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RESUMO

O uso topico de antioxidantes tem sido reconhecido como uma estratégia promissora de
fotoprotegao e prevencao do fotoenvelhecimento e cancer de pele. Os graos de café¢ verde
(Coffea arabica L.) contém uma mistura complexa de compostos fendlicos com comprovada
atividade antioxidante. No entanto, grande parte desses compostos provenientes café possuem
elevada massa molecular, baixa lipofilicidade, e muitas vezes estdo ligados quimicamente a
moléculas de agucares, o que limita a penetracao cutdnea. No presente estudo, foi realizada a
fermentacdo do café verde por Aspergillus oryzae com o objetivo de biotransformar os
compostos fendlicos em moléculas mais lipofilicas € com menor massa molecular visando a
maior penetragdo desses compostos na epiderme. A atividade antioxidante dos extratos
hidroetanoélicos de café ndo biotransformado e biotransformado durante 24, 36 e 48 horas foi
avaliada pelos métodos do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH-) espectrofotométrico e em
cromatografia de camada delgada (CCD). A quantificagdo de acido clorogénico (5-ACQ),
cafeina e acido cafeico nos extratos foi realizada empregando-se a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A caracterizacdao quimica dos diferentes extratos foi realizada
por meio da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com analisador quadrupolo-tempo de voo (CLUE-EM-Q-TOF). Os resultados das
analises por CLAE, CCD e CLUE-EM-Q-TOF mostraram alteracdes quantitativas e
qualitativas na composi¢do quimica do café verde. Ficou evidenciada a quebra das ligacdes
ésteres dos acidos clorogénicos com consequente formagao de acidos quinico e cafeico no
intervalo de 36 horas de fermentacao em estado solido, sem perda da atividade antioxidante. A
biotransformagdo do café verde por A. oryzae se mostrou uma estratégia eficiente para
promover alteragdes no perfil dos metabolitos secundérios do café verde. Os resultados dos
estudos de permeagdo e retencdo in vitro mostraram que a cafeina foi o tinico composto capaz
de permear e ficar retido na derme e na epiderme. A penetracao da cafeina foi maior quando
utilizada a formulagao adicionada do extrato biotransformado em relagdo aquela acrescida do
extrato nao biotransformado. Os resultados obtidos reforcam a importancia da realizacao dos
estudos de penetragdo cutanea a fim de garantir a eficacia de formulagdes farmacéuticas e

cosméticas.

Palavras-chave: Coffea arabica. Antioxidantes. Biotransformacao. Aspergillus oryzae.

Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

Topical antioxidants have been recognized as a promising strategy of photoprotection and
prevention of photoaging and skin cancer. Green coffee beans (Coffea arabica L.) contain a
complex blend of phenolic compounds with proven antioxidant activity. However, most of
these coffee compounds have high molecular mass, low lipophilicity, and are often chemically
bound to sugar molecules, which difficult the cutaneous penetration. In the present study, the
green coffee fermentation was carried out by Aspergillus oryzae to biotransform phenolic
compounds into molecules more lipophilic and with lower molecular mass targeting a greater
penetration of them into epidermis. Antioxidant activity of the hydroethanolic extracts of non-
biotransformed and biotransformed coffee for 24, 36 and 48 hours was evaluated by the 2, 2-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH-) spectrophotometric and thin layer chromatography (TLC)
methods. The quantification of chlorogenic acid (5-CQA), caffeine and caffeic acid in the
extracts was carried out using high-performance liquid chromatography (HPLC). The chemical
characterization of the different extracts was performed using the ultra-high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry with time-of-flight analyzer (UPLC-MS-Q-
TOF). The results of the analyzes by HPLC, TLC and UPLC-MS-Q-TOF showed quantitative
and qualitative changes in the chemical composition of green coffee. It was evidenced the
breakage of the esters of chlorogenic acids with consequent formation of quinic and caffeic
acids in the interval of 36 hours of solid state fermentation without loss of antioxidant activity.
Biotransformation of green coffee by 4. oryzae has shown to be an effective strategy to promote
changes in the profile of secondary metabolites of green coffee. The in vitro permeation and
retention results showed that caffeine was the only compound able to permeate and be retained
in dermis and epidermis. Caffeine penetration was higher when the added formulation of the
biotransformed extract was used than to to the non-biotransformed extract. The results reinforce
the importance of conducting skin penetration studies in order to guarantee the efficacy of

pharmaceutical and cosmetic formulations

Keywords: Coffea arabica. Antioxidants. Biotransformation. Aspergillus oryzae. Mass

Spectrometry.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Imagem ilustrativa das estruturas do fruto do café..........c.ccoecvveviiieeiiiencieeieeee, 15
Figura 2 — Esquema representativo da classificagdo quimica dos compostos fenolicos 16
Figura 3 — Estruturas quimicas dos derivados dos acidos benzoico e cindmico ..................... 17

Figura 4 — Imagem ilustrativa macroscopica (A) e microscopica (B) de Aspergillus oryzae .. 23
Figura 5 - Imagem ilustrativa da célula de difusdo de Franz............ccccoecveevieeiienienineniiene, 26
Figura 6 — Imagem ilustrativa do processo de liofilizagao dos extratos..........cccceeevveeeeveeennee. 33
Figura 7 — Imagem ilustrativa do mecanismo de reacao do DPPHe com uma substancia
ANETOXTIAANTE ...e.etitieiieiiet ettt ettt et e st h et e eb e st e et e sae e b e eneesbeenbesaeenbeentens 34
Figura 8 — Imagem ilustrativa do teste de penetracao cutdnea em célula de Franz.................. 38
Figura 9 — Espectro UV dos padrdes de acido clorogénico (5-ACQ), acido cafeico e cafeina 39
Figura 10 — Cromatograma das solucdes padrao de acido clorogénico (5-ACQ), acido cafeico
(AC) e cafeina (CAF) analisados em 272 € 330 NM......oooviieiiiriieiiieiieeieeieeeee e eee e 40
Figura 11 - Cromatogramas obtidos nas analises por CLAE dos extratos hidroetanolicos de café

verde ndo biotransformado (A) e biotransformado por 24 (B), 36 (C) e 48 horas (D) em 272 nm

Figura 12 — Cromatogramas obtidos nas anélises por CLAE dos extratos hidroetandlicos de café

verde nao biotransformado (A) e biotransformado por 24 (B), 36 (C) e 48 horas (D) em 330 nm

Figura 13 — Fotografia das placas de cromatografia em camada delgada visualizadas em luz
ultravioleta (UV) em 254 nm (esquerda) e revelada com solu¢do de DPPH 0,2% visualizada em
TUZ VISTVE] (AIT@IEA)..eecueiieeiiieeiie ettt ettt et e et e e e et e e et e e e seseeessseeesnseesnaeeennneas 46
Figura 14 — Cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com
1onizacao por electrospray €m modO NEZATIVO .....eeeverervieeriiieeiiieeireeeieeeieeesieeenreeesaaeesenees 48
Figura 15 — Sobreposicao dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-
EM-Q-TOF com ionizagdo por electrospray em modo NeZatiVo ..........ceceevereeieneenieeeeneenne 49
Figura 16 — Sobreposi¢ao dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-
EM-Q-TOF com ionizacao por electrospray em modo Negativo ..........cceevveeeveereienveenueennnennn. 50
Figura 17 — Cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com
1onizacao por electrospray €m mMOdO POSILIVO ......eeeevieeriieeriieeiieeeriieeeieeeereeeereeeeaeeenaaeeeaneas 53
Figura 18 — Sobreposicao dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-

EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo POSItiVO ........eeevuvreecreeeriieerieeenveeeeen. 54



Figura 19 — Sobreposicao dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-
EM-Q-TOF com ionizacao por electrospray em modo POSItIVO .....c..eeeeeveeerieerrieerieeeeieeeeen. 55
Figura 20 — Cromatogramas obtidos nas analises de permeagao dos compostos na pele quando
veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café verde nao
biotransformado (B) e biotransformado (C), €m 272 NM.........ccceeviiriiieriieniieiieeieeeese e 57
Figura 21 — Cromatogramas obtidos nas analises de permeagao dos compostos na pele quando
veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café¢ verde nao
biotransformado (B) e biotransformado (C), em 330 NM.........cccvveeviiieiiieeieecie e 58
Figura 22 — Cromatogramas obtidos nas andlises de retencdo na derme e epiderme dos
compostos na pele quando veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de
café verde ndo biotransformado (B) e biotransformado (C), em 272 nm..........ccceevvrevurennnnne. 59
Figura 23 — Cromatogramas obtidos nas andlises de retencdo na derme e epiderme dos
compostos na pele quando veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de

café verde ndo biotransformado (B) e biotransformado (C), em 330 nm...........ccceevevrerrennnnnne. 60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicdo das fases moveis utilizadas para quantificacdo de acido 5-
cafeoilquinico, 4cido cafeico e cafeina no sistema de eluicao por gradiente ............ccccueeeeee. 32
Tabela 2 - Composicdo das fases moveis utilizadas no sistema de elui¢do por gradiente no
método de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
com analisador Quadrupolo-Tempo-de-Voo (CLUE-EM-Q-TOF) .......c.ccccevvvieviiniieiiennnn, 36
Tabela 3 - Equacdes das retas e coeficientes de correlagdo linear (r) obtidos a partir da curva de
calibracao das solucdes de padrdes de acido clorogénico (5-ACQ), cafeina e acido cafeico .. 40
Tabela 4 - Resultados das concentragdes de acido clorogénico (5-ACQ), cafeina e acido cafeico
nos extratos nao biotransformados e biotransformados por 24, 36 € 48 horas.........c..cceeun...... 41
Tabela 5 - Caracterizagdo dos compostos dos extratos de café ndo biotransformado e
biotransformado por 24, 36 e 48 horas por CLUE-EM-Q-TOF em modo negativo................. 47
Tabela 6 - Caracterizagdo dos compostos dos extratos de café ndo biotransformado e

biotransformado por 24, 36 ¢ 48 horas por CLUE-EM-Q-TOF em modo positivo................. 52



SUMARIO
1 INTRODUGCAQ .a.eeererererreeneesssssssssssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssens 12
2 REVISAO DA LITERATURA . .c..cuumiminncnscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 13
2.1 HISTORIA DO CAFE ...ttt 13
2.2 O CAFE oo 14
2.3 PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS DO CAFE ......o.coviviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeens 16
2.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS ......coovimiveeieeeeeeeeeeeeeeeseesenees e, 18
2.5 BIOTRANSFORMACAO ..ot 19
2.6 A ESPECIE ASPErgillus OFYZae..............ooeooeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 22
2.7 ESTUDOS DE PENETRACAO CUTANEA .......coooiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 24
3. OBUETIVOS aiiiitiitinninnncssessssisssssssesssstssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassss 29
3.1 OBJETIVO GERAL ..ottt st 29
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o 29
4 MATERIAL E METODOS .....couvumenmnennnscnsnssussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssss 30
4.1 MATERIAL VEGETAL ..ottt 30
4.2 PREPARO DA SUSPENSAOQ DE ESPOROS..........ccoiuiiieeieeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 30
4.3 BIOTRANSFORMACAO DO CAFE VERDE POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO (FES) -ttt ettt ettt et et e e nbeeenbeeneeas 30
4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS...........oooveeeeeeeeeseeeeserereens 31
4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS TOTAIS.......cooviviieieeeeeeeeeeeeeeeeneen. 31
4.6 AI:IALISES CROMATOGRAFICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE) ..ttt ettt sttt st ettt e 31
4.6.1 Padroes € SOIVENLES ....cceeeeieecsueninensnensnecssensnssssesssncsssesssnssssssssassssessssssssssssassssssssssssasens 31
4.6.2 Preparo dos padroes € AMOSTIIaS. ....ciceeecrseressssecsssrncssssecssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssssssss 31
4.6.3 Condigoes cromatograficas e determinacio dos teores de acido S-cafeoilquinico,
cafeina e acido cafeico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ........cccceeueeueeneenee. 32
4.7 LIOFILIZACAO DOS EXTRATOS.......coovieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e ese s se s 33
4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ................ 33
4.8.1 Determinacio da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH®) em eSPectrofOtOmMELIo ...ccceeeeseicssanecssanesssanesssasesssnssssasessssssssssssssssssssssssssnsssssasssssasese 33
4.8.2 Determinacio da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH*) em cromatografia em camada delgada (CCD)........ccevverevverccsercssnnrcssnercssnnncsaneens 35
49 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE CAFE POR CLUE-EM-Q-
K OSSPSR 35



Xi

4.11 ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO .........cccccoeo....... 37
412 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 38
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....coooerrrerrrrrrrerrsesnesssssesessessssssssessssssssssssssesssssssssssssssssesss 39
5.1 BIOTRANSFORMACAO DO CAFE VERDE PORFERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO (FES) ..ottt e e e e es e s eeseeeenseseeean. 39
5.2 ANALISES CROMATOGRAFICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE) ..ot 39
5.2.1 Determinacio dos teores de acido 5-cafeoilquinico, acido cafeico e cafeina por CLAE
.................................................................................................................................................. 39
5.3 LIOFILIZACAO DOS EXTRATOS. ..o 44
5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ................ 44
541 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe) em
ESPECLIOfOtOMELI O c..uuveierreinsranicssanisssaressnnsssanssssanssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnsssssasess 44
542 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe) em
cromatografia em camada delgada..........ueeoneiiinniininiininiissnicssnnicssnninsnnnisssnessssnesssssesseens 45
5.5 Caracterizacao quimica dos extratos de café verde por CLUE-EM-Q-TOF.............. 46
5.6 PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO .........cocvvoooeeeoeeeeeeeeeeeeeeeens 56
6. CONCLUSOES....cucuimirinninsiscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 63
REFERENCIAS ..cucumiunniuneinnesmsesssscssssesssssssssssssssssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssscsss 64
APENDICE A - ESI(-) MS/MS dos compostos citados na Tabela S........c..ccceeeevvvunricsccnnnns 74

APENDICE B - ESI(+) MS/MS dos compostos citados na Tabela 6. ........c..ceeueererrrseeneens 80



12

1 INTRODUCAO

Os antioxidantes topicos tém sido reconhecidos pelos dermatologistas como uma
importante e promissora estratégia de fotoprotecado e prevengao do fotoenvelhecimento e cancer
de pele. Para tanto, as formulagdes cosméticas tém sido adicionadas de vitaminas, enzimas e
compostos antioxidantes provenientes de fontes vegetais (FARRIS, 2007).

Considerando que a radiagdo ultravioleta (UV) ¢ capaz de penetrar nas camadas mais
profundas da pele, ¢ de fundamental importancia garantir que os compostos antioxidantes
aplicados topicamente sejam capazes de atravessar o estrato corneo, principal barreira de
penetracao cutanea, e atingir as camadas mais profundas da pele, para efetivamente prevenir os
danos induzidos pelos radicais livres (SAIJA et al., 2000).

A absorcdo de um composto através da pele ¢ determinada por suas caracteristicas
fisico-quimicas, e a lipofilicidade ¢ a caracteristica principal que favorece a penetracao cutanea
(SHAHRZAD; BITSCH, 1996).

Os graos de café verde (Coffea arabica L.) contétm uma mistura complexa de acidos
clorogénicos, que sdo compostos fendlicos com atividade antioxidante formados
principalmente pela ligacdo éster dos acidos ferulico ou cafeico com o acido quinico
(WILLIAMSON; DIONISI; RENOUF, 2011). No entanto, os acidos clorogénicos possuem
elevada massa molecular, baixa lipofilicidade, e muitas vezes estdo ligados quimicamente as
moléculas de agucares, o que limita a penetragao cutanea (MANACH et al., 2004).

Processos biotecnologicos que rompam estas ligagdes quimicas, de forma a isolar a
molécula do polifenol das que lhe estdo associadas, podem ser chamados de biotransformacao.
A biotransformagao das fontes vegetais dos polifenodis leva ao aumento da concentragdo de
compostos fenodlicos livres e melhora a atividade funcional desses antioxidantes (FERREIRA
etal., 2013).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo realizar a biotransformagao do
grao de café verde visando transformar os compostos fenolicos em moléculas menos polares e
com menor massa molecular, possibilitando uma maior penetragdo dos mesmos na epiderme,
potencializando a atividade antioxidante. Além disso foi realizada a avaliagdo do perfil quimico

dos extratos de café biotransformados e ndo biotransformado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORIA DO CAFE

A Lenda de Kaldi, registrada em manuscritos do Iémen, do ano de 575, € considerada a
primeira referéncia ao café. Segundo a lenda, Kaldi era um pastor de cabras do interior da
Etidpia (nordeste da Africa), da regido de Kafa, que observou que, apos alimentar-se dos frutos
do café, suas cabras apresentavam-se mais agitadas, subiam as montanhas com maior agilidade
e possuiam maior resisténcia. Diante dessa observacdo, o pastor experimentou os frutos,
confirmou a atividade estimulante e disseminou a informacao (MARTINS, 2012).

Esta informag¢do chegou aos monges do mosteiro, que passaram a fazer uso dos frutos
considerados a formula ideal para deixa-los acordados durante as rezas e os longos periodos de
meditacdo (BARTH, 2009). A polpa do café comegou a ser consumida pelos etiopes
principalmente na forma macerada, produzindo-se um suco que, quando fermentado, se
transformava em uma bebida alcoolica. As folhas também eram mastigadas e consumidas na
forma de cha (MARTINS, 2012).

Apesar de originar-se na Africa, os arabes foram os principais responséaveis por dominar
as técnicas iniciais de plantio e preparagdo do produto. Por volta do ano 1000, os frutos
comegaram a ser consumidos na forma de infusdo para fins medicinais, e somente no século
XIV o processo de torrefagdo foi desenvolvido. O habito de tomar café como bebida em
ambiente doméstico ou em recintos coletivos teve inicio a partir de 1450 (MARTINS, 2012).

O café se disseminou por diversas partes do mundo durante o periodo de colonizagao,
sendo os comerciantes holandeses os responsaveis pela introdugao e cultivo da planta na Europa
e Ameérica do Norte. Posteriormente, devido ao grande consumo, ocorreu a expansao para
outros paises, chegando ao centro e sul da América através da Guiana Francesa. Em 1727, o
Brasil teve acesso ao cultivo da planta (BARTH, 2009; CHAPAGAIN; HOEKSTRA, 2007).

O café ¢ a segunda mercadoria mais negociada no mundo atras somente do petroleo, o
que demonstra sua importancia para a economia global. Mais de 90% da produgdo desse grao
ocorre nos paises em desenvolvimento, enquanto que a maior parte do consumo se da naqueles
industrializados (HUGHES et al., 2014).

No Brasil, o café ¢ um importante produto de exportacao, sendo o maior pais exportador
do mundo, representando aproximadamente 32% do mercado mundial, seguido por Vietna

(18%) e Colombia (11%) (ICO, 2017; NISHIJIMA; SAES; POSTALL 2012).
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As exportacdes dos cafés do Brasil superaram o volume de 34 milhdes de sacas de 60
kg em 2016, das quais 29,56 milhdes foram de café verde da espécie Coffea arabica L., 580,31
mil sacas de café¢ Coffea canephora Pierre ex Froehner (robusta). A receita gerada foi de
aproximadamente US$ 5,4 bilhoes em 2016, o que corresponde a 6,4% do total das exportagdes

do agronegdcio brasileiro no mesmo ano, que foi de US$ 84,9 bilhdes (EMBRAPA, 2017).

2.2 O CAFE

O cafeeiro faz parte do sub-reino Angiospermae, o que significa que a planta se reproduz
por sementes situadas no ovdario, na base da flor. Pertence a familia botanica Rubiaceae,
composta por cerca de 600 géneros e mais de 13000 espécies aceitas (THE PLANT LIST,
2018).

O café estd inserido no género Coffea, membro da familia Rubiaceae mais importante
economicamente (FARAH, SANTOS; 2015). Dentre as varias espécies de caf€¢, as mais
exploradas comercialmente sao Coffea arabica Linn (café arabica) e Coffea canephora Pierre
ex Froehner (café robusta), sendo a espécie Coffea arabica responséavel por cerca de 70% do
mercado mundial desse grao (PRIVAT et al., 2008).

Os cafeeiros da espécie C. arabica alcangam até 6 m de altura, crescem bem em grandes
altitudes e temperaturas amenas. E uma cultura perene, adaptada a zona tropical e subtropical,
sendo cultivado em paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina (FARAH,
SANTOS; 2015).

O fruto do café ¢ composto pelo epicarpo ou exocarpo (pele/casca), polpa (mesocarpo),
pergaminho (endocarpo), pele prateada (silverskin), e duas sementes elipticas
(endosperma/grao). O epicarpo ou exocarpo ¢ uma camada monocelular coberta por uma
substancia cerosa que protege o fruto. O mesocarpo compreende uma polpa carnuda e uma
camada de pectina aderida ao pergaminho, que ¢ um revestimento fino de polissacarideo. A
pele prateada ou silverskin € o revestimento das sementes constituido de polissacarideos,
especialmente celulose e hemicelulose, além de monossacarideos, proteinas e polifenois

(Figura 1) (BRESCIANI et al., 2014; FARAH, SANTOS; 2015).
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Figura 1 — Imagem ilustrativa das estruturas do fruto do café

Duas sementes elipticas
(endosperma/grao)

Pele prateada (silverskin)

Pergaminho
(endocarpo)

Polpa
(mesocarpo)

Epicarpo ou exocarpo
(pele/casca)

Fonte: ADAPTADO DE FARAH; SANTOS, 2015

ApOs a colheita, os frutos podem passar por duas vias de processamento diferentes, a
seca ou a umida. Na via seca, os frutos sdo secos na sua forma integra, imediatamente apos a
colheita, em terreiro aberto ou em secador mecanico, originando o que ¢ conhecido como café
natural (DURAN et al, 2017). O processamento por via imida, que origina os cafés em
pergaminho, pode ser realizado de diferentes formas, removendo-se a casca e parte da
mucilagem mecanicamente dando origem ao café descascado, removendo-se a casca
mecanicamente ¢ a mucilagem por fermentagao bioldgica originando o café despolpado, ou
removendo-se a casca e a mucilagem mecanicamente dando origem ao café desmucilado
(BOREM, 2008; DURAN et al., 2017).

Sob o ponto de vista quimico, o cafeeiro produz varios metabolitos primarios e
secundarios. Os principais metabolitos presentes nos graos de café sdo os acidos clorogénicos
(ésteres de certos acidos trans-cinamicos e acido quinico), cafeina, trigonelina e alcoois
diterpenoides, tais como cafestol e caveol (ASHIHARA, 2015; RANHEIM; HALVORSEN,
2005).

Outros componentes encontrados no café pertencem a classe dos compostos fendlicos,
incluindo os taninos, flavonoides (flavonas, antocianinas, proantocianidinas) e acidos fendlicos

(acidos hidroxibenzoico e 4cidos hidroxicinamicos) (PATHAK; AGRAWAL; DHIR, 2013).
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2.3 PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS DO CAFE

Os compostos fenolicos sao metabolitos secundarios de plantas superiores geralmente
envolvidos na defesa contra a radiacdo UV ou agressdo por agentes patogénicos, e encontram-
se presentes em uma ampla variedade de vegetais comumente consumidos, tais como frutas,
legumes, cereais e leguminosas, € em bebidas, como vinho, chd e café¢ (CHEYNIER, 2005;
FARAH; DONANGELO, 2006; MANACH et al., 2004). A classifica¢ao basica dos compostos
fenolicos ¢ realizada de acordo com sua estrutura quimica basica (tipo € nimero de aneis de
fenol), e substituicdes especificas na estrutura basica (MANACH et al., 2004).

O interesse nos compostos fendlicos tem crescido devido aos expressivos efeitos
bioldgicos, incluindo as acgdes benéficas sobre doencas cardiovasculares e metabolicas,
inflamagdo e cancer, estresse oxidativo, isquemia cerebral, obesidade e funcionamento do
cérebro. Com relagdo especifica ao cérebro, os polifendis tém demonstrado prevenir a
neuroinflamagdo (STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004), além de possuirem propriedade
antioxidante e capacidade de modular niveis de neurotransmissores, como a serotonina ¢ a
noradrenalina (HALL et al., 2015; PATHAK; AGRAWAL; DHIR, 2013).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em dois grupos principais, o dos

compostos fenolicos simples e o dos polifenois (Figura 2) (MAGNANI et al., 2014)

Figura 2 — Esquema representativo da classificagdo quimica dos compostos fendlicos

Compostos fendlicos

| Polifenois | Fendlicos simples |
. I

| Taninos Flavanoides | | Acidos fendlicos Cumarinas |

Acidos
hidroxibenzoicos

Acidos
hidroxicinamicos

Fonte: ADAPTADO DE MAGNANI et al., 2014

Os 4acidos fenodlicos constituem uma classe importante de compostos fenolicos
caracterizados pela presenga de um anel benzénico, um grupo carboxilico e um ou mais grupos
hidroxila ou metoxila, que conferem a propriedade antioxidante (MAGNANI et al., 2014).

Estao normalmente presentes em produtos vegetais e alimenticios nas formas de acidos soluveis
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livres, soluveis conjugados que sdo esterificados em agucares e componentes de baixo peso
molecular, e formas ligadas insoliiveis que sdao covalentemente ligadas (éster e eterificadas) ao
componente estrutural da parede celular (BEI et al., 2017).

Os acidos fendlicos sdo classificados em acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos.
Os acidos hidroxibenzoicos mais comumente encontrados incluem os acidos galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico. Entre os acidos hidroxicinamicos,
compostos que apresentam atividade antioxidante significativa, podem ser apontados os acidos
clorogénicos (ACG), cafeico, fertlico, p-cumarico e sindpico (Figura 3) (BRAVO, 1998;
SOARES, 2002).

Figura 3 — Estruturas quimicas dos derivados dos acidos benzoico e cindmico

RI B E; R; B4
Acido salicilico H H H OH
Rz Acido p-hidroxibenzoico  H OH H H
Acido gentisico OH H H OH
R3 OH ,itcidt? protocatecuico H OH OH H
Acido gilico OH OH OH H
R 4 O Acido vanilico H OH OCH: H
Derivados do acido benzoico Acido siringico OCH; OH  OCH; H
R,

Ky Rz Rs Ry
RE Acido p-cumirico H OH H H
Acido cafeico H OH OH H
R, Z OR;  Acdofenico  OCH; ©OH H H
Acido sindpico OCH;: OH OCH; H

0O Acido clorogénico H OH OH  C-H:O;

Derivados do dcido cinamico

Fonte: ADAPTADO DE EGAWA et al., 2017

Os ACG e seus isOmeros estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Sdo
conhecidamente importantes antioxidantes naturais e estdo presentes em grande concentragao
no café verde, representando até 12% dos sélidos totais dos graos (CLIFFORD, 1999). Os ACG
encontrados nos graos de café verde incluem os acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos (AFQ),
p-cumaroilquinicos, dimetoxicinamoilquinicos, dicafeoilquinicos (diACQ), diferuloilquinicos,
di-p-cumaroilquinicos, cafeoil feruloil, quinico, dimetoxicinamoil cafeoilquinico,
dimetoxicinamoil feruloilquinico, p-cumaroil cafeoilquinico, p-cumaroil feruloilquinico e p-

coumaroil dimetoxicinamoilquinico (ALONSO-SALCES et al., 2009).
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A forma mais comum de ACG nos graos de café € o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ),
que possui muitas propriedades biologicas, incluindo atividades antibacteriana, antioxidante e
anticarcinogénica, particularmente efeitos hipoglicemiante e hipolipidémico (MENG et al.,
2013).

O 4cido cafeico (AC), um membro importante da familia dos 4cidos fendlicos, tem sido
amplamente estudado devido a sua importancia na industria farmacéutica e alimenticia, bem
como a capacidade de suprimir o desenvolvimento de tumores. Dentre as atividades
farmacologicas do acido cafeico, estao incluidas a antioxidante, imunomoduladora, antiviral,
anticarcinogénica e anti-inflamatoria (ABDEL-MOTTALEB, 2016).

O acido ferulico possui diversos efeitos biologicos, incluindo efeito antioxidante,
antialérgico, hepatoprotetor, anticancerigeno, anti-inflamatério, antimicrobiano, vasodilatador,
antitrombotico e ajuda a aumentar a viabilidade dos espermatozoides, além de apresentar
atividade fotoprotetora em protetores solares e lo¢des para a pele (KUMAR; PRUTHI, 2014).

Além dos compostos fendlicos, a cafeina, uma metilxantina, também merece destaque.
Entre as fungdes farmacoldgicas das metilxantinas no organismo humano sdo citadas a
estimulac¢ao do sistema nervoso central e cardiovascular, o aumento da taxa metabolica, o efeito
diurético e a capacidade antioxidante (BRENELLI, 2003; CARREGARO et al., 2001; DALY,
2007; GEORGE et al., 1999; RABELLO; FORTE; GALVAO, 2000).

Foi demonstrado, também, que a agdo antioxidante da cafeina assemelhou-se a da
glutationa e que apresentou efetiva inibicdo sobre a peroxidagdo lipidica contra espécies

reativas do metabolismo de oxigénio (DEVASAGAYAM et al., 1996).

2.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos sdao comumente extraidos por meio de solventes organicos
(liquido-liquido/solido-liquido) a partir de materiais vegetais, empregando varios métodos
convencionais de extragdo tais como maceragao e extragoes de soxhlet, fluido supercritico, alta
pressdo hidrostatica (HHP) e assistida por micro-ondas. Entretanto, a maior parte destes
compostos ndo ¢ extraida facilmente utilizando métodos de extracdo convencionais por
apresentarem-se principalmente como conjugados insoliveis com componentes de parede
celular através de ligagdes éster, éter ou glicosidicas. A liberacdo completa de compostos

fenolicos ligados a parede celular por meio de extragdo enzimatica, pela acdo de enzimas
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hidroliticas como o-amilase, celulase, xilanase e esterases, € uma técnica util e favoravel ao
meio ambiente (DEY et al., 2016).

A extracao e/ou producdo de compostos bioativos por fermentacdo ¢ também uma
alternativa interessante que merece atengdo, uma vez que esse processo ¢ capaz de gerar
extratos de melhor qualidade e de expressar maiores atividades sem a toxicidade associada aos
solventes organicos (NIGAM, 2009).

O emprego de antioxidantes em nivel industrial ¢ uma pratica corrente e justifica o
estimulo a pesquisa de novas fontes naturais desses compostos. Os critérios empregados na
selecdo e utilizagdo de antioxidantes sdao a facilidade de obtengao e de emprego, baixo custo,
auséncia comprovada de efeitos nocivos a saude, termorresisténcia e neutralidade organoléptica
(SILVA; NAVES, 2001). Estudos ja comprovaram a atividade antioxidante de diversos
produtos de origem vegetal, fontes de compostos fendlicos com potencial aplicagdo para uso

industrial (NATELLA et al., 2002; OKAMURA et al., 2005).

2.5 BIOTRANSFORMACAO

A biotransformacao pode ser definida como um processo de transformagido quimica
catalisada por enzimas isoladas ou por micro-organismos. A biotransformac¢ao de compostos
organicos pode empregar bactérias, fungos filamentosos ou leveduras, e tem despertado o
interesse académico, de industrias alimenticias e quimico-farmacéuticas. Apresenta vantagens
em relagdo a sintese quimica por ocorrer em condig¢des suaves, sendo ecologicamente aceitavel
e ndo havendo, na maioria dos casos, necessidade de prote¢ao de outros grupos funcionais
(BIER, 2011).

O processo de biotransformacao tem sido utilizado para reagdes organicas estereo,
quimio e regiosseletivas com facilidade comparavel & sintese quimica classica. E eficaz nas
reacdes em locais quimicamente inacessiveis, o que de outro modo seria dificil com outros
procedimentos sintéticos classicos. Além disso, este bioprocesso tem recebido grande atengao
devido a potencial conversao de residuos agroindustriais de baixo custo, bem como plantas, em
uma grande variedade de compostos de maior valor comercial (MADEIRA JUNIOR;
TEIXEIRA; MACEDO, 2015; ZAFAR; AHMED; KHAN, 2016).

Os bioprocessos podem ocorrer na presenga ou auséncia de agua livre no meio de cultura
desde que o substrato possua umidade suficiente para suportar o crescimento e o metabolismo

do micro-organismo, sendo denominados como fermentag¢do submersa (FS) ou fermentagao em
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estado solido (FES), respectivamente (RAVICHANDRAN; VIMALA, 2012; SINGHANIA et
al., 2010; SINGHANIA et al., 2009).

A FS ¢ definida como fermentagdo na presenca de excesso de agua, utilizando substratos
liquidos de fluxo livre, tais como melago e caldos, onde os compostos bioativos sdo secretados
diretamente no caldo de fermenta¢do. Os substratos sdo utilizados com bastante rapidez,
tornando necessaria a substituicdo/suplementagdo com nutrientes. Esta técnica de fermentagao
¢ mais adequada para micro-organismos como bactérias que requerem alto teor de umidade.
Uma vantagem adicional da técnica é que a purificacdo de produtos ¢ mais facil. Quase todas
as instalagdes de producao de enzimas em grande escala estao usando a tecnologia da FS devido
a um melhor monitoramento ¢ facilidade de manuseio (RAVICHANDRAN; VIMALA, 2012;
SINGHANIA et al., 2010).

A FES ¢ definida como o processo de fermentacao que envolve a matriz solida e ¢é
realizada em auséncia ou quase auséncia de agua livre; contudo, o substrato deve possuir
umidade suficiente para suportar o crescimento ¢ o metabolismo do micro-organismo. A
principal vantagem da utilizagdo destes substratos € que os residuos ricos em nutrientes podem
ser facilmente reutilizados. Nesta técnica de fermentacao, os substratos sao utilizados de forma
muito lenta e constante. Assim, esta técnica suporta a liberagao controlada de nutrientes. A FES
¢ mais adequada para técnicas de fermentacdo envolvendo fungos e micro-organismos que
requerem menor contetido de umidade. Organismos que necessitam de alta atividade de agua
como as bactérias nao sao recomendados para processos em estado sélido (RAVICHANDRAN,;
VIMALA, 2012; SINGHANIA et al., 2009).

Dentre as principais vantagens da FES destacam-se a alta produtividade biotecnolégica,
maior estabilidade e alta concentracdo do produto, crescimento de micro-organismos em
substratos ndo soluveis em 4gua e geracdo de menor quantidade de residuos liquidos
(SINGHANIA et al., 2009). Suas principais desvantagens sdo a formacao de um gradiente de
temperatura ao longo do substrato fermentado e a dificuldade em controlar o pH ¢ a quantidade
de 4agua, o que resulta em uma mobilidade reduzida de nutrientes derivados do movimento
reduzido da 4gua no substrato (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; SINGHANIA et al., 2009).

No entanto, h4 um grande interesse na FES entre pesquisadores e industrias,
particularmente devido ao fato de ser um processo geralmente mais barato e com maior
produtividade do que as FS (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; SINGHANIA et al., 2009). Este
processo desperta maior interesse econdmico em paises como o Brasil, com abundancia em
biomassa e residuos agroindustriais de baixo custo (CASTILHO; MEDRONHO; ALVES,
2000).



21

Diversos residuos incluindo a polpa e a casca do café, bagaco de cana de agucar, polpas
e cascas de frutas, entre outros, t€ém sido utilizados como suporte e/ou substratos para a
producao de compostos valiosos por FES como enzimas, acidos organicos, antimicrobianos,
compostos aromatizantes e bioativos (MARTINS et al., 2011).

Fatores importantes devem ser muito bem avaliados na FES. Parametros fisico-quimicos
e bioquimicos como temperatura, tamanho de particula, pH, atividade de agua, nivel de
oxigénio e concentragdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento
celular e a formagdo de produto (PANDEY, 2003).

O nivel de umidade do substrato ¢ um dos fatores que mais influenciam o processo e
varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto final e necessidade do micro-
organismo (LONSANE et al., 1985). Para cada espécie de micro-organismo utilizado, existe
um valor 6timo de umidade do substrato para o crescimento celular. Portanto, a adicao de agua
ou solucdo de nutrientes ao meio pode ser utilizada de forma a alcangar os niveis ideais para o
desenvolvimento do cultivo (CORREIA, 2004).

Outro parametro critico a ser considerado na FES ¢ a temperatura, uma vez que esses
processos caracterizam-se por ser exotérmicos € a maioria dos substratos possui baixa umidade
térmica, o que pode gerar gradientes de temperatura no biorreator. A germinagdo de esporos,
crescimento e formagao de produtos por fungos filamentosos ¢ diretamente influenciada pela
temperatura (ROCHA, 2010).

O pH também ¢ um fator relevante para os processos em estado sélido. Entretanto, o
controle e monitoramento deste parametro em estado solido ndo ¢ facil de ser realizado. Uma
forma de minimizar variagdes bruscas do pH ¢ a utilizacdo de substratos com boa capacidade
tamponante ou a adicdo de solugdes tampdo na etapa de umidificacdo do substrato (DEL
BIANCHI; MORAES; CAPALBO; 2001; PANDEY, 2003).

Uma variedade de micro-organismos incluindo fungos filamentosos, leveduras e
bactérias pode ser usada nos processos de FES. Entretanto, devido ao baixo teor de umidade no
meio de fermentacgdo, os fungos filamentosos e as leveduras tém sido mais empregados nestes
processos devido a habilidade de crescerem em ambientes com essas caracteristicas
(MARTINS etal., 2011).

Os fungos filamentosos tém recebido grande atencao devido a habilidade de produzirem
enzimas termoestaveis de alto valor cientifico e comercial, tais como amilases, pectinases,
xilanases, celulases, quitinases, proteases, lipases, [-galactosidases, entre outras

(CHRISTAKOPOULOS; MACRIS; KEKOS, 1990).
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Os fungos filamentosos tornaram-se amplamente utilizados para a producdo comercial
de acidos organicos. Como exemplo, pode-se citar a producao do acido citrico por Aspergillus
niger (SANDHYA; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 2005).

A escolha do residuo como substrato e do micro-organismo para a fermentagdo ¢
importante e interfere no processo de obtencao de diferentes compostos fendlicos através da
fermentagdo. Pesquisadores relataram o efeito de trés diferentes micro-organismos na
fermentagdo de farelo de aveia como fonte de compostos fendlicos. Apds a FES, os acidos
fenolicos, cafeico e fertlico, respectivamente, apresentaram 230 e 790% de aumento para
Aspergillus oryzae var. Efuses, 170 e 450% para Aspergillus niger, e 37 e 0% para Aspergillus
oryzae. De acordo com as analises, os compostos fenolicos em maiores quantidades sdo os
acidos cafeico e fertlico, que estdo na forma esterificada. Com a hidrolise por micro-
organismos, estes compostos aumentaram a solubilidade e facilitaram sua extracdo, mostrando
grande vantagem sobre outros processos que utilizam altas temperaturas e, portanto, geram altos
custos de energia. Esta diferenca nos resultados obtidos dos compostos fendlicos esta

relacionada com a atividade metabodlica e os varios tipos de enzima de cada micro-organismo

(MADEIRA JUNIOR; TEIXEIRA; MACEDO, 2015).

2.6 A ESPECIE Aspergillus oryzae

Os fungos sao um grupo de micro-organismos eucariotos morfologicamente complexos
e amplamente distribuidos no mundo. Possuem um papel importante na natureza por serem
decompositores bioldgicos. Dentre os fungos, os ascomicetos ¢ os basidiomicetos saprofitos
sdo os mais eficientes na decomposi¢ao da biomassa lignoceluldsica e conseguem se adaptar as
diferentes fontes de carbono e nitrogénio (BOUWS; WATTENBERG; ZORN, 2008).

O filo Ascomiceto se diferencia pela reproducao, onde ha producao de esporos em ascos
(esporangios). A maior parte dos Ascomicetas sdo filamentosos, ou seja, exibem formas
estruturais distintas durante seu ciclo de vida. A estrutura vegetativa bésica ¢ a hifa, um
filamento tubular originado da germinagao do esporo reprodutivo. O crescimento da hifa produz
micélios. Quando o micélio se encontra em culturas liquidas, ele apresenta diferentes formas,
entre filamentos de micélios dispersos as massas miceliais densas. O crescimento em forma de
hifas permite ao organismo colonizar e utilizar eficientemente o substrato (MONCLARO,
2014; PAPAGIANNI, 2004).

O género Aspergillus compreende um grupo de fungos filamentosos no qual foram

identificadas muitas espécies. Muitas delas sao de fungos patogénicos produtores de
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aflatoxinas, tais como Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, e Aspergillus parasiticus. Por
outro lado, muitas espécies de Aspergillus possuem grande importancia industrial (DE VRIES;
VISSER, 2001).

Dentre as espécies amplamente utilizadas na industria destaca-se a Aspergillus oryzae.
Apesar de A. oryzae e A. flavus pertencerem ao mesmo grupo flavus, do subgénero Circundati,
A. oryzae, diferentemente do A. flavus, nao produz aflatoxinas. O longo histérico de uso na
industria alimenticia para producdo de alimentos fermentados tradicionais, tais como saqué
(vinho de arroz), miso (pasta de soja) e shoyu (molho de soja) por mais de 1.000 anos tem
provado sua seguranga (MACHIDA et al., 2005; ODA et al., 2006).

Tanto A. oryzae quanto as enzimas por ele produzidas estdo na lista da Food and Drug
Administration (FDA) como Generally Recognized as Safe (GRAS), e a seguranca desse fungo
¢ também garantida pela Organizacdo Mundial da Saude (FAO/WHO, 1988).

A. oryzae pode ser cultivado tanto em estado solido quanto em cultura submersa. O
cultivo em estado solido aproxima-se mais das condi¢des naturais do que o crescimento em
uma cultura submersa, resultando em uma produgao enzimatica até¢ 500 vezes mais eficiente,
como observado na producao de quimosina pela cultura de 4. oryzae em estado solido no farelo
de trigo (ODA et al., 2006; TSUCHIYA et al., 1994).

A. oryzae ¢ um fungo filamentoso aerdbico. Nos estagios iniciais de seu crescimento, as
colonias possuem coloracdao branca que, posteriormente, tornam-se esverdeadas. Os esporos
assexuais (conidios) s@o facilmente formados e liberados no ar (Figura 4) (BARBESGAARD;
HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1992).

Figura 4 — Imagem ilustrativa macroscopica (A) e microscépica (B) de Aspergillus oryzae

Fonte: ADAPTADO DE VARGA; FRISVAD; SAMSON, 2011
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2.7 ESTUDOS DE PENETRACAO CUTANEA

A pele esta envolvida em varios processos fisicos e bioquimicos, sendo o mais
importante deles a funcdo protetora, prevenindo tanto a passagem de substincias exogenas
estranhas como a perda de liquidos do corpo. E dividida basicamente em trés regides
funcionalmente distintas: epiderme, derme e hipoderme (SINGH; KUMAR, 2014).

A epiderme ¢ a camada mais externa da pele, sendo avascularizada e constituida de um
epitélio estratificado, escamoso e queratinizado. A epiderme estd apoiada sobre a membrana
basal que ¢ aderida a derme, sendo essa membrana basal responsavel pelo fornecimento de
nutrientes. A diferenciacao das células presentes na camada basal conduz a formagao do estrato
corneo, que ¢ a camada mais externa da pele, constituido por queratindcitos e cornedcitos
(queratindcitos maduros) e responsavel pela baixa permeabilidade cutanea (GOMES; REIS,
2003).

O estrato corneo ¢ de grande importancia para os estudos de penetracdo cutidnea, uma
vez que, pela estrutura e composigdo, € a principal barreira limitante a difusao percutanea de
compostos. E formado por uma estrutura bifasica de lipidioproteina onde os cornedcitos ficam
dispersos em uma matriz rica em lipidios ndo polares como ceramidas, acidos graxos livres,
esteroides e triacilglicerois (GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008).

A derme possui espessura maior que a epiderme, sendo constituida por fibroblastos,
colageno e elastina, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminagdes nervosas, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (BARRY, 1983; CHIEN, 1992). A presenca de
elevado volume sanguineo na pele age como condig¢do sink [condi¢do de ndo saturagdo do
sistema dinamico (SILVA et al., 2010)] para moléculas que sofreram difusdo e atingiram os
capilares, mantendo baixas as concentracdes de substancias que penetraram na derme,
maximizando o gradiente de concentragdo na epiderme e promovendo, dessa forma, a absor¢ao
percutanea (AULTON, 2002). A hipoderme ¢ constituida principalmente por adipdcitos que
atuam na protecdo mecanica e regulacdo térmica da pele (NIELLOUD; MARTI-MESTRES,
2000).

A pele ¢ um tecido altamente metabdlico e atua na protecdo fisica, microbioldgica e
bioquimica para os 6rgdos internos, sendo provida com grande nimero de mecanismos de
defesa antioxidante (KOHEN; GATI, 2000). Os mecanismos de defesa antioxidante podem ser
sistemas enzimaticos tais como catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase, e ndo enzimaticos tais como glutationa, a-tocoferol, acido ascorbico e B-

caroteno (STEENVOORDEN et al., 2001).
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Sob tensdo normal de oxigénio, tais mecanismos sdo suficientes para manter a
homeostasia, removendo os radicais livres produzidos. No entanto, sob circunstancias que
promovam aumento no estresse oxidativo tais como a exposic¢ao a radiagao UV, poluentes e
cigarro, a concentracao de radicais livres aumenta incontrolavelmente, rompendo o equilibrio
pré-oxidante/antioxidante no organismo em favor do primeiro (SIERENS et al., 2001).

Tem sido demonstrado que muitos agentes com propriedade antioxidante exercem
efeitos anti-inflamatdrio e anti-carcinogé€nico na pele. Isto sugere a possibilidade de agentes
especificos serem enderecados a alvo definido e a eventos moleculares estabelecidos para
prevencao e tratamento de uma variedade de desordens da pele humana. Estes agentes, sozinhos
ou em formulacdes, poderiam ser utilizados como quimioprotetores. Para isso, os compostos
bioativos devem permear pelo estrato corneo e atingir as camadas profundas da pele sem atingir
a circulagao sistémica (MARTI-MESTRES et al., 2007).

A penetragdao de um composto na pele ¢ determinada por suas propriedades fisico-
quimicas, em particular ao peso molecular e a lipofilicidade, que possui grande importancia nos
processos de permeacao cutanea. Para uma boa penetracao no estrato corneo e epiderme, o ideal
¢ que o composto apresente boa solubilidade tanto em dgua quanto em 6leo, apresentando um
coeficiente de parti¢ao octanol-dgua (logP) entre 1 e 2, e massa molecular de até 500 Da. Além
disso, mesmo com essas caracteristicas, a penetracdo ainda pode ser aumentada pelo uso de
formulacdes topicas (HUBER et al., 2014).

As principais vias pelas quais um composto atravessa o extrato corneo sao pela difusao
ao redor dos cornedcitos permanecendo dentro da matriz lipidica (via intercelular),
atravessando os corneocitos (via transcelular) ou estabelecendo uma rota paralela na qual os
compostos podem ser absorvidos pelo foliculo piloso, glandulas sebaceas e sudoriparas (via
apéndices). Entretanto, a penetragdo via apéndices ¢ considerada pequena uma vez que os
apéndices representam somente aproximadamente 0,1% da superficie corporal (MOSER et al.
2001).

No que diz respeito as propriedades de absorcao e penetracao cutanea das substancias
na pele, métodos in vitro e in vivo sao adequados. No entanto, os experimentos in vitro sao
preferidos por razdes éticas e de disponibilidade. O método de difusdo em célula de Franz tem
sido muito utilizado na quantificacdo da penetragao de compostos na pele (VARVARESOU,
20006).

A célula de difusdo classica consiste em um compartimento doador (superior) e outro
receptor (inferior) que sdo separados pela amostra de pele. O compartimento receptor ¢é

preenchido por um fluido, geralmente um tampao adicionado de um agente tensoativo, que
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simula a circulagao sanguinea (Figura 5). A amostra teste é colocada sobre o disco de pele ¢ a
difusdo através da pele ¢ medida no compartimento receptor e nas diferentes camadas da pele.
A permeagdo de compostos que saem do compartimento doador e passam para o receptor
geralmente ¢ determinada pela quantificagdo empregando-se técnicas analiticas seletivas e de
alta sensibilidade, geralmente a CLAE, uma vez que a quantidade da substancia a ser analisada

normalmente ¢ muito pequena (MOSER et al., 2001).

Figura 5 - Imagem ilustrativa da célula de difusdo de Franz

Fonte: VILELA, 2010

A melhor e mais relevante fonte de pele a ser utilizada nos experimentos €, sem duvida,
a pele humana. Entretanto, devido a questdes éticas e dificuldade de obten¢ao, modelos animais
tém sido sugeridos como substitutos. O modelo de pele de orelha de porco tem sido amplamente
utilizado por ser de facil obtengdo em abatedouros, possuir caracteristicas bioquimicas e
histologicas similares e fornecer resultados comparaveis a pele humana (CHAMBIN; BEVAN;
TEILLAUD, 1993; GODIN; TOUITOU, 2007). Devido ao fato de que a difusdo passiva ¢ a
principal rota de penetragdo, a viabilidade da pele ndo é requisito para o teste de penetracao
cutanea (DIEMBECK et al., 1999).

Diferentes constituintes do café tém sido sugeridos como potencialmente
quimioprotetores em diferentes sistemas quimicos e bioldgicos principalmente pela propriedade

antioxidante dos compostos, capazes de proteger contra a radiacdo UVB, neutralizar os radicais
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livres, sendo empregados principalmente como protetores solares € na preven¢ao do
envelhecimento da pele (HERMAN; HERMAN, 2013).

A cafeina ¢ um dos constituintes do café que tem seu uso cosmético aumentado devido
as propriedades biologicas de reducdo da celulite e gordura subcutdnea uma vez que estimula a
degradagdo de gorduras durante a lipolise por meio da inibi¢do da atividade da fosfodiesterase.
Além disso, a cafeina tem sido utilizada em cosméticos com o objetivo de retardar o
fotoenvelhecimento da pele e também estimular o crescimento de cabelos devido a inibicdo da
atividade da 5-a-redutase, enzima que converte a testosterona em di-hidrotestosterona (DHT),
que ¢ responsavel pela calvicie (HERMAN; HERMAN, 2013). O uso da cafeina em produtos
cosméticos destinados a reducdo de olheiras também ja tem efeito comprovado (AMNUAIKIT;
MANEENUAN; BOONME, 2011).

Os acidos clorogénicos, cafeico e ferulico também tém ganhado destaque nos produtos
cosméticos. O 4cido fertlico ¢ um potente antioxidante capaz de proteger as membranas
celulares contra a peroxidagao lipidica, sequestrar radicais livres e absorver a radiagdo UV.
Observou-se que a combinac¢ao de acido ferulico com outros antioxidantes como o acido
ascorbico e o a-tocoferol em formulagdes cosméticas promoveu um efeito sinérgico contra o
estresse oxidativo na pele e tem potencial para ser usado contra o fotoenvelhecimento e
preven¢ao do cancer de pele (LIN et al., 2005).

O 4cido cafeico também ¢ um potente antioxidante com atividade comprovada por
varios métodos quantitativos quando comparados a antioxidantes como o butihidroxianisol
(BHA), butilhidroxitolueno (BHT), a-tocoferol e Trolox. A incorporagdo do acido cafeico em
formulacdes topicas também tem sido indicada para a prevencdo dos danos induzidos pela
radiagdo UV e prevencdo do fotoenvelhecimento e cancer de pele (MAGNANI et al., 2014).

Foi demonstrada uma melhor penetragao do acido ferulico (massa molecular: 194 g/mol
e logP: 1,51) em células intestinais (linhagem Caco-2) quando comparada ao acido clorogénico
(massa molecular: 354 g/mol e logP: -0,48), atribuida principalmente a menor massa molecular
do acido fertlico e maior lipofilicidade (FARREL et al., 2012).

Em um estudo realizado, solugdes aquosas de acidos cafeico e ferulico foram testadas
topicamente em pH 3 e 7,2 e foi observada a permeacdo cutinea. A lipofilicidade do 4cido
feralico € maior que do acido cafeico (massa molecular: 180 g/mol e logP: 1,15) e atribuiu-se
este fato a sua maior penetragdo através do estrato corneo, reduzindo o eritema induzido pelos
raios UV (SAIJA et al., 2000).

Finalmente, o cenario mercadologico promissor do uso do café na aplicagdo cosmética

pode ser exemplificado pelo langamento do Coffeeberry®, um extrato produzido pelo
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laboratdrio Stiefel (Stiefel Laboratories, Inc., Atlanta, GA) a partir de graos de café verde, uma
vez que a atividade antioxidante desses graos é maior do que daqueles maduros. O Coffeeberry®
contém polifenois como ACG, proantocianidinas condensadas e acidos quinico e fertalico. Foi
também demonstrada a capacidade do extrato em regular a expressdo de genes responsaveis
pela sintese do colageno e de inibir a sinteses das metaloproteinases, enzimas que atuam na
degradagdo dessa substdncia. O mesmo laboratorio lancou a linha de produtos chamada
RevaleSkin™ (Stiefel Laboratories, Atlanta, GA), que contém o Coffeeberry®, constituida por
um produto de limpeza da pele, um creme para noite e outro para uso didrio, garantindo uma
linha de cuidados antioxidantes para a pele e de prote¢do contra as radiagdes UVA e UVB

(FARRIS, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral potencializar a atividade antioxidante e a
penetragdo cutdnea de metabdlitos secundérios presentes no extrato hidroetandlico de café

verde obtido por meio da biotransformacgao dos graos por Aspergillus oryzae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Abaixo, seguem os objetivos especificos norteados pela proposta geral supramencionada:
a) Realizar a biotransformacao de graos de café verde Coffea arabica L. por Aspergillus oryzae
em diferentes tempos de fermentagdo e obter os extratos hidroetanoélicos;
b) Determinar os teores de acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), acido cafeico e cafeina nos extratos
hidroetanoélicos ndo biotransformado e biotransformado;
c¢) Realizar a secagem dos extratos empregando a técnica de liofilizacao;
d) Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos de DPPH: espectrofotométrico
e de CCD;
e) Caracterizar quimicamente os diferentes extratos liofilizados por CLUE-EM-Q-TOF;
f) Incorporar o extrato biotransformado liofilizado selecionado em formulagao topica do tipo
gel-creme;

g) Avaliar a penetracao do 5-ACQ, acido cafeico e cafeina in vitro utilizando células de Franz.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

O café verde (Coffea arabica L.) (Rubiaceae) foi adquirido da Cooperativa dos
Cafeicultores das Matas de Minas, Vigosa, Minas Gerais, em outubro de 2015 ¢ o material
vegetal foi armazenado sob refrigeragdo (2-8 °C). Os graos foram moidos em moinho de facas
(SOLAB, modelo SL30). Em seguida, foi realizada a padronizacdo da granulometria do

material utilizando tamis de malha n° 20.

4.2 PREPARO DA SUSPENSAO DE ESPOROS

A cepa Aspergillus oryzae CCDCA 102604, isolada de amostras de pimenta do reino,
foi obtida da Cole¢do de Culturas de Micro-organismos do Departamento de Ciéncias dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras. Este Departamento ¢ credenciado como fiel
depositaria de amostras pelo Conselho de Gestdo do Patrimdénio Genético do Ministério do
Meio Ambiente.

A manutencao do fungo se deu por repique em meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) inclinado (HiMedia, India) previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
minutos. Os repiques foram realizados em cabine de seguranca bioldgica e mantidos em estufa
a 25 °C em aerobiose por 7 dias (PALMIERI, 2017). Em seguida, com o auxilio de al¢a
microbioldgica, esporos presentes na superficie do meio foram transferidos para tubos de ensaio
13 x 100 mm contendo 10 mL de solucdo salina estéril. A concentragdo celular do in6culo foi
obtida por contagem em camara de Neubauer e a suspensdo de esporos foi ajustada para uma

concentragio de 1 x 107 esporos/mL (GEORGETT!I et al, 2009).

4.3 BIOTRANSFORMACAO DO CAFE VERDE POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO (FES)

Os ensaios para FES foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10
g de café¢ verde moido. Os frascos contendo o café foram umedecidos com 1 mL de agua
destilada de forma homogénea e esterilizados por calor imido a 121 °C por 15 minutos.

Ao café resfriado foi adicionado 1 mL da suspensdo de esporos padronizada (1 x 10’

esporos/mL) e, para que todo o indculo fosse absorvido pelo café de forma uniforme, foi feita
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uma homogeneizagdo com auxilio de bastdo de vidro estéril. As amostras inoculadas foram
incubadas a 25 °C por 24, 36 e 48 horas. Os cultivos foram feitos em triplicata, assim como o
controle, ao qual foi adicionado 1 mL de solugdo salina em substitui¢ao a suspensao de esporos

(PALMIERI, 2017).

4.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICOS

Ap0s a biotransformacado por 24, 36 e 48 horas, os cultivos foram interrompidos com a
adi¢do de 70 mL de etanol 80% (v/v) a cada frasco Erlenmeyer, seguido de agitacdo em shaker
a 200 rpm por 2 horas a 25 °C. Os extratos hidroetanélicos controle e biotransformados foram
filtrados a vacuo em papel de filtro de 12,5 um, acondicionados em frascos de vidro ambar e

mantidos refrigerados (2-8 °C).

4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS TOTAIS

Os teores de solidos totais dos extratos hidroetanolicos (mg de solidos totais/mL de
extrato) foram determinados em balan¢a com sistema de aquecimento por infravermelho, na
qual os extratos obtidos foram submetidos a temperatura de 130 °C até peso constante. Os teores

de solidos totais foram considerados para o célculo da concentragcdo dos diferentes extratos.

4.6 ANALISES CROMATOGRAFICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

4.6.1 Padroes e solventes

Os reagentes utilizados foram metanol grau CLAE (J.T. Baker, EUA), agua
ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore®) e 4cido fosforico P.A. (Quimex®, pureza de
85%). Todos os solventes foram previamente filtrados em membrana PVDF de 0,45 um com o
auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e degaseificados durante 15 minutos com o
auxilio de banho de ultrassom. Os padrdes de acido cafeico (pureza > 98%), 5-ACQ (pureza >

95%) e cafeina (pureza > 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil).

4.6.2 Preparo dos padroes e amostras
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Os padrdes de 5-ACQ e cafeina foram diluidos em &gua/metanol (95:5 v/v) nas
concentracdes 25, 50, 100, 150 e 200 pg/mL. O padrao de acido cafeico foi diluido em 100%
de metanol nas concentragdes 0,5, 2,0, 25,0, 50,0, 100,0 e 150,0 pg/mL. As triplicatas dos
extratos hidroetanolicos de café ndo biotransformado e biotransformado por 24, 36 e 48 horas
foram diluidos em dgua/metanol (95:5 v/v) até a obten¢do da concentragdo de 2 mg/mL.

Todas as solugdes de padrdes e amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10000

rpm e filtradas em filtros PVDF de 0,45 um acoplados as seringas.

4.6.3 Condicdes cromatograficas e determinacao dos teores de acido S-cafeoilquinico,

cafeina e acido cafeico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificagcdo de 5-ACQ, acido cafeico e cafeina realizada por CLAE utilizando-se
aparelho modular da marca Waters® composto por uma bomba binaria modelo 1525, detector
de arranjo de diodos (DAD) modelo 2998 e injetor automatico modelo 2707. Os dados

coletados das amostras e padrdes foram tratados e analisados utilizando o software Empower®

3.

Foi empregada a técnica de cromatografia de fase reversa utilizando uma coluna C18
modelo Promosil® (Agela Technologies) de 150 mm x 4,6 mm com particulas de 5 um. As
fases moveis utilizadas foram uma combinacao de agua ultrapurificada acidificada com 0,1%
de 4cido fosforico (Fase movel A) e metanol (Fase movel B) seguindo o gradiente de eluicao
conforme Tabela 1. A vazdo utilizada durante a analise foi de 1 mL/minuto e a coluna

cromatografica foi mantida em forno de aquecimento a 30 °C (PALMIERI, 2017).

Tabela 1 - Composigdo das fases mdveis utilizadas para quantificagdo de acido S-cafeoilquinico, acido
cafeico e cafeina no sistema de elui¢do por gradiente

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
0 95 5
20 60 40
30 0 100
40 0 100
50 95 5

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Os picos foram detectados através de detector de arranjo de diodos em dois diferentes
comprimentos de onda, 272 e 330 nm. A identificacdo foi feita por comparagdo dos tempos de
retencao obtidos das amostras e dos padrdes analisados nas mesmas condicdes e pelos espectros

de absorgao obtidos.
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4.7 LIOFILIZACAO DOS EXTRATOS

As triplicatas de extratos hidroetanolicos obtidos apds cada tempo do processo de
biotransformac¢ao foram reunidas e rotaevaporadas a 40 °C para retirada do solvente utilizando
rotaevaporador (Buchi®, modelo V300). Apos evaporagdo do solvente, as amostras foram
congeladas em ultrafreezer a -56 °C e liofilizadas na faixa de temperatura de -45 a -50 °C e

pressdo de 150-200 mmHg (JJCientifica®, modelo LJJ104F, Sao Carlos, SP) (Figura 6).

Extrato rotaevaporado (A), processo de liofilizagdo (B,C), e extrato seco
liofilizado (D).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

4.8.1 Determinacio da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

(DPPH?e*) em espectrofotometro

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada empregando-se o método DPPHe
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que avalia a capacidade dos compostos antioxidantes presentes
nas amostras em sequestrar o radical estdvel DPPHe (Figura 7). A solu¢do de DPPH* em sua
forma oxidada possui coloragdo roxa e quando o radical transfere seu elétron, devido a redugao

promovida pela espécie antioxidante, essa solugdo se descolore até atingir coloragdo amarela
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clara de forma estequiométrica ao numero de moléculas de radicais DPPHe reduzidas. A reagdo

¢ monitorada pelo decréscimo da absorbancia (BLOIS, 1958).

Figura 7 — Imagem ilustrativa do mecanismo de reagdo do DPPHe com uma substancia antioxidante

NO
2 NO,
02N NOZ
O,N NO,
= + RH —> NH L
N |
DPPH- (Forma oxidada — roxo) DPPH- (Forma reduzida — amarelo)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Para a avaliagdo da atividade antioxidante, os diferentes extratos liofilizados obtidos
foram inicialmente diluidos em etanol 80%, seguidos de uma segunda dilui¢ao em etanol 100%
a fim de se obter cinco concentragdes (10, 20, 40, 60 e 80 pg/mL).

A critério de comparacgdo foi avaliada também a atividade antioxidante do padrao de
quercetina nas concentracdes de 1, 2, 4, 6 ¢ 8 ug/mL.

O ensaio consistiu da adi¢cdo de 1 mL da solugdo etandlica de DPPHe (0,45 mM) a4 mL
das preparacdes dos extratos liofilizados e ao padrao de quercetina nas concentragdes acima
citadas. A andlise foi acompanhada de um controle positivo que continha todos os constituintes
do meio reacional, exceto a amostra, e do branco que continha todos os constituintes do meio
reacional, exceto a solugdo do DPPHe. Apds 30 minutos da reagdo as absorbancias foram lidas
em espectrofotdometro (Micronal; modelo B582) no comprimento de onda de 517 nm.

A atividade antioxidante foi expressa pela porcentagem de reducdo da absorbancia da
amostra, no meio reacional, em relagao a absorbancia do controle positivo, como demonstrado
pela formula abaixo. A partir dos percentuais de inibi¢do obtidos foram calculados os valores
de CEsopara cada extrato, isto €, a concentragdo eficaz de extrato capaz de reduzir em 50% a

absorbancia do controle positivo.

- (000000A0000 00000000 — DOD000A0000 00000o0n)
% [ Tgall = x 100
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4.8.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

(DPPH*) em cromatografia em camada delgada (CCD)

Os extratos liofilizados e os padrdes de quercetina, 5-ACQ, acido cafeico e cafeina
foram diluidos em metanol a fim de se atingir as concentracdes de 2 mg/mL para os extratos e
200 pg/mL para os padrdes. Aliquotas de 10 pL. das amostras foram aplicadas diretamente em
placas de silica gel Alugram® Xtra SIL G/UV254 (Macherey-Nagel) e evaporadas sob fluxo de
ar. Foi utilizado o sistema eluente constituido por acetato de etila:acido formico:éacido
acético:agua (100:11:11:10, v/v/v/v). O cromatograma foi desenvolvido em cuba de vidro com
atmosfera saturada.

As placas foram removidas da cuba, secas com ar quente e visualizadas em luz UV 254
nm. Em seguida, a placa foi borrifada com solucdo de DPPHe 0,2%. As bandas com atividade
sequestradora do radical DPPH foram observadas como bandas amareladas no fundo roxo da
placa cromatografica. A identificagdo dos compostos presentes nos extratos foi feita com base
na comparacao dos fatores de retencao (Rf) das amostras com o Rf dos padroes de 5-ACQ,
cafeina e acido cafeico. Foi utilizado como controle positivo o padrido de quercetina,

comprovadamente um potente antioxidante.

4.9 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE CAFE POR CLUE-EM-Q-TOF

As andlises foram realizadas na Central Analitica de Bioprodutos e Bioprocessos
(CENTRALBIO) da Faculdade de Farmacia da UFJF utilizando o equipamento UPLC Acquity
Xevo G2-S Q-TOF UPLC-MS (Waters, USA). O sistema ¢ composto de um UPLC Acquity
acoplado a um espectrometro de massas quadrupolo do tipo time of flight (Q-ToF).

As amostras foram eluidas utilizando a coluna ACQUITY UPLC®BEH C18 (1.7 um,
100 mm x 2.1 mm) (Waters, USA) a uma temperatura de 45 °C no forno de colunas. As amostras
foram mantidas a 18 °C no injetor automatico e o volume de injecao utilizado foi de 4,2 uL.. O
fluxo de analise utilizado foi de 0,306 mL/min com um tempo total de 13,6 minutos. A fase
movel A constituida de 4gua acidificada (0,1% éacido formico) e a fase movel B de metanol. A

Tabela 2 abaixo contém detalhes sobre o gradiente utilizado durante a realizacao da analise:
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Tabela 2 - Composicdo das fases mdveis utilizadas no sistema de elui¢ao por gradiente no método de
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas com analisador
Quadrupolo-Tempo-de-Voo (CLUE-EM-Q-TOF)

Tempo Fluxo

(minutos) (mL/min) Fase movel A (%) Fase movel B (%)  Curva
0,00 0,306 95,0 5,0 6
5,44 0,306 60,0 40,0 6
8,16 0,306 0,0 100,0 6
10,88 0,306 0,0 100,0 6
13,60 0,306 95,0 5,0 1

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

A deteccdo por espectrometria de massas foi conduzida através da ionizacdo por
electrospray (ESI) utilizando o modo de deteccio msE em modo negativo e positivo. As
amostras foram detectadas utilizando duas fungdes: a) func¢do 1, com baixa energia de ionizagao
(6 eV), e b) funcado 2, aplicando uma rampa crescente de energia de colisdo de 15 a 35 eV, que
induz a fragmentacao dos ions precursores, possibilitando a andlise e elucidagdo de compostos
em uma unica inje¢cao de amostras complexas. A faixa de relacdo massa/carga (m/z) monitorada
foi de 100-900 Da.

Os seguintes parametros foram utilizados nos modos negativo e positivo: voltagem do
capilar 3.00 kV, cone de amostragem 40 V, fonte de temperatura 150 °C, temperatura de
dessolvatacao 500 °C, fluxo de gés de dessolvatagao 1000 L/h, fluxo de gas do cone 50 L/h. O

software Masslynx v 4.1 foi utilizado para analisar os dados.

4.10 PREPARO DA FORMULACAO TOPICA

Foi preparada uma formulacdo do tipo gel creme a partir da mistura na proporcao 1:1
(p/p) do gel base de hidroxietilcelulose com o creme base de cera auto-emulsificadora nao
i0nica adquiridos em uma farmdcia de manipulacdo (Juiz de Fora, MG). O gel base constituiu-
se do polimero hidroxietilcelulose (Natrosol®) 2% (p/p), 4cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1% (p/p), metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno e fenoxietanol (Phenova)
0,3% (p/p), propilenoglicol 5% (p/p), imidazolidinil uréia 0,3% e agua purificada q.s.p.

O creme base constituiu-se de EDTA dissodico, estearato de octila, cera
autoemulsionante ndo idnica (Polawax NF), propilenoglicol, conservantes metilisotiazolinona
e metilcloroisotiazolinona, BHT, ciclometicona e agua purificada. A concentracdo dos

ingredientes ndo foi fornecida pelo fabricante.
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Os extratos de café biotransformado e nado biotransformado liofilizados foram

umectados em 4gua purificada (q.s.p.) e incorporados no gel creme na concentragdo de 5%

(p/p)-

4.11 ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

Os estudos de permeacao e retengdo cutanea in vitro foram realizados com o objetivo
de avaliar a penetragdo da cafeina, acido cafeico e 5-ACQ na pele de orelha de porco tratada
com formulagdes contendo extratos biotransformado ou nao biotransformado. Foi feito também
um controle com a formulagao gel creme placebo.

Os experimentos foram conduzidos utilizando pele de orelha de porco, obtidas em
abatedouro local (Juiz de Fora, MG). As orelhas foram lavadas com &gua corrente e a pele da
porcdo externa da orelha foi cuidadosamente removida com a ajuda de bisturi. Vasos
sanguineos, gordura e pélos foram removidos, sendo que somente o estrato corneo, a derme e
a epiderme foram isoladas. As peles de orelha de porco foram armazenadas a — 20 °C até o
ensaio, por um periodo maximo de 30 dias.

Os estudos de penetragdo foram conduzidos utilizando-se células de Franz com
compartimento de solugio receptora com capacidade para 12 mL e area de difusdo de 1,77 cm?.
O meio receptor consistiu de um tampao fosfato 150 mM (pH 7,2) com 0,5% de polissorbato
20 (Tween 20®) mantido a 37 °C sob constante agitagio de 500 rpm em barra magnética.

A pele de orelha de porco foi colocada na parte superior da célula receptora, com o
estrato corneo voltado para o compartimento doador e a derme voltada para o compartimento
receptor da célula de difusdo (Figura 8). Todo o cuidado foi tomado para se evitar a formagao
de bolhas de ar entre a pele e a solucdo receptora. Foi colocada sobre a pele 150 mg da
formulagdo a ser testada. As células foram protegidas da luz com papel aluminio. Os

experimentos foram realizados em quadruplicata.
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Figura 8 — Imagem ilustrativa do teste de penetragdo cutinea em célula de Franz
- - _l

b shigets b4 : L
W 5 Pl B . Fa i -

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

Ao final de 12 horas, a solugdo receptora foi coletada, as peles de orelha de porco foram
retiradas e limpas com algoddes umedecidos com dgua destilada. A camada mais externa da
epiderme, correspondente ao estrato cérneo, foi retirada pressionando-se uniformemente 15
fitas adesivas tipo “durex” (tape stripping). As fitas foram descartadas. A pele remanescente
(epiderme viavel + derme) foi pesada, picotada e transferida para tubos de ensaio contendo 5
mL de metanol. Em seguida, a pele foi submetida a ultrassom por 30 minutos, agitada em vortex
por 1 minuto e posteriormente centrifugada durante 15 minutos a 3000 rpm. Os sobrenadantes
obtidos foram recolhidos e filtrados em membranas com poros de 0,45 um. A cafeina, o 4cido
cafeico e 0 5-ACQ foram analisados na solucdo receptora e na epiderme e derme por CLAE

utilizando-se o procedimento analitico descrito anteriormente.
4.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa de estatistica
GraphPadPrism® (versdo 6.0). Os resultados foram expressos pela média + desvio padrio (DP),
comparando os diferentes grupos por analise de variancia (ANOVA), seguido de teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Foram consideradas diferengas significativas os valores dep

<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOTRANSFORMACAO DO CAFE VERDE POR FERMENTACAO EM ESTADO
SOLIDO (FES)

Ao final dos diferentes tempos de fermentagdo de 24, 36 e 48 horas e apos a extracdo
dos compostos fendlicos, foram obtidos os diferentes extratos hidroetanolicos.

Os extratos foram avaliados quanto ao teor de solidos totais em balanca de
infravermelho. O extrato de café nao biotransformado (controle) apresentou teor médio de
solidos totais de 1,98 £ 0,33% enquanto os extratos de café¢ biotransformados por 24, 36 e 48

horas apresentaram valores de 2,11 = 0,05%, 1,31 + 0,10% e 1,55 £ 0,01%, respectivamente.

52 ANALISES CROMATOGRAFICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE)

5.2.1 Determinacio dos teores de acido S-cafeoilquinico, acido cafeico e cafeina por CLAE

O sistema gradiente utilizado resultou na separacdo dos picos de interesse. A
identificacdo dos compostos presentes nos extratos foi feita com base na comparagdo dos
tempos de retencdo e espectro UV dos compostos com os padrdes de acido S-cafeoilquinico (5-

ACQ), cafeina e acido cafeico (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Espectro UV dos padrdes de acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), acido cafeico e cafeina
200.00 nm 200.00 nm 200.00 nm

|, 2000, 000 a000 000 | | 2000 3000 0w 40000
208.7 15.18] [192.2515 7 3248 15.79
!
272.4
408.6
Acido clorogénico Cafeina Acido cafeico

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 10 — Cromatograma das soluc¢des padrao de acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), acido cafeico
(AC) e cafeina (CAF) analisados em 272 e 330 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

O método analitico apresentou linearidade na faixa de concentragao utilizada (r > 0,990)
(BRASIL, 2017). As equacdes das retas e coeficientes de correlacdo linear (r) estdo
apresentados na Tabela 3. As retas obtidas foram utilizadas para a quantificagdo do 5-ACQ,

cafeina e acido cafeico nos extratos.

Tabela 3 - Equacdes das retas e coeficientes de correlagdo linear (#) obtidos a partir da curvade
calibracdo das solucdes de padrdes de dcido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), cafeina e acido cafeico

Comprimento de Cocficiente de correlagio

Padrao onda (nm) Equagao da reta linear ()

5-ACQ 330 y =152087,09x + 209455,07 0,9998
Acido cafeico 330 y =266449,19x + 377407,93 0,9987

Cafeina 272 y=137372,48x —450811,87 0,9992

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

As andlises cromatograficas por CLAE dos diferentes extratos demonstraram
concentracoes similiares de 5-ACQ, cafeina e 4cido cafeico nos extratos ndo biotransformados
e biotransformados por 24 horas. Nos extratos de café biotransformados por 36 horas foi
possivel verificar alteragdes significativas nas concentragcdes desses compostos em relacdo ao
controle. Ocorreu uma reducao na concentragdo de 5-ACQ acompanhada de um expressivo
aumento de acido cafeico, que provalmente estd relacionado com a acdo das esterases
produzidas pelo fungo, capazes de clivar as ligacdes entre as moléculas dos acidos cafeico e
quinico que formam o 5-ACQ. No tempo de 36 horas também houve aumento significativo da
cafeina.

A biotransformag¢do do café por 48 horas promoveu a degradagdo quase total do 5-ACQ

em relacdo aos outros tempos. A cafeina e o acido cafeico também apresentaram redugdes nas
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respectivas concentragdes quando comparadas ao tempo de 36 horas, o que sugere uma acao

exaustiva das enzimas produzidas pelo fungo sobre os compostos presentes no café verde

(Tabela 4 e Figuras 11 e 12).

Tabela 4 Resultados das concentragdes de acido clorogénico (5-ACQ), cafeina e acido cafeico nos
extratos nado biotransformados e biotransformados por 24, 36 e 48 horas

Extrato Concentraggo (png/mL)

5-ACQ Acido cafeico Cafeina
Controle 238,51 +5,07* 0,60+£0,11* 152,09 + 6,66 2
24 horas 236,51 £4,11° 0,96 £0,12* 14927 +£3,94°2
36 horas 47,15+9,07° 97,42 +5,98° 213,59 +4,78°
48 horas 0,45+0,33 ¢ 2,89+1,07° 192,70 + 6,54 ©

Os valores representam a média = DP (n = 3). Médias com letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05, ANOVA de uma via, seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos nas analises por CLAE dos extratos hidroetandlicos de café verde
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 12 — Cromatogramas obtidos nas analises por CLAE dos extratos hidroetanolicos de café verde
ndo biotransformado (A) e biotransformado por 24 (B), 36 (C) e 48 horas (D) em 330 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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5.3 LIOFILIZACAO DOS EXTRATOS

Apos determinagdo dos teores de 5-ACQ, cafeina e acido cafeico as réplicas dos extratos
foram reunidas e submetidas ao processo de rotaevaporacao do solvente seguido de liofilizagao.
Os rendimentos de extrato seco liofilizado obtidos a partir de 30 g de café verde foram de 5,88
(19,63%), 4,59 (15.29%), 2,78 (9,28%) e 2,98 g (9,94%), para os extratos de café verde nao
biotransformado e biotransformados por 24, 36 e¢ 48 horas, respectivamente. Sugere-se que o
crescimento da biomassa do fungo esteja relacionado com o maior consumo de compostos

presentes no café verde resultando em menor rendimento dos extratos liofilizados.

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

541 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe) em

espectrofotometro

Os valores calculados de CEso para os extratos ndo biotransformado (controle) e
biotransformados nos tempos de 24, 36 e 48 horas foram, respectivamente, 43,9, 45,2, 43,4 ¢
170,8 pg/mL. O padrdao de quercetina, substancia conhecidamente antioxidante, apresentou
CEsoigual a 5,8 pg/mL.

Apesar dos resultados das analises por CLAE terem demonstrado alteragdes
quantitativas nos perfis cromatograficos dos diferentes extratos, nao houve diferenca na
atividade antioxidante dos extratos nao biotransformado (43,9 ug/mL) e biotransformados por
24 (45,2 pg/mL) e 36 (43,4 pg/mL) horas.

A redugdo do 5-ACQ observada nas analises por CLAE no tempo de 36 horas foi
acompanhada do aumento de acido cafeico, o que possivelmente contribuiu para a manutengao
da atividade antioxidante, uma vez que esse composto possui comprovada capacidade
antioxidante. O aumento da CEso no extrato biotransformado por 48 horas corrobora os
resultados cromatograficos por CLAE que claramente demonstraram a degradacdo do 5-ACQ

e do acido cafeico.
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542 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe) em

cromatografia em camada delgada

A bioautografia dos extratos liofilizados foi realizada utilizando sistema eluente que
resultou na separagdo dos compostos de interesse. Varios compostos responderam
positivamente ao revelador DPPHe, apresentando coloracdo amarela. A placa cromatografica
revelada com DPPHe demonstrou que os compostos com maior contribuicdo para atividade
antioxidante dos extratos investigados foram o 5-ACQ e o 4cido cafeico. A cafeina foi
visualizada somente durante a exposi¢ao da CCD a luz UV em 254 nm, uma vez que o composto
apresentou baixa atividade antioxidante frente ao DPPHe.

De forma semelhante aos resultados obtidos nas andlises por CLAE, a bioautografia
demonstrou a manutengao da concentragdo de 5-ACQ no tempo de 24 horas quando comparada
ao café verde ndo biotransformado seguida de reducao parcial e total nos tempos de 36 ¢ 48
horas, respectivamente. Considerando-se as intensidades das bandas, o acido cafeico teve
resposta antioxidante semelhante ao padrao de quercetina, apresentando aumento significativo
da concentragdo no tempo de 36 horas, seguido de redugdo da concentracao no tempo de 48

horas (Figura 13).
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Figura 13 — Fotografia das placas de cromatografia em camada delgada visualizadas em luz
ultravioleta (UV) em 254 nm (esquerda) e revelada com solugdo de DPPH 0,2% visualizada em luz
visivel (direita)

.
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Quercetina CAF 5-ACQ AC Ctrl 24h 36h 48 h Quercetina CAF 5-ACQ AC Ctrl 24h 36h 48h

C ) ]
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Padrées Extratos
200 pg/mL 2 mg/mL

Foram aplicados na placa 10 pl dos extratos (2 mg/mL) e padrdes (200 pg/mL). As manchas de 1-4 sdo
referentes aos padroes de quercetina, cafeina (CAF), acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e acido cafeico
(AC), respectivamente. As manchas de 5-8 sdo referentes aos extratos de café verde nao biotransformado
(Ctrl) e biotransformado por 24, 36 e 48 horas, respectivamente.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018

5.5 Caracterizagdo quimica dos extratos de café verde por CLUE-EM-Q-TOF

As amostras foram analisadas no equipamento CLUE-EM-Q-TOF, no qual a
caracterizacdo dos compostos foi realizada por meio da interpretacdo de seus espectros de
massa e dos padrdes de fragmentagdo obtidos, levando em consideragdo os dados fornecidos
pela literatura, comparacdo do tempo de retencao e espectro de massas dos padrdes de acido
quinico, acido cafeico, cafeina e 5-ACQ.

Na analise em modo negativo de ionizagdo, foram detectados nas diferentes amostras
de forma majoritaria compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos acidos hidroxicindmicos

(Figuras 14, 15 e 16). As substancias identificadas estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Caracterizagdo dos compostos dos extratos de café ndo biotransformado e biotransformado por 24, 36 e 48 horas por CLUE-EM-Q-TOF em modo

negativo
Te(rin - Massa Foérmula
Composto proposto € molecular [M-H] MS/MS (m/z) Controle 24 h 36 h 48 h Referéncia
retengdo molecular
. (Da)
(min)
: . . CADIZ-GURREA et al.,
Acido quinico 0,881 192 191,06 127 C7H 1206 v v v v 2013: Padrio
Acido citrico 1,154 192 191,02 111 CsHs07 v v v v CADIZ-GURREA et al., 2013
Acido protocatecuico 2,398 154 153,02 109 C;HOs v RAMESHKLIMAR etal.
Acido 3-o-cafeoilquinico (3- NCUBE et al., 2014;
Acido 5-o-cafeoilquinico (5- NCUBE etal,, 2014;
3,442 354 353,09 191 Ci6H1809 4 4 v v WILLEMS et al., 2016;
ACQ) N
Padrio

Acido feruloilquinico NCUBE et al., 2014; CADIZ-
(isbmero) 3,596 368 367,10 193, 134 Ci7H2009 v v v v GURREA et al., 2013
Acido 4-o-cafeoilquinico (4- v v v v NCUBE et al., 2014;
ACQ) 3,642 354 353,09 191, 179, 173, 135 Ci16H1509 WILLEMS et al.. 2016
.o . RAMESHKUMAR et al.,
Acido cafeico 3,842 180 179,04 135 CyoHsO4 v 4 v v 2013: Padrio

Acido feruloilquinico NCUBE et al., 2014; CADIZ-
(isbmero) 4,647 368 367,11 191, 173 C17H2009 4 v 4 GURREA et al., 2013
Acido feruloilquinico NCUBE et al., 2014; CADIZ-
(isomero) 4,694 368 367,11 191, 173 Ci17H2009 v v v GURREA et al., 2013
Acido feruloilquinico NCUBE et al., 2014; CADIZ-
(isomero) 5,383 368 367,11 191, 161 Ci17H2009 v GURREA et al., 2013
géﬁro) dicafeoilquinico 5 74 516 515,12 353,191,179, 173,135  CasHaOn v v v v CADIZ-GURREA et al., 2013
é;fl)(rir(l)ero) dicafeoilquinico ¢ 45 516 51512 353,191,179,173,135  CysHuOp v v v CADIZ-GURREA et al., 2013
Desconhecido 7,131 208 207,07 179, 161, 135 C11H1204 v SUN et al., 2007

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 14 — Cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo negativo
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 15 — Sobreposicdo dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo negativo

-y 5 f 1: TOF MS ES-
Acido quinico 5-ACQ Tic
}ﬁ 4-ACQ 8.84e6

Acido

cafeico

3-ACQ
g %‘
Acido citrico
Acido
protocatecuico
Wi

5 - win. - = e e A .~y 71

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 140 1.60 1.80 2.00 220 240 2.60 2380 3.00 320 340 3.60 3.80 4.00

(Vinho) Extrato ndo biotransformado, (Vermelho) Extrato biotransformado por 24 horas, (Verde) Extrato biotransformado por 36 horas e (Roxo) Extrato
biotransformado por 48 horas.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018



50

Figura 16 — Sobreposicao dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo negativo
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Os resultados mostraram perfis quimicos semelhantes dos extratos ndo
biotransformado e biotransformado por 24 horas. No tempo de 36 horas ficou evidenciado o
aumento dos acidos quinico, citrico, protocatecuico, 3-cafeoilquinico e 4-cafeoilquinico.
Ocorreu também o aumento do acido cafeico e isdmeros do acido dicafeoilquinico. No mesmo
tempo foi observada a redugdo do 5-ACQ. Somente no extrato de café biotransformado por
36 horas foi detectado um composto ndo identificado, com tempo de retengdo de 7,131
minutos, com ion molecular com m/z de 207 e fragmentos majoritarios 179, 161 e 135,
sugerindo que seja o composto acido dimetilcafeico (SUN et al., 2007).

No tempo de 48 horas também ocorreu aumento dos acidos quinico e citrico em relagao
ao extrato de café ndo biotransformado, acompanhado da degradacao quase total de todos os
demais compostos avaliados.

Analisados conjuntamente, os resultados da analise em modo de ionizagdo negativo
sugerem a acao das enzimas (principalmente esterases) produzidas por A. oryzae a partir de
24 horas de FES, atuando principalmente na quebra das ligagdes ésteres dos acidos
clorogénicos cafeoilquinicos e feruloilquinicos, levando a um aumento dos acidos cafeico e
quinico. A atuagdo exaustiva dessas enzimas sobre os compostos presentes no café promoveu
a degradacdo quase total dos mesmos conforme observado no extrato fermentado por 48 horas
(BEL-RHLID et al., 2013).

Na anélise em modo positivo de ionizacdo, foram detectados nas diferentes amostras
de forma majoritaria compostos fenolicos pertencentes ao grupo dos acidos hidroxicindmicos,
as metilxantinas cafeina e teofilina, além do composto trigonelina (Figuras 17, 18 e 19). As
substancias identificadas estdo descritas na Tabela 6.

Os resultados mostraram perfis quimicos semelhantes dos extratos ndo
biotransformado e biotransformado por 24 horas. No tempo de 36 horas ficou evidenciada a
formacao de teofilina, o aumento da cafeina e a redugdo da trigonelina e do 5-ACQ.

No tempo de 48 horas também houve aumento da teofilina e uma pequena redugao de
cafeina, acompanhado da degradagdo quase total dos isdmeros do acido clorogénico, acido
feruloilquinico e dicafeoilquinico.

E importante ressaltar o aumento de um composto nio identificado, com tempo de
retencao de 2,205 minutos, com ion molecular com m/z de 154 e fragmentos majoritarios 126,

110 e 108, no extrato biotransformado ap6s 36 horas.
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Tabela 6 - Caracterizagdo dos compostos dos extratos de café ndo biotransformado e biotransformado por 24, 36 ¢ 48 horas por CLUE-EM-Q-TOF em modo

positivo
Te(linpo Massa Férmul
Composto proposto ¢ . molecular m/z (Adutos) MS/MS (m/z) ormuia Controle 24 h 36 h 48 h Referéncia
retencao (Da) molecular
(min)
Trigonelina 0,843 137 138,04 ((M+H]") 110, 104 CH1Os v v v v GARRETT et al, 2012,
Acido 3-o-cafeoilquinico 2,568 354 377,05 ((M + Na]") 163, 135,117 Ci6H 1809 v v v v GARRETT etal., 2012;
Teofilina 3,099 180 181,06 ((M-+H]") 124 CHgNAO, v y,  [FTIKHAR; gg/?J;ER'TOTH’
Acido 5-o-cafeoilquinico 3,442 354 377.07(MANapy OB oo, v v v v GARREET et al., 2012
Acido feruloilquinico . 215,177, 145, v v v v GARRETT et al., 2012;
(isomero) 3,596 368 391,06 (M +Na]") 117 Ci7H200 KUHNERT et al., 2010
Acido 4-o-cafeoilquinico 3,642 354 377,05 ([M + Na]") 163,135,117 Ci6H1809 v 4 v 4 GARRETT et al., 2012;
CoL . N GARRETT et al., 2012; LIM
Acido cafeico 3,842 180 181,03 ([M+H]") 163, 135, 117 CoHgO4 v v v v etal., 2015: Padrdo
GARRETT etal., 2012;
Cafeina 3,865 194 195,07 ((M+H]") 138,123,110 CsH1oN4O v v v v BIER; HARTMANN;
HOLSCHBACH, 2013
Acido feruloilquinico . 215,177, 145, GARRETT et al., 2012;
(isdmero) 4,636 368 391,06 (M + NaJ') 117 C17H200 Y Y v KUHNERT et al., 2010
Acido feruloilquinico v 215,177, 145, GARRETT et al., 2012;
(isdmero) 4,690 368 391,08 ((M+ NaJ') 117 C17H200 d Y v KUHNERT et al., 2010
ég’é‘lﬁ’ero) dicafeoilquinico 5 ;¢4 516 539,09 (M + Na]") 377, 163 CasHaiO1s v v v v TOLONEN et al., 2002
éscéi‘l’em) dicafeoilquinico ¢ 45, 516 539,09 ([M + Na]") 377,163 CasHa4O1 v v v TOLONEN et al., 2002

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2018
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Figura 17 — Cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagdo por electrospray em modo positivo
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Figura 18 — Sobreposicdo dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo positivo
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Figura 19 — Sobreposicdo dos cromatogramas de ions totais dos extratos analisados por CLUE-EM-Q-TOF com ionizagao por electrospray em modo positivo
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5.6 PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

Nas condi¢des experimentais empregadas a cafeina foi o inico composto capaz de reter-
se na epiderme e derme e também atingir a solu¢do receptora. Em ambos os casos, quando
considerada a retencdo e a penetragao da cafeina, foi observada maior quantidade desse
composto na pele e na solucdo receptora quando utilizada a formulacdo adicionada do extrato
biotransformado em relagdo a formulagdo adicionada do extrato ndo biotransformado (Figuras
20, 21, 22 e 23). A quantificagdao da cafeina nao foi realizada uma vez que as areas dos picos
obtidos apresentaram-se inferiores ao intervalo linear avaliado. Além disso, substancias
presentes na pele ou na formulagao co-eluiram com a cafeina na andlise da epiderme e derme
(Figura 22). Vale ressaltar que, para formulagdes cosméticas, nao € interessante que ocorra a
passagem do composto ativo para a solugdo receptora. As analises cromatograficas revelaram
que ndo houve a retengdo e penetracdo dos acidos 5-ACQ e cafeico ou essas quantidades foram
muito pequenas para serem detectadas pelo método de CLAE desenvolvido.

E importante considerar que a concentragio dos compostos nas formulagdes nao foi o
fator determinante para a penetracao dos mesmos, uma vez que no extrato controle o 5-ACQ
foi o composto presente em maior concentracdo seguido da cafeina e do 4cido cafeico, e no
extrato biotransformado a cafeina estava presente em maior concentragdo seguida do acido
cafeico e 5-ACQ. Em ambos os casos, somente a cafeina foi detectada na pele e no fluido

receptor.
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Figura 20 — Cromatogramas obtidos nas analises de permeacdo dos compostos na pele quando
veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café verde ndo biotransformado (B)
e biotransformado (C), em 272 nm
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos nas analises de permeagdo dos compostos na pele quando
veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café verde ndo biotransformado (B)
e biotransformado (C), em 330 nm
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Figura 22 — Cromatogramas obtidos nas analises de reten¢ao na derme ¢ epiderme dos compostos na

pele quando veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café verde ndo
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Figura 23 — Cromatogramas obtidos nas analises de retenc¢@o na derme e epiderme dos compostos na
pele quando veiculados nas formulagdes placebo (A), adicionada do extrato de café verde ndo
biotransformado (B) e biotransformado (C), em 330 nm
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Dados da literatura demonstram que os acidos cafeico e clorogénico ndo tem uma boa
capacidade de penetragdo cutanea como a cafeina (VAN DE SANDT et al., 2004). Estudos que
avaliaram a penetracdo dos acidos cafeico e clorogénico na pele, dissolvidos em solugdo
contendo promotores de penetragdo cutanea, verificaram que esses compostos foram capazes
de atravessar o estrato corneo e atingir todas as camadas da pele, sem diferenga significativa na
penetracdo dos mesmos (MARTI-MESTRES et al., 2007).

Extratos vegetais que possuem compostos antioxidantes tém sido considerados como
novas alternativas para o desenvolvimento de produtos cosméticos visando a prote¢do da pele
contra os danos oxidativos produzidos principalmente apds a exposicao a radiacao UV.
Entretanto, para que esses antioxidantes tenham agao devem ser capazes de atravessar o estrato
coérneo, atingir a epiderme e derme sem que ocorra a permeagao para a circulacio sistémica
(MARTI-MESTRES et al., 2007). Desta forma, estudos de penetragdo cutdnea sdo muito
importantes para garantir a seguranga e a eficicia de produtos farmacéuticos ou cosméticos
contendo diferentes ingredientes ativos.

Quando estes extratos sdo incorporados em formulagdes, a penetragdo das substancias
ativas na pele ¢ muito influenciada pelo veiculo, que tem a capacidade de promover ou reduzir
a penetracao cutanea (DAL BELO et al., 2009). A correta selecdo da base semissolida assim
como seus componentes ¢ fundamental para a penetragdo efetiva da substancia ativa.
Considerar as propriedades do composto ativo, da base semissolida e das camadas da pele a
serem atingidas pode ajudar a predizer a penetragdo na pele e absor¢cdo de compostos ativos
(JANKOWSKI; DYJA; SARECKA-HUJAR, 2017).

Fatores como o peso molecular e a lipofilicidade da substancia, o tipo de formulagao e
carreador utilizado, a integridade da pele, o grau de hidrata¢do do estrato cérneo, a atividade
metabdlica da pele, o coeficiente de particdo entre o veiculo e o estrato corneo e as
caracteristicas fisico-quimicas da substancia ativa sao fatores capazes de influenciar a liberagao
do farmaco na pele apds a administragdo topica. Entretanto, a dificuldade em predizer a
penetracdo cutanea esta no fato de que as caracteristicas da substancia, do veiculo e da pele
devem ser considerados como um sistema multifatorial complexo, ¢ nao separadamente. A
retengdo e a penetracdo cutanea podem ser influenciadas tanto por interacdes entre os
componentes da formulagao e a pele, tanto pelas interagdes entre os componentes da formulagao
e o composto ativo (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; JANKOWSKI; DYJA;
SARECKA-HUIJAR, 2017).

No presente estudo foi utilizada uma emulsao do tipo O/A, isto ¢, a fase externa da

emulsdo ¢ aquosa. A taxa de liberagdo de substancias ativas de natureza hidrofilica como a
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cafeina ¢ 0 5-ACQ e moderadamente hidrofilicas como o acido cafeico geralmente aumenta
quando bases de carater mais hidrofilicos sdo utilizadas (hidrofobica < emulsao < hidrofilica)
(DANIELS; KNIE, 2007). Entretanto, a formulacao gel creme utilizada ndo foi adequada para
a veiculacao dos compostos ativos na pele, uma vez que nao propiciou a penetracdo dos
compostos fenolicos na epiderme e também por ter promovido a penetragdo da cafeina até a
solugdo receptora. Diante disso, sugere-se que o uso de promotores quimicos de absor¢ao
cutanea e de formas mais promissoras como as microemulsdes, lipossomas e nanoparticulas
poliméricas sejam estratégias interessantes que poderiam auxiliar no aumento e controle da
penetracao dos compostos antioxidantes do café verde na pele.

Pesquisadores confirmaram a penetragao cutanea do acido cafeico em pele de orelha de
porco quando veiculado na forma de lipossomas ap6s 7 horas da aplicagdo. Nesse mesmo
tempo, o acido cafeico na forma livre ndo foi capaz de penetrar na pele (KATUWAVILA et al.,
2016). Kitagawa et al. (2011) indicaram que o uso de uma microemulsdo do tipo O/A como
veiculo propiciou uma penetragdo eficiente do 5-ACQ. Outro estudo indicou também o
potencial do uso de uma microemulsdo para promover a penetracdo da cafeina na pele,
resultando na penetragdo 1,3 vezes maior do que as formas gel e emulsdao (BOELZINGER et
al., 2008). Além disso, o uso de carreadores lipidicos nanoestruturados ja foi reportado como
uma forma promissoras para a penetracao cutanea da cafeina (RODRIGUES et al., 2016).

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam a necessidade dos estudos de
penetracao visando verificar se 0os compostos ativos permaneceram na pele para exercer seus
efeitos locais ou fornecendo subsidios para otimizar a eficacia do produto, bem como para

evidenciar um potencial risco de absor¢ao sistémica.
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6. CONCLUSOES

As analises empregando os métodos de CLAE, CCD e CLUE-EM-Q-TOF mostraram o
potencial do Aspergillus oryzae para ser empregado na biotransformacdo de compostos
fendlicos, resultando em alteragdes quantitativas e qualitativas na composi¢do quimica do café
verde. Ficou evidenciada a quebra das ligacdes ésteres dos dacidos clorogénicos com
consequente formacgao dos acidos quinico e cafeico no intervalo de 36 horas de FES, sem perda
da atividade antioxidante.

Os resultados dos estudos de permeacao e retengao in vitro mostraram que a cafeina foi
0 unico composto capaz de ficar retido na derme e epiderme. A penetragao da cafeina foi maior
quando utilizada a formulacao adicionada do extrato biotransformado em relacdo a formulagao
adicionada do extrato ndo biotransformado. Entretanto, mesmo apos a biotransformagao por 36
horas pelo 4. oryzae, que resultou na quebra das ligacdes ésteres dos acidos clorogénicos
gerando aumento do acido cafeico (menor peso molecular), ndo houve a penetragdo dos
compostos fendlicos na epiderme. Esse resultado refor¢a a importancia do desenvolvimento de
formulagdes topicas adequadas e da realizagao dos estudos de penetragao cutanea para garantir
a penetragdo dos compostos ativos garantindo assim a eficacia das mesmas, bem como para

evidenciar um potencial risco de absorcao sistémica.
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APENDICE A - ESI(-) MS/MS dos compostos citados na Tabela 5.

m/z 191 — Acido Quinico (Padro)
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m/z 353 — Acido 3-o-cafeoilquinico
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m/z 367 — Acido feruloilquinico (isémero)
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m/z 353 — Acido 4-o-cafeoilquinico
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m/z 367 — Acido feruloilquinico (isdmero)

2 TOF MSES-
1.27e6

100+ 173.05.
-
367.10
193.05
191.06
13404 15503 160,84 368,11
c“WH"' b iz
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I . . ;. o A
m/z 367 — Acido feruloilquinico (isdmero)
2. TOF MSES-
e 101,06 8.60e3
160 84
162 84
178 84
-
176.84
180.83
rd
17305
192.06
197.81 zmn
12567 15“% 152.83 | 2&15751 20304 32'172 337.03 /B 3g711
8 PR VA PRFVOY AR |1 R 11| O ——— v [ 1 NS o {1 A0} MO i
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 3®BO 3B 370
{ . . . y . <« A
m/z 515 — Acido dicafeoilquinico (isomero)
2 TOF MSES-
100+ 515 12, 1.07eb
353 09
® 179.04
173.05
191.06
91612
335.08 arso07
51310
354 09
351.07
13303 161.03 511.09
|| I P | O ! i Wy | M
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

78



m/z 515 — Acido dicafeoilquinico (isdbmero)
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APENDICE B - ESI(+) MS/MS dos compostos citados na Tabela 6.

m/z 377 — 5-ACQ (Padrao)
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m/z 377 - 5-ACQ
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m/z 181 — Acido cafeico
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m/z 391 - Acido feruloilquinico (isdbmero)
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