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RESUMO

O café é grdo composto por uma variedade de substancias, as quais conferem sabor e aroma a
bebida, dentre os quais, podem-se citar proteinas, carboidratos e lipidios. Essa fracdo lipidica,
quando extraida do grdo de café cru, é utilizada, por exemplo, como emoliente em
formulacBes farmacéuticas e, quando do grdo torrado, como aditivos em alimentos, para
conferir aroma e sabor. Assim, o objetivo do presente estudo foi o de caracterizar
quimicamente e avaliar as atividades antioxidante e antibacteriana dos 6leos extraidos dos
grdos de café cru e torrado. Para isso, os grdos foram submetidos a uma extracdo em aparato
Soxhlet, durante seis horas, utilizando éter de petréleo como solvente extrator. Apds o tempo
decorrido, evaporou-se 0 solvente remanescente com nitrogénio gasoso, obtendo-se os 6leos,
que foram acondicionados e armazenados em geladeira até o memento das analises.
Observou-se que os graos de café torrado apresentaram maior teor de 6leo que o grdo de café
cru, 26,01% e 4,64 %, respectivamente. Apresentando o primeiro, cheiro e cor caracteristicos
de café e, o segundo, uma coloracdo verde e cheiro de vegetacdo. As caracteristicas fisico-
quimicas avaliadas, mostraram que os 0leos estudados apresentaram resultados comparaveis a
outros Oleos convencionais. Com relacdo ao teor de acidos graxos, os 6leos obtiveram como
majoritarios, os acidos linoleico (C18:2), palmitico (C16:0) e oleico (C18:1) e, ambos séo
fontes &cidos graxos insaturados. O 6leo de café cru apresentou maior quantidade de
fitoesterois totais, sendo que nos dois, a ordem foi B-sitosterol > estigmasterol > campesterol
> Dbrassicasterol. Ao contrario, o 6leo de café torrado foi 0 que se mostrou com maior
concentragdo de tocoferois, com predominancia do isdmero y-tocoferol. O 6leo de café cru
apresentou maior quantidade de B-tocoferol. Os compostos fendlicos totais também foram
quantificados, e o0 6leo de café torrado foi 0 com maior concentracdo. Com relacdo a atividade
antioxidante, o 6leo de café cru foi mais eficiente na captura do radical DPPH, enquanto que o
torrado, frente aos métodos ABTS e FRAP. A atividade antibacteriana evidenciou que, dentre
as bactérias testadas, a P. aeruginosa foi a mais sensivel frente aos 6leos testados,
apresentando halos de inibicdo pelo método de difusdo em &gar, mas quando analiada, foi
resistente aos 0leos. A CIM foi determinada e observou-se que as menores concentragdes
foram as que tiveram inibicdo do crescimento bacteriano. Diante do exposto, pode-se concluir
gue os O6leos de café cru e torrado sdo boas fontes de compostos bioativos, e suas

composigdes, justificam seus usos nas industrias de varios segmentos.

Palavras — chave: Coffea arabica, 6leos de café, tocoferdis, fitoesterais.



ABSTRACT

Coffee beans is composed of a variety of substances, which give flavor and aroma to the
drink, among which may be mentioned proteins, carbohydrates and lipids. This lipid fraction,
when extracted from raw coffee beans, is used, for example, in pharmaceutical formulations
as an emollient and when the roasted grain, as additives in foods for imparting aroma and
flavor. The objective of this study was to characterize chemically and evaluate the antioxidant
and antibacterial activities of the oils extracted from raw and roasted coffee beans. To this
end, the grains were subjected to a Soxhlet extraction apparatus for six hours using petroleum
ether as solvent extractor. After the elapsed time, it evaporates the remaining solvent with
nitrogen gas to give oils which were packed and stored in refrigerator until analysis of
memento. It has been observed that roasted coffee beans had higher oil content than the raw
coffee beans, 26.01% and 4.64%, respectively. Introducing the first and characteristic smell of
coffee color, and the second, a green color and smell of vegetation. The physico-chemical
characteristics evaluated showed that the oils studied showed results comparable to other
conventional oils. With respect to the content of fatty acids, oils obtained as the major,
linoleic (C18: 2), palmitic (C16: 0) and oleic (C18: 1), and both are unsaturated fatty acids
sources. The green coffee oil showed a higher amount of total phytosterols, and in both, the
order was [-sitosterol> stigmasterol> campesterol> brassicasterol. Rather, the roasted coffee
oil was found that with higher concentrations of tocopherols, predominantly y-tocopherol
isomer. The green coffee oil had higher amounts of B-tocopherol. The phenolic compounds
have also been quantified, and the roasted coffee oil was the highest concentration. With
respect to the antioxidant activity, the raw coffee oil was more efficient in capturing the
DPPH radical, while the roasted, compared to ABTS and FRAP methods. The antibacterial
activity showed that among the tested bacteria, P. aeruginosa was the most sensitive against
the tested oils, with halos of inhibition by agar diffusion method, but when analiada, was
resistant to oils. The MIC was determined and it was observed that lower concentrations were
those who had bacterial growth inhibition. Given the above, it can be concluded that raw and
roasted coffee oils are good sources of bioactive compounds and their compositions, justify

their use in industries of several segments.

Key — words: Coffea arabica, coffee oils, tocopherols, phytosterols.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais aceitas e apreciadas por diversos paises no mundo, por
ser um produto natural, com aroma e sabores distintos. Considerado como uma das grandes
riquezas brasileiras, o café acelerou o desenvolvimento e a inser¢do do Brasil no comércio
internacional. Além de fomentar o surgimento das cidades, construcdes de ferrovias e portos
para 0 escoamento do gréo, trouxeram imigrantes para o pais e intensificou movimentos
culturais (PIMENTA, 2003).

O grédo de café possui uma mistura complexa de compostos quimicos de ocorréncia
natural e, de compostos formados durante o processo de torracdo (DAGLIA et al., 1998). Essa
complexidade se deve tanto pela presenca de uma grande quantidade de compostos quimicos,
como pela possivel reacdo e interacdo desses compostos durante o processamento (CLARKE;
MACRAE, 1989). Dentre as variedades de compostos presentes no café, destacam-se
proteinas, carboidratos e lipidios.

Os 6bleos vegetais, dentre eles os Oleos de café, constituem uma das principais fontes
de compostos biologicamente ativos e de &cidos graxos poliinsaturados. Além desses, pode-se
citar a presenca de compostos fendlicos, acidos graxos, tocoferdis, carotenoides, fitoesterdis,
dentre outros. Esses compostos exercem varias funcdes do ponto de vista bioldgico, tais
como: atividade antioxidante, estimulacdo do sistema imune, atividade antibacteriana e
antiviral, entre outras mais (COSTA; JORGE, 2011).

A espécie botéanica, a qualidade dos grdos, o tamanho da particula ap6s a moagem, o
tempo de extracdo e o solvente influenciam o rendimento, o perfil e as propriedades do 6leo
de café. Durante o procedimento de extracdo devem-se prevenir a degradacdo térmica e
oxidacdes em geral, os principais problemas quando se trata da qualidade do 6leo de cafe
(PIMENTA, 2003).



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho objetivou caracterizar quimicamente os 6leos extraidos dos gréos

de café cru e torrado e, avaliar as atividades antioxidante e antibacteriana.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos extraidos dos grdos de café cru e
torrado (indice de refracdo, indice de saponificacdo, indice de iodo, acidos graxos livres e
indice de acidez), bem como, caracterizar quimicamente os 6leos, quanto a composi¢do em
acidos graxos, tocoferois, fitoesterois e compostos fendlicos totais.

. Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP.

. Avaliar a atividade antibacteriana dos dleos extraidos pelo método de difusdo em agar
e microdiluicao.

. Comparar o0s 6leos a partir dos caracteristicas e compostos analisados.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

31 CAFE

O cafeeiro (Figura 1) é uma planta perene de porte arbustivo e, faz parte do grupo das
plantas Faner6gamas, classe Angiosperma, subclasse Dicotileddneas, ordem Rubiales, familia
das Rubiaceaes, tribo Coffeae, subtribo Coffeinae e género Coffea (MATTIELLO et al.,
2005). Das 100 espécies descritas do género Coffea, somente duas produzem frutos que tém
importancia econdmica no mercado internacional: Coffea arabica L. e Coffea canephora
Pierre ex Froehner. Seus produtos sdo designados como café ardbica e café robusta,

respectivamente (PIMENTA, 2003).
-

Figura 1. Cafeeiro e seus frutos. FONTE: Elizio Carlos Cotrim.

A espécie C. arabica é cultivada em regides montanhosas, preferencialmente em
altitudes superiores a 500 metros e temperatura entre 18-24°C. Essa espécie € sensivel a
doencas, geadas e temperaturas muito elevadas fazendo com seja dificil de ser cultivada. O
café aradbica produz um café fino, de aroma e sabor mais apreciados, representando
aproximadamente 70% do café produzido no mundo. J& a C. canephora é mais resistente que
a C. arabica, pode ser cultivada em regides com altitude até 450 metros e temperatura entre
22-26°C, porém, sua bebida ndo é tdo apreciada, 0 que a torna uma espécie mais barata e que
responde menos de 30% da producdo mundial (SILVA; MENDES; KAGEYAMA, 2008). A



espécie e variedade do café influenciam fortemente na sua composigdo quimica, mas outros
fatores, como as condicOes de cultivo, o grau de maturacédo e as condigdes de armazenamento,
também devem ser considerados (SMITH, 1989).

3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

No Brasil, a contribuicdo da producdo cafeeira para a formacdo econémica foi uma
constante ao longo do tempo, porém sua participacdo relativa diminuiu gradativamente, dada
a continua diversificacdo da pauta de exportacdes brasileiras. Mesmo assim, o café continua
sendo importante gerador de divisas para o pais, contribuindo com 2,9% do valor total das
exportacOes brasileiras, em 2014 (CECAFE, 2015).

Minas Gerais, dentre os estados brasileiros produtores de café, destaca-se como maior
produtor, sendo que em 2014 o estado produziu mais de 50% de toda a safra brasileira,
equivalente a 22,6 milhGes de sacas de café. Das quais, 10,7 milhdes sdo provenientes do Sul
e Centro-Oeste do Estado; 5,8 milhdes do Cerrado Mineiro (Triangulo Mineiro, Alto
Paranaiba e Noroeste); 5,3 milhdes da Regido da Zona da Mata, Rio Doce e Central; e 762 mil
do Norte de Minas, Jequitinhonha e Mucuri (EPAMIG, 2015).

A importancia da cafeicultura pode ser avaliada ndo apenas como fonte de producéo e
renda, mas pelo seu papel no mercado de trabalho, como geradora de empregos e como fator

de fixacdo de mdo — de — obra no meio rural (SAES et.al, 2002).

3.3 OLEO DE CAFE

Os 0leos vegetais sdo amplamente utilizados em aplicag¢fes industriais (especialmente
pelas industrias de cosméticos, farmacéutica e alimenticia), devido ao seu papel importante na
composigdo dos produtos. Os lipidios podem atuar como emolientes, emulsionantes, veiculos,
modificadores de viscosidade, espalhando agentes, ligantes e lubrificantes em muitos
produtos cosmeéticos. As aplicacBes especificas dependem das caracteristicas do 6leo, que
pode também variar de acordo com as sementes utilizadas (AZEVEDO et al., 2008).

Os lipidios sdo componentes importantes da bebida e aroma do café, embora a maioria
seja perdida durante a preparacdo. Estes sdo expelidos com a torrefacéo, ficando na superficie
do grdo e, formando uma camada impede a volatilizacdo dos compostos (MAZZAFERA et
al., 1998). O café arabica contém maior quantidade de 6leo que o robusta, variando de 10,5 a
17,7% e de 8 a 10%, respectivamente (ARAUJO, 2012).



O Obleo de café cru é utilizado na inddstria de cosméticos por sua propriedade
emoliente fornecida pelos &cidos graxos e sua capacidade de bloquear a luz solar prejudicial a
pele do ser humano. Por ser rico em fitoesterdis, promovem excelente hidratacdo, rapida
penetracdo e boa aderéncia em aplicacdes cosméticas (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000).

O oleo de café torrado € utilizado como aromatizante em varios alimentos e bebidas
industrializados. E utilizado na fabricacio de café instantaneo, sendo adicionado ao final do
processo para compensar as perdas dos compostos volateis ocorridas na sua obtencédo
(ARAUJO, 2012).

Os oOleos vegetais sdo constituidos principalmente por triacilglicerdis, que é uma
substancia formada a partir da reacdo de uma molécula de glicerina e trés moléculas de acidos
graxos, cujo comprimento da cadeia carbbnica e grau de insaturacdo determinam suas
propriedades fisicas e quimicas. Estdo presentes, também, esterdis, vitaminas lipossollveis,
tocoferdis, compostos fenolicos, acidos graxos livres e mono e diacilglicerois (KAMAL-
ELDIN, 2006).

34  ACIDOS GRAXOS

Os é&cidos graxos ocorrem como componentes de 6leos e gorduras e, possuem um
grupamento carboxilico na extremidade polar e uma cadeia de hidrocarbonetos na cauda
apolar (CH3 — (CH)x — COOH). Normalmente, possuem numero par de atomos de carbono e
a cadeia de hidrocarbonetos nédo é ramificada. Sdo subdivididos em cadeia carbénica curta (C,4
a Cyp), média (Cy2 a Cy4), longa (Cis a Cyz) € muito longa (>Cy,). E, sdo classificados em
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, dependendo da presenca e nimero de ligacGes
duplas na cadeia de 4cidos graxos (ARAUJO, 2012).

Alguns acidos graxos insaturados produzem efeitos especiais no organismo vivo e sao
denominados &cidos graxos essenciais. Estes &cidos ndo sdo sintetizados pelo organismo
humano, sendo sintetizados biologicamente a partir dos precursores oferecidos na dieta
(CURI et.al., 2002).

H& duas subclasses de acidos graxos essenciais — 0s 6mega 6 e os dmega 3. Os
primeiros sdo derivados do é&cido cis-linoléico e, os segundos, do &cido a-linolénico,
representados na Figura 2. As familias Gmegas 6 e 3 abrangem &cidos graxos que apresentam
insaturacOes separadas apenas por um carbono metilénico, com a primeira insaturacdo no
sexto e terceiro carbonos, respectivamente, enumerado a partir do grupo metila terminal. A

essencialidade de um acido graxo depende da distancia da primeira dupla ligagdo em relacéo a



metila terminal. Durante a formagdo de um &acido graxo, as enzimas biossintéticas humanas
podem inserir duplas ligacbes na posigdo n-9 ou superior, entretanto, estas enzimas nao
podem inserir duplas ligacdes em nenhuma posicdo mais proxima ao grupo metila terminal.
Por essa razdo, acidos graxos com duplas ligagdes nas posicdes n-6 e n-3 sdo considerados
essenciais, devendo ser obtidos de vegetais e de outros organismos que possuam vias
enzimaéticas para sua construcdao (JONES; KUBOW, 2003).

I
/\/\/\/\/\/\/\/\/‘\OH

Acido cis-linoléico (n-6)

H3C

HaC OH

Acido a-linolénico (n-3)
Figura 2. Estruturas quimicas dos acidos graxos cis-linoléico (n-6) e a-linolénico (n-3).

Os acidos cis-linoleico e a-linolénico estdo presentes tanto em espécies vegetais como
animais empregados na alimentacdo humana (MARTIN et.al., 2006). Os Oleos vegetais se
destacam como fonte desses &cidos graxos essenciais, como o 6leo de linhaca, rico em acido
a-linolénico e o 6leo de milho, rico em &cido cis-linoleico. A tabela 1 apresenta as suas

concentracdes em alguns 6leos vegetais.

Tabela 1. Concentragdo dos acidos cis-linoleico e a-linolénico em alguns 6leos vegetais

Oleo n-6 (mg/q) n-3 (mg/g)
Canola 203,0 93,0
Linhaca 127,0 533,0
Milho 523,0 11,6
Oliva 97,6 7,60
Soja 510,0 68,0

FONTE: MARTIN et.al., 2005.

Os éacidos graxos dmega 6 tém efeito sobre a pele, evitando que a mesma sofra
ressecamento e surgimento de feridas. J& os é&cidos 6mega 3 sdo importantes no
desenvolvimento do sistema nervoso central e no funcionamento ideal do mesmo. Apesar do
aparente papel preponderante dos acidos graxos essenciais na pele e no sistema nervoso, tais
acidos graxos estdo também implicados no funcionamento de diversos Orgdos e sistemas,

basicamente pela sua conversdo em eicosanoides, mediadores lipidicos farmacoldgicos que



incluem, entre outros, as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas e lipoxinas (CURI et al.,
2002).

35 FITOESTEROIS

Os fitoesterdis (esterdis vegetais) sdo componentes presentes em todos os alimentos
vegetais e, contribuem para a estabilizacdo das bicamadas fosfolipidicas nas membranas das
células vegetais (LAGARDA et.al., 2006). No organismo humano, possuem capacidade de
reduzir o colesterol total plasmatico e LDL-colesterol. Essa capacidade ocorre pelo fato de
que os fitoesterdis competem com o colesterol na entrada das micelas intestinais. Embora a
absorcdo dos fitosterdis seja menor que a do colesterol, uma boa parte é introduzida nas
micelas intestinais, acarretando diminuicao do colesterol (PATEL; THOMPSON, 2005).

Os fitoesterdis possuem estrutura formada por 28 ou 29 atomos de carbono, se
assemelhando a estrutura do colesterol (C-27). Os primeiros diferem do colesterol pela
presenca de grupos metil ou etil no carbono C-24 e /ou pela presenca de dupla ligagdo no
carbono C-22 (BRUFAU et.al.,, 2008). Os fitoesterdis ocorrem naturalmente em produtos

vegetais (como frutas e nozes), cereais e em 6leos vegetais, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Teor de fitoesterois em diferentes alimentos.

Alimento Teor (mg/1009)
Oleo de milho 809-1557
Oleo de girassol 374-725
Oleo de soja 229-459
Oleo de oliva 144-150
Oleo de palma 71-117
Milho 178
Trigo 60,3-69
Alface 38
Banana 17
Maca 13
Laranja 7

FONTE: ARAUJO, 2012.

Diferencas entre especies, fatores genéticos, condi¢cbes de crescimento, de
armazenamento e de processamento, sdo fatores que podem afetar o teor de fitoesterdis nesses
produtos (BRUFAU et.al., 2008). Séo reportados mais de 200 tipos diferentes de fitoesterois,
mas os mais abundantes sdo o [B-sitosterol, campesterol e o stigmasterol e, em média,
compreendem 65, 30 e 3% da ingestdo na dieta (LAGARDA etal., 2006; PATEL,;
THOMPSON, 2005). A Figura 3 (pag. 8) ilustra a estrutura dos principais fitoesterois e do

colesterol.
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Figura 3. Estrutura dos principais fitoesterois presentes em alimentos e do colesterol.

3.6 TOCOFEROIS

Os tocoferodis consistem de um ndcleo basico constituido por dois aneis, um fenolico e
outro heterociclico, ligados a uma cadeia lateral saturada formada por 16 4&tomos de carbono.
Dependendo do numero e da posi¢do dos grupos metila ligados ao anel aromaético, os
tocoferdis apresentam-se como quatro compostos homoélogos, denominados a, S, y e o-
tocoferol (COSTA; JORGE, 2011), conforme a Figura 4.



CH;

Onde:
a-tocoferol- R;=R,=R3=-CHj
p-tocoferol- R;= -CHs; R,= H; R3=-CHj3
y-tocoferol- R;=H; R,=R3=-CHj3
o-tocoferol- R1=R,=H; R3=-CHj3
Figura 4. Estrutura quimica do tocoferol.

Estes compostos apresentam atividade antioxidante in vitro e in vivo. No6s 6leos
vegetais, protegem os acidos graxos insaturados da oxidacao lipidica e no organismo humano
apresentam atividade bioldgica de vitamina E (COSTA; JORGE, 2011). A Tabela 3 apresenta

a concentracao de tocoferdis em 6leos vegetais.

Tabela 3. Concentragdo de tocoferdis em dleos vegetais.

Oleo (mg/100g) a-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol é-tocoferol
Girassol 56,4 2,45 0,43 0,087
Amendoim 14,1 0,396 13,1 0,922
Soja 17,9 2,80 60,4 37,1
Algodéo 40,3 0,196 38,3 0,457
Milho 27,2 0,214 56,6 2,52
Oliva 9,0 0,16 0,471 0,043

FONTE: DAMODARAN et.al., 2010.

A atividade antioxidante dos tocoferdis varia em fungdo da temperatura e do grau de
impedimento estereoquimico. O grupo hidroxila livre no anel é responsavel pelas
propriedades antioxidantes sendo os hidrogénios fenolicos doados aos radicais livres
lipidicos, formando produtos estaveis e interrompendo a propagagdo em cadeia da oxidagédo
lipidica (COSTA; JORGE, 2011). Em condicdes fisiolégicas, ou seja, a 37°C, a atividade
antioxidante é a da seguinte maneira: a > f > y > §, similar a atividade bioldgica. A
temperatura elevada, entre 50 e 100°C, é observada a atividade antioxidante na ordem
inversa: 0 >y > f > a. O a-tocoferol € o mais abundante dos tocoferois, e sua atividade

bioldgica é duas vezes mais que 0 S e y e 100 vezes o & (ARAUJO, 2012).



10

3.7 COMPOSTOS FENOLICOS

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis
de ocorréncia natural, dentre eles, destacam-se os flavondides, acidos fendlicos, fendis
simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis. Englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizacdo. Estdo presentes em varios produtos de origem
natural na forma livre ou ligados a aglcares (glicosideos) e proteinas (ANGELO; JORGE,

2006). A Tabela 4 mostra o teor de fenois totais em alguns alimentos.

Tabela 4. Teor de fendis totais em alguns alimentos.

Alimento Fenois totais (mg/100g)
Aveia 8

Sorgo 170-10.260
Cebola 100-2000
Ervilha 78-230

Maca 27-298
Morango 38-218

Acerola 861-888

FONTE: ARAUJO, 2012.

Embora apresentem uma grande diversidade estrutural, os compostos fenolicos sao
classificados em dois grandes grupos: os flavonoides e ndo flavonoides. Os primeiros sao 0s
que apresentam estrutura quimica Cg-C3-Cs €, 0s segundos, sdo os Cs-C; (acidos
hidroxibenzdico, galico e elagico), Cs-C3 (acidos caféico e p-cumarico) e Cg-C,-Cg (trans-
resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidico) (VERONEZI; JORGE, 2012). A

Figura 5 mostra a estrutura de alguns compostos fendlicos.
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Figura 5. Estrutura quimica de alguns compostos fenélicos.

Os compostos fendlicos tém recebido atencdo nos dltimos anos por sua acédo
antioxidante. Os antioxidantes fendlicos reagem com os radicais por doa¢do de um atomo de
hidrogénio (ou de um elétron), detendo a reacdo de propagacdo em cadeia pela formacdo de
compostos inativos e o radical do antioxidante é estabilizado por ressonancia. Os fatores que
influenciam essa atividade antioxidante incluem posicdo e numero de hidroxilas, polaridade,
solubilidade, potencial de reducédo, estabilidade do composto fendlico a operacdes de
processamento do alimento e estabilidade do radical fenélico (DAMODARAN et.al., 2010).

Os compostos fenolicos encontrados naturalmente em alimentos vegetais e 6leos sdo
importantes para sua estabilidade oxidativa enddgena. Os niveis de fendlicos em plantas e
alimentos podem variar em funcdo da maturidade, do tipo de tecido, das condicbes de
crescimento, da pos-colheita e das condi¢cdes de armazenamento (DAMODARAN et.al.,
2010).

3.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Radicais livres, ou espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), podem ser

definidas como espécies quimicas moleculares que contém um ou mais elétrons ndo
emparelhados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O elétron livre favorece a reagcdo com
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outras moléculas, o que torna os radicais livres extremamente reativos. Essas espécies reativas
sdo produtos do metabolismo celular e desempenham papel dual, como espécies tanto
benéficas quanto prejudiciais aos sistemas bioldgicos. Os efeitos benéficos ocorrem em
concentracdes baixas ou moderadas de radicais livres e envolvem funcdes fisiologicas, tais
como a defesa contra agentes infecciosos e participagdo nos sistemas de sinalizacao celular. J&
os efeitos danosos decorrem da superproducgéo (VALKO et al., 2006), culminando com danos
ao DNA e/ou oxidacdo de lipidios e proteinas.

O excesso de radicais no organismo € combatido por antioxidantes enddgenos,
destacando-se as superoxido dismutases, consideradas como a linha de frente de defesa
antioxidante, a catalase e as glutationas peroxidases; ou absorvidos da dieta, como as
vitaminas C, E e A, carotenoides, flavonoides, outros polifendis, furandides e tidis e produtos
sinteticos (BARREIROS et al., 2006; OLIVEIRA et al.,2009).

A definigdo do termo antioxidante ¢ definida como “qualquer substancia que, presente
em baixa concentracdo quando comprada ao substrato oxidavel, atrasa, previne ou repara 0s
danos oxidativos a uma molécula” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Diversas técnicas tém sido empregadas para avaliar a atividade antioxidante in vitro,
de forma a permitir uma rapida selecdo de substdncias e materiais potencialmente
interessantes. A realizacdo de mais um ensaio é altamente recomendado, uma vez que 0s
principios dos métodos variam de acordo com a matriz de reacdo. Além disso, antioxidantes
podem se comportar de diferentes maneiras em resposta a diferentes radicais ou fontes
antioxidantes (ALVES, 2010).

O método DPPH é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. O DPPH é um radical
cromoforo muito estavel de coloragdo violeta, quando é reduzido, por antioxidantes doadores
de hidrogénio ou elétron, adquire coloracdo amarela (Figura 6). Esse radical pode ser obtido
diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995).
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Figura 6. Estabilizacdo do radical livre DPPH.

O método da captura do radical 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
(ABTS™), também é um dos mais utilizados para medir a atividade antioxidante. Esse radical
pode ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa
metodologia, pode-se medir a atividade compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSK et al., 2005), ja que o radical ABTS™ pode ser solubilizado tanto em solventes
orgénicos quanto aquosos. A geracdo do radical cromoforo esverdeado da-se por meio da
reagdo do ABTS™ com persulfato de sodio. O radical apresenta absor¢do maxima nos
comprimentos de onda 645, 734 e 815 nm. O radical ABTS™ é reduzido na presenca de
antioxidantes doadores de hidrogénio, perdendo sua coloragdo verde-escuro, em intensidade e
escala de tempo dependentes da atividade antioxidante, da concentracdo e da duracdo da

reacdo (RE et.al., 1999). A Figura 8 mostra a reacéo do radical ABTS™ com um antioxidante.

oy |

T
+ aosomad mnom - . N= )
\E;HE o

Cor: verde-Clamn

Figura 7. Estabilizacdo do radical ABTS.+ por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de sodio.

O meétodo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de
Reducéo do Ferro, é baseado na reducdo do Fe** e, avalia capacidade de compostos reduzirem
esse ion, com consequente formagdo de um complexo colorido com Fe?* (ROGINSKY;
LISSI, 2005). Quando um complexo Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) é reduzido
a Fe”™ por um antioxidante em condigbes écidas, desenvolve-se uma intensa coloracéo
purpura com absor¢do maxima a 593 nm. Assim, a capacidade antioxidante pode ser avaliada
pelo monitoramento da formagdo do complexo Fe?*-TPTZ espectrofotometricamente. Esse
método necessita que o sistema seja aquoso e, detecta compostos que agem por meio da
doacdo de elétrons (PRIOR et.al., 2005).
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Figura 8. Reducdo do complexo TPTZ com Fe3+.

3.9 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As bactérias sdo seres procarioticos relativamente simples, e a grande diversidade de
espécies desses microrganismos pode ser diferenciada por diversos fatores como morfologia,
composi¢do quimica, as necessidades nutricionais, atividades bioquimicas e a fonte de energia
(TRABULSI et.al., 2004).

As bactérias podem ser divididas em gram-positivas e gram-negativas, de acordo com
a constituicdo da parede celular. Nas primeiras, a parede celular consiste em muitas camadas
de peptideoglicano, formando uma estrutura espessa e rigida. E, nas segundas, a parede
consiste de uma ou poucas camadas de peptideoglicano e uma membrana externa. Essa
ultima, consiste em lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos (TORTORA et.al.,
2012).

Os antimicrobianos ou antibiéticos constituem um grupo especial de agentes
terapéuticos produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Sdo substancias que, em
pequenas concentracBes, devem possuir atividade letal ou inibitoria contra espécies
microbianas, e além de prevenir o desenvolvimento de micro-organismos, devem apresentar
estabilidade, ndo devem apresentar efeitos indesejaveis, dentre outras caracteristicas
(BARBOSA, 2008).

Os estudos da acdo antimicrobiana de compostos naturais sdo de extrema importancia,
pois 0 surgimento de cepas bacterianas resistentes aos mais diversos tipos de antibiéticos é
cada vez maior. Além disso, os antibidticos utilizados atualmente apresentam efeitos
colaterais tais como diarreias, vomitos e o aparecimento de manchas dentarias (VALLILO et.
al., 2006).
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Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas no descobrimento de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros produtos naturais, para
serem aplicados em produtos farmacéuticos e cosméticos. Existem varios métodos para
avaliar a atividade antibacteriana de extratos e 0leos vegetais. Os mais conhecidos incluem o
método de difusdo em &gar e 0 método de microdiluicdo em caldo (OSTROSKY et.al., 2008).

O teste de difusdo em &gar é um método fisico, no qual o microrganismo é exposto
contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona o tamanho
da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentracdo da
substancia ensaiada (PINTO et.al., 2003). Se a substancia quimioterapica for efetiva contra o
microrganismo testado, uma zona ou halo de inibi¢do se formaré ao redor do disco apds um
periodo de incubacdo padronizado. O diametro da zona pode ser medido e, em geral, quanto
maior a zona, maior susceptibilidade do microrganismo a substancia estudada (TORTORA et.
al., 2012). E feito um controle positivo utilizando-se um quimioterapico padrdo, e como
negativo o solvente utilizado para a dissolucdo das amostras (KARAMAN et.al., 2003).

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de crescimento
do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia testada. A
avaliacdo € comparada frente a um padrdo bioldgico de referéncia. Entende-se por propor¢édo
a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano. O método fornece resultados
quantitativos e ndo é influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. Os
controles positivo e negativo sdo os mesmos utilizados no teste de difusdo em disco (PINTO
et.al., 2003).
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4 METODOLOGIA

4.1  LOCAIS DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os processos de torracdo e moagem dos cafés, bem como a caracterizagédo fisico —
quimica e atividade antioxidante foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia e
Biomassas do Cerrado, na UFVJM — Diamantina/MG. A extracao dos 6leos dos gréos de café
verde e torrado foi realizada no Laboratorio de Fitogquimica, na EMBRAPA Cenargen,
Brasilia/DF. A atividade antibacteriana foi realizada no Laboratério de Controle de Qualidade
Microbioldgico, na UFVJM, Diamantina/MG. A composi¢cdo em &cidos graxos foi feita no
Laboratdrio de Cromatografia no departamento de Quimica da UFMG, Belo Horizonte/MG.
E, as analises de tocoferdis e fitoesterois, foram realizadas no Laboratorio de Controle de
Qualidade de Alimentos, no ITAL, Campinas/SP.

42 MATERIA - PRIMA

Foram utilizados grdos crus de café arabica (Coffea arabica), cultivar Catuai
Vermelho, produzidos nas regides de Capelinha, Itamarandiba e Diamantina, Minas
Gerais/Brasil. A colheita dos mesmos foi realizada em maio de 2014. De um mesmo lote de
gréos crus e secos fornecidos pelos produtores, foram retiradas amostras para torracdo. A
torracdo foi realizada em torrador da marca Pinhalense, em temperatura 200 — 250°C,
equivalente a torra comercial brasileira e, ap6s, tanto os grdos de café torrado quanto os graos
crus foram moido em moinho da marca Pinhalense. Os grdos moidos foram acondicionados

em sacos plasticos e, acondicionados sob refrigeracdo até o0 momento de utilizagéo.

43 EXTRACAO DOS OLEOS

Os oleos foram extraidos utilizando cerca de 5,0 gramas dos graos triturados, com éter
de petroleo a 40-60°C utilizando extrator de Soxhlet durante 6 horas. Apds a extracdo, 0
solvente foi evaporado utilizando nitrogénio gasoso. Os 6leos obtidos foram acondicionados
em frascos encobertos com papel aluminio, selados e armazenados em geladeira até o
momento das analises. A Figura 9 (pag. 17) apresenta a extracdo dos 0leos de café utilizando

0 extrator de Soxhlet.
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Figura 9. Extracdo dos 6leos de café em extrator de Soxhlet. FONTE: aquivo da autora.

4.4  ANALISES DOS OLEOS EXTRAIDOS

4.4.1 Caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas analisadas foram cor e cheiro. A cor foi verificada

visualmente e, o cheiro pelo olfato do observador.

4.4.2 Teor de 6leo

O teor de bleo foi calculado em base seca. Calculou-se a umidade dos p6s de café cru
e torrado, de acordo com a metodologia do Instituto Adolf Lutz (1985). Apds, calculou-se o

teor de 6leo pela Equacao 1:

Teor de 6leo (%) = peso de dleo x100 (1)
eorae0le0 7o) = ass de café utilizado na extracdo X diferenca de umidade

4.4.3 Caracteristicas fisico-quimicas

Os indices de refracdo, acidez, iodo, saponificacdo e acidos graxos livres dos Oleos
extraidos dos grdos foram determinados conforme os métodos oficiais Instituo Adolf Lutz,
1985.



18

443.1 indice de refragéo

Determinado a 20°C utilizando Refratdmetro de Abbé.

4.4.3.2 indice de Saponificac&o

Pesou-se 2g dos oleos, que foram dissolvidos em 20 mL de solucdo etandlica de
hidroxido de potéssio a 4%. Conectou-se um condensador aéreo e deixou-se ferver
suavemente até a completa saponificacdo da amostra, que foi de aproximadamente 30
minutos. Deixou-se resfriar a temperatura ambiente, adicionou-se fenolftaleina e titulou-se
com é&cido cloridrico 0,5N até desaparecimento da coloragdo résea. O célculo do indice de

saponificacdo, foi realizado pela Equacéo 2 sendo o resultado expresso em mg KOH.g™.

(B—A)xNx56,1
massa da amostra

)

Indice de Saponificacio =

onde: A: é o volume de &cido cloridrico (mL) gasto na titulagdo da amostra; B: é o volume de &cido cloridrico
(mL) gasto na titulacdo do branco; N: é a normalidade do acido cloridrico e massa da amostra (g).

4.433 indice de lodo

Pesou-se 0,259 de 06leo, que foi dissolvido com 10 mL de cloroférimio. Adicionou-se
20 mL da solugéo de iodo e, deixou-se em repouso por 30 min, ao abrigo da luz, agitando
ocasionalmente. Apos, adicionou-se 10 mL da solucdo recente de iodeto de potéssio a 15%, e
100 mL de agua destilada. Titulou-se o excesso com tiossulfato de sédio a 0,1N. Quando
verificou-se que a solugdo estava amarelo-clara, adicionou-se 1 mL da solucdo de amido a

0,5%, como indicador. O célculo do indice de iodo foi realizado pela formula abaixo.

Vxfx1,27
massa da amostra

©)

Indice de iodo =

onde: é a diferenga entre os nimeros de ml da solugdo de tiossulfato de sédio 0,1N gasto nas titulagdo do branco
e da amostra; f: é o fator da solucdo de tiossulfato de sodio 0,1N e, massa da amostra (g).
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4434 Acidos graxos livres e indice de acidez

Pesou-se 2g de 6leo, que foram dissolvidos em 25 mL de solucdo de alcool etilico: éter
etilico (1:1 v/v) neutra. Adicionou-se fenolftaleina e titulou-se com hidroxido de sédio 0,1N.
O célculo dos acidos graxos livres foi realizado pela Equacéo 4 e, o0 resultado expresso em
porcentagem de &cido oleico. O indice de acidez = 0,503% dos acidos graxos livres.

VxNx28,2
massa da amostra

(4)

Acidos graxos livres =

onde: V é o volume de hidréxido de sédio (mL) gasto na titulagdo da amostra; N é a normalidade do hidroxido
de sodio e massa da amostra (g).

4.4.4 Composicdo quimica
4.4.4.1 Acidos Graxos

Os acidos graxos foram identificados de acordo com a metodologia adaptada de
Christie (1989).
. Preparo das amostras
o Hidrdlise do 6leo de café

O oleo de café foi colocado em tubo criogénico de 2mL (~10 mg), foi dissolvido em
100 pL de uma solugdo de etanol (95%)/ hidréxido de potassio 1mol/L (5%) e hidrolisado em
um forno de microondas doméstico (Panasonic Piccolo), a poténcia de 80W (Potencia 2),
durante 5 minutos. Apds resfriamento, adicionou-se 400uL de acido cloridrico a 20%, uma
ponta de espatula de NaCl (aproximadamente 20 mg) e 600 uL de acetato de etila. Agitou-se
em vortex por 10 s e deixou-se em repouso por 5 min. Uma aliquota de 300ulL da camada
organica foi retirada, colocada em tubos de microcentrifuga e seco por evaporacgéo, obtendo-
se assim 0s acidos graxos livres.
o Metilacéo dos acidos graxos

Os acidos graxos livres foram metilados com 100 pL BF3; / metanol (14%) e aquecidas
durante 10 min em banho de agua a 60°C. Foram em seguida diluidos com 400 pL de metanol
e analisados por Cromatografia Gasosa.
o Analise cromatogréfica

As andlises foram realizadas em Cromatografo a Gas HP7820A equipado com
detector por ionizacdo de chamas. Utilizou-se uma coluna HP-INNOWAX (HP) 15m Xx
0,25mm x 0,25um com gradiente de temperatura: 150°C, 1min, 7°C/min até 240°C; injetor
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(split de 1/50) a 250°C e detector a 260°C. Hidrogénio como gas de arraste a uma vazao de 3
ml/min e, volume de injecdo de 1ul. A identificacdo dos picos foi feita por comparagdo com
padrGes de acidos graxos metilados FAME mix Cy4-C,, (Supelco cat n° 18917).

44472 Fitoesterois

Os fitoesterdis foram analisados seguindo a metodologia utilizada por Bragagnolo e
Rodriguez - Amaya (1993).
. Preparo das amostras

Pesou-se aproximadamente 0,3g da amostra e, adicionou-se 10 mL de KOH etandlica
(3%). A mistura foi aquecida em banho — maria a 50°C por 3 horas. Em seguida, a amostra foi
resfriada adicionando — se 10 mL de agua destilada. Apos, extraiu-se quatro vezes com 10 mL
de hexano. As fracGes de hexano foram unidas e, retirou-se uma aliquota, que foi seca sob
fluxo de nitrogénio gasoso. Adicionou-se 1 mL de padréo interno 5Sa-colestano e injetou-se no
CG.
o Analise Cromatografica

A cromatografia gasosa foi realizada em um cromatégrafo GC-17A Shimadzu ,
equipado com amostrador automatico, injetor split (razdo 1:35), coluna capilar de fase
estacionaria (5 % Fenil 95 % dimetilpolisiloxano, 30m, 0,25 mm d.i., 0,25 pm de filme) e
detector por ionizacdo em chama (FID). A identificacdo dos picos foi realizada através de
comparacdo do tempo de retencdo das amostras com os padrbes e a quantificacdo por
padronizagéo interna, utilizando como padréo interno 5Sa-colestano (Sigma-Aldrich).

4443 Tocoferois

Para a determinagdo do contetdo de tocoferdis, foi utilizada o método AOCS (2014).
o Preparo das amostras

Pesou-se 1g das amostras e diluiu-se para 10 mL com n-hexano. A mistura foi
homogeneizada e filtrada em membrana de celulose regenerada de 0,45 um e injetada no
CLAE.
o Analise cromatogréfica

Na determinacdo dos tocoferdis foi utilizada uma bomba marca Lab Alliance, modelo

Rad Pump I, detector de fluorescéncia marca Waters, modelo 2475 e, injetor Rheodyne com
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alca amostradora de 200 pL. A separacdo das quatro formas de tocoferois, ocorreu em coluna
de silica 60 de 125 x 4 mm de didmetro interno e particulas de 5um, tendo como fase modvel
hexano: acetato de etila: acido acético (97,6: 1,8: 0,6 v/v/v) e vazdo de 1,5 mL por minuto. Na
quantificacdo foram utilizados comprimentos de onda de 294 nm para excitacdo e 326 nm

para emissao, com padronizagdo externa.
4.4.4.4 Compostos fenolicos totais

A extracdo dos compostos fenolicos totais nas amostras de Oleos foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Parry et al. (2005). Cerca de um 1g de cada 6leo foi
agitada em vortex juntamente com 3 mL de alcool metilico e, em seguida, centrifugada a 3000
rpm por 10 min e, o sobrenadante coletado. Este procedimento foi repetido trés vezes. Os
sobrenadantes foram combinados e o volume foi completado para 10 mL com alcool metilico.

Os compostos fendlicos totais foram quantificados no extrato resultante por
espectrofotometria, utilizando reagente de Folin — Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965).
Uma aliquota do extrato metandlico (0,1 mL) foi transferida para um baldo volumétrico de 10
mL e misturada com 0,5 mL do reagente Folin — Ciocalteu. Adicionou-se 1,5 mL de solugéo
saturada de carbonato de sodio (20%) e completou-se o volume com agua destilada. Apds
duas horas de reacdo a temperatura ambiente, a absorbancia da mistura foi medida a 765 nm
em espectrofotbmetro e utilizada para calcular o contetudo de fenolicos totais nos 6leos.

Para a quantificacdo foi criada uma curva de calibracdo utilizando &cido galico
(ANEXO) como padrdo, em concentraces de 0 a 500 mg.L™ nas mesmas condicBes descritas
acima. A equagcéo da curva de calibragéo obtida foi y = 0,0002x + 0,0736 com coeficiente de
determinacdo de 0, 9939. Os teores de compostos fenolicos totais nos 6leos foram expressos

como mg de equivalentes de 4cido galico por grama de 6leo (mg EAG.g™Y).
4.4.5 Atividades biologicas

4451 Atividade Antioxidante in vitro

44511 Método de Captura do Radical Livre DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi

realizada de acordo com o procedimento descrito por Rufino et al. (2007a). As amostras de
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6leos foram diluidas em acetato de etila nas concentra¢des de 25, 50, 100 e 200 mg/mL. Em
ambiente escuro, aliquotas de 0,1 mL das dilui¢cdes de cada 6leo foram adicionadas a 3,9 mL
do radical DPPH 0,06 mM e, homogeneizadas em vortex. Apés 60 minutos de reacdo, as
leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 515 nm.

A solugdo controle foi preparada utilizando acetato de etila, nas mesmas condicdes e,
0 mesmo solvente, foi utilizado como branco. Uma curva analitica do radical DPPH
(ANEXO) a 0,06 mM foi tracada com concentracGes entre 0 e 60 uM. A Atividade
Antioxidante Total (AAT) foi calculada como a quantidade de amostra necessaria para reduzir
em 50% a concentracao inicial do radical DPPH (EC50). Calculou-se a eficiéncia antirradical
como sendo o inverso da CE50. A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢cdes dos
o6leos, plotou — se um grafico absorbancia versus dilui¢do, encontrando a equacao da reta.
Apbs, substituiu — se o valor de y pela metade da absorbancia do controle. Todas as

concentragOes foram analisadas em triplicata.

44512 Método de Captura do Radical Livre ABTS.+

A determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS™ foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Rufino et al.(2007b). As amostras de
6leos foram diluidas em acetato de etila nas concentra¢des de 25, 50, 100 e 200 mg/mL. Em
ambiente escuro, aliquotas de 30 pL das diluicdes de cada 6leo foram adicionadas a 3,0 mL
do radical ABTS™ e, homogeneizadas em vortex. Apds 6 minutos de reac3o, as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a 734 nm. Foi utilizado acetato de etila como controle. Uma
curva analitica com Trolox (ANEXO) foi tracada com concentragfes entre 100 e 2000 pM.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢bes dos 6leos, plotou — se um
gréafico absorbancia versus diluicdo, encontrando a equacdo da reta. Apds, substituiu — se 0
valor de y pela absorbancia equivalente a 1000 UM de Trolox. Todas as concentracdes foram

analisadas em triplicata.

44513 Método de Reducéo do Ferro — FRAP

A determinacgéo da atividade antioxidante pela reducao do ferro foi realizada de acordo
com o procedimento descrito por Rufino et al. (2007c). As amostras de 6leos foram diluidas
em acetato de etila nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 mg/mL. Em ambiente escuro,

aliquotas de 90 pL das diluicBes de cada 6leo foram adicionadas a 270 pL de adgua destilada e
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2,7 mL do reagente FRAP e, homogeneizadas em vortex e mantidas em banho — maria a
37°C. Apds 30 minutos de reacgdo, as leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 595
nm. Foi utilizado o reagente FRAP como controle. Uma curva analitica de sulfato de Fe (1)
(ANEXO) foi tragada com concentracdes entre 500 e 2000 M.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢bes dos 6leos, plotou — se um
grafico absorbancia versus diluicdo, encontrando a equacgdo da reta. Apds, substituiu — se 0
valor de y pela metade da absorbancia equivalente a 1000 uM de sulfato de Fe (11). Todas as

concentracdes foram analisadas em triplicata.

4452 Atividade Antibacteriana in vitro

44521  Teste de difusdo em agar

A avaliacdo do teste de susceptibilidade dos Oleos dos gréos de café cru e torrado
contra cepas de bactérias foi feita pelo método de difusdo em disco em meio sélido de acordo
com as normas do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000).

Foram utilizados como micro-organismos indicadores Gram — negativos Escherichia
coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e, Gram — positivos Bacilus
subtilis ATCC 6633 e Staphylococcus aureus ATCC 29213. As cepas foram reativadas em
agar Mueller - Hinton a 37°C durante 24 horas em estufa bacterioldgica. Apos, as bactérias
foram ajustadas com solucdo salina estéril de acordo com escala 0,5 de turbidez de
MacFarland com auxilio de espectrofotémetro a 580 nm, para obtencdo de transmitancia de
70 a 75%, para padronizacao do nimero de bactérias.

As amostras de dleo foram diluidas em Tween 80 a 1%, de modo a ter uma
concentracédo final de 450 mg/mL. Como controles, foram utilizados Tween 80 a 1%, éter de
petroleo e, o antibiotico Cloranfenicol 25pg/mL.

Em ambiente estéril, foram colocados em placas de Petri 0 meio agar Mueller —
Hinton e, 25 pL das solucbes de bactérias, que foram espalhadas no meio. Apos a secagem,
discos de papel de filtro de 8 mm de didametro foram embebidos nas amostras dos 6leos e dos
controles utilizados e, foram colocados sobre 0 meio. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Apos este periodo as placas foram analisadas e, medidos
os halos de inibicdo formados. Esses resultados foram interpretados utilizando-se a tabela
padrdo de interpretacdo dos halos de inibicdo do NCCLS (2000). Desse modo, foram
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considerados os seguintes parametros: R = resistente (< 12 mm de halo de inibigdo); I =
intermediério (13 — 14 mm de halo de inibic¢ao); S = sensivel (> 15 mm de halo de inibi¢ao).
O experimento foi realizado em duplicata, sendo que em cada placa foram colocados

quatro discos, totalizando oito discos.

44522 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da CIM foi pelo método de microdilui¢cdo em caldo, de acordo com a
descricdo em NCCLS (2000), com as mesmas culturas bacterianas utilizadas no método de
difusdo em disco. O experimento foi realizado em placas de microdiluicao estéreis em fundo
chato com 96 orificios. Todos os pogos receberam 100 pL de caldo infusdo cérebro e coracao
(BHI). Em seguida inseriu-se 100 pL da emulsdo dos 6leos de café para obtencdo da
concentracdo inicial de 25% (225,0 mg.mL™) na primeira coluna da placa de microdiluicéo.
As concentracdes subsequentes dos 6leos foram obtida apds diluicdo seriada dos produtos
naturais na placa de microdiluicdo, partindo-se da concentracdo inicial de 25% (Coluna 1) até

0,012% (Coluna 12), a Tabela 5 mostra as concentracdes das diluicbes em cada coluna da

placa.
Tabela 5. Concentragdes obtidas nas colunas nas placas, em % e mg.mL’l.
Coluna Concentracao % Concentracdo mg.mL™
1 25 225
12,5 112,5

3 6,25 56,25
4 3,125 28,125
5 1,56 14,06
6 0,78 7,03
7 0,39 3,51
8 0,19 1,76
9 0,098 0,88
10 0,049 0,44
11 0,024 0,22
12 0,012 0,11

Para diluigdo sucessiva, foram pipetados 100uL da solug@o contida na primeira coluna
(extrato e meio de cultura) e adicionados na segunda coluna (que continha apenas meio de
cultura). Ap6s homogeneizagao, 100uL da solu¢do contida nos pocos da segunda coluna,

foram pipetados e despejados na coluna seguinte, e assim sucessivamente. Ao fim do processo
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de diluigdo do extrato, 100uL da cultura bacteriana foram acrescidos em cada pogo. Para 0s
pocos da linha H, foram dispensados 100 pL do contetido, de modo a igualar o volume total

dos pocos, como na Figura 10.
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Figura 10. Esquema de dilui¢do para determinagéo da CIM.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas, a 37°C.
Passadas 24 horas, para leitura, que foi realizada visualmente, foram adicionados 50uL de
tetrafeniltetrazélico (TTC) em cada orificio e, as placas foram incubadas por mais 3 horas.

A CIM correspondeu a ultima diluicdo do 6leo na qual ndo foi verificada a presenca de
multiplicacdo bacteriana, apresentando coloracdo avermelhada na presenca de células viaveis.
Para determinacdo da CBM, segundo Smith — Palmer (1998) com modificacOes, retirou-se
uma aliquota do material contido nos orificios que demonstraram inibicdo no
desenvolvimento bacteriano no método de CIM, e semeou-se em placa de Petri esteéril
contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton. Ap6s incubacdo em estufa bacteriol6gica por
24 horas, a 37°C, as culturas foram inspecionadas visualmente e os resultados foram
interpretados da seguinte maneira: multiplicagdo bacteriana significou acdo bacteriostética e

auséncia de desenvolvimento do microrganismo significou a¢do bactericida.

45  ANALISE ESTATISTICA

As determinacgdes analiticas foram realizadas em triplicata com excecdo dos acidos
graxos, tocoferdis, fitoesterois e atividade antimicrobiana, que foram realizadas em duplicata.

Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrdo da média. As correlacdes
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entre as determinacGes analiticas foram realizadas a 5% de significancia (p < 0,05) usando o
programa Assistat 7.7 beta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO FiSICA

Com relacgéo a cor, o 0leo de café verde apresentou uma cor verde-clara, enquanto que
0 Oleo de café torrado uma cor marrom. Ja& no que diz respeito ao cheiro, o primeiro
apresentou um odor de vegetacao e, o segundo cheiro caracteristico de café torrado. A Figura

11 apresenta os 6leos extraidos.

Figura 11. Oleos extraidos dos gréos de café torrado e cru. FONTE: aquivo da autora

52 TEORDE OLEO

O teor de 6leo obtido a partir dos gréos de café cru e torrado estdo na Tabela 6.

Tabela 6. Teor de 6leo de café obtido dos gréos de cru e torrado.

Oleo de café cru Oleo de café torrado

Teor (%) 4,64 £0,22b 26,01 +2,10a

*Meédia £ desvio padrdo (n=5). As médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Observa-se que houve diferenca significativa entre o teor dos 6leos extraidos dos graos
de café cru e torrado, sendo a quantidade do torrado bem superior ao cru. Essa varia¢éo séo,
provavelmente, devido a pir6lise que ocorre durante o processo de torracdo, ela afeta
aminoacidos e outros compostos, com perda de agua e gas carbdnico. Porém, os lipidios
parecem sofrer pouco durante a torracdo, dai a razdo de seu aumento relativo (FONSECA,
GUTIERREZ, 1971).

Mazzafera et al. (1998) ao estudar teores de 6leos obtidos dos grdos de crus das
variedades de C. arabica encontrou valores que variaram de 8,08 a 29, 18%. Ja Fonseca e
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Gutierrez (1971) encontraram quantidades de 10,89 a 12,71% para 6leos de café cru e, de
14,42 a 17,24% para 6leos de café torrado. Aradjo (2012) cita que o café ardbica possui entre
10,5 a 17,7% de 6leo. Esses valores sdo diferentes quando comparados com o presente estudo,
mas sabe-se que condicGes climaticas e geogréaficas, época da colheita dos gréos,
armazenamento dos mesmos, bem como, solvente utilizado na extracdo, tempo e temperatura
afetam a quantidade de éleo obtida (PIMENTA, 2003), o que provavelmente, pode explicar os

resultados encontrados.

53 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As caracteristicas fisico — quimicas dos Oleos extraidos dos grdos de café verde e

torrado sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Composigdo fisico — quimica dos 6leos extraidos dos gréos de café cru e torrado.

Oleos de :R:]eﬁl‘lr(z;gs Gra‘xkgldfisvres Indicede  Indice de lodo Sa::)r;;li?‘?cZZéo
) Aci 0 1
Cafe (20°C) (mgKoHgh) Acidez (%) (g1210097) (mg KOH.g™)

Cru 1,4511+0,01a 5,30+0,44a 2,67+0,22a 115,26+0,08b 190,41+0,37b
Torrado 1,4667+0,00a 4,57+0,12b 2,31+0,05a 119,71+0,14a 197,91+0,39a

*Média * desvio padrdo (n=3). As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

O indice de refracdo de um 6leo aumenta com o comprimento da cadeia carbénica e
com o grau de insaturacdo dos acidos graxos constituintes dos trigliceridios. Isso ocorre pelo
fato de que 6leos e gorduras possuirem poderes de refringéncia diferentes, que de acordo com
sua natureza, desviam com maior ou menor intensidade 0s raios luminosos que os atravessam
(MORETTO; FETT, 1998). De acordo com os resultados obtidos, observa-se que o 0leo de
café torrado apresenta um valor maior que o do 6leo de café cru, mas esses valores ndo
diferiram estatisticamente. Estes resultados s@o consistentes com os encontrados por Lago
(2001), que encontrou valores para 6leos de café torrado de 1, 459 e 1,462 e, oleos de café
verde de 1,460; 1,458 e 1,461.

Os é&cidos graxos livres e o indice de acidez estdo relacionados com o
desenvolvimento de reagdes hidroliticas no 6leo. A acidez livre de um dGleo decorre da
hidrolise parcial dos glicerideos, o que a torna uma variavel intimamente relacionada com a
natureza e a qualidade da matéria-prima, com a qualidade e com o grau de pureza da amostra,

com o processamento e com as condigdes de conservacdo (MORETTO; FETT, 1998).
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O Codex Alimentarium Commission (2009) determina como parametro de qualidade
para 6leos brutos uma acidez maxima de 4,0 mg KOH/g. Observa —se que os 0leos estudados,
apresentaram uma acidez entre 2,67 e 2,31, sem diferenca significativa, logo apresentam
valores gque estdo entre os permitidos para 6leos brutos.

Nota — se que houve diferenca significativa entre os teores de acidos graxos livres.
Essa diferenca, pode ser devido a fatores que aceleram a formacéo de &cidos graxos livres, a
partir de reacdes de hidrélise de acilglicerdis, como agquecimento, luz e acdo enzimatica. As
porcentagens dos &cidos graxos encontradas nesse trabalho estdo em similaridade com as
encontradas por Lago (2001), em para 6leos de café verde encontrou — se valores entre 5,5 e
5,9 e, para café torrado, 3,9 e 7,2.

O indice de iodo é um teste empirico que indica o grau de insaturacdo de um 6leo. Sob
determinadas condicfes, o iodo pode ser quantitativamente introduzido nas duplas ligacGes
dos &cidos graxos insaturados, razdo que, quanto maior a insaturacdo de um &cido graxo,
maior seré sua capacidade de absorcdo de iodo e, consequentemente, maior também seré seu
indice (MORETTO; FETT, 1998). Para as amostras avaliadas, esse indice variou entre 115,26
g 1,.100g™ para o 6leo de café verde e, 119,71 g 1,.100g™ para 6leo de café torrado, diferindo
estatisticamente.

Conforme o valor do indice de iodo, os 6leos vegetais podem ser classificados em
secativos (indice de iodo maior que 130 g 1,.100g™), semi-secativos (indice de iodo de 115 a
130 g 1,.100g™) e ndo-secativos (indice de iodo menor que 115 g 1,.100g™"). Os 6leos
conhecidos como secativos sao aqueles tipicamente insaturados, capazes de formar um filme
elastico pela absor¢do de oxigénio do ar, enquanto que, 0s ndo secativos apresentam uma
quantidade maior de acidos saturados e ndo sdo capazes de formar filme em contato com o ar.
Assim, de acordo com os indices de iodo obtidos, os 6leos extraidos dos grdos de café verde e
torrado, sdo classificados como semi - secativos. Exemplos de 6leos secativo, semi-secativo e
ndo secativo sdo os oOleos de soja, milho e oliva, respectivamente (VAN DE MARK;
SANDEFUR, 2005).

O indice de saponificagdo indica o peso molecular médio dos acidos graxos
esterificados ao glicerol na molécula de triacilglicerol, ou seja, um indice de saponificagdo
elevado indica &cidos graxos de pesos moleculares baixos e vice-versa. Para 0s 0leos vegetais,
quanto mais altos os indices de saponificacdo, maior € a indicacdo do uso dos mesmos para
fins alimentares (MORETTO; FETT, 1998). Os 0leos estudados apresentaram indices de
saponificacdo que variaram entre 190,41 mg KOH.g™ para 6leo de café verde e, 197,91 mg

KOH.g™ para o 6leo de café torrado, que diferiram estatisticamente. Estes valores estdo de
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acordo os de Lago (2001), que encontrou tal indice para 6leo de café verde entre 180,0 a
200,0 mg KOH.g™ ® para 6leo de café torrado entre 180,0 a 199, 0 mg KOH.g™.

54 COMPOSICAO QUIMICA

5.4.1 Acidos graxos

A composicao de acidos graxos dos 6leos extraidos dos gréos de café cru e torrado
estdo apresentados na Tabela 8. No total foram identificados 10 &cidos graxos,
correspondendo a 95,4% e 95,8% do total identificado, do 6leo de café cru e torrado,

respectivamente.

Tabela 8. Composi¢do em acidos graxos dos 0leos extraidos dos gréos de café cru e torrado*.

Aci Tempo de retencdo  Oleo de café Oleo de café
cidos Graxos .
(min) cru torrado

C14:0 (miristico) 1,72 0,8+0,42b 4,3+0,17a
C16:0 (palmitico) 2,48 34,3+0,82a 32,2+0,86a
C16:1 (palmitoléico) 2,60 0,5+0,18a 0,2+0,04a
C17:0 (margérico) 3,24 0,4+0,13a 0,4+0,20a
C18:0 (estearico) 4,05 7,9+0,36a 8,1+0,02a
C18:1 (oleico) 4,20 9,8+0,39% 10,6+0,28a
C18:2 (linoleico) 4,63 37,2+0,56a 36,1+0,67a
C18:3 (linolénico) 5,21 0,9+0,03a 1,2+0,14b
C20:0 (araquidico) 5,90 2,8+0,15a 2,2+0,09b
C22:0 (behémico) 7,85 0,8+0,06a 0,5+0,05a

*média £ desvio padrdo (n=2). Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre
si. Foi aplicado Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Ainda de acordo com a Tabela 8, observa-se que a composicdo em acidos graxos de
ambos 0s 0Oleos estudados sdo bem parecidas. Nota-se que apenas 0s acidos miristico (C14:0),
linolénico (C18:3) e araquidico (C20:0) diferiram estatisticamente entre si. Os acidos graxos
majoritarios foram, para ambos os Oleos, linoleico (C18:2), palmitico (C16:0) e oleico
(C18:1). Esses dados estdo de acordo com os obtidos por Fonseca e Gutierrez (1971). Os
cromatogramas obtidos para ambos 0s 6leos estudados estdo apresentados nas Figuras 12 e
13.
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Figura 12. Cromatograma da analise, por cromatografia gasosa, de acidos graxos em éleo extraido do grdos de
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Figura 13. Cromatograma da analise, por cromatogratia gasosa, de acidos graxos em o6leo extraido do gréos de
café torrado.

Dentre os &cidos graxos saturados encontrados, os acido palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0) foram os predominantes nos Oleos. Este resultado é coerente com o fato de que esses
acidos saturados sdo os mais abundantes nos lipidios vegetais. O teor de acido palmitico
apresentou pouca variacdo do seu teor do estado cru para o torrado, sugerindo que a torragao
tenha pequena influéncia na estabilidade do referido acido graxo (FONSECA; GUTIERREZ,
1971). O &cido behémico foi encontrado em baixas porcentagens, 0,8% para o 6leo de café
cru e 0,5% no de café torrado. Tal fato é desejavel uma vez que 6leos com altas concentracdes
de acido behémico podem ser de dificil digestdo enzimatica para humanos e animais,

representando sérias implicacbes para utilizacdo nutricional. Foi encontrado pequena
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quantidade de &cido margarico (C17:0), um &cido graxo saturado com numero impar de
atomos de carbono. Esse tipo de &cido graxo é raro, mas pode ocorrer em pequenas
quantidades em microrganismos, plantas, animais e humanos, assim como o0 acido
pentadecilico (C15:0). O &cido linolénico esta presente em ambos os Gleos, mas em niveis
baixos. Este &cido graxo, normalmente, ou esta totalmente ausente ou presente em
quantidades muito pequenas, na maioria dos dleos de sementes oleaginosas (AKPINAR et.al.,
2001).

Observando a Tabela 9, os oOleos de café apresentaram teor de &cidos graxos
insaturados maior que de saturados. Mas, o 6leo de café cru apresentou maior quantidade de
insaturados, apesar da pouca diferenca. O maior valor de &cidos graxos saturados no 6leo de
café torrado pode ser devido a elevada temperatura utilizada na torracdo, em que pode haver

quebra de ligacGes e formacdo de &cidos saturados.

Tabela 9. Quantidade total em porcentagem de acidos graxos insaturados, monoinsaturados, poliinsaturados e
saturados dos 6leos de café cru e torrado.

Oleo de café cru Oleo de café torrado
Insaturados Totais 48,4 48,1
Monoinsaturados 10,3 10,8
Poliinsaturados 38,1 37,3
Saturados 47,0 47,7
OLE/LIN* 1/3,34 1/3,41
SAT/INS** 1/1,03 1/0,99

*Relacdo entre o total de acidos oleico e linoleico. **Relacdo entre o total de &cidos graxos saturados e
insaturados.

Quanto maior a quantidade de acido linoleico em relacdo ao oleico, melhor é a
qualidade do 6leo vegetal em evitar a formacdo do mau colesterol. Conforme os dados da
Tabela 8, os valores da relagdo &cido oleico/linoleico foram de 1/3,34 para o 6leo de café cru
e, de 1/3,41 para o 6leo de café torrado.

Os resultados encontrados para a relagdo acidos graxos saturados/insaturados foram de
1/1,03 e 1/0,99, para os 6leos de café cru e torrado, respectivamente. Esses valores sdo bem
menores quando comparados a 6leos convencionais, como 6leo de soja (1/5,7) e 6leo de
milho (1/6,7), em que a proporg¢do de acidos graxos insaturados € maior.

Foi realizada uma correlagdo entre os acidos graxos insaturados, saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados e, os indices de refracdo, iodo e saponificacdo, para cada

Oleo estudado e, os resultados estdo nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10. Coeficientes de correlagdo entre os indices de refragdo (IR), iodo (Il) e saponificagdo (IS) e a
composicdo de acidos graxos insaturados totais (AGIT), monoinsaturados (AGM), poliinsatrados (AGP) e
saturados (AGS), do 6leo extraido do gréo de café cru.

IR I 1S
AGIT 0,69 0,08 -0,49
AGM 0,69 0,08 -0,48
AGP 0,61 0,08 -0,49
AGS -0,69 -0,08 0,49

Tabela 11. Coeficientes de correlacdo entre os indices de refracdo (IR), iodo (II) e saponificacdo (IS) e a
composicdo de acidos graxos insaturados totais (AGIT), monoinsaturados (AGM), poliinsatrados (AGP) e
saturados (AGS), do 6leo extraido do gréo de café torrado.

IR 1 IS
AGIT 0,80 0,61 -0,76
AGM -0,70 0,61 -0,76
AGP 0,82 0,61 -0,76
AGS -0,80 0,61 -0,76

O indice de refracdo do 06leo de café cru se correlacionou positivamente com as classes
de acidos graxos que possuem duplas ligacdes e, negativamente com 0s que nao possuem.
Esse indice é dependente do grau de insaturacdo das moléculas e, pouco dependente do
comprimento da cadeia dos &cidos graxos. Indicando que o aumento de insaturacdes levam a
um aumento desse parametro. Ja o indice de iodo se correlacionou de maneira positiva com 0s
acidos graxos insaturados, mono e poliinsaturados e, negativa com os saturados, o que
coerentemente era de se esperar, ja que esse parametro esta relacionado com as insaturaces
dos acidos graxos. E, com relacdo ao indice de saponificagdo, as classes de acidos graxos com
insaturacBes estudadas estabeleceram uma correlagdo negativa com esse indice e, positiva
com 0s que ndo possuem insaturacdo. Como o parametro em questdo esta relacionado com o
peso medio dos &cidos graxos, sabe-se que insaturacbes ndo apresentam relagdo com tal
indice.

Com relacdo ao 6leo de café torrado, os acidos graxos insaturados e poliinsaturados
tiveram uma correlagdo positiva, indicando que o grau de insaturacdo estd intimamente
relacionado com um aumento desse indice. A correlacdo do indice iodo foi positiva para todos
0s acidos graxos, apesar de se saber que esse parametro esta relacionado com as insaturacdes.
E, o indice de saponificagdo se correlacionou de maneira negativa para todos os 0leos.

Apesar de apresentar correlagdes entre esses parametros, as correlagdes tanto para o
6leo de café cru quanto para o 6leo de café torrado ndo foram significativas, pelo fato de

apresentarem um valor de p > 0,05.
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5.4.2 Fitoesterois

Os resultados da composicdo dos fitoesterdis dos 6leos dos graos de café cru e torrado
estdo apresentados na Tabela 12. Observa-se que o 0leo de café cru contém uma quantidade

de fitoesterdis superior ao dleo de café torrado.

Tabela 12. Composicgdo de fitoesterois em 6leos de café cru e torrado*.

Fistosterdis Oleo de café cru Oleo de café torrado
(mg/100g) (mg/100g)

§ — sitosterol 431,20 + 6,99a 352,31 +5,21b
(59,94) (58,82)

Brassicasterol ND < 13,00** ND < 13,00**

0) (0)

Campesterol 114,38 £ 2,11a 96,92 + 0,68b
(15,90) (16,18)

Estigmasterol 173,79 % 3,34a 149,76 + 1,53a
(24,16) (25,00)

Totais 719,37a 598,99b

(100) (100)

*Média + desvio padrdo (n=2). Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. **ND: Né&o detectado. Entre parénteses
sdo os valores em porcentagem.

Observa — se que o f — sitosterol foi o isbmero predominante em ambos os 6leos
estudados. O 6leo do café cru foi o que apresentou as maiores quantidades dos fitoesterdis
detectados e, consequentemente, maior teor de fitoesterois totais, sendo que o estigmasterol
foi o Unico que ndo foi estatisticamente diferente. Em ambos os 6leos, ndo foram detectados o

brassicasterol. As Figuras 14 e 15 apresentam os cromatogramas obtidos.
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Figura 14. Cromatograma da analise, por cromatografia gasosa, de fitoesterdis, em 6leo extraido do gréos de
café cru. Tempos de retencdo (min): 16.501: colestano (padrdo interno); 20.408: campesterol; 20.836:

estigmasterol; 21.681: g-sitosterol.
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Figura 15. Cromatograma da analise, por cromatografia gasosa, de fitoesterdis, em dleo extraido do grdos de
café torrado. Tempos de retencdo (min): 16.494: colestano (padrdo interno); 20.395: campesterol; 20.826:
estigmasterol; 21.677: g-sitosterol.
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Os resultados obtidos estdo em consonancia com os de Lugo & Antoniassi (2000), que
analisaram Oleos de gréos de café cru, torrado e da borra. Os valores encontrados para o 6leo
de café cru foi de 16,03% de campesterol, 21,23% de estigmasterol e, 48,72% de S —
sitosterol. J& para o de café torrado foram 15,66% de campesterol, 22,82% de estigmasterol e,
52,27% de B — sitosterol. Os resultados, em porcentagem, dos 6leos do presente estudo, foram
para 0 6leo de café cru, 59,94% de B — sitosterol, 15,90% de campesterol e, 25,16% de
estigmasterol. E, para o 6leo de café torrado, 58,82% de f — sitosterol, 16,18% de campesterol
e 25,00% de estigmasterol. Apesar de apresentarem diferencas numéricas, nota — se que em
ambos os estudos e, em ambos os 6leos, o isdmero S — sitosterol foi o predominante e, ndo
foram detectados a presenca de brassicasterol. A ordem para os Gleo estudados foi: g —
sitosterol > estigmasterol > campesterol.

A maioria dos 6leos vegetais contém de 100 — 500 mg de fitoesterois/100 g de oleo,
sendo o S — sitosterol o composto presente em maior abundancia, representando de 50 a 80%
do contetdo de 6leo (ITO, 2007).

5.4.3 Tocoferbis

Na Tabela 13 sdo apresentadas as composi¢cdes de tocoferodis dos dleos extraidos dos
grdos de café cru e torrado. As concentracfes de tocoferdis totais variaram de 111,28 a 301,43
mg.100™" g. O 8 — tocoferol foi 0 predominante no dleo de café cru e, o y — tocoferol no 6leo
de café torrado. O ¢ — tocoferol é encontrado naturalmente em pequenas quantidades nos

lipidios e, foi quantificado somente no 6leo de café torrado (1,39+0,00 mg.100" g).

Tabela 13. Composic¢do de tocoferdis em Oleos extraidos dos gréos de café cru e torrado™*.

Tocoferois Oleo de café cru Oleo de café torrado
(mg/100g de 6leo) (mg/100g de 6leo)
a-tocoferol 26,57+0,38a 24,52+1,69b
(23,88) (8,13)
B —tocoferol 66,79+0,01b 93,52+3,59a
(60,02) (31,03)
y-tocoferol 17,92+0,35b 182,00+5,00a
(16,10) (60,38)
d-tocoferol ND** 1,39+0,00a
(0) (0,46)
111,28b 301,43a

Tocoferol Total (100) (100)

*média + desvio padrdo (n=2). Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre
si. Foi aplicado Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. **Nao detectado. Entre parénteses estdo 0s
valores em porcentagem.
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Comparando os 6leos de café, o 6leo de café cru apresentou em sua composi¢do em
tocoferdis, 23,88% de a-tocoferol, 60,02% de S-tocoferol e 16,10% de y-tocoferol, ndo sendo
detectado o isémero J-tocoferol. Ja no o6leo de café torrado, 8,13% ¢ pela presenca do a-
tocoferol, 31, 03% de pS-tocoferol, 60,38% de y-tocoferol e, 0,46% de J-tocoferol. Oberserva-
se que no primeiro 6leo, o isdmero predominante foi o p-tocoferol e, no segundo, 0 y-
tocoferol, de acordo com as Figuras 16, 17 e 18. Gonzalez et al. (2000) ao estudar os 6leos de
café, verificou que em ambos os 6leos (cru e torrado), o isbmero majoritario foi o p-tocoferol,
sequido pelo « e y-tocoferol no 6leo de café cru e, y e a-tocoferol no 6leo de café torrado, ndo
sendo identificado o o-tocoferol em nenhum éleo. Isso pode estar relacionado com diferengas
ecoldgicas e geogréficas onde foram colhidos os gréos (AKPINAR et.al., 2001).
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Figura 16. Cromatograma de andlise, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia, de tocofer6is no 6leo
extraido dos grdos de café cru. Tempos de retengdo: 3,967: a-tocoferol; 6,367: p-tocoferol; 6,800: y-tocoferol.
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Figura 17. Cromatograma de andlise, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia, de tocofer6is no 6leo
extraido dos grdos de café torrado. Tempos de retencdo: 3,333: a-tocoferol; 5,567: p-tocoferol; 6,400: y-
tocoferol.
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Figura 18. Expansdo do cromatograma de andlise, obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia, de
tocoferdis no éleo extraido dos gréos de café torrado. Tempo de retencéo: 9,833: J-tocoferol.

Foi realizada uma correlacdo entre os tocoferdis totais com o contetdo de &cidos
graxos poliinsaturados. Para ambos os 6leos encontrou-se uma correlagdo significativa com
valores iguais de r = 0,99 (p < 0,05). Altos conteudos de tocoferois estdo relacionados com as
quantidades de &cidos graxos poliinsaturados (TUBEROSO et.al., 2007). Isso pode estar
relacionado, ao fato de que, como os acidos graxos sao susceptiveis a reacdes de oxidacao, ha
na prépria composicdo do Oleo, compostos antioxidantes que o0s protegem e, como 0S
tocoferois fazem parte desta classe (juntamente com outros compostos), pode-se influir que
esses agentes protegem esses acidos dos radicais, indicando que quanto maior a quantidade de

tocoferdis maior a quantidade desses acidos poliinsaturados.
5.4.4 Compostos fendlicos totais

Conforme a Tabela 14, observa — se que para o 6leo de café verde obteve — se 343,0
mg EAG.Kg™ de compostos fenélicos e, para o de café torrado 808,3 mg EAG.Kg™, diferindo
estatisticamente. Os valores encontrados mostram que os 6leos de café possuem um boa
guantidade de compostos fendlicos, mas que o 6Oleo dos grdos de café torrado possuem
quantidade bem superior ao Oleos dos grdos de café verde. Isso, se deve ao processo de
torrefacdo. A torrefacdo afeta a composicdo dos compostos fendlicos por meio de reacdes de
Maillard. Esses compostos sdo formados pela degradacdo térmica de carboidratos, &cido
clorogénico e ligninas, assim, o tempo e a temperatura utilizados no processo de torrefagdo

influenciam a composicéo e o fenol formado (ARAUJO, 2012).



39

Tabela 14. Concentracdo de compostos fendlicos nos 6leos de café cru e torrado*.

Oleos Compostos fendlicos (mg EAG.Kg™)
Café Cru 343,0+1,73b
Café Torrado 808,3+ 1,53 a

*média + desvio padrdo (n=3). As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Na analise dos compostos fendlicos totais utilizou-se o reagente de Folin — Ciocalteou,
que mede a capacidade de um composto ou mistura de compostos em reduzir o acido
fosfomolibdico — fosfotingstico a um complexo de coloracdo azul (AINSWORTH;
GILLESPIE, 2007). No entanto, a presenca de compostos facilmente oxidaveis, como
hidratos de carbono, aminas aromaticas, acido ascorbico, entre outros, que nao Sao
considerados como fendlicos, pode resultar na formacdo de complexos azuis, causando uma
superestimacao dos compostos fendlicos totais (HUANG et.al., 2005).

Segundo Parry et al. (2005), o solvente de extracdo apresenta forte influéncia na
determinacdo de compostos fenolicos totais, uma vez que a polaridade do solvente interfere
nos tipos de compostos extraidos.

Realizou-se correlagdo entre os teores de tocoferdis totais e compostos fendlicos totais,
para se saber se dentro da classe dos fenolicos ha tocoferdis, ja que esses também sao fenois.
Obteve-se uma correlacdo positiva significativa entre o esses compostos no 6leo de café cru (r
=0,41; p < 0,05), esse valor de r indica uma correlagdo moderada e, mostra que quanto maior
a quantidade de compostos fenolico, maior o conteido de tocoferdis totais. J& no dleo de café
torrado, essa correlacdo foi negativa e ndo significativa entre as variaveis analisadas (r = -
0,16; p >0,05).

55  ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.5.1 Atividade antioxidante

Os resultados da avaliacdo da capacidade antioxidante dos 6leos extraidos dos gréos
de café cru e torrado frente ao radical DPPH estdo apresentados na Tabela 15. Ambos os 6leos
demonstraram capacidade sequestradora do radical em questdo, no entanto, o 6leo de café cru
se mostrou mais efetivo (89,82%). Apesar de a porcentagem de atividade antioxidante das

amostras apresentarem valores proximos, esses, foram diferentes estatisticamente.
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Tabela 15. Atividade antioxidante, CE50 e eficiéncia antirradical pelo método DPPH nos 6leos extraidos dos
graos de café cru e torrado*.

Atividade CE50 Eficiéncia
Antioxidante (g 6leo.g’DPPH)  antirradical (x10°%)
(%)
Oleo de café cru 89,82a 1,59 x 10 b 6,29a
Oleo de café torrado 85,77b 0,021a 0,048b

*média + desvio padrdo (n=3). As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A concentracdo eficiente consiste na quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracédo inicial de DPPH em 50%, assim, quanto menor o valor de CE5O0,
maior o poder antioxidante do composto. Diante disso, o 6leo de café cru foi o mais eficiente,
pelo fato de sua CE50 ser menor que a do 6leo de café torrado, apesar, de o valor obtido para
esse 6leo, ser pequeno também.

Assim como nos outros parametros, o 6leo de café cru foi o que apresentou maior
valor de eficiéncia antirradical, em comparacdo com o Oleo de café torrado. Vale ressaltar,
que quanto maior a eficiéncia antirradical de um composto, maior sera sua atividade como
antioxidante.

A atividade antioxidante dos Oleos estudados também foi avaliada pela captura do
radical livre ABTS™ e, pelo método de redugdo do ferro (FRAP) e os resultados estdo
expostos na Tabela 16. O 6leo de café torrado foi o mais eficaz frente aos radicais testados e,

em ambos os métodos, os resultados diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 16. Atividade antioxidante pelos métodos ABTS* e FRAP nos 0leos extraidos dos grios de café cru e
torrado*.

Método antioxidante Oleo de café cru Oleo de café torrado
ABTS™ (UM trolox/g 6leo) 4190,49+36,00b 9669,26219,61a
FRAP (UM sulfato ferroso/g 6leo) 4480,97+62,28b 6208,54+35,80a

*média + desvio padréo (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre
si. Foi aplicado Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Observou-se que os ensaios ABTS™ e FRAP obtiveram valores muito altos de
atividade antioxidante. Ha algumas razdes por meio das quais se pode explicar, a primeira, se
baseia no comprimento de onda ao qual realizou-se as medidas para cada metodo. O ensaio
ABTS™ utilizou um comprimento de 732 nm e, o FRAP de 595nm e, ha interferéncias na
medicdo de compostos coloridos como antocianinas e carotendides, que absorvem
comprimentos de onda diferentes. Outra razdo poderia estar relacionado com a conformagéo
estrutural dos radicais. Sabe-se que um antioxidante pequeno possui maior acesso ao radical e,

com isso, maior atividade antioxidante. A estrutura dos radicais em questdo é planar, o que
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faz com que reajam mais facilmente com redutores, o ABTS™ tanto pela transferéncia de um
elétron quanto de um hidrogénio e, o FRAP, pela de um elétron. O que ndo ocorre com 0
DPPH, que esta impedido estericamente (R10, 2013).

Outro fator importante é que o ABTS™ pode ser dissolvido tanto em solventes aquosos
quanto organicos e, pode-se medir sua atividade antioxidante tendo em conta a natureza tanto
hidrofilica quanto lipofilica dos antioxidantes na amostra. Ao contrério dos métodos DPPH e
FRAP, o primeiro é solubilizado em meio organico e, o segundo, em meio aquoso. Isso é um
limitante, visto a natureza dos compostos presentes no meio (R10, 2013).

Foi feita a correlacdo entre o teor de tocoferois totais e seus isbmeros analisados e a
composi¢do de compostos fendlicos totais, com os métodos antioxidantes testados DPPH,
ABTS™ e FRAP, em ambos os 6leos. Os resultados estfo expressos nas Tabelas 17 e 18.

Nota-se que para ambos 0s 6leos, todos os pardmetros analisados nenhum obteve
correlagdo com o método DPPH. Apesar das amostras estudadas obtiverem resultados
satisfatorios frente a esse radical, nenhum destes compostos foram o0s responséveis pela
atividade antioxidante observada. Sabe-se que o grdo de café, bem como seu 6leo, sdo ricos
em varios compostos, sugerindo-se que outros componentes, que nao os analisados, sejam 0s

responsaveis por essa agao.

Tabela 17. Coeficientes de correlagdo entre tocoferdis totais, a-, -, y- tocoferol e compostos fendlicos totais e,
os métodos de determinago da atividade antioxidante DPPH, ABTS™* e FRAP, do 6leo extraido do grdo de café
cru.

Tocoferois a- B- Y- Compostos fenolicos
totais tocoferol  tocoferol  tocoferol totais
DPPH 0 0 0 0 0
ABTS” 0,82 -0,82 -0,82 -0,82 -0,18
FRAP 0,53 -0,53 -0,53 0,54 -0.33

Tabela 18. Coeficientes de correlagdo entre tocoferois totais, a-, B-, y- e -tocoferol e compostos fendlicos totais
e, 0s métodos de determinacéo da atividade antioxidante DPPH, ABTS " e FRAP, do 6leo extraido do grdo de
café torrado.

Compostos
Tocoferois a-tocoferol  B-tocoferol y-tocoferol &-tocoferol  fenolicos
totais totais
DPPH 0 0 0 0 0 0
ABTS” 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 -0,20
FRAP 0 0 0 0 0 0,98*

*correlacdo significativa (p < 0,05).

Com relagdo método ABTS™ coerentemente, o dleo de café torrado apresentou uma
correlagéo positiva forte tanto para os tocoferois totais, quanto para seus isdmeros. 1sso sugere

que a atividade antioxidante observada para esse 0leo por esse método é devido a presenca
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dos tocoferdis. No dleo de café cru, houve uma correlagdo positiva forte somente para os
tocoferdis totais, sendo negativa para os isdbmeros analisados. Sabe-se que esses isdbmeros
podem apresentar outras formas de ocorréncia que ndo sejam biologicamente ativas. Como
exemplo, pode-se citar o a-tocoferol, em que sua forma de ocorréncia natural e ativa é 0 RRR-
a-tocoferol, que € um dos esteroisdbmeros possiveis de se encontrar (JONES; KUBOW, 2009),
sendo essa, uma possivel justificativa para o resultado obtido. Nos 6leos analisados, houve
uma correlacdo negativa fraca com os compostos fendlicos, indicando que por esse método,
esses componentes ndo interferiram.

Pelo método FRAP, o dleo de café cru se correlacionou de maneira positiva com 0s
tocoferdis totais e o isomero y-tocoferol, indicando, que possivelmente, essa isoforma seria a
responsavel por tal atividade, j& que a amostra em questdo se correlacionou de maneira
negativa com o0s compostos fendlicos. No 6leo de café torrado, os tocoferdis nao se
correlacionaram com o método FRAP, ao passo que houve uma correlacdo significativa
positiva e forre com os compostos fendlicos. Isso indica que os fendlicos presentes no 6leo de
café torrado apresentam capacidade de reducéo do ion ferro pela doacdo de um elétron, sendo,

pelos compostos analisados, 0s responsaveis pela acdo antioxidante observada.

5.5.2 Atividade antibacteriana

Na técnica de difusdo em disco, os resultados obtidos com os Oleos de café cru e
torrado estdo apresentados na Tabela 19. Verificou — se que na concentracdo de 450 mg/mL
(50% v/v) apenas a Pseudomonas aeruginosa apresentou halos de inibicdo para ambos 0s
6leos testados. Os mesmos, ndo produziram halos de inibi¢do para os outros microrganismos
avaliados. Os discos utilizados como controles negativos (veiculo e solvente), também néo

demonstraram qualquer atividade inibitdria sobre as bactérias.

Tabela 19. Halos de inibicdo dos 6leos de café cru e torrado e controles, frente as bactérias B. subitilis, E. coli,
P. aeruginosa e S. aureus.

Halos de Inibi¢cdo (mm)*

Tratamentos B. subitilis E. coli P. aeruginosa S. aureus
Eter de petroleo Oc Oc Oc Oc
Tween 80 a 1% Oc Oc Oc Oc

Cloranfenicol 6,58+1,08b 7,97+0,79p 7,54+0,98b 6,09 +0,56b
Oleo de café cru Oc Oc 9,37 + 1,28a Oc

Oleo de café torrado Oc Oc 9,19 +1,38a Oc

*Meédia + desvio padrdo (n=8). As médias seguidas pela mesma letra nas colunas nio diferem estatisticamente
entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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A atividade antibacteriana dos Oleos de café frente & P. aeruginosa nédo diferiram
estatisticamente entre si, indicando que o efeito sobre a bactéria pode ser igual para as ambas
as amostras. Quando comparados ao antibidtico cloranfenicol, estes foram diferentes

estatisticamente. A Figura 19 apresenta os halos de inibi¢ao obtidos para P. aeruginosa.

Figura 19. Halos de inibicdo obtidos para a P. aeruginosa pela acdo dos 6leos de café cru e torrado. FONTE:
aquivo da autora

Os resultados foram analisados pela tabela padrdo de interpretacdo dos halos de
inibicdo do NCCLS (2000), de modo que foram considerados o0s seguintes parametros: R =
resistente (< 12 mm de halo de inibi¢ao); I = intermediario (13 — 14 mm de halo de inibicéo);
S = sensivel (> 15 mm de halo de inibi¢ao). Verificou-se que tanto as amostras quanto o
antibidtico avaliado foram resistentes a P. aeruginosa, pelo fato de terem apresentado halo de
inibicio menor que 12 mm. E interessante abordar que essa bactéria é Gram-negativa, assim
como a Escherichia coli . Segundo a literatura, grandes moléculas de antibiéticos penetram de
modo lento devido a presenca da membrana externa colaborando para a resisténcia aos
antibioticos (BROOKS et al., 2012). Mesmo ndo comprovado, a acao inibitéria pode ter sido
ineficaz devido a diminui¢do da permeabilidade do 6leo na membrana externa das bactérias
Gram-negativas testadas.

As amostras utilizadas foram diluidas em Tween 80 a uma concentracdo de 1%, mas
como 0s Gleos sdo viscosos, insoliveis em agua e complexos, podem formar suspenséo turva
que impede a determinagdo visual da eficacia antimicrobiana, devido a interferéncia da
dissolucgdo insuficiente dos componentes testados. Quando se utiliza a técnica de difusdo em
agar, um problema observado é a concentracdo desigual do 6leo no meio, pois a difusdo

irregular dos componentes lipofilicos resulta em concentracfes desiguais, causando a
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formacdo de regifes com atividade antimicrobiana varidvel e, finalmente, a determinacdo de
um ndmero de bactérias viaveis remanescentes, ap6s a adi¢do do 6leo (SETZER et.al., 2004).
No entanto, faz- se necessario que o0 uso destes agentes emulsificantes obedeca as
concentracdes determinadas, 0,5 a 20%, de forma a ndo interferirem, antagbnica ou
sinergicamente, na possivel atividade biologica destes 6leos (TAKARADA et.al., 2004).

O método de difusdo em &gar € um teste limitado, pois apresenta dados apenas
qualitativos e, pode sofrer interferéncia de fatores como condicGes de cultivo, meio de cultura,
concentracdo das substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes utilizados
(RIOS; RECIO, 2005), assim, torna — se necessario a utilizacdo de testes quantitativos para
uma confirmacao dos resultados sobre uma possivel atividade antimicrobiana (CARVALHO,
2011).

No método de microdiluicdo em caldo, nota — se que as amostras utilizadas, em
determinadas concentracfes, apresentaram atividade antibacteriana. Os valores da CIM foram
obtidos por dilui¢Bes sucessivas e determinados por leitura visual utilizando o revelador TTC,
substancia que apresenta coloracdo avermelhada na presenca de células viaveis e, amarela
guando néo.

A Tabela 20 demonstra as concentra¢des inibitérias minimas e bactericidas minimas
dos 6leos de café sobre as quatro estirpes testadas. Observa — se, de acordo com a Figura 20,
que os Oleos apresentam coloracBes escuras e, que para ambos os 6leos e para todas as
bactérias analisadas, as concentracfes menores é que apresentaram inibicdo do crescimento

bacteriano.

Tabela 20. Concentragdes inibitorias e bactericidas minimas dos éleos extraidos dos grdos de café cru e torrado
frente as bactérias B. subitilis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Bactérias CI,M CBM C,:IM CBM
Oleo de café cru Oleo de café torrado
Bacilus subitilis 0,22 mg/mL BT 0,22 mg/mL BT
Escherichia coli 0,22mg/mL  0,22mg/mL 0,88 mg/mL 1,76 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa 0,22 mg/mL BT 0,22 mg/mL 0,22 mg/mL

Staphylococcus aureus 0,11 mg/mL 0,11 mg/mL 0,11 mg/mL 0,11 mg/mL

CIM: Concentragéo Inibitoria Minima; CBM: Concentracao Bactericida Minima; BT: Atividade Bacteriostatica.
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Figura 20. Placas de microdiluicdo utilizadas na determinacdo da CIM, para os 6leos de café cru e torrado.
FONTE: aquivo da autora

Sabe — se que os 6leos vegetais possuem uma composicdo quimica bem complexa,
podendo — se citar 0s acidos graxos, 0s quais contribuem como fonte de carbono e hidrogénio,
gue sdo importantes para o crescimento microbiano. Talvez essa possa ser uma justificativa,
pois as concentracdes maiores dos Oleos testados podem ter servido de meio para o
crescimento das bactérias nas maiores concentragcBes, enquanto, que nas menores, as
substancias bactericidas ou bacteriostaticas, atuaram mais eficientemente. Pode-se dizer,
também, que as concentracdes menores, como tém baixas concentracbes de Oleo, esse, se
solubilizou mais e melhor em relagcdo aos mais concentrados, que possuem maior quantidade

de 6leo, ja que o meio é aquoso.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista o conjunto de analises que foram realizadas, algumas conclusdes
podem ser obtidas quanto & composicao quimica e atividades bioldgicas dos 6leos analisados:

- As caracteristicas fisico-quimicas de ambos os 6leos analisados foram equivalentes a
de 6leos convencionais;

- O Oleo de café torrado possui uma concentracdo bem superior de compostos
fendlicos que o bleo de café cru, apesar dessa diferenca, pode-se dizer que ambos 0s 6leos sdo
boas fontes de destes compostos;

- A composicdo em acidos graxos evidenciou que tanto no 6leo de café cru quanto no
torrado, os &cidos linoleico (C18:2), palmitico (C16:0) e oleico (C18:1) foram os majoritarios
e, tendo teores baixos de &cido linolénico (C18:3);

- Nos 6leos analisados a quantidade de &cidos graxos insaturados foi superior a de
saturados, o que justifica e favorece seus usos nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica;

- O dleo extraido dos grdos de café cru apresentaram uma quantidade superior de
fitoesterois, em relacdo ao 6leo extraido dos graos de café torrado. Mas em ambos, a ordem de
maior quantidade dos fitoesterois foi S-sitosterol > estigmasterol > campesterol, ndo sendo
indentificado o brassicasterol;

- Com relacdo aos tocoferdis, o 6leo de café torrado obteve uma maior quantidade,
com predominio do y-tocoferol, enquanto que no 6leo de café cru, o majoritario foi p-
tocoferol, sendo que nesse 6leo, ndo identificado o J-tocoferol,;

- Os oleos demonstraram capacidade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS™ e
FRAP. Sendo que o 0leo de café cru foi mais eficiente frente ao DPPH e, o de café torrado
frente a0 ABTS " e FRAP;

- Pode-se dizer que a atividade antioxidante foi influenciada pelos tocoferdis totais
pelos métodos ABTS™ e FRAP no dleo de café cru e, pelos tocoferdis totais no ABTS™ e,
compostos fenolicos no FRAP. Com relacdo ao DPPH, sugere-se que ha outras substancias,
que ndo essas, responsaveis por tal atividade;

- A atividade antibacteriana mostrou que a P. aeruginosa apresentou halos de inibi¢ao
para os 6leos testados mas foi resistente frente aos 6leos testados, por apresentar halos de

inibicdo menores que 12mm;



47

- A concentragdo inibitéria minima para as bactérias testadas foram as menores
concentragOes utilizadas e, com relacdo a concentracao bactericida minima, observou-se que
B. subitilis apresentou atividade bacteriostatica frente aos dois Oleos analisados e, P.
aeruginosa frente ao 6leo de café cru;

- Por fim, pode-se dizer que os graos de café cru e torrado fornecem boas quantidades
de lipidios e, que 0os mesmos possuem composi¢do e caracteristicas com potencial para

inser¢do em industrias de varios segmentos.
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ANEXO - CURVAS ANALITICAS DOS PADROES
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Figura 2. Curva DPPH.
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Figura 3. Curva Trolox.
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Figura 4. Curva sulfato ferroso.
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Figura 7. Curva sitosterol.



