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RESUMO

O café é um recurso valioso mundialmente, devido a sua rica composi¢ao quimica e
seu alto poder econémico. Os recursos naturais detém matérias-primas significantes
para as mais variadas funcdes, dentre elas a atividade larvicida, antioxidante e
antimicrobiana. A presente pesquisa propde identificar a composi¢céo quimica e avaliar
a potencial acao larvicida, antimicrobiana e antioxidante do 6leo extraido da borra de
café. O café usado € da espécie arabica e proveniente da Chapada Diamantina-BA.
A borra de café passou pelo processo de secagem em estufa a 45°C e em seguida foi
extraido o 6leo através de um extrator tipo Soxhlet utilizando o solvente n-hexano e
caracterizado por técnicas espectroscopicas e cromatograficas. Foram identificados
guatro acidos graxos, o componente majoritario foi o acido linoleico(44,9%) seguido
do acido palmitico (43,56%). Na analise da atividade antioxidante, o 6leo apresentou-
se com atividade superior (17,23 + 8,97) ao Acido ascorbico (10,40 + 1,40) que foi
utilizado como controle positivo no Método B-Caroteno, enquanto que atraves do
Método de Sequestro de Radicais Livres DPPH, o 6leo ndo apresentou atividade
significante. Nos bioensaios com larvas de Aedes aegypti em estagio L2 e L3 foi
possivel identificar que a acdo do 6leo como larvicida, depende do tempo de
exposicao e da concentracdo, ou seja, quanto maior a concentracdo e maior o tempo,
maior letalidade sobre as larvas. O teste para comprovar a agao antimicrobiana, foi
realizado com cepas de bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus aureus 10 e Escherichia Coli ATCC 25922 e Escherichia coli 06 e
antibidticos sintéticos (amoxicilina, gentamicina, norfloxacina) como controles
positivos. Alguns mecanismos de resisténcia atuaram com esses farmacos, como o
mecanismo de resisténcia enzimatico e bomba de efluxo. O oleo fixo da borra de café
interagiu positivamente com os antibioticos de controle. Em conclusao, o éleo fixo da
borra de café possui o acido linoleico como componente quimico majoritario, é capaz
de promover morte de larvas de A. aegypti, exercer efeito antioxidante superior ao
acido ascérbico e acdo adjuvante potencializadora de antibiéticos sobre as bactérias
Escherichia coli.

Palavras-chave: Café. Coffea arabica. Larvicida. Antioxidante. Antimicrobiano. Oleo

fixo.



ABSTRACT

Coffee is a valuable resource worldwide, due to its rich chemical composition and high
economic power. Natural resources hold significant raw materials for the most varied
functions, among them the larvicidal, antioxidant and antimicrobial activity. The present
research proposes to identify the chemical composition and evaluate the potential
larvicidal, antimicrobial, and antioxidant action of the oil extracted from coffee grounds.
The coffee used is arabica, from Chapada Diamantina, Bahia. The coffee grounds
were dried in an oven at 45°C and then the oil was extracted through a Soxhlet
extractor using the solvent n-hexane and characterized by spectroscopic and
chromatographic techniques. Four fatty acids were identified, the majority component
was linoleic acid (44.9%) followed by palmitic acid (43.56%). In the antioxidant activity
analysis, the oil presented higher activity (17.23 £ 8.97) than ascorbic acid (10.40 *
1.40) that was used as a positive control in the 3-carotene method, while in the DPPH
free radical scavenging method, the oil did not show significant activity. In bioassays
with Aedes aegypti larvae in stages LIl and LIl it was possible to identify that the action
of the oil as larvicide depends on the exposure time and concentration, i.e. the higher
the concentration and the longer the time, the greater the lethality on larvae. The test
to prove the antimicrobial action was performed with bacterial strains Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Staphylococcus aureus 10 and Escherichia Coli ATCC 25922
and Escherichia Coli 06 and synthetic antibiotics (amoxicillin, gentamicin, norfloxacin)
as positive controls. Some resistance mechanisms acted with these drugs, such as
enzymatic resistance mechanism and efflux pump. The fixed oil from coffee grounds
interacted positively with the control antibiotics. In conclusion, the fixed oil from coffee
grounds has linoleic acid as the major chemical component, is able to promote death
of A. aegypti larvae, exert antioxidant effect superior to ascorbic acid and potentiating
adjuvant action of antibiotics on Escherichia Coli bacteria.

Keywords: Coffee. Coffea arabica. Larvicide. Antioxidant. Antimicrobial. Fixed oil.
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1 INTRODUCAO

O café pertence a familia das Rubiaceas, sendo considerado uma arvore
pequena ou um arbusto perene. E caracterizado por frutos ovoides com cores
vermelhas ou amarelas, contendo duas sementes cartilaginosas, envoltas em uma
polpa adocicada e comestivel. O alto valor desta planta reside quase que
exclusivamente na sua semente, com as quais se prepara a bebida denominada café
(AGUIAR, 2005).

O café é rico em produtos quimicos e altos niveis de compostos bioativos que
sdo considerados benéficos para a saude, como os polifendis e alcal6ides. Esses
compostos quimicos variam de acordo com o solo, clima, técnicas de cultivo,
condi¢cdes de armazenamento, temperatura, tempo de torracdo e nivel de maturacdo
(DIENG et al., 2017).

Atualmente o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, além de
segundo maior consumidor do produto devido as regides tropicais onde predomina o
clima quente e tmido (CONCEICAO et al., 2017). Séo cultivadas duas espécies de
café, a Coffea arabica e Coffea canefora, sendo a primeira a mais cultivada (CONAB,
2021). No inicio da década de 1880, o Brasil foi responsavel por 32% da
comercializacéo global do produto, sendo que as pincipais areas de concentracao de
producédo do café estdo na Bahia e no norte de Minas. Na Bahia as principais regioes
produtoras sdo o Planalto, Cerrado e Atlantico (Tabela 1) (BRAINER; XIMENES,
2022).

Tabela 1 - Café produzido na Bahia, por regido, no ano de 2021
.l cAfTOTAL_________ | |  ARABICA

PRODUTIV

REGIOES IDADE

PRODUTORAS DA AEREA AEREA
BAHIA (mil ha) PRODUGAO (mil sacas) % (milha) PRODUGAO (mil sacas) % (sacas/ha)

Cerrado 6,3 288,0 7,6 6,3 288,0 18,8 46,1

Planalto 52,1 1.246,0 32,7 52,1 1.246,0 81,2 23,9
98,3 3.813,0 100,0 58,3 1.535,0 100,0 26,3

Fonte: CONAB (2021)

A primeira estimativa da safra de café em 2022 aponta que a colheita do gréao

40,0 2.279,0 59,8

deve ter um aumento de 16,8% em relacdo ao ano de 2021, ficando em 55,7 milhdes
de sacas de 60 quilos (kg) (CONAB, 2022). Quanto as espécies, 62,19%
correspondem a C. arabica e 37,81% a C. canefora (OIC, 2018), que € uma espécie
mais resistente e mais barata, entretanto as duas espécies possuem uma semelhanca

na composicao quimica (COUTO et al., 2019).
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A grande producédo e consumo de café no pais (quase 8 bilhdes de kg de café)
levam também a geracao de residuos que podem causar impacto no meio ambiente
caso nao sejam corretamente destinados. Entre os subprodutos esta a borra de café,
proveniente principalmente da industria de café soluvel, ela é incinerada ou despejada
como residuo sélido em aterros sanitarios (PANUSA et al., 2013). A borra de café
possui caracteristicas que tem importancia econémica e tecnoldgica devido a sua
composi¢do quimica rica em proteinas, lipidios, celulose e extrato ndo nitrogenado
(TODA, 2016).

O Oleo extraido da borra do café é facilmente obtido e dentre os seus
componentes é considerado o mais valioso economicamente, podendo ser usado para
producdo de biodiesel (MATA; MARTINS; CAETANO, 2018). O seu efeito a saude
humana também tem sido investigado destacando-se a ag¢do na prevencdo de
doencas degenerativas cronicas, cancer e problemas cardiovasculares. Devido a sua
bioatividade tem inumeras aplicacbes na industria alimenticia e farmacéutica
(MUSSATTO et al., 2011).

Diante do nao aproveitamento de residuos de café gerado pelo consumo dessa
bebida em nosso pais e associando essa informacéo a dados que mostram que nas
Ultimas décadas, a utilizacdo de farmacos de forma abusiva e indiscriminada, tem
levado muitas cepas de microrganismos a evoluirem a cepas resistentes e
multirresistentes, tornando-se um problema mundial. E que de igual modo, o uso
continuo e indiscriminado de inseticidas quimicos no combate a vetores transmissores
de pragas e doencas, como por exemplo o Aedes aegypti transmissor dos virus
causadores da dengue, chikungunia, zica e febre amarela, promovem a selecdo de
resisténcia (SILVEIRA et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades larvicidas, antioxidante e
antimicrobiana do 6leo fixo extraido da borra de café, bem como identificar os
compostos presentes no 6leo. A borra de café é rica em 6leos que podem contaminar
0 meio ambiente. Portanto, faz-se necessario rastrear possibilidades para uso/destino
destes subprodutos para minimizar contaminantes no meio ambiente (ROCHA; REIS;
CHAVES, 2013).

Apesar de existirem varias pesquisa com o objetivo de analisar a constituicao
guimica do café e borra do café, até o0 momento ndo existem estudos extensivos e
sistematicos na literatura sobre a atividade antimicrobiana, antioxidante e larvicida do

6leo extraido da borra de café.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar a composicdo quimica, a acgdo larvicida, antimicrobiana e

antioxidante do 6leo extraido da borra do café.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a constituicdo quimica do 6leo da borra de café;

e Mensurar o teor de atividade antioxidante do 6leo da borra de café;

e Determinar a concentracao inibitdria minima do 6leo da borra de café frente a
bactérias padrdes e multirresistente;

e Avaliar a capacidade de interferéncia do o0leo em modificar a acdo dos
antimicrobianos frente a cepas bacterianas em estudo;

e Investigar a acao larvicida do 6leo da borra do café sobre larvas de A. aegypti.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CAFE: ASPECTOS GERAIS

A planta de café ¢ originaria da Etiopia, centro da Africa. Em 575 d.C o fruto era
cultivado e consumido in natura. A partir do século XVI os graos passaram a ser
torrados e transformados na bebida do café. Essa cultura chegou ao Brasil no ano de
1727 trazido da Guiana Francesa com grande valor comercial. O Brasil lidera o
primeiro lugar como exportador de café mundialmente e em segundo como lider
consumidor, além de empreender um papel fundamental tanto na economia nacional
(Figura 1) como mundial. Diante desse contexto, o Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) faz algumas exigéncias para que se produza um café
sustentavel objetivando garantir as geracoes futuras (MACHADO, 2022).

Figura 1 - Evolugéo do consumo interno de café no Brasil de 2000 a 2022
B Em milhares de sacas de 60 kg
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Fonte: ABIC-Associacao Brasileira da Industria de Café (2022)

3.2 ESPECIES MAIS COMUNS DE CAFE: arabica e canephora

O café pertence a familia botanica Rubiaceae (Tabela 2) e mais de 100
espécies de café foram reconhecidas até agora. Porém a Coffea arabica e Coffea
canephora variedade Robusta sdo as mais cultivadas mundialmente. A espécie
Coffea arabica possui sabor doce e floral e sdo cultivados em encostas de montanhas
determinando um custo alto, enquanto que a espécie Coffea canephora, variedade
Robusta, cresce em terras planas, sao resistentes adoencas, possui sabor forte e sua
producédo é mecanizada (CAGLIANI et al., 2013).
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Tabela 2 - Classificacdo botanica do café

FAMILIA GENERO ESPECIE VARIEDADES
(mais comuns) (exemplos)
Rubiaceae Coffea arabica Typica
canephora Robusta
liberica

Fonte: International Coffee Organization (2022)

O Coffea arabica corresponde a 64% do cultivo, a espécie canefora 35% e as
demais espécies perfazem 1% da producdo mundial. A espécie arabica por ser de
melhor qualidade, tem sua comercializacao trés vezes maior que a variedade robusta.
Dependendo da localizagdo geogréafica em que o café esta sendo cultivado, esse valor
pode chegar até dez vezes mais que o preco do Coffea canephora variedade robusta
(RUBAYIZA; MEURENS, 2005).

Técnicas espectroscopicas detectaram que 0s extratos aquosos das duas
espécies sao ricas em cafeina, trigonelina, N-metil piridina, acidos clorogénicos,
sacarideos, aminoacidos, acidos quimicos livres e acidos organicos enquanto que a
espécie Coffea arabica possui uma quantidade maior de acetato, trigonelina e
formiato e uma quantidade menor de cafeina em comparacdo com a espeécie Coffea
canefora, variedade robusta (CAGLIANI et al., 2013). No entanto, alguns compostos
guimicos séo perdidos durante o processo de torrefacdo (DIENG et al., 2017).

A torracdo afeta a qualidade sensorial e a concentracdo de compostos
bioativos. A composicéo quimica varia em consequéncia das condi¢cdes em que foram
produzidas e processadas, como também dependem de fatores genéticos,

ambientais, condicdes de manejo antes e depois da colheita (ABRAHAO et al., 2008).

3.3 BORRA DE CAFE

Devido a grande producdo de café, milh6es de toneladas de residuos sao
produzidos e descartados no meio ambiente sem qualquer tipo de tratamento. A
estimativa € que 1kg de café soluvel gera cerca de 2 kg de borra de café (residuo que
sobra apés o café ter sido coado), e produz um teor médio de 15% de 6leo. Assim
como o café, este residuo também € constituido de varios nutrientes bioativos, como

por exemplo: fendlicos, flavonoides, carotenoides, lipideos, acido clorogénico
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protocatecuico, melanoidinas, diterpenos, xantinas, precursores de vitaminas e etc.
Esse material descartado é considerado aos olhos dos cientistas uma matéria-prima
com alto potencial na producgéo de diversos produtos (STYLIANOU et al., 2018).

Essa borra de café que é descartada diretamente no solo, provoca polui¢do do
meio ambiente devidoa presenca de algumas substancias orgéanicas que exigem
grande quantidade de oxigénio para se degradar, além de causarem danos no DNA
dos organismos aquaticos. O processo de reciclagem reduz a quantidade de residuos
e protege o meio ambiente (ATABANI et al., 2017).

A borra de café é uma matéria prima gratuita e uma alternativa sustentavel e
vantajosa em comparagdo com o0s inseticidas convencionais. A saude publica no
Brasil é favoravel ao uso deste residuo como método natural de combate as larvas do
Aedes aegypti (DERRAIK; SLANEY, 2005).

Alguns estudos demonstram os efeitos da borra de café, na alteragéo da vida
util dos Aedes aegypti, esses impactos causados nas larvas, sao transferidos para a
vida adulta do mosquito, reduzindo a capacidade vetorial desses insetos,
caracterizando que a reutilizacao de residuos de café no controle de vetores é uma
solucéo promissora para minimizar os problemas relacionados a poluicdo (DIENG et
al., 2017).

Laranja et al. (2003), em experimentos com a borra de café, sugeriram que este
residuo em concentracées de 50 e 100 mg/mL pode ser um agente auxiliar no
controle alternativo do Aedes aegypti na fase larval, no entanto, concentragcdes muito
baixas podem alimentar esses culicideos. Tasew et al. (2020), afirmam que o café
além de ser conhecido por sua constituicdo quimica, é rico em bioativos com finalidade
terapéutica, ou seja antioxidante e antimicrobiana, esse conteudo vai oscilar de acordo
com o pais de origem, métodos de torrefacao e de cultivo.

Os residuos de café (borra de café) sédo uteis como fertilizantes, racao animal
e combustiveis, neles sdo encontrados os compostos fendlicos naturais, que sdo os
responsaveis pelas atividades antioxidantes e antimicrobianas nestes residuos
(CHOTANAKOON; NARADISORN, 2013).

Uma quantidade significativa de antioxidantes confere a capacidade de
produzir biodiesel, etanol e substratos na inddstria alimenticia. Estudos mostram que
varios métodos para extracao e isolamentode compostos valiosos, podem ser usados
na indastria farmacéutica, alimenticia e producdo de biodiesel como novo recurso

promissor, devido a quantidade significativa de antioxidantes (ACEVEDO, 2013).
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A borra de café possui compostos ativos assim como seu produto inicial (café),
qgue séo preservados na producédo da bebida do café. Compostos fendlicos e cafeina
sdo alguns dos achados neste sub-produto. Estudo apontam a utilizagcdo deste
residuo como antimicrobiano e herbicida natural (SILVA et al., 2015).

Entretanto, nos experimentos de SILVA et al (2015), o extrato aquoso da borra
de café ndo apresenta a capacidade de inibir o crescimento de algumas bactérias que
sdo importantes para a seguranca alimentar. Ja no estudo de CHOTANAKOON e
NARADISORN (2013) a borra de café ndo apresentou atividade antimicrobiana contra

cepas de Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

3.4 OLEO DA BORRA DE CAFE

O Oleo extraido da borra de cafe € um oleo fixo, também conhecido como 6leo
transportador, 6leo vegetal, macerado, ou extrato oleoso, é constituido principalmente
por diferentes lipidios, acidos graxos ou ceras, vitaminais e minerais. Esse 6leo é
extraido através dos métodos de maceracgao, centrifugacdo, prensagem a frio ou
extracdo da porcdo gordurosa de uma planta. Diferenciam dos 6leos essenciais
(Quadro 1) por serem menos volateis, ou seja, ndo evaporam (ORCHARD; VAN
VUUREN, 2019).

Quadro 1 — Diferenciacdo entre 6leos fixos e essenciais
OLEOS FIXOS OLEOS ESSENCIAIS

N&o volateis Volateis

Sementes, frutos, castanhas, nozes e Folhas, raizes, flores, caules, galhos,

gréaos. cascas de fruto, troncos e sementes.
Contém lipidios (acidos N&o contém lipidios.
graxos/gorduras).

Fonte: ORCHARD; VAN VUUREN (2019)

As espécies de café Coffea arabica, Coffea canefora (robusta) e Coffea liberica
possuem variacdes no seu conteudo lipidico. A espécie mais comum utilizada para
extracao do 6leo é a Coffea arabica com um teor médio de lipidio de 15%, utilizado na
producéo de géneros alimenticios, formulacdes cosméticas e farmacéuticas (RABA et
al., 2018).
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O dleo de café € composto principalmente por triglicerideos (75%) e uma
pequena quantidade de acidos graxos livres, cera e materiais insaponificaveis,
incluindo esteradis, tocoferdis, fosfatideos, diterpenos e ceramidas (GAN et al., 2017).
Os &cidos graxos considerados biologicamente ativos desempenham seu papel como
anticancerigenos, anti-inflamatério, antibacteriano, antidiabético e anti aterosclerético
(AL-ASMARI et al., 2020).

Lima et al. (2021), também ratificam que esses compostos desenvolvem papéis
biol6gicos importantes: antimutagénico, antibacterino, antiviral, analgésico, dentre
outras funcdes terapéuticas. A fracdo insaponificavel constituida por furanoditerpenos
(cafestol e caveol), e por um grupo de enzimas multifuncionais (glutationa
stransferase, que lutam contra o estresse oxidativo e invasores estranhos ao
organismo, além de atuarem como atividade anti-inflamatoria e antioxidante).

Devido a presenca de acidos graxos, o 6leo da borra de café tem propriedades
gue beneficiam o uso dermatologico, além de bloquear a radiacdo solar (ALVAREZ,
2000). Os éacidos graxos compdem os triglicerideos com diferentes graus de
insaturacdo, estes sao liquidos quando estdo em temperatura ambiente. Além dos
triglicerideos, os Oleos vegetais sé@o ricos em acidos graxos livres, fosfolipideos,
esterdis e tocoferois. Os fosfolipidios comp&em de 0,5 a 3% da maioria dos 6leos in
natura, enquanto a maioria deles contém de 1000 a 5000 ppm de esterais,
apresentando-se como esterdis livres ou de ésteres graxos. Os tocoferdis sao
encontrados em quantidades menores, porém com a funcéo de antioxidante em 6leos
com alta insaturacédo (GARCIA, 2006).

Os dleos fixos séo ricos em acidos graxos que podem ser alterados para outras
moléculas e formar os ésteres metilicos. Esses acidos graxos possuem acao larvicida,
inseticida e repelente contra mosquitos (DE MELO et al., 2018).

Os acidos graxos que constituem os oOleos fazem parte do grupo de acidos
carboxilicos, que sao constituintes dos o6leos e gorduras dos alimentos. Os
Flavondides (compostos fendlicos), estdo correlacionados ao tratamento preventivo
de varias doencas cronicas e que ndo sao transmitidas, como por exemplo, podemos
citar a atividade antioxidante que se caracteriza devido as suas propriedades redutora
e a sua estrutura quimica, fazendo com que desempenhem um papel importante na
eliminacdo de radicais livres e remoc¢ao de metais de transi¢éo, participando de todo
0 processo oxidativo (LIMA et al., 2021).

Compostos fendlicos atuam como agente antioxidante e sao referenciados
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como metabdlitos secundarios ativos. S&o inimeros antioxidantes que compde o 6leo
de café e que funcionam contra diversos microrganismos que sédo causadores de
doencas (AL-ASMARI et al., 2020). Os terpenos, metabdlitos secundarios sao os
responsaveis pela atividade antimicrobiana (ROCHA et al., 2022).

3.5 REAPROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DA BEBIDA DO CAFE

A borra de café é um dos alimentos mais descartados no meio ambiente,
reutiliza-lo como inseticida ird contribuir para a minimizacao da degradagdo ambiental,
além de ser uma estratégia maisecondémica do que os inseticidas quimicos. Essas
alternativas com baixo custo, baixa toxicidade e sem agressdes ao meio ambiente sédo
vantajosos para serem adotadas pelos orgaos responsaveis (MIRANDA et al., 2020).

O descarte destes residuos biolégicos que sao originados da producao da
bebida do café tem sido uma inquietude dos ambientalistas devido a suas
caracteristicas organicas e toxicas. Novas aplicacdes industriais e a valorizacdo deste
subproduto sé&o opcdes sustentaveis para evitar seu descarte e o seu fim de vida util
(LA SCALIA et al., 2021).

O café é um dos produtos mais comercializados do mundo, ficando em atras
apenas para o petroleo. A dispensa da borra de café nos aterros sanitarios e lixdes
integrados aos residuos de alimentos contribuem para a producdo de grande
guantidade de Gas Metano, favorecendo as alteracdes climaticas. Reutilizar parte
desses residuos como método de controle de insetos, contribuira para a reducédo de
doencas causadas por arboviroses (DIENG et al., 2017), Botas et al. (2017), ratificam
gue reutilizar os residuos no controle de vetores, € uma solucdo para os problemas
associados a poluicao.

Encontra-se tambem, literaturas que demonstram a eficacia da borra de café
como fertilizante em diversas plantacdes. E uma aternativa de manejo sustentavel que
melhora a nutricdo das plantas alimenticias, como por exemplo, a alface que melhora
a absorcdo de calcio, magnésio, potassio, nitrogénio e fosforo, como reduz a
guantidade de cobre, zinco, manganés e ferro (CERVERA-MATA et al., 2019).

Em 2022, Cervera-Mata et al., corroboram a importancia do uso da borra de
café como bioresiduo com propriedades fertilizantes. Essa borra tem uma valorizacéo
no quadro da economia circular, pela extracao de energia e produtos valiosos, como

carboidratos, proteinas, bio-6leo e biodiesel, além de gerar subprodutos solidos, como
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biocarvado e hidrocarvdo destinados a melhoria do solo, seja como corretivo ou
fertilizante do solo.

Através dos milhdes de toneladas de residuos que sao gerados a partir do
consumo de café, é possivel gerar processos biotecnoldgicos, através dos recursos
energéticos renovaveis, contribuindo para a sustentabilidade universal e a diminuicédo
da poluicdo ambiental (DATTATRAYA, 2020).

3.6 ARBOVIROSES E LARVICIDAS NATURAIS

As arboviroses sdo as doencas causadas pelo chamado arbovirus, que incluem
os virus da dengue (DENV), zika (ZIKAV), febre chikungunya (CHIKV) e febre
amarela. A dengue é a arbovirose mais prevalente nas ameéricas, e o Brasil € o pais
gue apresenta maior incidéncia desse agravo. Contudo, outras arboviroses surgiram
no cenario epidemiolégico brasileiro, como a Chikungunya e a Zika, por exemplo. A
transmissdo dessas doencas € feita através da picada de mosquitos infectados do
género Aedes, sendo a principal espécie o Aedes aegypti (BRASIL, 2022).

O ciclo de vida do Aedes aegypti € composto por quatro fases: ovo, larva
(quatro estagios larval), pupa e adulto. A fase larval € um dos periodo que 0s insetos
se alimentam e crescem, essa caracteristica classificam-os como holometabolicos
(BRASIL, 2001).

A fase larval apresenta quatro estagios que vai de L1 a L4 (Figura 2) podendo
sofrer influéncias de temperatura, luz, sal, poluentes dentre outros no seu
desenvolvimento (CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION
(2022).
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Figura 2 - Desenvolvimento larval do mosquito Aedes aegypti
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Fonte: CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (2022)

O combate as Arboviroses tem sido motivo de grande preocupacdo em saude
publica em todo mundo e inclui o controle do inseto vetor, que pode ser feito tanto pela
eliminacdo de criadouros, impedindo o vetor ao acesso a agua, necessaria para a
postura dos ovos, como 0 uso de compostos quimicos ou bioldgicos como larvicidas
(ALPHEY et al., 2013).

As comunidades mais vulneraveis estdo expostas as diversas infeccoes,
causadas pelos virus da Chikungunya, Zika e Dengue, as quais, muitas vezes
resultam em morbidade e mortalidade. Varios estudos(ZHANG et al. 2020; QUALLS
et al.2021; FAROOQ et al. 2022) relacionados a métodos naturais de prevencao e
controle tém sido desenvolvidos na perspectiva de eliminar os criadouros e fazer o
controle do mosquito Aedes aegypti na fase adulta. A auséncia de vacinas, de
tratamento adequado e a reducdo de inseticidas tornam urgente a necessidade de
desenvolver alternativas naturais para o controle desses vetores (DIENG et al., 2017).

Alphey et al. (2010) ressaltam, que apesar de alguns métodos de prevencéao e
controle integrarem as politicas publicas nacionais, estaduais e municipais, percebe-
se que essa arbovirose adquiriu mecanismos de resisténcia aos inseticidas sintéticos,
fomentando a necessidade de um controle vetorial alternativo. O controle do vetor é
uma estratégia adotada pelo poder publico, a fim de erradicar a doenca no pais, sendo
gue o mais adotado € o método quimico, o qual ocorre através do uso de inseticidas
sintéticos de acordo com o Plano Nacional de combate a Dengue(PNCD).

Os inseticidas piretréides e organofosforados ambos neurotdxicos, como o

Pyriproxyfen,Bendiocarb, Malathion, BTi-Bacillus turingiensis israelenses,Permetrina,
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Hexaflumurom ainda s@o os principais meios de controle de vetores, por possuirem
acdo rapida e eficaz, porém, podem ser toxicos para organismos nao-alvo, além de
ocasionar aumento nos niveis de resisténcia em popula¢cées de mosquitos, causando
problemas no controle desses vetores (SU et al., 2019). A biodiversidade brasileira é
exuberante e possui grande potencial para o desenvolvimento de produtos larvicidas,
gue sejam seguros para o meio ambiente e seres vivos (ROCHA et al., 2022).

Estudos relatam o potencial larvicida de diversos compostos naturais que sao
encontrados na natureza. Dentre eles, podemos citar o café, produto natural,
acessivel a toda populacédo, abundante em toxinas e metabdlitos secundéarios que
atuam inibindo o crescimento larval e diminuem acapacidade vetorial dos insetos. Os
residuos de café que sao desperdicados no meio ambiente podem ser reaproveitados
para a producgéo de biolarvicidas, com a finalidade de controlar e gerenciar o vetor da
dengue, além de contribuir para uma melhoria no meio ambiente (DIENG et al.,
2017). Segundo Laranja et al. (2003) a borra de café possui efeitos letais sobre a
maioria dos mosquitos, afetando o seu desenvolvimento e interrompendo o seu
crescimento antes da fase adulta.

Algumas espécies da flora brasileira possuem atividade larvicida contra o
A.aegypti, dentre elas temos: Anacardium occidentalis L., Copaifera langsdorffi Desf.;
Carapa guianenensis Aubl., dentre outros (ROCHA et al., 2022).

Encontra-se na literatura, outras espécies com propriedades larvicidas, como o
cravo, Syzgium aromaticum e o Citru sinensis, que possuem compostos que atuam
como atividade atrativa e atividade repelente, ou seja, estimulando a deposicdo do
ovo e inibindo essa deposicdo. Essas espécies representam uma alternativa com
baixa toxicidade tornando uma abordagem promissora (ARAUJO et al., 2016).

Na espécie Baccharis reticularia Dc e Limoneno sdo encontrados constituintes
guimicos que fazem o controle vetorial. Elas atuam como precursor da biossinte de
monoterpenos e a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase, ambos com acgéo
inseticida (BOTA et al., 2017).

O Zingiber officinale Roscoe possui componentes terpénicos, alcodois e
aldeidos séo os responsaveis pela atividade inseticida ou larvicida o que incita 0s
estudos e experimentos com produtos de origem natural, a fim de reduzir o uso de
inseticidas quimicos sintéticos (GOMES et al., 2016).

Diante desse cenario, formas alternativas de controle dos mosquitos usando

produtos naturais oriundos de plantas tem se destacado, sugerindo que diversas
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plantas possuem substancias com propriedades larvicidas. Tais substancias
interferem no desenvolvimento das larvas, impedindo a formacdo de adultos,
possibilitando sua utilizagéo no auxilio do controle alternativo de A. aegypti, além de
ser um método de menor toxicidade e diminuicdo nos impactos ambientais causados
pelos inseticidas (COELHO; PAULA; ESPINDOLA, 2009).

3.7 RESISTENCIA BACTERIANA

Desde 1940, antibioticos de origem natural tiveram eficacia contra bactérias
gram-positivas. Esses farmacos, assim como os sintéticos possuem a capacidade de
atravancar ou destruir microorganismos (LIMA, BENJAMIM, SANTOS, 2017).

O uso desordenado de antibidticos ocasionou a resisténcia bacteriana,
afamada como um grave problema de saude publica. Esse mecanismo de resisténcia
bacteriana dificultou os tratamentos contra diversas infec¢des. O uso indiscriminado
de antibidticos esta associado ao elevado numero de resisténcia bacteriana, que
ocasiona a inaplicabilidade dos antimicrobianos, (LIMA, BENJAMIM, SANTOS, 2017).

A resisténcia microbiana a multiplos antimicrobianos e agentes quimioterapicos
vem representando um grande desafio para o tratamento de infec¢des, o que impde
sérios obstaculos as opcdes para o tratamento de infec¢des, representando assim
uma ameaca para a saude publica. Isto decorre do uso macico, indiscriminado e sem
o devido acompanhamento profissional dessas drogas em humanos e animais,
associado a fatores como doses subterapéuticas, inefetividade da droga selecionada,
esquemas terapéuticos curtos, baixa penetracdo no local da infeccdo e do
conhecimento indevido das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do
farmaco para escolha terapéutica (SILVEIRA et al., 2006; FALCAO-SILVA et al.,
2008).

A resisténcia bacteriana é um fendbmeno ecoldgico que ocorre como resposta
a este mecanismo. Essas bactérias possuem a capacidade de se multiplicarem
rapidamente, sofrerem modificacbes genéticas e se adaptarem facilmente aos
diferentes compostos quimicos considerados potentes, além de possuirem a
capacidade de promiscuidade com individuos da mesma espécie ou de espécies
diferentes (GUIMARAES et al., 2010).

Alguns fatores estdo associados a resisténcia bacteriana, sdo eles: alteragédo

da permeabilidade celular, que permite ou ndo a entrada e saida (efluxo ativo) do
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antibidtico da célula; capacidade de danificar ou tornar inoperante o antibiotico;
modificacbes que alteram o foco do antibiético (LIMA, BENJAMIM, SANTOS, 2017).

Guimaraes et al., (2010) descrevem que 0 uso extensivo e inapropriado de
antibiéticos contribuem para incitar o mecanismo de resisténcia bacteriana, assim
como as condi¢des precarias de higiene, agrupamento diario de turistas, alto indice
de pacientes imunocomprometidos, morosidades nos diagnésticos das infeccdes
bacterianas, bem como as modificagcdes que ocorrem com a bomba de efluxo dentro
das células. Transducéo, transformacao e conjugac¢éo sdo mecanismos de resisténcia
que as bactérias desenvolveram contra os medicamentos sintéticos (LIMA,
BENJAMIM, SANTOS, 2017). Esses mecanismos codificam a bomba de efluxo e
enzimas degradativas e modificadoras de proteinas ribossomais (MOREIRA et al.,
2008).

Algumas estratégias podem ser adotadas para sanar a capacidade da bactéria
de resistir a acdo de alguns antibiéticos, como por exemplo o uso de terapias
associadas, uso de vacinas para prevencao de doencas bacterianas, uso racional de
antibigticos, controle e prevencao da disseminacdo de micro organismos resistentes
e a caracterizacao dos genes responsaveis pela resisténcia, localizacéo e diversidade,
além de ser necessario conhecer os mecanismos bioquimicos e genéticos implicados
na resisténcia bacteriana (GUIMARAES et al., 2010).

Os produtos naturais microbianos s&o consideraveis nos tratamentos de
infeccOes bacterianas. Eles possuem uma composi¢cdo quimica complexa que agem
em bactérias patogénicas. As espécies que fazem parte do reino Plantae que
interagem ecologicamente e sdo caracterizados como bioativos, sdo estratégias
promissoras para combater as doencas causadas por bactérias, através da
descoberta de novos antibioticos produzidos com matéria-prima dos produtos naturais
através da obtencdo de moléculas naturais. Além de possuirem a capacidade de
inibir a bomba de efluxo, um mecanismode resisténcia que as bactérias utilizam
diante dos diversos farmacos (GUIMARAES et al., 2010).

Devido ao aumento progressivo da resisténcia bacteriana, principalmente apos
a pandemia causada pelo novo Coronavirus, a busca de novos agentes
antibacterianos derivados de produtos naturais aparece como alternativa, por terem
uma diversidade molecular muito superior aquelas derivadas deprodutos sintéticos
(NOGUEIRA et al., 2021)

No ciclo de vida as plantas perpassam por diversos tipos de exaustdo bidtica,
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como fungos, virus e bactérias que interferem no seu metabolismo e que refletem
negativamente no seu crescimento, desenvolvimento e fertilidade. Como reacdo a
esses estressores, as plantas tracam estratégias para sobreviverem frente a estes
patdgenos, como os inibidores de proteases, proteinas reguladoras e proteinas
quinases, além dos mecanismos de resisténcia que incluem respostas locais e
sistémicas (AMORIM et al., 2017). A resposta de plantas a patdgenos € um processo
biolégico complexo que requer mudancas e transformacdes nos niveis bioquimicos,
molecular e fisiolo6gico (ABUQAMAR; MOUSTAFA; TRAN, 2017). As estratégias de
defesa das plantas estao ligadas aos metabdlitos secundarios, esses sao tdxicos para
os patégenos (DA SILVA et al., 2021).

E possivel constatar essa afirmativa no estudo de TASEW et al. 2020, em estudos
com extratos de café torrado, fervido e liofilizado em espécies encontradas na Etiopia.
Os autores descrevem as atividades antibacterianas e antioxidantes desses extratos,
no entanto salientam que essas bioatividades estdo condicionadas a espécie,
torrefacdo, descafeinacéo, tipos de solo, altitudes e praticas de manejo. HUSSEIN, et
al. 2022 reitera que a presenca do acido clorogénico no extrato da borra de café possui

potencial acdo de efeitos anti-inflamatorios.

3.8 ACIDOS GRAXOS

3.8.1 Acidos graxos insaturados

Os acidos graxos insaturados possuem numero par de atomos carbono, em
sua grande maioria 14 e 24 carbonos. Sendo que os que possuem cadeia curta, ou
seja moléculas com menos de 14 atomos de carbono sdo encontrados naturalmente
nas gorduras vegetais e também presente na gordura do leite (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Nos vegetais, os acidos graxos insaturados tem a funcao
de reserva energética na forma de triacilglicerdis, além de compor as membranas
celulares (HERNANDEZ et al., 2019). Esses &cidos se classificam em poliinsaturados
guando se apresentam com duas ou mais ligacfes duplas (SANTOS; LIMA; CASTRO,
2021). Os acidos graxos insaturados, podem ser classificados como &cido linoléico e
acido oléico. O acido linoléico € bastante comum no reino vegetal além de ser
fundamental para o desempenho normal das células, além de ser um antecessor para

a sintese de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (YOUDIM; MARTIN;
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JOSEPH, 2000).

O A4cido Oleico é um acido graxo monoinsaturado com dupla ligagdo entre
alguns carbonos e sintetizado nos mamiferos e nos vegetais. Neste Ultimo,
desempenham o papel de manter a estabilidade oxidativa (SANTOS; LIMA; CASTRO,
2021), além do mais, o &cido oleico produz compostos importantes como esterol,
vitamina E e colina (HUANG et al., 2020). Este &cido é encontrado em diversos 6leos,
como o azeite, com propriedades anticancerigenas contra o cancer de colorretal e 0
cancer de mama (COSTA et al., 2011). Hinton e Ingram (2000), em sua pesquisa,
concluiram que o &cido Oleico reduz as populacbes da flora bacteriana no tecido
epidérmico das aves. Este acido tem papel importante no metabolismo e na sintese
de hormdnios, segundo estudo feito com o 6leo das améndoas do Butia quaraimana
(PEREIRA et al., 2020).

3.8.2 Acidos graxos saturados

Os acidos graxos saturados sao formados por ligacfes simples e quando estédo
em temperatura ambiente, se apresentam na forma sélida (SANTOS, LIMA, CASTRO,
2021). Encontrado no reino animal, vegetal e monera, possui cadeia longa. Este acido
€ encontrado em grandes proporcdes nas plantas (SANTOS, LIMA, CASTRO, 2021).
O Acido palmitico é o 4cido graxo saturado mais distribuido na natureza, além de
possuir caracteristicas solidas e cristalinas que atuam como precursores dos acidos
graxos naturais saturados e insaturados de cadeia mais longa (CARVALHO, 2017).
Este acido atua na sinalizacéo de apoptose, sintese de ceramidas, producédo de oxido
nitrico, além de modificar a estrutura e funcdo mitocondrial (YU et al., 2019). Possui
utilidade na producdo de alimentos, petréleo e biocombustiveis (SANTOS, LIMA,
CASTRO, 2021).

O Acido estéarico, classificado como saturado, esta diponivel em sementes,
polpa de frutas, 6leos de animais marinhos e no leite (JORGE, 2009). Quimicamente
€ um acido octadecandico com 18 cadeias de carbono, tem sido estudado para uso
em producdes farmacéuticas, alimenticias e cosméticas e ocupa o segundo lugar em
abundancia na categoria dos acidos graxos saturados (SAGIRI et al., 2014), além de

ser encontrado em menor quantidade na natureza do que o acido palmitico.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

O p6 de café utilizado foi produzido e adquirido na Cooperativa de cafés
especiais e agropecuéria de Piatd — Chapada Diamantina-BA, numa altitude média de
1300 metros. Cultivado de forma sustentavel, sem uso de agrotéxicos, espécie 100%
arabica. Foi preparada a bebida usando o p6 de café(nome comercial Coopiatd), o
seu residuo (borra do café) foi utilizado para extracéo do 6leo fixo.

4.2 EXTRACAO DO OLEO FIXO

A bebida do café foi preparada colocando o p6 do café em infusdo na agua
fervente e coada em filtro de papel. A borra de café foi encaminhada ao laboratério de
guimica organica da UNIVASF e colocada para secar por 24 horas em estufa a 45°C.
A borra do café (Figura 3-A) estava inserida em cartuchos de papel filtro e as extracées
foram realizadas durante 2h. A extracdo do 6leo foi realizada em um extrator tipo
Soxhlet utilizando n-hexano P.A como solvente (Figura 3-B). A separacao da mistura
Oleo/solvente aconteceu em equipamento de rota-evaporacdo. Os Oleos isolados
foram armazenados em frascos de vidro ambar lacrados, os quais foram mantidos sob

refrigeracdo para analises posteriores.

Figura 3 — Processo de extracdo do Oleo fixo: A e B - extracdo em aparelho de Soxhlet; C -
Oleo da borra de café

C

Fonte: Autora (2022)
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4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO

A analise da composicdo quimica do 6Gleo fixo da borra de café foi realizada na
Central de andlise de farmacos, medicamentos e alimentos (CAFMA) da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco e no Centro de laboratérios de quimica

multiusuarios da Universidade Federal de Sergipe, Séo Cristovéo-SE.

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos com um
espectrofotometro SHIMADZU IRTracer-100. Os dados foram adquiridos pela
Reflectancia Total Atenuada (ATR) no intervalo de 4000 — 600 cm-1 , com intuito de

avaliar a presenca dos grupos funcionais presentes na amostra.

4.3.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
aparelho AscendTM 400 MHz (Bruker®), operando a 400 MHz para RMN de 'H e a
100 MHz para *3C. Foram realizadas as andlises unidimensionais (*H,*C e DEPT

135°) e as amostras foram diliuidas em CDCls .

4.3.3 Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG - EM)

Para as analises foi utilizado um cromatografo gasoso da marca Thermo
Scientific, Bremen, Germany, modelo Trace 1310/espectrdmetro de massas modelo
TSQ-9000, com o autoamostrador TriPlus RSH. Uma coluna NA-5MS (60 m x 0,25
mm D, 0,25um espessura do filme) foi usada para separacdo dos compostos,
utilizando hélio como gas de arraste 99,999% (White Martins S.A) com fluxo de 1 mL
min—1 e autoinjetor (split/splitless).

Para proceder a analise do 6leo fixo foi necessario realizar a derivatizacdo dos

acidos graxos com metanol (Figura 4).
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Figura 4 - Derivatizacdo dos acidos graxos
50 mg de 6leo

L 4

4 mL NaOH 2% (5 min)

4

6 mL (NH4CI 3,2% + H2504 5,2% + 250 mL metanol) (3 min)

\ 4

5 mL solucao saturada bicarbonato de soédio (3 min)

\ 4

5 mL hexano (2 min)
Fonte: Autora (2022)

Todas as etapas de derivatizacao foram realizadas sob agitacéo e aquecimento
com refluxo a 40°C. A fase orgéanica foi coletada e preparada uma solucéao (200 uL
amostra + 25 mg L' heptadecanoato de metila (padréo interno) e avolumou-se a 1
mL com hexano para posteriorinjecdo no cromatografo a gas. A identificacdo dos
esteres foi realizada pela comparacéo dos espectros de massas dos ésteres com as
bibliotecas Nist 107, 21 e Wiley e pelo tempo de retencdoda analise de uma solucéo
padrdo de FAME, na concentracdo de aproximadamente 25 mg L™!, sob as mesmas
condi¢cBes de analise das amostras.

A programacé&o da rampa foi: 115 °C (0,5 min) - 10 °C min~" - 260 °C (5 min).
O modo de injecao foi split (1:30), modo SCAN e tempo total de analises 20 min. Para
o MS as condicBes foram: temperaturas do injetor 250 °C e do detector 260 °C, tempo
de corte do solvente 4 min, modo de ionizacdo por elétrons (EI) 70 eV com relacéo
m/z de 40 a 400 Dalton.

4.4 ATIVIDADE LARVICIDA

4.4.1 Larvas do Aedes aegypti

Foram obtidas a partir dos resultados de criagdo no laboratério de entomologia

da Universidade Comunitaria da Regido de Chapec6-Unochapecd- Santa Catarina.
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As larvas utilizadas para o teste foram dos Estagio L2 e L3.

4.4.2 Controles positivos

Foram utilizados duas substancias como controle positivo, 0 Vectobac (Bti) e o
Spinosad.

Vectobac WG® é um bioinseticida & base de Bacillus thuringiensis israelensis
fabricado pela empresa Sumitomo Chemical Latin America, responsavel pela
producdo de proteinas inseticidas e denominadas Cry (cristal), Cyttoxinas (citoliticas)
e Chi (quitinase), e aos efeitos sinérgicos entre elas e foi obtido de um distribuidor de
produtos agricolas. O produto foi pesado em balanca analitica e solubilizado em agua
ultrapura (250 mL) na concentracao de 1,5 mg/mL. Essa concentracéo foi escolhida
com base em diluicbes da concentracdo recomendada pelo fabricante, que mata
100% das larvas expostas (COSTA et al., 2010).

Biolarvicida Spinosad (ESP) € obtido a partir do extrato resultante da
fermentacdo da bactéria e que contém spinosinas (A-85% e D-15%). Ele atua no
corpo dos insetos por meio da ingestdo (THOMPSON; DUTTON; SPARKS, 2000). O
produto foi pesado em balanca analitica e solubilizado em agua ultrapura (714,3 mL)
na concentracdo de 1,35 mg/mL. Essa concentracdo foi escolhida com base em

diluicdes da concentracédo recomendada pelo fabricante Natular DT.

4.4.3 Controle negativo

No preparo do controle negativo foi utilizado 100 mL de agua ultrapura e 500
mL de dimetilsulfoxido (DMSO).

4.4 4 Bioensaio

Os bioensaios foram realizados em condi¢des de laboratério (Laboratoério de
entomologia ecolégica - LABENT-Eco da Unochapeco - SC) (Figura 5A), estado de
temperatura de 28°C +ou — 30°C e fotoperiodo de 12 horas. Dez larvas de estagios
L2 e L3 (Figura 5B) foram transferidas para copos plasticos de 150 mL contendo 33,3
mL de solugéo experimental (Agua + Vectobac- Bti ou espinosade ou 6leo fixo da borra

de café-OBC) ou solucéo controle (dgua+ DMSO), nas concentra¢des de 500 pg/mL,
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250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25 pg/mL(Figura 5C). Os numeros de larvas
sobreviventes foram contados e registrados as 24, 48 e 72 horas (Figura 6). Os

ensaios foram desenvolvidos em triplicata (World Health Organization, 2005).

Figura 5 - Bioensaio: A- Banco de larvas; B- Larvas em insta Il e lll; C - Solugbes

Fonte: Autora (2022)

igura 6 - Preparo das solu¢des com 6leo da borra de café

10 mg (dleo fixo)
0,2 mL DMSO
20mL H,0

OBC 500 (500pg/mL)

OBC 250 (250pg/mL)

OBC 100 (100ug/mL)

OBC 50 (50pg/mL)

OBC 10 (10ug/mL)

CN (controle negativo)

Bti (controle positivo)

ESP (espinozade — controle positivo)

—

Fonte: Autora (2022)
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4.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4. 5.1 Bactérias

As linhagens bacterianas utilizadas nos testes foram obtidas atraves do
Instituto nacional de controle de qualidade em saude (INCQS) da Fundacao Oswaldo
Cruz, Ministério da Saude. Foram utilizadas linhagens bacterianas de Staphlococcus
aureus 10 resistente a diversos aminoglicosideos (Cussolim et al. 2020) e sua
linhagem padréao Staphlococcus aureus ATCC 25923; Escherichia coli 06 resistente a
gentamicina assim como a sua linhagem padréo Escherichia coli ATCC 25922. Antes
do ensaio todas as linhagens foram mantidas em Agar Heart Infusion (HIA, Difco).

4.5.2 Antibidticos e reagentes

Foram utilizados frente as bactérias padrdes e multirresistentes drogas da
classe dos aminoglicosideo (Gentamicina), fluoroquinolonas (Norfloxacino) e
penicilina (Ampicilina). Foram utilizados dois inibidores padrées, a fim de
comprovacao de possiveis mecanismos de resisténcia. O Sulbactam inibidor da
enzima B-lactamase e a Clorpromazina inibidor de bomba de efluxo .Como reagentes
foi usado rezasurina (corante redox que indica a presenca de células bacterianas
viaveis), obtidos a partir de Sigma Chemical Co., EUA, e suas solu¢des estoque foram

preparadas de acordo com CLSI diretrizes (2005).
4.5.3 Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios microbiolégicos os seguintes meios de cultura:
Heart Infusion Agar - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI
(Acumedia Manufacturers Inc.). Todos os meios de cultura foram preparados segundo
as especificagcbes do fabricante, posteriormente diluidos em agua destilada e
esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

4.5.4 Preparacéo e padronizacao do inéculo bacteriano

As culturas bacterianas foram mantidas em tubos de ensaio contendo HIA
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inclinado,sob-refrigeracéo (4°C) a temperatura ambiente (28-30°C). Para os testes da
Concentracdo inibitéria minima e de modulacdo com antibibticos, inicialmente os
isolados foram cultivados em meio HIA vertido em placa de petri a 37°C por 24horas.
A partir deste cultivo, foram preparadas suspensdes dos microrganismos em tubos de
ensaios contendo 3 mL de solucéo estéril (NaCl a 0,9%). Logo em seguida, essas
suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do aparelho Vortex e cada
suspensao teve sua turbidez comparada e ajustada a suspenséo de sulfato de bario
do tubo 0,5, a escala de McFarland, a qual corresponde a um inoculo de
aproximadamente 105 unidades formadoras de colonias/mL-UFC/mL (SOUSA et al.,
2007).

4.5.5 Preparacédo da solucéo inicial e das solucdes teste

Para o preparo da solucao, foram pesadas 10 mg da solugcéo posteriormente
diluida em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), obtendo-
se uma concentracao inicial de 100 mg/mL. A partir dessa concentracao foi feita uma
diluicAdo em agua destilada estéril para atingira concentracdo de 1024 ug/mL, solucéo

utilizada no teste.

4.5.6 Concentracdao inibitéria minima (CIM) das substancias

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo. A CIM é definida como a menor concentracdo onde nao é
observado crescimento microbiano(NCCLS, 2008). Para realiza-la, foi utilizada uma
placa de microdiluicdo estéril com 96 pocos e preparado um meio de distribuicdo em
tubos eppendorf ® uma solugao de 1 mL contendo 900uL deBHI 10% e 100uL da
suspensao bacteriana. A placa de microdiluicdo foi preenchida no sentido numérico,
adicionando-se 100uL da solucao de distribuicdo em cada cavidade, posteriormente
foi realizada a microdiluigcao seriada com 100uL da solugao teste, com concentragdes
variando de 512 a 8 uyg/mL, até a penultima cavidade, sendo a ultima cavidade
destinada ao controle do crescimento microbiano. Em seguida as placas foram
incubadas durante 24horas a 35 °C (JAVADPOUR et al., 1996). A revelacédo da CIM

bacteriana foi feita utilizando-se a resazurina.
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45.7 Teste de modulacdo da acdo de antibiéticos (bactérias padrdes e

multirresistentes)

Para avaliar o potencial da substancia como modificadora da resisténcia aos
antibidticos, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2008). O 6leo foi
misturado em caldo BHI 10% em concentracdes subinibitérias, obtidos e determinados
apos a realizacdo de teste de avaliacao da CIM, sendo que para o teste de modulacao
a concentracao do 6leo foi reduzida 8 (oito) vezes (CIM/8). O meio de distribuicéo foi
preparado em tubos de Eppendorf® contendo cada um BHI 10% + 150uL da
suspensao bacteriana mais a substancia teste, atingindo 1,5 mL de solucédo. Para o
controle, a solucédo de 1,5 mL apresenta apenas BHI 10% + 150uL de suspenséao
microbiana. A placa de microdiluicéo foi preenchida no sentido alfabético, adicionando
100uL da solucdo de distribuicho em cada cavidade. Em seguida foi realizada a
microdiluigdo seriada (proporc¢ao 1:1 de volume) com 100uL da droga (antibiético), até
a penultima cavidade. As placas preenchidas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e
apos esse periodo a leitura foi feita da mesma forma que no teste de CIM. As
concentracfes dos antibidticos variaram gradualmente de 1024 a 1 pg/mL

respectivamente.
4.5.8 Andlise estatistica

Os testes foram realizados em triplicatas. Os resultados dos testes foram
expressos como média geométrica. Para analise estatistica foi utilizado software

Graphpad Prism, versao 5.0, aplicando a Two-way ANOVA seguida do teste de

Bonferroni. Considerando significancia estatistica p < 0.01.

4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Teor de atividade antioxidante segundo o método da co-oxidacéo do

sistema B caroteno/acido linoleico

O teste de atividade antioxidante segundo o método da co-oxidacgéo do sistema

B-caroteno/acido linoleico é baseado na perda da coloragdo amarela do B-caroteno,
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devido a sua reacdo com os radicais formados pela oxida¢cdo do acido linoleico
através da aeracdo do meio, essa metodologia foi descrita por SUCUPIRA et al.
(2012). Para o preparo dos padrbes (BHT, BHA e AA) e do dleo de café foram feitas
solugbes na concentracado de 1,0 pg/mL e para o preparo do meio oxidante,uma
solucao de B-caroteno, dissolvendo 2 pug do reagente em 10 mL de cloroférmio. Em
seguida,foi pipetado 2 mL dessa solu¢do em um baldo, e adicionado 44 pL de &cido
linoleico e 440 pL de Tween 40. O solvente, cloroférmio, foi evaporado sob vacuo a
40°C e em seguida adicionado ao baldo 100 mL de 4gua destilada e agitado durante
2 minutos.

Durante o procedimento experimental em si, as amostras e os padrdoes foram
tratados da mesma maneira, assim, um em tubo de ensaio foi adicionado 0,120 mL
da solucéo padrédo ou da amostra com 3,0 mL do meio oxidante. O branco foi feito
apenas com 3,0 mL da solucdo padrédo e 0,120 mL de etanol e todo o ensaio foi
realizado em triplicata. Apos a adicdo das solucdes e do meio oxidante nos tubos foi
realizado uma leitura da absorbancia no espectrofotometro com comprimento de onda
de 470 nm. Esses tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a 50°C durante
02 horas e passado esse tempo foi feita uma nova leitura das absorbancias.

A porcentagem de atividade antioxidante (%) foi avaliada em termos de
branqueamento do B- caroteno usando a seguinte formula, AA% = 100* [1-(Ao —
AD/(A® — A19)], em que Ao é a absorbancia inicial da amostra e dos padrdes, A; é a
absorbancia final da amostra e dos padrdes,A° é a absorbancia inicial do branco e

A:° ¢é a absorbancia final do branco (Figura 7).

Figura 7 - Processo de oxidagao

Fonte: Autora (2022)
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4.6.2 Teor de atividade antioxidante segundo o método do sequestro do radical
dpph (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)

O teste de atividade antioxidante segundo o método do sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1- picrilhidrazila (DPPH) também €& descrito por SUCUPIRA et al.
(2012). Para o preparo dos padrdes(BHT, BHA e AA) e do 6leo da borra do café foram
preparadas solu¢cdes na concentracdo de 1,0 pg/mL. Todas essas solucbes foram
diluidas em 1, 3, 9, 27, 81 e 243 ug/mL para determinar a atividade antioxidante. A
preparacao da solucado de DPPH foi feita na concentragéo de 50 pg/mL.

Segundo esse método, as solu¢cdes padrdes e o 6leo da borra de café também
foram tratadas da mesma forma, assim, em um tubo de ensaio foram colocadas 2,5
mL de solugdo com 1,0 mL de DPPH. Foi feito um branco para cada concentracao
com 2,5 mL do padrdo com 1,0 mLde etanol e o controle negativo com 2,5 mL de
etanol com 1,0 mL de DPPH. O experimento reagiu por 30 minutos para que a leitura
das absorbancias fossem realizadas em comprimento de onda de 518 nm, todo o
ensaio foi realizado em triplicata.

O resultado do teste segundo o método do sequestro do radical DPPH foi
expresso por CEsp, pg/mLe assim utilizamos o programa GraphPad Prism 5 Demo

para que os resultados fossem obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO OLEO DA BORRA DE CAFE

O grao do café contém o 6leo vegetal e uma parte deste permanece na borra,
porém em menor quantidade. Esse teor de 6leo depende do tipo de café e do método
de extracgéo, variando de 7 a 15% da borra (KARMEE, 2018).

Na preparacdo do 6leo em estudo foram utilizadas 245 g da borra do café,
sendo obtidas 21,581g do 6leo fixo, o que equivale a um rendimento de 8,8 % em
massa, estando de acordo com o relatado na literatura (KARMEE, 2018). Foi utilizado
nessa pesquisa a extragdo em aparelho soxhlet usando n-hexano como solvente,
dados indicam que dentre os métodos tradicionais de extracdo este é o mais efetivo
(BANERJEE, et al., 2013; KARMEE, 2018).

5.2 IDENTIFICACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DA BORRA DE CAFE

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A FTIR é util, pois permite observar os grupos funcionais presentes na amostra.
Essa observacdo é feita ao analisar cuidadosamente as bandas de absorcéo
caracteristicas de cada grupo funcional. Comparando o espectro de FTIR na regido
do infravermelho 4000-600 cm - do 6leo da borra de café analisado com dados da
literatura (HAN et al., 2020; CALDEIRA, 2022) é possivel observar a presenca de
bandas de absorcdo caracteristicas de O6leos vegetais com composicdo rica em

triglicerideos (Figura 8, Tabela 3).



Figura 8 - Espectro de FTIR do 6leo fixo da borra do café
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Tabela 3 - Dados do espectro de FTIR do éleo fixo da borra do café: nimero de onda e

grupo funcional

Numeros de onda (cm ™)

Grupo funcional

3012
2926
2854
1745
1453

1241

1167

1235
721

=C-H

—C-H (CH 2)
—C-H (CH 2)
-C=0

—-C-H (CH2)
—C-H (CH 3)
—C-H (CH 2)
—C-H (CH 2)
-C-0O
—(CH2)n-
—HC=CH

Fonte: Autora (2022)
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5.2.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Técnicas espectroscopicas de RMN *H, 3C tém sido empregadas com sucesso
como ferramenta para determinacdo estrutural de produtos naturais. A andlise de
espectros de RMN de '3 C do 6leo da borra de café foi baseada no artigo de revisédo
publicado por Alexandri e colaboradores (2017) que agrupa os deslocamentos
quimicos de *2 C de lipidios em quatro regides: os carbonos carbonila e carboxila na
regido de 172-178 ppm, carbonos insaturados de 124-134 ppm, os carbonos da
espinha dorsal do glicerol de 60-72 ppm e carbonos alifaticos de 10-35 ppm. Como
observado na Figura 9 o espectro do 6leo da borra do café possui sinais de cada uma
das quatros regides (Tabela 4), sendo observados deslocamentos caracteristicos em
um triglicerideo, como o glicerol e as cadeias de acidos graxos. Destacam-se 0s sinais
relativos a carbonos olefinicos como um indicativo de que, pelo menos um dos acidos

graxos € insaturado.

Figura 9 - Espectro de RMN *C do 6leo da borra do café
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Tabela 4 - Regides de deslocamentos quimicos do espectro de RMN *C do éleo da borra

do café
Regiao Deslocamento quimico (d)
Carbonos alifaticos saturados 14 — 34 ppm
Carbonos do glicerol 62 — 70 ppm
Carbonos olefinicos 128 — 130 ppm
Carbonos carboxilicos 172 — 173 ppm

Fonte: Autora (2022)

No espectro utilizando a técnica DEPT 135° carbonos hidrogenados emitem
sinal, mas a fase do sinal é diferente conforme o nimero de hidrogénios seja par ou
impar. Sinais para CH e CHs terdo picos em um lado, enquanto sinais para CH:
formarao picos no lado inverso (PAVIA et al., 2010). Deste modo pela comparacgéao do
DEPT 135° e o RMN de *3C foi possivel a confirmacéo das regides de CH, CHz e CHs,
Um outro achado é a auséncia dos sinais da regidao em & 172-173 ppm, sugerindo
tratar-se de sinais de carbonos nao hidrogenados, atribuidos as carbonilas (Figura
10).

Figura 10 - Espectro de DEPT 135° x *3C do 6leo da borra do café
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Corroborando com os dados de RMN de 3C nos espectros de RMN de 'H do
Oleo da borra de café (Tabela 5 e Figura 11) também foram observados sinais que de
acordo com a literatura s&o caracteristicos de 6leos vegetais (GUILLEN; RUIZ, 2003).

Tabela 5 - Deslocamentos do espectro de *H em RMN do oleo da borra do café em
comparacao com dados da literatura (GUILLEN; RUIZ, 2003)

Deslocamento quimico (ppm) Grupo funcional

Oleo da borra do

> GUILLEN;

cate RUIZ, 2003

0.83 - 0,87 0,83-0,93 —CHs (grupo a_Iqun,fs,aturado, oléico e
linoléico)
1,23-1,30 1,22 - 1,42 ~(CHz)n (grupo alquil
1,56 - 1,59 152-1,70 —OCO-CH2>-CH2— (grupo alquil)
2,01 -2,02 1,94 -2,14 —CH>—CH=CH- (grupo alquil)
2,25-2,29 2,23 -2,36 —OCO-CH2— (grupo acil)
2,72 - 2,75 2,70 - 2,84 =HC—-CH>—CH= (grupo alquil)
4,08 -4,13 4,10 - 4,32 —CH>OCOR (grupo gliceril)
4,24 - 4,29 5,20 - 5,26 >CHOCOR (grupo gliceril)
5,23-5,35 5,26 - 5,40 —CH=CH- (grupo alquenil ou vinil)
Fonte: Autora (2022)
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Figura 11 - Espectro de 'H do 6leo da borra do café
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5.2.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM)

A analise por CG-EM,corroborou com a os dados dos espectros de RMN e
FTIR, identificando de forma qualitativa e quantitativa os componentes da amostra. Na
tabela 6, estdo listados os quatro acidos graxos identificados na amostra do 6leo,
destacando-se o acido linoleico (44,9%), como constituinte majoritario, seguido do
acido palmitico (43,56% ) (Tabela 6 e Figura 12).
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Tabela 6 - Composicao de acidos graxos
COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS

TEMPO DE ACIDO GRAXO % TIPO ACIDO GRAXO
RETENCAO(MIN)
16,86 ACIDO 44,90 ACIDO INSATURADO
LINOLEICO
15,00 ACIDO 43,56 ACIDO SATURADO
PALMITICO
17,17 ACIDO 7,19% ACIDO SATURADO
ESTEARICO
16,91 ACIDO OLEICO 4,11 ACIDO INSATURADO

Fonte: Autora (2022)

Figura 12 - Estrutura dos principais acidos graxos do 6leo da borra de café
(0]
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5.2.3.1 Acidos graxos insaturados

5.2.3.1.1 Acido linoléico

Nos estudos de Rahuman et al. (2008), o acido linoléico atuou como larvicidas
contra as larvas em 4° estagio do Aedes aegypti. Nesta mesma literatura os autores
citam que na espécie de planta Helichyrysum pedunculatum o acido linoléico foi
isolado e identificado como um dos responsaveis pela atividade antimicrobiana das
bactérias gram-positivas, enquanto que na espécie Citrullus colocynthis este mesmo

acido atuou, com efeito, larvicida.
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Dilika, Bremner e Meyer (2000) corroboram a mesma descoberta do acido
linoléico inibindo o crescimento de bactérias gram-positivas e sendo inativas em
bactérias gram-negativas. A espécie Helchrysum pedunculatuam é planta rica em
acido oléico e &cido linoléico, possuindo uma significante atividade antibacteriana
contra bactérias gram-positivas, uma vez que as bactérias gram-negativas possuem
uma membrana mais espessa (COSTA et al., 2011).

No 6leo de café verde(café in natura) o acido linoléico é o principal 4cido graxo
com propriedades terapéuticas em dermatites (DONG et al., 2021). Resultados
semelhantes foram encontrados em pequisas com o grao do café verde da espécie
robusta, na qual o &cido linoléico foi predominante com a sugestao de que ele pode
ser utilizado para reduzir a proporcédo de lipoproteinas de baixa densidade para
lipoproteinas de alta densidade (DONG et al., 2015).

No estudo de Aquino Junior et al. (2009), o acido linoléico conjugado(CLA),
demonstra possuir a capacidade de alterar o metabolismo de varias espécies, como
ratos e humanos, através da reducdo da massa gorda e consequentemente do
aumento da massa magra, sendo promissor no controle da obesidade.

Em um estudo de caracterizacdo qualitativa, Rocha e colaboradores (2013) ja

mencionam a presenca desse acido graxo no 6leo da borra de café.

5.2.3.1.2 Acido oleico

No 6leo da borra de café o acido oleico se apresenta compondo a menor
porcentagem (4,11%) dentre os acidos graxos saturados e insaturados, 0 que nao
Ihes impede de ter alguma contribuicéo significativa no estudo em questéao.

5.2.3.2 Acidos graxos saturados

No oleo fixo extraido da borra de café, a quantidade de &cidos graxos,

correspondem a 50% de sua composi¢ao.

5.2.3.2.1 Acido palmitico

Chandrasekaran et al. (2011), em pesquisa com a planta Sesuvium
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portulacastrum L., identificaram que o acido palmitico compde 38,18%, classificado
como componente majoritario dessa espécie, caracterizando-a como responséavel
pela atividade microbiana .

Na literatura foi identificado que o extrato da semente de Millettia pinnata é
composto por oito 4cidos graxos, dentre eles o acido palmitico que atua como larvicida
contra larvas do terceiro estagio do Aedes aegypti (PERUMALSAMY et al., 2015).

A composicdo do acido palmitico encontrado no 6leo da borra de café, é
semelhante ao 6leo de palma(44,0), considerado o 6leo vegetal mais utilizado no
mundo e tem sido objeto de pesquisa para o controle da obesidade (MANCINI, et al.,
2015).

5.2.3.2.2 Acido estéarico

Acidos graxos saturados de cadeia curta como o &acido esteérico, possuem
acdo antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (KABARA,
2008). No oOleo da borra de café, o acido estéarico compde 7,19% de sua composicao.

Uma quantidade insignificante, em relacéo ao acido palmitico e acido linoleico.

5.3 ATIVIDADE LARVICIDA

A atividade larvicida do oleo fixo extraido da borra de café foi testada em cinco
concentracgfes diferentes: 10, 50, 100, 250 e 500 pg/mL, dois controles positivo (BTI
e ESP) e um controle negativo, sendo n o numero de larvas do mosquito Aedes
aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo (totalizando 10 larvas
por ensaio). Para cada concentracdo os testes foram realizados em triplicata. Os
dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas mortas estdo apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7 - Mortalidade das larvas de Aedes aegypti ap0s o tratamento de concentracdes
durante 72 horas

MORTALIDADE %
CONCENTRACAO ug/mL 24horas 48horas 72horas
10 0 0 0
50 0 0 0
100 0 0 0
250 0 0 10
500 10 60 80
ESPINOSADE CONTROLE 60 90 100
POSITIVO
BTl — CONTROLE POSITIVO 100 100 100

Fonte: Autora (2022)

Durante o periodo do experimento todas as larvas permaneceram vivas no
grupo controle negativo. O numero de larvas vivas foi registrado em todas as
concentracfes e apos a aplicacdo dos tratamentos (24 horas, 48 horas e 72 horas)
em comparacéo (p<0,005) com o grupo controle.

Nas concentracbes menores 10, 50, 100 e 250 pug/mL ndo houve atividade
larvicida em todo o tempo do experimento, a quantidade de larvas vivas (10) néo
variou. Na concentracdo de 500 pg/mL apresentou um efeito larvicida em todos os
periodos observados. A partir desses resultados observa-se que quanto maior a
concentracdo do 6leo da borra de café e maior tempo de exposicdo, maior sera a
atividade larvicida (Gréfico 1).

O BTi (controle positivo) a partir da primeira hora apresentou total efeito
larvicida e o 2° controle positivo, o Espinosade matou aos poucos as larvas durante
todo o periodo, percebendo uma diferenca na acéo larvicida entre essas duas
alternativas comerciais.

Com o quantitativo de larvas vivas registrado em cada periodo, foi possivel
fazer a média de cada substancia e encontrar a porcentagem de larvas vivas (Tabela
8).



Gréfico 1 - Atividade larvicida do 6leo de borra de café nas concentragdes de 500
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p/mL(OBC 500), 250 pg/mL (OBC 250), 100 pg/mL (OBC 100), 50 pg/mL (OBC 50) e 10
pg/mL(OBC 10) comparado ao ESP (espinosade, controle positivo), BTI (controle positivo) e
CN (controle negativo) de 12 a 72horas. ***p<0,001 comparado ao CN (controle negativo). **

p<0,01 comparado ao CN. ###p<0,001 comparado ao BTi. ## p<0,01 comparado ao BTI
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Fonte: Autora (2022)

Tabela 8 — Porcentagem de larvas vivas conforme cada substéncia utilizada

oL

> Mo

CN

BTi

ESP
OBC10
OBC 50
OBC 100
OBC 250
OBC 500

SUBSTANCIA PORCENTAGEM DE LARVAS VIVAS

CONTROLE NEGATIVO 96,66%

BTI 0%

ESPINOSADE 3,33%

OBC 10 96,66%

OBC 50 100%

OBC 100 100%

OBC 250 93,3%

OBC 500 33,33%

OBC: 6leo da borra de café, Bti: Bacilus thuringiensis israelensis

Fonte: Autora (2022)

Estudos indicam que a borra do café causa mortalidade larval em A. aegypti e,

portanto, pode ser considerado um agente potencial para controle alternativo
(GUIRADO; BICUDO, 2007; LARANJA; MANZATTO; BICUDO, 2003). Diferente da

pesquisa atual nesses estudos ndo é utilizado o 6leo e sim a borra do café e em
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concentragbes mais elevadas (75-300 mg/ mL), o que pode indicar a necessidade de
fazer novos testes com o 6leo da borra do café usando outras concentracdes para
obter melhor resultado.

5.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

5.4.1 Concentracdao inibitéria minima

O 6leo extraido da borra de café apresentou CIMs de 512 upg/mL para,
Escherichia coli ATCC 25922 e 256 pg/mL para Escherichia coli 06. Para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o 6leo apresentou uma concentracao inibitoria
de 512 pg/mL e para S. aureus 10 de 1024 pg/mL sendo percebido na leitura
colorimétrica das placas de microdiluicdo (Quadro 2). Para a cepa da E.coli o 6leo da
borra de café apresentou CIMs dentro de um padrao clinicamente relevante, tanto na
bactéria resistente quanto na padrdo. Para S.aureus o 0leo apresentou CIMs relevante
apenas para a cepa padrao.

Concentracgdes inibitérias minima com valores menores que 256 pg/mL, € um
indicio de relevancia clinica e atividade antimicrobiana inerente (DA CRUZ et al.,
2022).

Quadro 2 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) em pg/mL do 6leo da borra de cafe e da
clopromazina frente as cepas em estudo

BACTERIAS OLEO Dé‘AEI’:OERRA DE CLORPROMAZINA
Staphylococcus aureus 10 21024 128
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 512 64
Escherichia coli 06 256 256
Escherichia coli  ATCC
55927 512 16

Fonte: Autora (2022)

5.4.2 Efeito da modificacéo antibidtica

5.4.2.1 Ampicilina como controle

O mecanismo enzimatico foi demonstrado nas duas cepas testadas E. colie S.
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aureus. Esse mecanismo trata de uma resisténcia intrinseca que leva a degradacao
do antimicrobiano por enzimas, no qual ocorre uma producdo de enzimas
modificadoras de moléculas, do tipo beta-lactamases, que atuam inibindo a
biossintese da parede celular bacteriana (SUAREZ; GUDIOL, 2009).

O dleo fixo extraido da borra de café apresentou um efeito modificador em
relacdo ao antibiotico testado (ampicilina) apenas para a cepa da Escherichia coli
(Gréfico 2). As cepas da S. aureus possuem alguns componentes que 0s tornam
resistentes a diversas drogas (LIVERMORE, 2002) e a diversas classes de
antibidticos (FUENTEFRIA et al., 2008).

Gréfico 2 — Efeito modificador da Ampicilina associado ao 6leo da borra de café frente as
cepas Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli

Ampicillin
=T
Eo) e : 3 Control (C)
=5 : : :
o ; o 3 Antibiotic + sulbactam
S L0 . [ OLEOCOFFE +C
"6 i : : :
§ Statistical Significance
= 1004
£ : p<005="*
‘q'; : ok kek p < 0,01 = **
E ok e L | p = 0v001 = rx
o 0 - — - - - - Rk
@ z - : : N . : p < 0,0001 =
] : Staphylococcus aureus Escherichia coli

Fonte: Autora (2022)

5.4.1.2 Gentamicina como controle

Na associacdo do antibiotico de controle Gentamicina com a Clorpromazina, o
mecanismo de bomba de efluxo é evidenciado quando essa associacdo atingi CIMs
mais baixa do que o controle antibiético. Com a presenca da Gentamicina, as cepas
de S.aureus expressaram a bomba de efluxo. A bomba de efluxo séo proteinas de
transporte que levam antibioticos e que sdo dependentes de energia, uma vez que
fazem o transporte contra um gradiente de concentracdo (SHARMA et al., 2019). Esse
mecanismo pode ser encontrado em bactérias gram positivas e gram negativas. Sao
imprescindiveis tanto na fisiologia como na defesa bacteriana, sendo responséaveis

por exportar substratos estruturalmente diversos, incluindo fluoroquinolonas como
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norfloxacina e ciprofloxacina; tetraciclina e cloranfenicol (ALVAREZ-ORTEGA et al.
2013).

Na cepa da E.coli observou-se uma potenciacdo do efeito antibiético em
associacdo com o 6leo extraido da borra de café (Gréfico 3). Neste experimento, o
mecanismo da bomba de efluxo n&o teve significancia nesta cepa.

A Clorpromazina é uma droga utilizada com efeito antibacteriano e com acéo
inibidora da bomba de efluxo (KAATZ; MOUDGAL; SEO, 2002) foi utilizada como
controle, associada a Gentamicina e possuindo significancia para os testes realizados
com as cepas da E. coli, o0 que expressou a capacidade adjuvante do 6leo fixo extraido
da borra de café junto aos antibiéticos de controle.

O 6leo essencial da espécie Acritopappus confertus, quando associado com o
antibidtico gentamicina e testado nas cepas e E. coli e S.aureus, teve acgao
modificatéria e potencializou a droga contra as cepas em estudo (DA CRUZ et al.,
2022).

Grafico 3 — Efeito modificador da Gentamicina associado ao 0leo da borra de café frente as
cepas Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli
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Fonte: Autora (2022)

5.4.1.3 Norfloxacino como controle

As cepas de S.aureus e E.coli diante do antibiético de Norfloxacino e do 6éleo
da borra de café apresentam o mecanismo de bomba de efluxo, identificadas pela
reducdo do MICs do antibiético quando associado com a Clorpromazina. O 6leo fixo

da borra de café reduziu o efeito do antibiético nas cepas S.aureus, enguanto que na
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cepa de E. coli o 6leo potencializou a atuacdo dessa espécie (Grafico 4). Estudos
afirmam que existe a interacdo entre substancias naturais e antibidticos
(HEMAISWARY et al., 2008).

Espécies que ndo é possivel identificar a atividades antibacteriana de forma
isolada sdo menos capazes de adquirir resisténcia quando sao utilizados como
modificadores de antibiético, e como resposta, quando sdo associados, seu potencial
aumenta para combater bactérias resistentes (DA CRUZ et al., 2022).

Gréfico 4 — Efeito modificador do Norfloxacino associado ao 6leo da borra de café frente as
cepas Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli
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Fonte: Autoras (2022)

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As metodologias foram realizadas através do uso de microplacas para reduzir
a quantidade de reagentes e de amostras e possibilitar a quantidade de analises

simultaneas e a automatizacdo das leituras de absorbancia.

5.5.1 Teste de atividade antioxidante - Método (B-Caroteno)

Este método determinou a atividade antioxidante do 6leo da borra de café, ou
seja a capacidade de proteger o substrato lipidico da oxidacgéao.
A avaliacdo da atividade antioxidante usando o método B-Caroteno, foi

realizada utilizando o Acido ascorbico (AA) e dois controles positivos (BHT-
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Hidroxitolueno e BHA-Hidroxianisol de Butila). No experimento concluiu-se que o 6leo
extraido da borra de café atingiu um percentual de 17,23+8,97 (Tabela 9), valor
superior quando comparado com o acido ascorbico e inferior aos dois controles (BHT
e BHA) (Gréfico 5). Nesse teste conclui-se que, quanto maior o valor, maior seré a
atividade antioxidante.

Tabela 9 - Percentual antioxidante com Método (B-Caroteno)

AMOSTRAS PADROES B-Caroteno % AA
Acido Ascérbico (AA) 10,40 + 140
Hidroxianisol de Butila (BHA) 94,69 + 0,74
Hidroxitolueno de Butila (BHT) 97,24 £ 0,07
Oleo Fixo da Borra de Café (O.C.) 17,23 + 8,97

Fonte: Autora (2022)

Gréfico 5 — Teste de Atividade Antioxidante — Método B-caroteno
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5.5.2 Teste de atividade antioxidante — Método do sequestro do radical DPPH

O método do sequestro do radical DPPH foi realizado através do descoramento
de uma solucdo composta por radicais estaveis (DPPH), ou seja, ocorreu a
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante. Com a
realizacdo do método de sequestro de Radicais Livres (DPPH), o éleo fixo da borra de
café ndo obteve atividade oxidante significativa (Tabela 10 e Grafico 6).

O uso de processos térmicos na producao de alimentos, produzem mudancas

guimicos que afetam o desenvolvimento das atividades biologicas (EVANGELISTA et
al., 2014).
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Tabela 10 - Atividade antioxidante com Método Sequestro de Radicais Livres DPPH do 6leo
da borra do café

AMOSTRAS PADROES DPPH (CEso, pg/mL)
AA 2,35+0,9
BHA 4,52 + 0,85
BHT 109,6 + 10,32
0.C. ND

Fonte: Autora (2022)

Gréfico 6 - Teste de Atividade Antioxidante — Método de Sequestro de Radicais Livres
DPPH (CE50, ug/ml)
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No método DPPH substancias apolares, como o 6leo testado, tende a ter
resultados pouco expressivos visto que esse teste € mais eficiente na deteccdo da
atividade antioxidante de compostos polares (LIM; GOH; LOH, 2016).
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6 CONCLUSAO

Este estudo permitiu a identificacdo dos compostos quimicos presentes no 6leo
fixo extraido da borra de café (Coffea arabica), constituido por 50% de acidos graxos
saturados e 50% de &cidos graxos insaturados, sendo que o acido linoléico (44,90%)
€ 0 constituinte majoritario. Alguns estudos identificaram ser esse constituinte
responsavel pela atividade potencializadora de antibiéticos e da atividade larvicida.

Na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, foi possivel verificar que no
método da inibicdo da co-oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico o 6leo
apresentou atividade antioxidante superior (17,23% * 8,97) comparada ao padréo
acido ascorbico (10,61% =+ 2,28).

Na atividade bacteriana o 0Oleo fixo da borra de café apresentou concentracao
inibitéria (CIM) menor para as cepas da Escherichia coli 06 (256 ug/mL). Para a cepa
da E.coli o 6leo da borra de café apresentou CIMs dentro de um padrao clinicamente
relevante, tanto na bactéria resistente quanto na padréo.

O oleo da borra de café em estudo apresentou efeitos sinérgicos na associagao
com gentamicina, norfloxacina e ampicilina contra cepas resistentes, com reducdes
nas CIM dos antibioticos. Os resultados sugerem que o 6leo fixo de BC possui acidos
graxos com potencial para modificar sinergicamente a atividade antibiotica.

Os resultados para atividade larvicida foram significativos na concentracdo de
500 pg/mL do 6leo da borra de café e no tempo de exposicéo (72horas) frente a larvas
do mosquito Aedes aegypti.

Diante do estudo realizado foi possivel observar que o 6leo fixo extraido da
borra de café, apresenta resultados relevantes e promissores nas atividades
antioxidantes, larvicida e adjuvantes potencializadores na atividade antibacteriana, as
guais podem estar relacionadas a sua composi¢ao quimica, sobretudo a presenca dos
acidos palmitico e linoléico.

O uso de residuos para producéo de novos materiais com alto valor agregado
tem sido um desafio proposto pela economia circular, onde um residuo de um
processo produtivo, como a borra de café, pode servir de matéria prima para um novo
produto, como o Oleo fixo e este ter aplicacdo Util a sociedade. Os resultados da
presente pesquisa contribuem com estudos que visam o aproveitamento do residuo

do café (borra).
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