos, respectivamente. Em todos os tempos analisados,
houve diferenga significativa (p<0,05) na liberagcdo de 5-ACQ entre os dois sistemas
poliméricos.

Este resultado demonstra que o tipo de agente reticulante da quitosana impacta
significativamente na liberagdo das substancias encapsuladas em fluido gastrico simulado
(WANG; JUNG; ZHAO, 2017). As microparticulas de quitosana com TPP possuem maior
sensibilidade ao inchamento e a alteragdes de pH, pois a reticulagdo acontece por meio de
interagbes ibnicas, em comparagdo com as microparticulas de quitosana e goma xantana
que sao reticuladas covalentemente (ESTEVINHO et al., 2013).

O perfil de liberacdo de 5-ACQ nas microparticulas de quitosana em fluido
intestinal simulado esta apresentado na Figura 18.
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Figura 18- Perfil de liberagdo de 5-ACQ das microparticulas em fluido intestinal simulado
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As microparticulas de quitosana com goma xantana e quitosana e TPP
obtiveram taxas de liberagdo de 5-ACQ sem diferengas significativas (p<0,05) entre si, em
todos os tempos analisados, em fluido intestinal simulado. Com excecao do tempo de 240
minutos no qual as microparticulas de quitosana e TPP obtiveram maiores taxas. A
porcentagem de liberagao final de 5-ACQ foi de aproximadamente 50% para ambos os
sistemas poliméricos.

Em pH basico, o comportamento das microparticulas foi semelhante, pois é a
quitosana que sofre mudanca para seu estado nao ionizado, impedindo a interacdo com o
agente reticulante. Este fenbmeno acontece em ambos os tipos de microparticulas
estudadas neste trabalho, nos quais a quitosana é o principal agente encapsulante (KIM et
al., 2016; RUTZ et al. 2017).

Apesar da nao liberagdo completa do 5-ACQ em fluido intestinal simulado até os
480 minutos de andlise, para ambos os sistemas poliméricos, as propriedades
mucoadesivas da quitosana proporcionam tempo prolongado de residéncia das
microparticulas no meio intestinal, o que possivelmente possibilitara maiores taxas de
liberagdo em tempos posteriores (DUDHANI; KOSARAJU, 2010).

Manconi et al., (2010) obtiveram taxas de liberagdo de C-ficocianina em
microcomplexos de quitosana e goma xanatana liofilizados de 49% em fluido gastrico
simulado e 68% para fluido intestinal simulado, ap6s 240 minutos. Rutz et al. (2016)
obtiveram liberacdo de 53% de 6leo de palma em microparticulas de quitosana e TPP

liofilizadas, sob condigbes gastricas simuladas, e 67% sob condigbes intestinais simuladas,
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aos 240 minutos de anadlise. Os resultados obtidos para o perfil de liberacdo de 5-ACQ
apresentados por este trabalho se assemelham a dados relatos na literatura para os
mesmos sistemas poliméricos, com algumas variagbes por se tratarem de diferentes
substancias encapsuladas e tempos de analise.

Para a melhor estabilizagdo e biodiponibilidade do 5-ACQ, espera-se que as
microparticulas liberem pequenas quantidades da substancia em condi¢gdes gastricas, e sob
condicdes intestinais, a liberacao deve ser gradual e completa, possibilitando maior eficacia
e aplicabilidade do extrato de graos de café verde (CHAO et al., 2012; OLTHOF; HOLLMAN;
KATAN, 2000). As microparticulas de quitosana e goma xantana, neste trabalho, obtiveram
os parametros de liberagdo gastrointestinais mais proximos do perfil ideal. O que corrobora
com Luo e Wang, (2013) que relatam que esse sistema polimérico € uma matriz de

liberagao sustentada promissora, de alta aplicabilidade (LUO; WANG, 2013).

5.2.7 Teste in vitro de interagdo com mucina

A capacidade das microparticulas de se ligarem a mucina foi utilizada para

estimar suas propriedades mucoadesivas, como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4- Porcentagem de mucoadesividade das microparticulas

Amostra Mucoadesividade (%)
Q/GX 83,58 + 0,11°
Q/TPP 87,19+ 0,02°

Q/GX: microparticulas de quitosana com goma xantana; Q/TPP: microparticulas de quitosana com TPP. Os
valores correspondem a média + erro padrdo da média. Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si
(p<0,05).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os resultados do teste in vitro de interagdo com mucina demostraram que as
microparticulas possuem alta capacidade mucoadesiva. Para as microparticulas de
quitosana com goma xantana a porcentagem de mucina que interagiu com as particulas foi
de 83,58 + 0,11% e para as microparticulas de quitosana com TPP foi de 87,19+ 0,02 %, e
nao houve diferenca significativa entre elas (p<0,05).

Cerchiara et al., (2015), obtiveram para nanoparticulas e microparticulas de
quitosana, aproximadamente 91-96% e 87-93%, respectivamente de interacdo de mucina
com as particulas. Andersen et al., (2015) obtiveram de 70% a 80%, aproximadamente, de
eficacia de ligacao de lipossomas contendo quitosana a mucina. Esta analise demonstra que

os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os relatados na literatura.
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As promissoras propriedades mucoadesivas das microparticulas de quitosana
foram provavelmente devidas as interagbes entre os ions carregados negativamente da
mucina (acido sulfénico e residuos de &acido sidlico) e os grupos amino carregados
positivamente na superficie da particula (CERCHIARA et al., 2015; DUDHANI; KOSARAJU,
2010).

Microparticulas com esta propriedade melhoram a biodisponibilidade de
substancias com caracteristicas de baixa absorcao. Isto ocorre devido ao tempo de contato
prolongado que elas proporcionam entre o sistema polimérico e a superficie da camada
mucosa (DUDHANI; KOSARAJU, 2010).

Pelo 5-ACQ ser mal absorvido no intestino, sofrer metabolismo apods
administracdo oral, o controle adequado do tempo de permanéncia intestinal combinado
com sistemas de liberagdo controlada proporcionados pelas microparticulas mucoadesivas
de quitosana, podem aumentar significativamente a biodisponibilidade dos ACGs (CADDEO
et al., 2014). Tal fato pode possibilitar o uso efetivo dos extratos de graos de café verde com
intuito profilatico e curativo, tendo em vista suas propriedades ativas de grande interesse
atual, como diminuicdo na absorcdo de glicose, reducdo do risco de diabetes tipo 2,
obesidade, aterosclerose, hipertensido dentre outras.

Na analise in vitro de interacdo das microparticulas de quitosana com a mucina,
nao foi possivel realizar esta analise para o extrato livre e para as microparticulas com
adicdo de extrato. Isto ocorreu, pois a mucina absorve energia somente nos mesmos
numeros de onda que o extrato de graos de café verde, como demonstrado na Figura 19.
Isso impediu a analise, pois impossibilitou a quantificacdo da mucina livre em solu¢des em

que o extrato estava presente.

Figura 19 — Espectros de absorgédo da mucina e do extrato de graos de café

verde.
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6 CONCLUSAO

O método extrativo utilizado neste trabalho foi eficiente para a extracdo das
substancias fendlicas dos graos de café verde. O extrato obtido possui alta concentragéo de
5-ACQ e capacidade antioxidante tanto em meio aquoso, quanto em meio lipofilico.

As metodologias propostas para o preparo das microparticulas de quitosana com
goma xantana e quitosana com TPP foram eficientes para microencapsular o extrato de
graos de café verde. As microparticulas de quitosana e goma xantana obtiveram maior
tamanho médio em relagdo as que utilizaram o tripolifosfato de sédio. As particulas
apresentaram-se irregulares, escamosas e fridveis, independente do agente reticulante
utilizado e da adicdo ou n&o do extrato de graos de café verde.

Na quantificagdo de 5-ACQ encapsulado e na forma livre, ndo houve
interferéncia de outros constituintes das amostras, demonstrando ser um método eficaz para
analise dessa substéncia bioativa. A eficiéncia de encapsulamento de 5-ACQ foi
influenciada pelo agente reticulante utilizado, sendo as microparticulas de quitosana e TPP
as que obtiveram maiores taxas.

A utilizacdo da espectroscopia demonstrou que os sistemas poliméricos obtidos
neste trabalho se tratam de microesferas e o aprisionamento do extrato pelas
microparticulas. As analises térmicas demonstram maior estabilidade do extrato
encapsulado em relagao ao extrato livre, em ambos os sistemas poliméricos propostos.

O perfil de liberagcdo do 5-ACQ em fluido gastrico simulado foi influenciado pelo
agente reticulante utilizado, sendo as microparticulas de quitosana e TPP as que liberaram
maior porcentagem. A liberagcdo em fluido intestinal simulado foi de forma gradual e
semelhante para ambos os sistemas poliméricos. Sendo, as microparticulas de quitosana e
goma xantana, neste trabalho, obtiveram os parametros de liberagdo gastrointestinais mais
proximos do perfil ideal.

A interacdo das microparticulas de quitosana com a mucina demostraram que
todas as microparticulas propostas possuem alta capacidade mucoadesiva, com
comportamento semelhante independente do agente reticulante utilizado.

Por meio deste trabalho foi possivel desenvolver microparticulas poliméricas
naturais contendo extrato de graos de café verde que possuem promissoras propriedades
de aumentar a estabilidade e biodisponibilidade do acido 5-O-cafeoilquinico, e com isso,

possibilitam maior eficacia e aplicabilidade do extrato.
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