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RESUMO

O café corresponde a uma das commodity mundiais de maior importancia e é uma das
bebidas mais consumidas globalmente, sendo as espécies Coffea arabica (café
arabica) e Coffea canephora (café robusta) mais conhecidas e cultivadas. Parametros
como o método e preparo e qualidade dos gréos sao fatores cruciais para que seja
obtida uma bebida de qualidade. Por ser uma industria de alta producao e consumo, a
vasta producdo de residuos e inevitavel. Esses subprodutos, por sua vez, sdo
descartados de forma inadequada ou ndo reaproveitados, causando imenso impacto
ambiental. O presente trabalho objetivou caracterizar quimicamente e avaliar as
propriedades carrapaticida, bactericida e inibitoria da enzima acetilcolinesterase de
extratos etandlicos decafé verde e torrado de qualidade inferior e ndo comercializados.
Obtiveram-se os extratos, empregando-se a técnica de refluxo a quente, por 4 horas.
Apos, estes foram filtrados a vacuo, secos em temperatura ambiente, obtendo-se 0s
extratos de café verde e torrado com valores de rendimento iguais a 3,44% e 13,34%,
respectivamente. A caracterizacdo quimica foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. Os principais constituintes encontrados foram a vanilina e 0s
acidos clorogénico e cafeico em ambos os extratos . Os extratos testados apresentaram
atividade carrapaticida sobre Rhipicephalus. microplus em todas as concentracfes
analisadas, além de inibir a ovoposicao satisfatoriamente. A atividade bactericida dos
extratos de café verde foi alcancada a partir de concentracdes minimas 0,195mg mL"
! para Escherichia coli e 0,096mg mL™ para Staphyloccocus aureus, enquanto o
extrato de café torrado apresentou atividade com concentracfes minimas equivalentes
a 0,048mg mL™ para as duas bactérias testadas. A avaliacdo de inibicdo enzimatica
ndo foi evidenciada nas concentracfes testadas. Os resultados mostraram que 0s
extratos de grdos verde e torrado de café de qualidade inferior podem ser considerados
como promissores no estudo de novas moléculas antibacterianas e acaricidas,
proporcionando novas utilizagdes para este subproduto.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Coffea arabica. Atividade Bioldgica.



ABSTRACT

Coffee corresponds to one of the biggest commodity in the world, and it is one of the
most widely consumed beverages globally. The species Coffea arabica (Arabica coffee)
and Coffea canephora (robust coffee) are the best known and most widely cultivated.
Parameters such as the method and preparation and quality of the grains are crucial factors
for obtaining a quality beverage. A vast production of waste is inevitable because it is an
industry of large production and consumption. These residues, in turn, are improperly
disposed of or not reused, causing an immense environmental impact. The present work
sought to evaluate the acaricide, bactericidal and acetylcholinesterase inhibitory
properties of the ethanolic extracts of green and roasted coffee of inferior quality, which
is not commercialized. The extracts were obtained by hot extraction, using a slow reflux
for 4 hours. They were vacuum filtered and evaporated to furnish green and roasted coffee
extracts with yields equal to 3.44% and 13.34%, respectively. Acaricide activity against
R. microplus at all the analyzed concentrations was observed for the tested extracts, in
addition to inhibiting oviposition satisfactorily. The minimum bactericidal concentration
(MBC) of green coffee extracts was 0.195 mg mL™ for E. coli and 0.096 mg mL-* for S.
aureus. The MBC of the roasted coffee extract was 0.048 mg mL™ for both bacteria. Little
or no inhibition of cholinesterase activity was observed. The extracts of green and roasted
coffee beans of inferior quality showed promise as antibacterial and acaricidal agents,
providing new uses for this by-product.

Keywords: Plant extracts. Arabica coffee. Biological activity.
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1 INTRODUCAO

O café é uma das principais commodities globais e uma das bebidas mais consumidas
ao redor do mundo. Dentre todas as 124 espécies ja catalogadas, as espécies Coffea arabica
(café arabica) e Coffea canephora (café robusta) ganham maior destaque devido a seu alto
cultivo e suas caracteristicas impares. No ultimo biénio (2020-2021) a producdo mundial de
café foi estimada em 171,9 milhdes de sacas de 60kg. Atualmente, o Brasil ocupa o lugar de
maior produtor dos gréos, enquanto o continente europeu corresponde ao maior consumidor.
Gracas a sua abundancia de compostos bioativos, o café mostra-se promissor para diversas
aplicabilidades, ndo apenas na sua forma comumente consumida, mas também pela utilizacédo
de suas moléculas frente a microrganismos, parasitas e insetos, seja de forma isolada ou
combinada com outros compostos. A partir da caracterizacdo quimica do material obtido a partir
do café, é possivel detectar alguns dos compostos responsaveis por essas atividades e possiveis

meios de acéo.

As caracteristicas sensoriais da bebida sdo influenciadas por diversos fatores como a
variedade da cultivar, a qualidade dos grdos, a torra, a moagem e 0 preparo sdo de suma
importancia para garantir uma bebida superior. Se utilizados gréos de qualidade inferior ou uma

torra inadequada, obtém-se uma bebida amarga e de baixo valor econémico.

Por ser uma industria de grande volume produtivo, a producéo cafeeira € responsavel
por grande geracdo de residuos, tais como cascas, polpa, grdos de qualidade inferior, borra e
efluentes. Diversos estudos ja reutilizam esses subprodutos para o desenvolvimento de novos
produtos, transformando-os em biocombustiveis e adubos organicos. Um desses residuos que
ainda € pouco explorado sdo os grdos defeituosos do café, detentores de ampla diversidade

quimica e potencial biol6gico para inUmeras aplicacdes.

Mediante a resisténcia adquirida dos microrganismos a antimicrobianos sintéticos e
produtos agricolas ja existentes e 0s possiveis danos ocasionados por estes, a necessidade da
bioprospeccdo de novas moléculas que exercam esse papel se faz necessaria. O estudo de
vegetais para essa finalidade é visto como uma alternativa promissora, uma vez que apresentam
potencial inibitorio, boa disponibilidade, poucos efeitos colaterais e desenvolvimento tardio de

resisténcia.

Com o elevado crescimento populacional mundial, a demanda de producéo de grandes

quantidades de alimentos de forma segura e livre de contaminacfes é vista como um grande
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desafio. O controle de pardmetros auxiliares na reducdo de contaminacdo bacteriana, muitas
vezes, € dificultado durante processos como transporte, comercializacdo e preparo para 0
consumo, favorecendo assim o crescimento de bactérias produtoras de toxinas e indutoras de
doencas. Justificado pela resisténcia adquirida pelo uso expandido e pelos possiveis danos a
satde do consumidor, o uso de antimicrobianos ja conhecidos pode ser ineficiente. Porém, o

uso de biomoléculas nesse caso pode apresentar resposta positiva.

Além das aplicacbes citadas, a procura por compostos que apresentem atividade
acaricida também ja é frequente. Baseando-se no fato que os metabdlitos secundarios vegetais
sdo eficientes na protecdo e defesa das plantas contra insetos e tendo em vista rigidas
regulamentacfes governamentais, o objetivo de fornecer um produto final mais ecoldgico e
livre de residuos, substancias vegetais podem desenvolver a mesma funcdo quando utilizados
como base para novos inseticidas. Com isso, é capaz de se obter um produto biodegradavel e
de toxicidade seletiva.

Os carrapatos sdo ectoparasitas distribuidos a nivel mundial, capazes de atuar como
reservatorio de parasitas e causadores de diversos prejuizos. A espécie Rhipicephalus
microplus, comumente conhecido como carrapato-do-boi, pode ocasionar abertura de feridas,
danos no couro, perda de peso e reducdo na producdo de leite e carne. A utilizacdo de acaricidas
sintéticos vem se tornando inviavel, devido a inducdo de resisténcia e a geracao de residuos ndo
degradaveis. Um dos mecanismos de acdo desses produtos esta relacionado a interferéncia da
transmissdo de mensagens neuronais, bem como a inibicdo de enzimas envolvidas no processo

colinérgico, como a acetilcolinesterase.

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva analisar as propriedades bioldgicas de
extratos etandlicos obtidos a partir de grédos verdes e torrados de café arébica de qualidade
inferior, bem como avaliar seus potenciais bactericida frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, carrapaticida sobre Rhipicephalus microplus e inibitério da enzima

acetilcolinesterase.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CAFE

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea, com cerca de 124 espécies
ja catalogadas. Dentre as espécies de café ja descritas, Coffea arabica (café arabica) e Coffea
canephora (café robusta) destacam-se globalmente pelo fornecimento do café comercializado,
fornecendo 62% e 38% da producdo, respectivamente. Além da producéo dos graos utilizados
pro consumo, algumas espécies de Coffea tém sido utilizadas para fins de estudo de reproducéo
e resisténcia a patdégenos (DAVIS et al., 2020; ZANIN; KITZBERGER; BENASSI, 2020).

De acordo com Lemos et al. (2020), o café arabica possui qualidade superior, com
aroma mais intenso e de maior aceitabilidade no mercado, o que justifica sua supervalorizagéo
comercial. Ja o café robusta possui sabor mais forte e amargo, menor prego e maior resisténcia
a ataque de pragas de plantagdo. Por encorpar e atribuir espuma, € utilizado na producéo de

cafés soluveis.

Devido a caracteristicas sensoriais marcantes atreladas ao efeito estimulante promovido,
o café € a segunda bebida mais consumida a nivel mundial. Consequentemente, o interesse
cientifico relacionado a sua seguranca e composicdo quimica ascende constantemente
(ABRAHAO et al., 2010).

Dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (2021) indicam que
a producdo mundial de café no ultimo ano cafeeiro (2020-2021) foi equivalente a 169,64
milhdes de sacas de 60kg, sendo 99,26 milhdes de sacas do tipo ardbica e 70,38 milhdes do tipo
robusta. No que diz respeito ao Brasil, maior produtor mundial, a estimativa de producdo dos
gréos totaliza 48,80 milhdes de toneladas, das quais 33,36 milhdes correspondem ao gréo tipo
arabica e 15,44 milhGes sendo do tipo robusta. A alta na produtividade dos graos foi prevista
por Morais et al. (2008), que explicaram que fatores como maior investimento em tecnologias
produtivas, condicdes climaticas e ambientais favoraveis, com extensdes de terras em diferentes

altitudes e a extingdo de areas de baixa producao.

A qualidade do café esta estritamente relacionada a diversos quesitos, como de natureza
interna quanto externa. Os fatores de natureza interna correspondem, por exemplo, ao tipo de
cultivar e a genética, enquanto os fatores de natureza externa podem ser as condi¢des ambientais

e climaticas. Fatores como método de cultivo, manejo e colheita podem ser controlados a partir
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da adequada gestdo de campo e da implementacdo de boas praticas agricolas, garantindo a
méxima qualidade na colheita dos grdos (PIMENTA; ANGELICO; CHAULFON, 2018). Por
fim, processos finais como torra, moagem e preparo sao pontos cruciais para a obtencéo de uma

bebida de alta qualidade.

2.2 TORRA DO CAFE

A torra do café é umas das principais etapas do processamento dos grédos, a qual garante
a qualidade do produto a partir da determinacdo do tempo e da temperatura aplicada no
processo. O processo da torra é responsavel por promover a degradacdo da trigonelina em
compostos como acido nicotinico, pirrdis, piridinas, pirazinas e metil nicotinato, além de
ocasionar a degradacdo dos acidos clorogénicos em catecois e fendis e, posteriormente, em
melanoidinas, que influenciam diretamente nos parametros de aroma e sabor da bebida
(FARAH, 2012; SILVA et al., 2021; MUNYENDO et al., 2021).

Os compostos formados durante o processo de torrefacdo, além de responsaveis pelas
caracteristicas sensoriais da bebida, sdo detentores de alto potencial biol6gico. O &cido
nicotinico apresenta alto potencial antioxidante, enquanto as melanoidinas sdo capazes de
desempenhar eficiente atividade bactericida e como fibras dietéticas (LAUKALEJA; KRUMA,
2019).

A classificacdo da torra dos grdos pode ser feita de forma visual ou automatizada.
Segundo Sarino et al. (2019), a classificacdo por meio visual € uma técnica eficaz e sem custos,
mas que pode sofrer influéncia de trés fatores principais, que estdo relacionados a fonte de luz
utilizada, o grdo de café analisado e o observador. Por interferéncia desses fatores,
influenciaveis na determinagdo da cor, saturacdo e matiz de grdos de café, podem levar a

imprecisdo na deteccdo da cor do café e, consequentemente, um café imprecisamente definido.

Pelo controle de temperatura e tempo, 0 processo de torrefacdo pode originar grdos em
diversos estagios de torra que sdo classificados a partir do seu padrdo de cor e a torra
denominada como torra clara, média ou escura. Na torra clara, obtém-se um produto de acidez
e aroma acentuados e sabor suave, garantindo a preservacdo dos dos 6leos aromaticos. Pela

torra média, se produz um café com acidez, aroma e amargor em equilibrio. Por fim, na torra
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escura, é formado um produto de baixa acidez e corpo, mas de maior amargor (FRANCA et al.,
2009; NAKILCIOGLU-TAS; OTLES, 2019).

A qualidade do produto final também pode ser influenciada por outros fatores, além da
torra. Pontos como a matéria prima utilizada, recursos aplicados no processo de torra,
embalagem e armazenamento podem ocasionar a reducgéo na qualidade do produto (SANTOSO;
MUSTANIROH; CHOIRUN, 2021). O processo de torrefacdo deve ser controlado
eficientemente, uma vez que o longo periodo de torra faz com que os graos apresentem maior
potencial de absor¢do de umidade e risco de oxidagao, necessidade de embalagens mais caras,
redugdo de qualidade do produto e deterioragio microbiana (NAKILCIOGLU-TAS; OTLES,
2019).

2.3 SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DO CAFE

Por ser um ramo de alta producdo e consumo, a indudstria cafeeira é responsavel por
originar um elevado volume de subprodutos, como cascas, borra e efluentes, os quais séo vistos
como grandes problemas ambientais. Atualmente, diversas pesquisas ja sdo direcionadas para
que esses subprodutos sejam bem destinados, garantindo novas aplicages e a reducdo da
poluicdo ambiental. Os subprodutos so6lidos originados no processamento podem ser utilizados
na producdo de biocombustiveis, fibras dietéticas, adubos organicos, compostagem e como
substrato na producdo de enzimas e de cogumelos, enquanto os efluentes podem ser utilizados
para a producdo de biogas ou irrigacdo, apos tratamento prévio (JANISSEN; HUYNH, 2018;
HEJNA, 2021).

Os grdos defeituosos, outro subproduto comum no processo produtivo do café, sdo
capazes de influenciarem as propriedades sensoriais da bebida. Melo, Elias e Silva (2019) citam
que esses defeitos podem ser de origem intrinseca ou extrinseca. Os defeitos de origem
intrinseca sdo resultantes de inadequados processos agricolas ou industriais ou modificagdes
fisioldgicas ou genéticas e originam grdos pretos, verdes, ardidos, brocados, chochos ou
quebrados, enquanto os defeitos de origem extrinseca correspondem a elementos estranhos que

estdo ligados a falhas no processo agricola, como pedras e cascas (Figura 1).

Figura 1 — Graos verdes de café ndo defeituosos e graos verde de café com defeitos de origem
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intrinseca e extrinseca.

Fonte: Sky Mountain Coffee

O estudo desses grdos se faz de suma importancia para o entendimento e o
enriquecimento do valor do café. Um desses estudos é a detec¢éo e identificacdo de compostos
gue possam estar presentes nos graos defeituosos e que podem interferir na qualidade da bebida
e comparar seus analitos com grdos ndo-defeituosos. Casas e colaboradores (2017),
pesquisando a composicdo quimica de gréos defeituosos, identificaram a presenca significativa
de agucares, compostos Vvolateis e acidos organicos. Também foram encontrados 0os compostos
4-metilpirrol, 2-metilfurano e 5-metil-2-furfurilfurano, atribuindo a estes o amargor e pela

qualidade reduzida da bebida.

Silva et al. (2022) explicam que 0 emprego de compostos extraidos dos subprodutos do
café, como nos gréos defeituosos, se mostra como uma estratégia eficaz e inovadora, garantindo
a obtencdo de compostos quimicamente ativos e reduzindo o impacto ambiental causado pelo
descarte dos produtos secundarios originados.

Em alguns casos, a segregacdo dos grdos defeituosos em fazendas e cooperativas sao
feitos de forma ineficiente. Consequentemente, lotes de café ndo defeituosos também séo
desprezados, aumentando ainda mais a producdo de subprodutos. No entanto, poucas novas
aplicacdes para esses produtos sdo citadas, algumas delas sdo é producdo de biodiesel e tortas
adsorventes (OLIVEIRA et al., 2008; JANISSEN; HUYNH, 2018). Apesar da riqueza quimica
de compostos bioativos presentes nos gréos de qualidade inferior, raros sdo os estudos que
analisam suas propriedades bioldgicas.
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Além das aplicagdes supracitadas, estudiosos também j& analisam a viabilidade da
utilizacdo destes subprodutos em outras areas. Sabe-se que, assim como 0S grdos, 0S
subprodutos do café sdo ricos em compostos quimicos com alto potencial biolodgico, que podem
ser utilizados para o desenvolvimento de produtos industriais como antimicrobianos, substratos
para microrganismos e producdo de aromas aplicados em processos alimenticios, cosméticos e
producdo de embalagens (KIM; LEE, 2018; TOTARO et al., 2019).

2.4 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO CAFE

Por muito tempo, o consumo do café na forma de bebida dividiu opiniBes sobre seus
efeitos. A bebida era vista como causadora de inimeros problemas, como melancolia,
hemorroidas, diminuicdo da libido e cefaleias. Porém, por evidéncias cientificas e pelo
entendimento da acdo de diversos compostos quimicos presentes no café, essa ideia tronou-se
ultrapassada, fazendo com que o consumo do café esteja cada vez mais em evidéncia
(AYAVAZ, 2020).

Dados de Wachamo (2017) citam que o consumo moderado, estimado entre trés e quatro
xicaras por dia, se mostra eficaz na prevencdo de derrames, canceres, diabetes e hipertensdo,
obesidade e depressdo, bem como no tratamento de problemas psicoativos, neuroldgicos,
metabolicos e problemas inflamatérios. Além do consumo do café em forma de bebida, a
versatilidade do mesmo vem despertando o interesse de desenvolvimento de novos estudos,
afim de explorar e corroborar a presenca e eficacia de diversas moléculas bioativas presentes

nos graos.

Antigamente, os estudos sobre as propriedades quimicas e biol6gicas do café
direcionavam-se principalmente a cafeina, um dos principais constituintes do café e que
apresenta alto potencial bioldgico. No entanto, com o avanco cientifico e do conhecimento da
composi¢do quimica dos gréos, foram iniciados novos estudos que objetivaram elucidar outros
efeitos oriundos desses grdos. Como exemplo da efetiva atividade de outros compostos
quimicos existentes nos graos, Runti e colaboradores (2015) analisaram extratos cafeinados e
descafeinados frente a cepas bacterianas e concluiram que a atividade bacteriana obtida néo foi
proveniente da cafeina, mas de compostos presentes em ambos os extratos que agem de forma
sinérgica, uma vez que a concentragdo inibitoria minima (CMI) de cafeina pura necessaria foi

muito superior a CMI dos extratos.
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De acordo com Patay, Bencksic e Papp (2016), a presenga de compostos como
alcaloides, compostos fendlicos, terpenoides e carotenoides que estdo presentes em diversas
partes do cafeeiro, colaboram para que espécies de Coffea estejam despertando interesse para
estudos direcionado para as mais diversas atividades. Lima e colaboradores (2010) analisaram
o0 potencial antioxidante de cafés verde e torrado, onde o processo de torra potencializou o poder
redutor e a atividade sequestrante de radicais livres. Posteriormente, Ali et al., (2022),
estudaram a atividade antioxidante dos grdos verdes e mostrou que compostos como acidos
clorogénico, feralico e cafeico, além da cafeina foram responsaveis pela atividade antioxidante
encontrada. Além disso, diversos compostos j& detectados no café, também podem ser
utilizados para fins antioxidantes e antiinflamatorios, gracas a sua capacidade de combater

danos celulares e induzir a cicatrizagcdo aprimorada de lesées (MUNYENDO et al., 2021).

Os compostos responsaveis pelas propriedades bioldgicas do café podem ser
influenciados por diversos fatores, como a variedade do gréo, condi¢cbes ambientais de cultivo
e armazenamento, modo de processamento e estagio de desenvolvimento dos grdos (RUNTI et
al., 2015; MAGONI et al., 2018). Duran et al. (2017) explica que, por meio das reacdes
ocorridas durante o processo de torrefacdo, como reagdes de pirolise, reacdo de Maillard e a
degradacdo de Strecker, alguns compostos quimicos presentes nos gréos de café podem ser
destruidos, formados ou modificados, de forma que sejam garantidas suas substancias

nutritivas, bioativas e sensoriais.

Como exemplo dessas aplicacfes, Nonthakaew e colaboradores (2015) analisaram a
atividade antifangica de extratos metanolicos obtidos por graos torrados e moidos sobre cepas
fitopatdgenas de Aspergiilus, Penicillium e Eurotium amstelodami, com posterior analise de
viabilidade do desenvolvimento de embalagens alimenticias. Com isso, obtiveram melhor
atividade bioldgica a partir dos extratos metan6licos obtidos por grdos, com Concentracao
Minima Inibitéria (CMI) entre 100 e 230 puL/mL, seguidos pelos extratos obtidos pelo café
moido, de CMI entre 300 e 460 pL/mL. Os autores acreditam que o mecanismo de agdo dos
extratos se deu pela inibicdo da germinacdo dos esporos, ocasionado pelo nitrogénio presente

na estrutura da cafeina.

Outra atividade eficaz foi comprovada por Masek et al. (2020), que estudaram as
propriedades antioxidantes de extratos etandlicos e aquosos de café verde por métodos
espectrofotométricos. Pelos testes ABTS, DPPH e FRAP, concluiram que o0s extratos possuiram
potencial antioxidante entre 90,0 + 0,20% e 63,9 + 0,15% para extratos etanolicos e 97,4 +

0,25% e 81,6 + 0,29% para extratos aquosos a partir de concentragdes equivalentes a4 mg mL"
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! mostrando boa capacidade de reduzir ions de metal de transi¢do pela acdo combinada de

diversos compostos bioativos, como os compostos fendlicos.

Trevisan et al. (2019) explicam que, além dos gréos, as folhas de café também possuem
ampla composic¢éo fendlica, a qual faz com que sejam fontes promissoras de novas moléculas
bioativas antibacterianas, antivirulentas e anti-inflamatdrias. Como visto, os subprodutos
gerados pelo processamento do café sdo responsaveis por uma grande preocupacao ambiental
e, com isso, a obtencdo de moléculas bioativas por meio destes, também se mostra como uma
via promissora (DUANGJAI et al., 2016).

Além da prospeccdo de biomoléculas benéficas para a salde humana, o estudo de
extratos de café para fins agricolas também desperta o interesse cientifico. Analisando 6leos de
café verde para inibir o crescimento e reproducdo de Penicillium roqueforti e Rhizopus
stolonifer, Elizei et al. (2016) obtiveram acdo fungicida eficiente a partir de concentragoes
equivalentes de 1500 e 2000 pL L* frente as cepas testadas, com agdo bioldgica igual ou

superior ao Grupo Controle utilizado.

2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS

Simdes e colaboradores (2004) definem o metabolismo como sendo um conjunto de
reacOes quimicas que ocorrem de forma continua na célula e com o poder catalitico de enzimas.
Pela ocorréncia dessas reacdes, sdo supridas necessidades de energia e de biossintese de
compostos essenciais para a sobrevivéncia. O metabolismo de seres vivos pode ser dividido em
dois tipos: 0 metabolismo primario, que esta relacionado a processos metabdlicos relacionados
a macromoléculas, como carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos, e 0 metabolismo
secundario, que origina produtos ndo-essenciais para o0 desenvolvimento do organismo

produtor, mas garante vantagens para o desenvolvimento e sobrevivéncia da espécie.

Os metabdlitos secundarios podem ser definidos como sendo compostos extracelulares
secretados durante o crescimento e a diferenciacdo de um organismo vivo, encontrados apenas
em organismos especificos e que podem representar a individualidade de uma determinada
espécie. Compdem um grande grupo de compostos de peso molecular, detentores de
importantes atividades biologicas como antibioticos, antivirais, herbicidas, fungicidas e

inseticidas. Sua vasta aplicabilidade e comprovada acdo em diversas situaces de estresse



25

ambiental ou infestagdes permite o desenvolvimento industrial de produtos eficientes e que
apresentem reduzidos ou nenhum efeito colateral ou ambiental (DEWICK, 2009; SPECIAN et
al., 2014; REDDY et al., 2020).

Para Simdes et al. (2004), os metabdlitos secundarios sdo sintetizados a partir do
metabolismo da glicose, sendo a via do acido chiquimico e a via do acetato os dois
intermediarios principais. A Figura 2 apresenta, de forma sucinta, as vias sintetizadoras dos

metabolitos secundarios a partir do metabolismo primario.

Figura 2 — Esquema simplificado das vias sintetizadoras dos metabdlitos secundarios.

GLICOSE

Acido chiquimico Acetil-Coa

Triptofano Fenilalanina/ Acido
tirosina  galico

via Condensacdo
mevalonato

) Antraquinonas
Alcaloides Flavonoides Acidos
doli ; . XPS .
oL Taninos Taninos condensados graxos
quinolinicos hidrolisaveis - Acetogeninas
Omitina
) L Lasinp Isoprenoides
Protoalcaloides Acido ‘
Alcaloides cindmico )
isoquinolinicos e .Alce..lou.ies
benzilisoquinolinicos plrrohdl.mcos, T id
tropanicos. erpenoides ¢

Fenilpropanoides Esterois

pirrolizidinicos,
| piperidinicos e

Lignanas ¢ ligninas quinolizidinicos

Cumarinas

Fonte: Simdes et al. (2004)

Como visto, embora ndo desempenhem papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento vegetal, os metabolitos secundarios possuem participacdo crucial na defesa e
protecdo da planta, de modo que sejam conferida resisténcia a patdgenos, estresses ambientais,
protecdo contra predadores e insetos nocivos e atrativo para insetos polinizadores, através do
aroma, cor e sabor. Ademais, sabendo que esses compostos sao sintetizados por diversas vias e
por especies diferentes, inUmeros parametros podem ser influencidveis na obtencdo dos
metabolitos, como condicGes bidticas e abioticas, clima, localidade, disponibilidade de 4gua e

nutrientes, tempo, temperatura, sazonalidade, altitude, radiagéo ultravioleta, ritmo circadiano
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(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; SPECIAN et al., 2014; GOBBO-NETO; LOPES,
2007) (Figura 3).

Figura 3 — Fatores influenciaveis na producao de metabdlitos secundarios vegetais.
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Fernandes et al. (2019) citam que os metabdlitos secundarios podem ser divididos
quimicamente em trés grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos

nitrogenados.

Segundo Sahebi et al. (2017), os principais metabdlitos secundarios formados por
terpenos sdo baseados na sua derivacao biossintética comum de intermediarios glicoliticos ou
Acetil Co-A. Desses terpenos, tem-se 0s monoterpenos (com dez carbonos), sesquiterpenos
(com quinze carbonos), diterpenos (com vinte carbonos), triterpenos (com trinta carbonos) e os
politerpenos. Os monoterpenos sdo detentores de grande variedade de substancias inseticidas,
tais como limoneno, a-pineno e B-pineno e os sesquiterpenos atuando como dispersores de
herbivoros, além de regulador do processo de dorméncia e reacdo de plantas sob estresse
hidrico. Os diterpenos podem estar envolvidos no processo de germinacdo de sementes e
formagéo de folhas e frutos, carreamento do floema e fixagéo de COo; os triterpenos agem como
canais reguladores e preservadores da penetrabilidade em pequenas moléculas; e os

politerpenos agem como pigmentos, defesa contra herbivoros e cicatrizagéo de lesGes.
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Para Dewick (2009), os terpenos s&o oriundos de duas rotas distintas: pela rota do
mevalonato e pela rota da 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS), originadas de um precursor
comum e que, por reacBes de reducdo, oxidagdo e ciclizacdo, gera diversos compostos

terpénicos.

Na primeira via, trés moléculas de Acetil-CoA originam o acido mevaldnico que,
posteriormente, € pirofosforilado, descarboxilado e desidratado, para formar o
isopentenildifosfato (IPP), que sofre isomerizacdo e é transformado em Dimetilalil difosfato
(DMAPP). Em conseguinte, o IPP e DMAPP unem-se no modelo cabeca-cauda, formando
terpenos maiores. Com a acdo enzimatica da pernil-transferase, o geranil disfosfato é formado
(GPP C10), que é condensado com outra unidade de IPP, formando o farnesil difosfato (FPP
C15). Por fim, a unido do FPP com outro IPP forma a geranilgeranila difosfato (GGPP C20),
responsavel pela formacéao de diterpenos.

Ja pela rota do DXPS, a qual ocorre nos cloroplastos, o piruvato e o D-gliceraldeido-3-
fosfato sdo responsaveis pela formacdo do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, intermediario da
formagéo do 2-C-metil-D-eritritol-4P (MEP). Por diversas reagdes, séo originados o IPP e o
DMAPP (DEWICK, 2009).

Os compostos fenolicos podem ser derivados do acido chiquimico, a partir de
carboidratos e que formam compostos com grupos hidroxilas em posi¢édo orto, ou pela via do
acetato-polimalato, que, que é iniciada com acetil-coenzimaA e malonil-coenzimaA e forma
compostos com grupos hidroxilas em meta (SIMOES et al., 2004). Essa classe apresenta grande
diversidade de compostos e podem ser divididos em flavonoides, que estdo relacionados a
pigmentos vegetais e a defesa vegetal, e os compostos ndo-flavonoides, derivados do acido
hidroxibenzoico e do &cido hidroxicindmico e possui atividade antioxidante relacionada a

posicao dos grupos hidroxilas (SILVA et al., 2009).

Por fim, no grupo dos compostos nitrogenados, estdo inclusos os alcaloides, glicosideos
cianogénicos e glicosinolatos. Os alcaloides sdo substancias de baixo peso molecular e
biossintetizados a partir de poucos aminoacidos (fenilalanina, ortina, lisina, tirosina, acido
nicotinico), de grande diversidade estrutural e classificados de acordo com a natureza do
esqueleto derivada dos amino&cidos. Ja os glicosideos cianogénicos possuem, como principais
precursores, a fenilalanina, tirosina, vanilina e leucina, e agem liberando acido cianidrico
guando ocorre a lesdo tecidual de espécies detentoras dessa substancia, além de atribuir carater

toxico. Por fim, os glicosinolatos séo sintetizados pelos aminoacidos tirosina, fenilalanina e
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triptofano, formando glicosinolatos alifaticos, aroméaticos e indolicos, respectivamente, e
diferem do grupo anterior por serem sulfatados e podem aumentar a capacidade da planta de
lidar com diferentes situacdes de estresses ambientais (SIMOES et al., 2004; SAHEBI et al.,
2017).

2.6 IMPORTANCIA ECONOMICA DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

CitacOes de Pagare et al. (2015) mostram que os compostos formados a partir do
metabolismo secundario possuem acao direta na integridade do individuo produtor, 0s mesmos
podem ser alvos de indUstrias de diversos segmentos, tais como alimenticia, farmacoldgica e
agricola. Pereira e Cardoso (2012) citam que essas aplicagdes, por sua vez, sao garantidas pela
utilizacdo antiga desses para os mais diversos fins e também pela possibilidade de identificacao

e isolamento desses compostos a partir de técnicas quimicas avangadas.

Para Jain e colaboradores (2019), as instabilidades ambientais e geopoliticas gradativas
no mundo atual faz com que a obtencdo de metabdlitos especificos seja comprometida, seja de
forma parcial ou total. Com isso, a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos para a producao
industrial dessas moléculas, se mostra relevante. No entanto, mesmo com décadas de pesquisas
e esforcos, a producdo de metabdlitos secundarios vegetais por essas técnicas enfrenta certas
dificuldades.

Alguns gargalos produtivos, como a aplicacdo de enzimas altamente especificas e de
complexa obtencdo in vitro, necessidade de biorreatores de alto custo com condi¢cbes de
assepsia e de manutencdo e técnicas de purificacdo de alto custo tornavam a obtencdo de
metabdlitos secundarios em grandes escalas um processo laborioso e de baixo rendimento. A
partir do avanco nas pesquisas de engenharia metabdlica e no desenvolvimento de novos
biorreatores, quando atrelada a condi¢Ges ambientais favoraveis e o fornecimento adequado de
nutrientes faz com que a obtencdo de biomoléculas vegetais em escalas maiores seja viavel
(BOURGAUD et al. 2001; CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Tiwari e Rana (2015) explanam que a produgéo de metabolitos secundérios por técnicas
de cultura de células apresenta vantagens como condigdes controladas de cultivo, sem que haja

interferéncia do clima ou de condi¢es de solo, facil multiplicacdo de metabolitos especificos,
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compostos isentos de microrganismos e insetos e menor custo com mao de obra e maior

producdo de um determinado composto.

Na industria alimenticia, os metabdlitos podem ser utilizados para o desenvolvimento
de novos produtos que possam assimilar a alimentacdo com a prevencdo de doengas, na
conservacao de alimentos a partir das suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes e como
corantes alimenticios, 0s quais sdo existentes para, pelo menos, as trés cores fundamentais.
Mesquita, Teixeira e Sérvulo (2017) afirmam que esses podem ser obtidos a partir de diversas
fontes: clorofila (verde), carotenoides (amarelo, laranja e vermelho), antocianinas (roxo e azul)
e betaninas (vermelho) podem ser extraidos de folhas, frutas, flores, raizes e células vegetais

envolvidas no processo fotossintético.

J& na industria farmacéutica, como expresso por Pérez-Alonso e Jiménez (2011), esses
compostos podem ser utilizados como prototipos para novos farmacos, uma vez que a
diversidade quimica desses compostos e a intensa atividade biolégica sdo provenientes da
selecdo natural. Ademais, os metabolitos secundarios podem ser efetivamente utilizados na
cosmetologia e na perfumaria, por serem detentores de compostos aromaticos que garantem

aroma agradavel.

2.7 EXTRATOS VEGETAIS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

A medicina alopética surgiu com o descobrimento das propriedades medicinais de
plantas desde a era primitiva e da percep¢do humana da possibilidade de utilizar plantas para

alivio de dores e melhoria da qualidade de vida, por exemplo.

O uso de espécies vegetais para fins terapéuticos, em muitas comunidades, ainda é
exclusivo em comunidades nativas, nas quais o sistema de salde € inacessivel. No entanto, a
medicina alternativa ndo se restringe a uma parte da populacdo: é notorio o crescimento
gradativo da utilizacdo desses meios como terapias mais saudaveis ou complementares a
medicamentos industrializados, aléem de fomentar no entendimento e dos fendmenos envolvidos
nas questdes de salde e de qualidade de vida (BRANDELLLI, 2017).

No Brasil, o uso de plantas ¢ marcado por fortes influéncias de povos africanos,
indigenas e europeus. Com a Colonizagéo do Brasil, os diversos conhecimentos culturais desses

povos foram difundidos entre si, permitindo a maior exploracdo da natureza para esse fim
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(BRANDELLI, 2017). Pereira e Cardoso (2012) explicam que a utilizacdo de plantas
medicinais surgiu antes mesmo da colonizacdo, onde povos indigenas brasileiros utilizavam
essas plantas e, assim, transmitiram seus conhecimentos para colonizadores. Esse material
vegetal, inicialmente, era utilizado do mesmo jeito que eram encontrados. Com o passar dos
anos, medidas alternativas para a concentracdo desses compostos foram adotadas, a fim de

melhorar e uniformizar seu método de acéo.

Atualmente, de acordo com o Ministério da Saude (2018), a promocéo do uso de plantas
medicinais é feita pela distribuicdo de plantas in natura e fitoterdpicos, proporcionando

tratamento para diversas patologias clinicas.

Além das aplicacGes na saude humana, a utilizacdo de extratos vegetais como via
alternativa do manejo de pragas tem ascendido com o decorrer dos tempos e, com isso, maior
interesse cientifico para esses fins. Por apresentarem eficacia, biodegradabilidade, baixo risco
de intoxicacdo de animais e viabilidade econdmica, o0 uso de substancias vegetais em forma de
extratos, pos e 6leos mostram-se promissores no manejo de pragas e na agricultura sustentavel
(MARANGONI; MOURA; GARCIA, 2012; MYO et al., 2020).

A atividade biol6gica de compostos vegetais, por sua vez, pode ser explicada pela
diversidade quimica presente em plantas, oriunda do metabolismo secundario das mesmas.
Compostos como esteroides, fendis, flavonoides, taninos e alcaloides, por exemplo, tém sido
utilizados como modelos e precursores de produtos sintéticos e semissintéticos para diversas
aplicacdes (ELAKKIYA et al., 2020).

Para Roldéan et al. (2013), o estudo de extratos vegetais é dificil devido a complexidade
das amostras, uma vez que esses extratos possuem um alto nimero de compostos e também
pode ter sua composicdo variavel por fatores ambientais. Com a utilizacdo de métodos
cromatograficos acoplados a detectores de arranjo de diodos ou espectrometria de massa, é

possivel a identificacdo e separagdo dos compostos presentes no extrato.

A determinacdo de metodologias e condi¢des adequadas é crucial para que haja testes
bem-sucedidos e resultados concretos, uma vez que temperatura, condi¢Ges de cultivo e meio,
por exemplo, podem influenciar significativamente nos testes (PILLAI et al., 2020). Quando
obtidos por metodologias adequadas e sob condic¢des favoraveis, 0s extratos vegetais podem ser
testados de forma isolada ou em combinagdo com outros compostos. Carvalho et al. (2018)
utilizaram extratos de Cochlospermum regium combinados com taninos e &cido galico isolados

e disponiveis comercialmente, a fim de observar atividade bactericida e fungicida, obtendo bons
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resultados para inibicao para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e leveduras do género
Candida.

2.8 CARRAPATOS

Os carrapatos podem ser definidos como ectoparasitas hemat6fagos obrigatorios,
pertencentes ao filo Arthropoda e subfilo Chelicerara. Sdo amplamente difundidos por todo o
mundo e parasitam hospedeiros como mamiferos, aves, anfibios e répteis. Além de individuos
ectoparasitas, 0s carrapatos sdo vetores de diversos microrganismos patogénicos como
protozoarios e virus, 0s quais sdo causadores de diversas doencas para salde humana e animal.
Em alguns casos, o parasitismo ocasionado por carrapatos pode resultar em danos na pele,
induzindo abertura de feridas, perda de sangue, insercdo de toxinas, infeccdes e até mesmo
paralisias (ADENUBI et al., 2016; PAVELA et al., 2016).

A classificacdo desses parasitas, segundo Benelli et al. (2016), pode ser feita em trés
familias: Asgasidae, também conhecido como “carrapatos macios” e consiste num grupo de
cerca de 191 espécies; Ixodidae, que também s3o conhecidos como “carrapatos duros” e
abrange cerca de 701 espécies distintas; e Nuttalliellidae, a qual é formada por apenas uma

espécie, Nuttalliella namaqua.

Até 2019, Andreotti, Garcia e Koller (2019) citam que, no Brasil, sdo conhecidas cerca
de 73 espécies, sendo 47 da familia Ixodidae e 26 da familia Argasidae. Os individuos da
familia Ixodidae ainda podem ser divididos em cinco géneros: Amblyomma, Ixodes,

Haemaphysalis, Rhipicephalus e Dermacentor.

Shanmuganath e colaboradores (2021) explicam que o uso de acaricidios sintéticos de
forma desenfreada faz com que seja estabelecida uma severa resisténcia a esses compostos, de
modo que gere, como principais consequéncias, a degradagdo ambiental, a contaminacdo
alimenticia e o controle ineficaz dos mesmos. Além disso, a evolugédo da resisténcia frente aos
compostos ja desenvolvidos faz com que o desenvolvimento de medicamentos e vacinas para

esses fins sejam mais laboriosos.

Nos ultimos anos, o alto custo para o desenvolvimento de novos medicamentos, quando
atrelado aos efeitos negativos dos acaricidas sintéticos, tem direcionado novas pesquisas a fim

do desenvolvimento de acaricidios que apresentem satisfatoria atividade e formulagdo
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ecoldgica. No entanto, ndo foram abordagens adotadas a nivel comercial na maioria dos paises
(SHANMUGANATH et al., 2021).

As pesquisas relacionadas a sintese de novos compostos eficazes frente a esses
individuos tém sido gradativamente aprimoradas, a fim de obter um produto eficaz e de menor
toxicidade. Com isso, o desenvolvimento de compostos como a Ivermectina, por exemplo,
aumentou o potencial terapéutico contra carrapatos, porém com um custo muito maior e com a
probabilidade do desenvolvimento de resisténcias dos individuos a esses compostos, quando
ndo utilizados de forma correta. Outro exemplo de produto desenvolvido para fins acaricidas é
0 Spinosad, o qual apresenta efetiva atividade, mas mantém-se retido no gado tratado por até
seis meses (ADENUBI et al., 2016).

Conforme Pavela e colaboradores (2016), a preservacdo e a descobertas de novas
informacdes etnobotanicas com potencial acaricida sdo de suma importancia por razoes
fundamentais, como sua eficaz reducdo na transmissdo de doencas e a manutencdo do
patrimoénio cultural de povos nativos. A partir desses, 0 conhecimento pode servir como
educacéo adicional a pessoas que possuem acesso a estas plantas, mas ainda desconhecem seu
potencial.

Os fitoquimicos que apresentam ac¢do carrapaticida podem atuar de diversas formas, seja
pela interferéncia na acdo de hormonios reguladores do crescimento, na inibicdo do
desenvolvimento de 6vulos, na interrupgdo do acasalamento e comunicacdo sexual e pela
inibicdo da formacdo de quitina, composto responsavel pela rigidez e protecdo dos carrapatos
(GODARA et al., 2014; ADENUBI et al., 2016). Gracas a diversos mecanismos de acao,
aliados ao desenvolvimento tardio de resisténcia, 0s compostos vegetais isolados se mostram
promissores como abordagens alternativas e eficazes nas etapas adulta, ninfa e larval de

carrapatos econom icamente importantes.

O uso de compostos oriundos de plantas vem sendo cada vez mais difundido e eficaz
contra esses parasitas. Entretanto, mesmo com diversos vegetais de atividade comprovada,
diversas limitagdes ainda s&o encontradas. Adenubi e colegas (2016) relatam que a falta de
metodologias de extracdo padronizadas, a instabilidade dos extratos em condicGes diferentes
do laboratdrio e a escassez de estudos farmacocinéticos do material obtido faz com que a
utilizacdo efetiva desses bioprodutos sejam dificultadas.

As moléculas que estdo envolvidas com o potencial acaricida, segundo Rosado-Aguilar

et al. (2017), ainda ndo foram confirmados. Diversos autores ja identificaram compostos como
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timol, carvacrol e 1,8-cineol como eficazes sob condigdes in vivo. Ademais, esses compostos
podem ser potencializados pela agdo sinérgica com outros compostos. Diversas técnicas sao
utilizadas para avaliar o potencial carrapaticida de extratos vegetais, tais como o teste de
imersdo adulta (AIT), teste de imersdo larval (LIT) e o teste de pacote larval (LPT). Essas
técnicas, por sua vez, foram aprimoradas por diversos autores, a fim de permitir maior

repetibilidade e garantir resultados mais precisos.

2.8.1 Rhipicephalus microplus

Carrapatos Rhipicephalus microplus pertence a classe Acari (Ixodidae) e faz parte do
grupo de ectoparasitas mais comuns do gado, assim como piolhos, pulgas e vermes. As espécies
dessa familia, também conhecida como carrapato bovino, € um grupo de origem asiatica e sao
responsaveis por diversas patogenias, como Tristeza Parasitaria Bovina, além de grandes
prejuizos na carne e no leite, por exemplo. Geralmente, infestam as &reas internas das coxas,
perianal e perivulvar, as quais apresentam melhores condi¢Ges para seu desenvolvimento, tais

como espessura, vascularizacdo e temperatura 6tima (FELIPPELLI et al., 2022) (Figura 4).

Figura 4 — Rhipicephalus microplus em fase parasitaria.

Fonte: Brito (2015)
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Sao individuos capazes de completar todo seu ciclo vital apenas em um hospedeiro,
com duas fases de vida: fase parasitaria e fase ndo parasitaria. A fase parasitaria, de acordo com
Andreotti, Garcia e Koller (2019), inicia-se com a instalacdo das larvas no hospedeiro, o qual
dura cerca de 21 dias, até que as mesmas transformem em metalarvas. Em seguida, as
metalarvas sdo transformadas em ninfas, em um periodo de 8 dias, e posteriormente em
metaninfas, num periodo de 13 dias e, posteriormente, adultos. A fase ndo parasitaria consiste
no desprendimento do hospedeiro, ocasionado pela ingurgitacdo da fémea, e acomodacao em
locais quente e sem iluminacéo solar direta. Apds um periodo de 5 dias, ocorre a postura dos
ovos, em um periodo de cerca de 17 dias. Com a postura dos ovos, as fémeas morrem e 0S 0vV0s
mantém-se no solo até eclodirem para larvas e assim iniciar novamente o ciclo parasitario
(Figura 5).

Figura 5 — Ciclo vital de Rhipicephalus microplus nas fases parasitaria e ndo parasitaria.
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iniciam a ovoposigao

Fonte: Adaptado de Center for Diseases Control and Prevention.

Os prejuizos ocasionados pela infestacdo de R. microplus relacionam-se, de forma
direta, a prejuizos econdémicos, como carne e derivados de baixa qualidade, decréscimo na
qualidade do couro, alergias, anemia e, em alguns casos, a perda do animal infestado
(ADENUBI et al., 2016; LUNGUINHO et al., 2021).

Bons resultados de combate de R. microplus a partir de compostos vegetais foram
apresentados por Dantas e colaboradores (2015) ao testarem extratos de folhas e partes aéreas
de Neoglaziovia variegata (craua) pelo método de AIT e obter alta eficiéncia a partir da
utilizacdo de 25 mg mL™. Pela caracterizagdo cromatografica, foi atribuida a atividade acaricida

ao0s terpenos presentes nos mesmos.

Godara et al. (2018) analisaram o uso de extratos de Piper nigrum (pimenta preta) e
Piper longum (pimenta longa indiana) para o combate do carrapato do boi em concentragdes
equivalentes a 0,27; 0,55 e 1,1% e 1,25; 2,5 e 5%, respectivamente. Com isso, foi perceptivel a
mortalidade com doses entre 12,5 e 95,8 para P. nigrum e 29,2 e 84,5% para P. longum. Ja na
postura de ovos, obteve-se reducdo em doses entre 28,1 e 96,9% para P. nigrum e 36,1 e 89,3%

para P. longum.

A acdo carrapaticida de compostos j& conhecidos pode ocorrer por diversos métodos.
Para Jain, Satapathy e Pandey (2020), o carrapato do boi € comumente combatido a partir do

fechamento dos canais de sodio e da inativagdo da Acetilcolinesterase (AChE), promovida por
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carrapaticidas comuns. Por serem imunotoxicos e prejudiciais a na sinalizacdo de macréfagos,

podem influenciar diretamente na satde do animal tratado.

2.9 ACETILCOLINESTERASE

A acetilcolina (ACh) consiste em um dos principais veiculos transmissores das
mensagens neuronais. Com a regulacdo precisa mediada pela Acetilcolinesterase (AChE) a
partir da ligacdo a receptores do tipo nicotinicos e muscarinicos, a acetilcolina desempenha
diversas fungdes essenciais, tais como aprendizagem e memoria, ativacdo de musculos
esqueléticos e regulagio de funcdes fisioldgicas (ARAUJO; SANTOS; GONSALVES, 2016;
SARKAR et al., 2021).

A interacdo da acetilcolinesterase com acetilcolina consiste na quebra, hidrolise e
inativacao da acetilcolina e no controle da mesma durante as sinapses, como mostra a Figura 6
(TRANG; KHANDHAR, 2021). Quando a enzima esta inativa, a ACh mantém-se ativa por
mais tempo, aumentando, assim, as transmissdes colinérgicas. Os inibidores dessa enzima séo
utilizados para o tratamento de doencas neuroldgicas e sdo a primeira geracdo de medicamentos
utilizados no tratamento do Alzheimer (DVIR et al., 2010).

Figura 6 — Hidrolise da ACh em Acido Acético e Colina catalisada pela AChE.
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Acetilcolina Acido acético Colina

Fonte: Do autor (2022).

Araujo, Santos e Gonsalves (2016) explica que a hidrélise da AChe pela AChE depende
dos residuos de aminoacidos histidina e serina, que agem conjuntamente na subunidade
catalitica da enzima para que ocorra 0 processo enzimatico. Inicialmente, ocorre a adicdo
nucleofilica entre a carbonila do neurotransmissor e o residuo de serina. Em seguida, o residuo
de histidina age como base, retirando um préton do ion hidroxénio, que sera doado para a fragdo

colina e libertada em seguida. Quando a colina é liberada, a AChE fica acetilada e necessita
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sofrer hidrolise, para que se torne novamente ativa. Com a agao nucleofilica de uma molécula
de 4gua, e formada uma molécula de acido acético e liberado o residuo de serina, permitindo
que a enzima se torne ativa novamente. O processo de transformacéo esta ilustrado na Figura
7.



Figura 7 — Transformacdo da ACh em colina e acido acético a partir da agdo da AChE.
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Os efeitos repelentes e inseticidas a partir de produtos naturais podem ser
percebidos por diversas formas, tais como inibicdo da ovoposicdo, inibicdo da
alimentacdo, alteracdo morfogenéticas e mortalidade dos insetos na fase imatura ou
adulta, por exemplo. Um dos meios de acdo inseticida dos compostos vegetais pode se
dar a partir do blogueio de neurotransmissores importantes, tais como a octopamina, a
qual desempenha fungdo similar a adrenalina, bem como receptores tipo y-acido

aminobutirico (GABA) e 3-hidroxitriptofano (3-HTP) (MIRANDA et al., 2020).

Alguns compostos organofosfatados desempenham sua atividade inseticida a
partir da ligacdo covalente ao sitio ativo da acetilcolinesterase de forma irreversivel,
ocasionando a inibicdo enzimatica e, consequentemente, o acumulo de acetilcolina na
membrana pés-sinaptica, impedindo a polarizacdo nervosa e ocasionando a morte dos
insetos (DEWI; SUARSA, 2019; EL-GENDY et al., 2021).

Poerwanto, Rahayu e Windyaraini (2020) explica que a acdo larvicida de
substancias vegetais é proveniente dos metabolitos secundarios contidos nas plantas, que
agem de forma a inibir a fase de crescimento larval. Outros estudos avaliaram a relacao
de extratos vegetais larvicidas a partir da inibicdo da acetilcolinesterase e da tripsina.
Segundo Luz et al. (2020), em insetos, a inibicdo enziméatica da AChE resulta no acumulo
de acetilcolina, provocando forte efeito neurotéxico, seguido de morte. Ja a tripsina,
quando inibida, afeta diretamente no crescimento e desenvolvimento larval, interferindo

no ganho de biomassa, absor¢édo de nutrientes e crescimento.

Analisando o potencial inibitério da Salvia tiliifolia Vahl., Chamaecrista
mimosoides L. Greene, Buddleja salviifolia (L.) Lam. e Schotia brachypetala Sond.,
Adewusia et al. (2011) obtiveram inibicdo enzimatica eficiente a partir de I1Cso iguais a 1
mg mL™* para os extratos de S. tiliifolia, 0,03 mg mL™ para C. mimosoides, 0,05 para B.
salviifolia e 0,27 mg mL? para S. brachypetala. para os extratos obtidos com
diclorometano/metanol, enquanto os extratos aquosos apresentaram ICso equivalentes a
12mg mL* para S. tiliifolia, 0,35mg mL™ para C. mimosoides, e 3,40 mg mL* para S.
brachypetala. Sabendo que valores relativamente baixos de 1Csp, 0s autores obtiveram

melhores indices inibitorios a partir dos extratos obtidos com solventes.

Também analisando extratos aquosos e etandlicos de Pulmonaria

officinalis (lungwort) e Centarium umbellatum nas concentragdes de 3; 1,5e 0,75 mg mL"
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! Neagu e colaboradores (2018) obtiveram inibicdo entre 43,61 e 72,24% e 50,70 e
87,72% para 0s extratos aquosos e etandlicos de P. officinalis, respectivamente. J& os
extratos de C. umbellatum, houve inibicéo entre 58,85 e 92,28% para 0s extratos aquosos,
engquanto os extratos etandlicos promoveram inibicdo entre 64,27 e 94,24%. Pela
caracterizagdo cromatografica, o alto teor de flavonoides detectados induz a possibilidade
desses compostos estarem relacionados ao potencial da inibi¢do enzimatica.

210 CONTAMINACAO ALIMENTAR

A alimentacgdo, assim como a respiracdo e 0 consumo de agua, é uma necessidade
humana. Entretanto, os alimentos podem ser detentores ou veiculos de diversos riscos,
sejam eles de carater fisico, quimico ou bioldgico. Os riscos de natureza fisica englobam
corpos estranhos como pedra, 0ss0s, caro¢os e vidro. J& os de carater quimico estdo
relacionados a metais, residuos de produtos veterinarios e aditivos. Por fim, os de carater
bioldgico sdo promovidos por microrganismos capazes de produzir de toxinas
(ANDRADE JUNIOR et al., 2019). O processo de contaminacdo dos alimentos pode
ocorrer em qualquer etapa de cadeia produtiva, desde a obtencéo da matéria prima até o
consumo (FLORES e MELO, 2015; RAHMAN et al., 2022).

A rigueza nutricional dos alimentos € vista como um substrato favoravel para o
crescimento e desenvolvimento de microrganismos contaminantes. De todos os
patdgenos, as bactérias sdo vistas como as maiores causadoras de contaminagdo

alimentar, resultando em doencas alimentares.

Estudos de Souza, Souza e Costa (2021) mostram que foram registrados, em
média, 686 surtos alimentares no pais, sendo as regides sul e sudeste com maiores casos
clinicos, gracas ao maior numero populacional e maior deteccdo de casos. Além de danos
de satde, Nogueira e colaboradores (2021) citam que esses surtos também podem

ocasionar a reducédo da renda dos envolvidos, menor produtividade e reducéo de vendas.

Diversas técnicas industriais sdo aplicadas na cadeia produtiva a fim de minimizar
0 desenvolvimento de microrganismos em alimentos. Praticas de higiene, matérias-

primas de boa procedéncia e o ajuste de alguns pardmetros de producdo, como
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temperatura e pH, a conservacdo em temperaturas baixas e o controle de oxigénio no
alimento sé&o vistos como boas alternativas para a redugéo dos riscos (FLORES; MELO,
2015; RAHMAN et al., 2022). Todavia, durante o processo de transporte e no preparo
dos alimentos, o controle de temperatura, armazenamento e higiene sdo dificultados,

favorecendo o crescimento de microrganismos.

Algumas estratégias para conservacao de alimentos ja sdo analisadas e estdo em
processo de desenvolvimento. Sabe-se que o0 uso incorreto de antibidticos induz a
resisténcia das cepas a serem tratadas, descartando a utilizacdo de antibidticos ja
existentes. Com isso, substancias alternativas, como fitoquimicos, sdo fortes candidatos
para a substituicdo total ou parcial dos compostos ja existentes, uma vez que estes
possuem mais alvos de atuacio do que antibidticos convencionais (ALVAREZ-
MARTINEZ et al., 2021).

As infeccBes alimentares oriundas da ingestdo de alimentos contaminados podem
ser diferenciadas como toxinfeccgéo, intoxicacéo e infecgdo. Em casos de toxinfeccdes, as
toxinas bacterianas sdo produzidas ou liberadas ap6s a ingestao do alimento, podendo ser
causadas por Vibrio cholerae e Bacillus cereus, por exemplo. Ja nos casos de infeccao,
ocorre a ingestdo do microrganismo que, posteriormente, pode penetrar e invadir 0s
tecidos, podendo ser causadas por Salmonella Thypi, Shigella, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes. Por fim, os casos de intoxicacdo ocorrem quando a producdo e liberagdo
de toxinas ocorrem durante o desenvolvimento do microrganismo no alimento, antes
mesmo de serem consumidos, como nos casos de infec¢do por Staphylococcus aureus
(BERNARDES et al., 2018; MELO et al., 2018).

2.10.1 Escherichia coli

Morofologicamente, Escherichia coli sdo individuos Gram-negativos de bacilos
curtos e pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que possuem crescimento maximo
em pH 6-7 e temperatura entre 35 e 40°C, tolerando varia¢fes de pH e temperatura em
um range entre 4 e 9 e 7 e 46°C, respectivamente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)
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(Figura 8). E um microorganismo oportunista e de detentor de diversos fatores de
viruléncia, podendo ser agente patoldégico em humanos e animais (GUERRA et al., 2020).

Tortora, Funke e Case (2012) explica que, em sua maioria, as linhagens
conhecidas de E. coli ndo sdo patogénicas e fazem parte da microbiota intestinal humana,
colaborando na producéo de algumas vitaminas e auxiliando na digestdo de alimentos,
além muita utilizacdo em estudos laboratoriais, mas podem ser nocivas quando infestando
outros 6rgdos, como trato urinario, pulmdes e medula. J& as linhagens com potencial
patogénico sdo transmitidas através do consumo de alimentos contaminados e agua ndo
tratada. Quando ocorre, promovem problemas como diarreias e infecgdes no trato urinario

humano.

Figura 8 — (a) Individuos E. coli coradas; (b) Imagem de Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV) de E. coli.

Fonte: (a) Madigan et al. (2017); (b) Tortora, Funke e Case, 2012.

A classificacdo de cepas de E. coli causadoras de doencas € feita a partir do tipo
de infeccdo que pode induzir: enteropatogénicas (EPEC), que instalam-se no trato
intestinal e liberam proteinas que serdo transportadas para células hospedeiras, causando
diarreia; enterotoxigénicas (ETEC), que instalam-se no trato intestinal, liberando toxinas
e induzindo inflamacdo, febre e disenteria; enteroinvasivas (EIEC), que colonizam e
induz doenca invasiva no colon, resultando em diarreia aquosa e sanguinolenta; e a
enterohemorragica (EHEC), desenvolvidas no célon e capazes de produzir a toxina Shiga,
resultando em diarreia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2014; MADIGAN et al., 2016).
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2.10.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus contempla 41 espécies e 24 subespécies. SA0 cocos
Gram-positivas, pertencentes a familia Micrococcaceae e anaerobias facultativas,
podendo apresentar maior crescimento em condi¢Oes aerdbias. Podem apresentar
crescimento normal até 47,8°C e producgdo de toxinas em temperaturas entre 10 e 46°C e
pH entre 4 e 9,8 (FRANCO; LANDGRAF, 2008; FLORES; MELO, 2015; MELO et al.,
2018).

Dentre as espécies conhecidas, Staphylococcus aureus é a mais relacionada a
problemas de intoxicacdo alimentar (Figura 9). Essa espécie é capaz de crescer sob alta
pressdo osmotica e baixa umidade, o que justifica seu facil crescimento nas secrecoes
nasais e pele, por exemplo. Por serem tolerantes a concentracoes entre 10 e 20% de NaCl
e nitratos, alimentos curados sdo ambientes 6timos para seu desenvolvimento. Além
desses, podem contaminar bolos recheados com creme, alimentos contendo batatas,
pudins, sorvetes, presunto e carne de porco salgada (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014).

Séo bactérias capazes de produzir elevados teores de toxinas, que acarretam na
expansdo do seu potencial contaminante e deteriorante de tecidos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014). Uma dessas toxinas € a
enterotoxina estafilocdcicas, responsaveis por provocar nauseas, vomitos, diarreia, dor de
cabeca, colicas abdominais, queda da pressao arterial e cdimbras musculares (FLORES;
MELO, 2015).

Figura 9 — Imagem de MEV de S. aureus.
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Fonte: Tortora, Funke e Case (2012).

S. aureus sdo capazes de induzir patologias pela producgéo de toxinas ou da invasao
direta e destruicdo dos tecidos. ManifestacOes clinicas podem ser vistas a partir da acdo
de toxinas, como a sindrome do choque tdxico, caracterizada pela febre alta e vomitos, e
por intoxicagdes alimentares, enquanto outras doengas sdo resultantes do crescimento do
microrganismo, o que resulta na formacdo de abcessos e destruicdo tecidual. Em regides
que ha presenca de corpos estranhos, como sondas, pinos ou proteses, a infeccdo por esse
microrganismo é mais vulneravel e ocorre em menor tempo e a partir de um ndmero
menor de estafilococus (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.11 APLICACOES E MECANISMO DE ACAO BACTERICIDA DOS
EXTRATOS VEGETAIS

Geralmente, o combate a problemas bacterianos é feito a partir da utilizacédo de
antibidticos industriais ja conhecidos, de origem natural ou sintética. Um exemplo de
substancia natural para esse fim é a penicilina, descoberta acidentalmente em 1928 por
Alexandre Flemming a partir da colonizacdo de fungos do género Penicillium em uma
amostra contendo S. aureus (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008). Com essa
descoberta, o impulso industrial para a producdo de microbicidas e o estudo cientifico

para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas ascendeu gradativamente.

Como visto, é vasta a aplicacdo de extratos oriundos de plantas em diversos casos,
inclusive para fins bactericidas. O incorreto uso de antibiéticos e o desenvolvimento de
resisténcia faz com que a necessidade de novos antimicrobianos seja ainda mais urgente.

Partes vegetais in natura ou na forma de 6leos ou extratos, por exemplo, se mostram
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promissores para este fim, uma vez que possuem atividade eficaz e menor

desenvolvimento de resisténcia, gracas a complexa composi¢do quimica dos mesmos.

A aplicacdo de extratos obtidos de diversas partes do cafeeiro ja é explanada e
comprovada por diversos estudiosos. Contrariamente do que foi insinuado por muito
tempo, a atividade bactericida oriunda do café ndo se limita a aco da cafeina, mas
também a presenca de compostos fendlicos e acidos presentes. A acdo bactericida desses
compostos foi comprovada por Runti et al. (2015), que obtiveram resultados positivos ao

analisarem extratos descafeinados frente a espécies Gram-positivas e Gram-negativas.

Para Antonio et al. (2011), a atividade de extratos de café sobre estirpes
bacterianas pode ser alterada de acordo com sua composicdo quimica, a qual é
influenciada pela espécie e pelo processamento que foi submetido, sendo possivel obter
diferentes resultados para 0 mesmo material vegetal. No entanto, devido a essas
modificacdes, 0 mecanismo de acdo de extratos de café verde e café torrado ainda nao
foram bem elucidados (KIM; LEE, 2018).

Duangjai et al. (2016) analisaram as propriedades antibacterianas de polpas de
café pelo método de difusdo em pogo de agar para S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa e E. coli., obtendo melhores resultados para as Gram-positivas. Além disso,
concluiram que a atribuicdo de propriedades bactericidas é garantida pela presenca de

acidos quinico, malico, clorogénico, taninos e cafeina, por exemplo.

Moreira et al. (2018), comprovaram, em seus estudos, que compostos isolados de
subprodutos de café, como os carotenoides, apresentam atividade antibacteriana eficaz
frente S. cholerasus, S. aureus, P. aeruginosa, L. monocytogenes e E. coli. A partir do
teste de microdiluicdo em pocos, foi perceptivel atividade superior para E. coli e S.

aureus.

No que diz respeito a0 mecanismo de acdo, diversos estudos apontam que 0S
compostos vegetais exercem sua atividade bioldgica a partir da acdo sobre diversos
processos, como a inibicdo de sintese proteica, vias metabolicas, sintese de DNA,
modificaces na parede celular e lise da membrana bacteriana (ALVAREZ-MARTINEZ
etal., 2021; NOGUEIRA etal., 2021). Estudando extratos de Aronia melanocarpa, Deng

et al. (2021) viram que antocianinas presentes sao capazes de danificar essa membrana,



46

resultando no vazamento dos compostos intracelulares para o meio exterior, causando a

morte bacteriana.

Outro mecanismo proposto € que compostos como fendlicos sdo capazes de doar
protons que modulam a acidez microbiana, além de captar elétrons livres da cadeia de
transporte de elétrons da membrana ou inibir desidrogenases envolvidas no fluxo de
prétons. Consequentemente, 0s prétons necessarios para o processo de fosforilacdo
oxidativa seriam interrompidos, inibindo, assim, o crescimento bacteriano (KWON et al.,
2007).
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AVALIACAO DA ATIVIDADE CARRAPATICIDA, BACTERICIDA E
ANTICOLINESTERASICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE GRAOS
VERDES E TORRADOS DE Coffea arabica DE QUALIDADE INFERIOR

RESUMO

No presente estudo, foi testado o potencial bactericida, carrapaticida e anticolinesterasico
de extratos etanolicos provenientes de graos inferiores de café verde e torrado. Os extratos
foram obtidos por refluxo quente pelo periodo de quatro horas. Apds, foram filtrados a
vacuo e evaporados, obtendo-se os extratos de café verde e torrado. Os extratos foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e os compostos foram
identificados pela comparacdo com o tempo de retencdo dos padrbes utilizados. A
atividade carrapaticida foi avaliada pelo Teste de Imersédo em Adultos (AIT); na atividade
bactericida foi aplicada a técnica de microdiluicdo; e a inibicdo da acetilcolinesterase foi
analisada a partir do monitoramento da formacdo do 5-tio-2-nitrobenzoato. Os
rendimentos foram 3,44% e 13,34% para o café verde e o torrado, respectivamente. Os
acidos cafeico e clorogénico foram os compostos em maiores concentracdes em ambos
0s extratos. Os extratos apresentaram eficaz acdo carrapaticida em todas as doses
analisadas, promovendo a mortalidade de todos os individuos, além de reduzir a
ovoposicdo dos mesmos. A acao bactericida do extrato de café verde foi obtida a partir
de concentragdes minimas iguais a 0,195 mg mL™ para E. coli e 0,096 mg mL™* para S.
aureus, enquanto o extrato de café torrado apresentou atividade a partir de concentracoes
equivalentes a 0,048 mg mL™? para ambas as bactérias. A avaliacio de inibicdo
enzimatica ndo foi evidenciada nas concentracdes testadas. Os extratos obtidos podem
ser cogitados para o desenvolvimento de novos produtos, permitindo a obtencdo de

moléculas bioativas a partir do uso de subprodutos industriais.

Palavras-chave: Rhipicephalus microplus. Bactericida. Extratos vegetais. Compostos

bioativos.
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1 INTRODUCAO

O café é um dos produtos mais comercializados e consumidos mundialmente. Em
termos produtivos, o Brasil destaca-se como sendo maior produtor mundial de café, com
safra estimada em 55,7 milhdes de sacas do café arabica e 17 milhdes de sacas do café
conilon para o biénio 2022-2023 (BRASIL, 2022).

Pesquisas de Pereira et al. (2020) e Montenero et al. (2021) mostram que a
composicao bioguimica e bioativa dos grdos de café esta relacionada com beneficios a
salde humana, como por exemplo a cafeina que pode reduzir o risco de doencas de
Parkinson e Alzheimer, Diabetes Tipo 2 e certos tipos de cancer. A trigonelina, um
alcaloide presente no café, possui efeitos antimicrobianos, anticancerigenos e anti-
hiperglicémicos. Alem disso, o café € fonte de acidos clorogénicos, que possuem
propriedades  antioxidantes,  anti-inflamatdrias, antidiabéticas, antiobesidade,
hepatoprotetoras, antimicrobianas e anti-hipertensivas.

O teor de compostos fitoquimicos presentes no café, relacionados com beneficios
asaude, pode ser influenciado por fatores como torra, moagem e fermentacao. O processo
de torrefagdo é uma das principais etapas que modifica a concentracdo dos compostos
bioativos, pois ocorre nessa etapa reacdes quimicas, desidratacdo, reacdo de Maillard e
degradacdo de Strecker, as quais sdo responsaveis pelo aroma e cor caracteristicos do café
(MONTENERO et al., 2021).

No entanto, por ser bastante consumido pela populacéo brasileira e ser bastante
exportado, a geracdo de residuos solidos e de efluentes durante a cadeia de producdo do
café, desde a colheita até o preparo da bebida, é diretamente proporcional a producéo da
mercadoria apta para o consumo. Esses subprodutos sdo um entrave preocupante, uma
vez que, frequentemente, séo descartados de forma indevida, causando fortes impactos
ambientais (VEGRO; CARVALHO, 1994; SILVA et al., 2022).

Diferente da inddstria alimenticia, diversas formas de aproveitamento para o
material rejeitado ja sdo estudadas e realizadas, como as cascas, polpa e borra que sdo
aplicadas na producdo de biocombustiveis, biofertilizantes e racdo animal, enquanto a
agua utilizada no processo é tratada por digestdo aerobica e reutilizada para fins de
irrigacdo (VEGRO; CARVALHO, 1994; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; DURAN et al.,

2017). Ademais, sabe-se que aplicacdo de gréos verdes ndo defeituosos como aditivos
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alimentares, enzimas, adubos, conservantes e antioxidantes também ja € algo visto, bem
como a utilizacdo de graos torrados para a formulagdo de cosméticos, farmacéuticos e
alimentares (MARTO et al., 2016; DURAN et al., 2017). No entanto, novas alternativas
para o uso de grédos defeituosos de café ainda séo limitadas e escassas.

O objetivo desse trabalho foi analisar o potencial bactericida e carrapaticida de
extratos de grdos verdes e torrados de café de qualidade inferior, além de avaliar o

potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Os grédos de café (Coffea arabica L.) verdes e torrados de qualidade inferior foram
adquiridos do Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Lavras, da safra
2019/20 do sul de Minas Gerais. Os graos de cafés foram torrados em torrador com
capacidade para 1 kg, no grau de torracdo médio e os grdos de cafés verdes foram
triturados em liquidificador industrial. As amostras dos grdos torrados e moidos e dos
grdos verdes triturados foram empacotadas em embalagens de polietileno de 1 Kg e

armazenadas a temperatura ambiente, até a utilizaco.

3.2 Obtencéo dos Extratos Vegetais

Os extratos de café foram preparados utilizando o etanol como solvente, por meio da
técnica de refluxo simples solido-liquido. As condi¢des da extracdo foram de 4 horas, a
78°C, em uma proporcao liquido solido de 5:1, para uma extracdo eficaz dos constituintes.
Apbs o processo de refluxo, os extratos foram filtrados e rotavaporizados (Rotavapor
Buchi R-144), por 2 horas para a evaporacdo do solvente. Posteriormente, 0s extratos
foram deixados por 24 horas em capela de exaustdo a temperatura ambiente, para
evaporagdo completa do solvente. Em seguida, os extratos foram armazenados em vidros
hermeticamente fechados e armazenados em freezer a -10 °C, para posteriores analises.

O teor de umidade dos graos de café foi avaliado de acordo com Pimentel et al. (2006), e
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o rendimento de extracdo (%R), em base livre de umidade, foi calculado, de acordo com

a Equacéo 1.
100 - peso do extrato
%R = . ey
peso da amostra — (peso da amostra - umidade)
5

3.3 Caracterizacao dos Extratos

A Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) foi realizada utilizando
cromatografo Shimadzu UHPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo), equipado por
duas bombas quaternérias de alta pressdo LC-20AT, degaseificador DGU-20A5, injetor
automatico SIL-20A, controladora CBM-20A, forno CTO-20AC, um detector UV-Vis
SPDM-20A e um detector de indice refrativo diferencial RID-10A e um coletor de fracdes
FRC-10A. Foi utilizada uma coluna Shim-pack VP-ODS-C18 (250mm x 4,6mm) e pré
coluna Shim-pack (10mm x 4,6mm).

A Fase Movel (A) foi formada por 2% de acido acético em &gua, enguanto a Fase
Movel (B) constituiu da mistura de metanol, 4gua e &cido acético nas proporgdes de
70:28:2, respectivamente. O tempo total de injecdo foi de 65min a 40°C, em fluxo de 1mL
min e em comprimento de onda igual a 280nm. Os padrdes fendlicos utilizados foram o
acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, vanilina, acido p-cumarico,
acido ferulico, &cido m-cumarico, acido o-cumarico, resveratrol e acido trans-cinamico,
todos obtidos da Sigma Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA). As Solugdes-estoque

foram preparadas em solucédo de metanol a 70% em grau HPLC.

Quantidade de 0,5g dos extratos que seriam analisados foram solubilizados em 20 mL
de metanol 70% e submetidos a banho ultrassénico por 20 minutos. Apos banho, a
solugéo foi centrifugada (4000 rpm/7 minutos) e o sobrenadante foi filtrado em membrana
de nylon 0,45 um (Millipore). Os compostos presentes no extrato foram identificados a

partir da comparacéo com os tempos de retencdo dos padrdes utilizados.
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3.4 Atividade carrapaticida

Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus foram coletadas manualmente de
bovinos infestados de forma natural na cidade de Lavras — MG e regido que nao
receberam nenhum tipo de tratamento carrapaticida nos trinta dias anteriores ao
experimento. Os carrapatos foram levados ao laboratorio e lavados em peneira, sob dgua
corrente, secos em papel absorvente e agrupados para o experimento (REIS et al., 2021).

O Teste de Imersdo em Adultos fora realizado de acordo com a metodologia
proposta por Drummond e colaboradores (1973). O experimento foi realizado no
Laboratdrio de Biologia Parasitaria (BIOPAR) do Departamento de Medicina Veterinaria
da UFLA, Minas Gerais, Brasil.

Os carrapatos selecionados foram pesados e divididos em grupos de dez
individuos com o peso homogéneo. Nos grupos controles, os carrapatos foram expostos
a agua destilada (Cl) e Tween 20% a 0,01% (CIl). Nos grupos de tratamento, 0s
carrapatos foram tratados com concentracdes de extratos de cafés verde e torrado,
equivalentes a 7,8 (T1); 15,6 (T2); 31,25 (T3); 62,5 (T4) e 125 (T5) mg mL™%, diluidos em
solugéo de Tween 0,01%. Os carrapatos de cada grupo foram imersos por cinco minutos
em béqueres contendo 10 mL de cada solugdo descrita acima, tanto para os Grupos
Controles quanto para os Grupos Tratamento. Em seguida, os carrapatos foram secos com
papel toalha e dispostos em placas de Petri sob condi¢des ambientes, sendo monitorados
durante sete dias. Foram considerados mortos 0s carrapatos que nao responderam ao

estimulo com CO e estimulo do ventre.

3.5 Atividade bactericida

3.5.1 Ativacao das cepas bacterianas

As bactérias Escherichia coli (EPEP — 055) e Staphylococcus aureus (ATCC —
13565) foram obtidas da Colecdo de Culturas de Microrganismos do Laboratorio de
Micotoxinas e Micologia de Alimentos, Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG,

Brasil. As bactérias foram ativadas a partir da incubacdo de 1mL da cepa em 9 mL de



62

caldo de infusdo de coracgdo e cérebro (BHI, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai,
india) a 37°C por 24 horas. Apds a ativacio, uma aliquota desse meio foi transferida para
um tubo contendo 9mL de Caldo de Soja Triptica (TSB), resultando em uma solucéo de
cultura de 108 UFC mL™. A solucéo foi lida em espectrofotdmetro em comprimento de
onda igual a 625 nm e a absorbancia ajustada em uma faixa de 0,08 a 0,1 A (Shimadzu
UV-160 1 PC) (CLSI, 2015). Para a realizacdo do teste, 1mL do in6culo foi novamente

diluido em 9mL de TSB, obtendo uma concentracéo igual a 10’ UFC mL™.

3.5.2 Determinacgdo da Concentragdo Inibitéria Minima

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos foi
realizada a partir da técnica de microdiluicdo (CLSI, 2015), utilizando placas de 96 pogos.
Foram adicionados, a cada pogo, 100 uL de Caldo Mueller Hinton (Kasvi, Pinhals, PR,
Brazil), 30 uL de solugdo bacteriana e 100uL do extrato, nas concentragdes de 1; 1:1; 1:2;
1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512 e 1:1024. Os volumes foram
homogeneizados com auxilio de pipeta automatica e as microplacas foram incubadas a
37°C por 24h. A CMI foi determinada como a menor concentra¢do capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Como Controle Positivo, utilizou-se o antibidtico comercial
Amoxicilina (Img mL™) e o Tween 20 como Controle Negativo

Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 10uL do corante resazurina
sodica 0,01% em cada poco e, a partir da mudanca de coloracdo promovida, foi possivel
identificar quais concentrac@es resultaram na inatividade bacteriana (azul) ou mantiveram

a atividade normal (vermelho) (Albuquerque et al., 2016; Araujo; Longo, 2016).

3.6 Atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase

O teste avaliativo da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase foi realizado de acordo
com a metodologia de Ellman e colaboradores (1961). Para a ativacdo da enzima,
aliquotas 2970 pL de Tampéo Tris-HCI (composto por HCI, NaCl e MgCI2.6H20) de
254 pL da solugdo enzimaética acetilcolinesterase foram adicionadas em um tubo de
ensaio e encubadas a 37°C por cinco minutos. Em seguida, foram adicionados 25 puL das

amostras de extratos nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1; 10; 50 e 100 mg mL, 100 pL do
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Reagente de Ellman e 80 pL de substrato e novamente incubada a 37°C por quinze
minutos. Por fim, a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 412nm (Shimadzu UV-1601PC).

Para fins comparativos, foram realizados Controles Negativo e Positivo para cada
amostra analisada, nos quais as amostras foram substituidas por etanol e pelas dilui¢des
equivalentes de carvacrol, respectivamente. Ademais, a fim de considerar a hidrdlise
natural da acetiltiocolina, foram realizados controles ndo enzimaticos para cada amostra
analisada, na qual a enzima foi substituida por Tampéo Tris-HCI.

Os testes foram realizados em trés repeticOes e a porcentagem de atividade
enzimatica foi calculada de acordo com a Equacéo 2.

A(%) = (ATA—_OAC> .100 @

Em que: A é a absorbancia percentual; At a absorbancia do tratamento contendo
0 extrato/controle positivo; Ac € a absorbancia do controle ndo enzimético; e Ao é a

absorbancia do controle negativo.
3.7 Andlise estatistica

Os dados oriundos a partir do rendimento, da atividade inibitoria da AChE e da
atividade bactericida foram analisados pelo software SISVAR® a fim de avaliar se houve
diferencas significativa entre os tratamentos, com médias comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significancia (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Determinagéo da umidade e rendimento dos extratos

Os resultados obtidos para o rendimento das extracGes dos graos verde e torrado

estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Rendimento de extratos etandlicos de Café Verde (CV) e Café Torrado (CT)

Extratos Rendimento (g)
Café Torrado (CT) 13,34 +1,48%
Café Verde (CV) 3,44 +0,81°
*CV (%) 14,09

*CV (%) — Coeficiente de Variagéo.
Fonte: Do autor (2022).

A partir da metodologia proposta, os grdos de café verde secos apresentaram teor
de umidade igual a zero. Esse resultado ¢é explicado pela secagem dos grdos em terreiro
ao ar livre e expostos ao sol, o que comprova a eficiéncia do processo de secagem. O
processo de torra também é eficaz na reducdo da umidade dos graos, a qual decresce em
fungéo tempo, podendo ser quase ou nula a partir dos 12 minutos de torra (VITORINO et
al., 2001).

De acordo com os dados obtidos para o rendimento, é notério que o café verde
possui um rendimento inferior quando comparado ao café torrado. Uma possivel
justificativa para esse caso esta relacionada a superficie de contato do material vegetal
com o solvente utilizado no processo de extracdo. O café torrado, por passar pelo processo
de moagem, apresenta maior contato com o solvente no processo de extracdo, garantindo

maior rendimento do extrato.

De acordo com Leite et al. (2021), os reagentes utilizados no processo de extracdo
devem ser definidos visando a utilizacdo do extrato em processos industriais. O etanol é
visto como ser um produto biodegradavel e seguro, além de eficiente na extracdo de

moléculas bioativas. A composi¢do quimica dos extratos pode ser potencializada pela
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extracdo com solventes de diversas polaridades, a fim de extrair compostos de estruturas

quimicas diferentes (GUALBERTO et al., 2021).

4.2 Caracterizacao dos Extratos

Os compostos presentes nos extratos de café verde e café torrado identificados

pela comparagdo com os tempos de retencdo dos padrdes e suas respectivas concentracoes

(mg g estdo expostas na Tabela 2.

Tabela 2 - Compostos presentes nos extratos identificados por HPLC.

Concentracéo (mg g )

Compostos CcVv CT
Acido galico - 0,001
Catequina - 0,012
Acido clorogénico 15,096 0,019
Acido cafeico 43,752 4,500
Vanilina 0,323 0,008
Acido ferlico 0,224 -
Acido m-cumarico - 0,007
Acido o-cumarico 0,526 -
Resveratrol 0,247 -

Fonte: Do autor (2022).

Em ambos os extratos, o acido cafeico foi o composto encontrado em maior

concentracéo, correspondendo a 43,75 mg g e 4,5 mg g para os extratos de café verde

e torrado, respectivamente. Maior quantidade de acidos clorogénicos foram identificados

no extrato de café verde (15,1 mg g*). O extrato de café torrado apresentou menor

concentracéo dos outros compostos detectados quando em comparagdo com o extrato de

café verde.
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Ao estudarem gréos torrados de quatro variedades de Coffea arabica, Monteiro e
Farah (2012) identificaram teores de acidos cafeioquinicos (CQA) iguais a 80,6%, 82,6%,
82,7% e 83,0% para as variedades de Coffea arabica Mundo Novo, Bourbon, Red Catuai
e Yellow Catuai, respectivamente, dos acidos clorogénicos totais (CGA). Ja o contetdo
de &cidos dicafeoilquinicos (diCQA) correspondem a 15,1%, 13,6%, 13,2% e 12,9%,
respectivamente. J& para os &cidos feruloilquinicos (FQA) o teor detectado corresponde
a 4,3%, 3,9%, 4,1% e 4,1% para as mesmas variedades e a mesma ordem. Compostos
semelhantes foram apresentados por Vinson, Chen e Garver (2019), que identificaram
acidos cafeioquinicos, acidos feruloilquinicos, acidos dicafeoilquinicos e dimeros de

cafeina em extratos de café verde comercial.

Semelhante aos dados compostos identificados nesse trabalho, Mirén-Mérida et
al. (2019) identificaram quatro principais compostos fenolicos em de pergaminho de café,
em concentragBes iguais a 0,097 mg g* para acido galico, 0,045 mg g* para acido
clorogénico, 0,034 mg g* para o 4cido p-cumarico e 0,179 mg g* para o acido sinaptico,

além da cafeina, em concentracdo ndo exposta.

Ao analisarem por HPLC extratos de café verde incorporados a suplementos
alimentares, Brzezicha et al. (2021) identificaram &cido clorogénico, cafeina, acido
cafeico, acido cumarico e é&cido ferualico, sendo o acido clorogénico em maiores

quantidades, em concentragdo média igual a 32,7 e 47,6 mg g*.

Trugo e Macrae (1984) definem os &cidos clorogénicos como sendo um termo
geral utilizado para descrever uma variedade de compostos fendlicos encontrados em
espécies vegetais, inclusive no café. Nesse grupo, estdo inclusos os ésteres de &cidos trans
cinamicos, como acido cafeico, acido feralico, acido p-cumarico e acido quinico. Esses
acidos possuem eficiente atividade antioxidante, mostrando alta atividade
anticancerigena no combate de doencas degenerativas e cardiovasculares, protecédo
vegetal a tensdes abioticas e ataque de patdgenos, além de contribuir nos graus de amargor
e adstringéncia da bebida (ROSSI et al.,2007; MONTEIRO; FARAH, 2012; AYELIGN;
SABALLY, 2013).

Segundo Farah et al. (2005), a temperatura elevada no processo de torra promove

a quebra das ligagGes carbono-carbono dos CGA, o que resulta na isomerizagdo e na
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degradacéo de alguns compostos do café torrado, o que pode explicar a na isomerizagdo
que ocorre no inicio da torra, além de possiveis rea¢fes de hidrolise e desidratacdo de

compostos, 0 que podem explicar a diferenca dos compostos presentes nos extratos.

Yang e colaboradores (2016) explicam que a formacao dos compostos aromaticos
presentes no café de torra padrdo pode ser formado a partir da decomposi¢do do 4cido
feralico. Para Yashin et al. (2017), o café é uma das fontes mais ricas de acidos
clorogénicos e a quantidade desses compostos pode ser influenciados pelo procedimento

de extracdo aplicado para a obtencédo destes.

4.3 Atividade carrapaticida

Os dados da atividade acaricida obtidos pelo Teste de Imersdo em Adultos com 0 uso
dos extratos de café verde e torrado estdo apresentados na Tabela 2 e 3, respectivamente.
A mortalidade dos individuos apresentou comportamento dose-dependéncia,
apresentando maior mortalidade dos individuos nas maiores concentracdes. O extrato de
café torrado, além da mortalidade dos individuos em até o quinto dia de tratamento, inibiu
consideravelmente a ovoposi¢cdo em todas as concentragdes, enquanto o extrato de café
verde reduziu a postura de ovos apenas nas concentragdes iguais a 125 e 62,5 mg mL™.
Os controles utilizados no teste, &gua e Tween 0,01%, ndo ocasionaram a morte e nem a

inibicdo da postura de ovos durante o periodo de avaliacéo.

Por apresentarem individuos mortos em todas as concentracdes durante o periodo de
avaliacdo, nao foi obtido o valor da concentracédo letal para 50% dos individuos, mas é

possivel inferir que a CL50 de ambos os extratos ¢ inferior a 7,8 mg mL™.

Tabela 3: Mortalidade de carrapatos Rhipicephalus microplus a diferentes

concentragdes de extratos de café verde.
Mortalidade - CV
Concentragéo (mg mL™?) 24h 48h 72h 96h
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125 6 10 10 10
62,5 2 8 8 10
31,25 2 4 8 10
15,6 2 4 6 10
7,8 0 2 4 10

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 4. Mortalidade de carrapatos Rhipicephalus microplus a diferentes

concentracdes de extratos de café torrado.

Mortalidade — CT

Concentragédo (mg mL™?) 24h 48h 72h 96h 120h
125 10 10 10 10 10
62,5 4 8 10 10 10
31,25 0 4 4 10 10
15,6 2 2 4 10 10
7,8 0 6 6 8 10

Fonte: Do autor (2022).

Bravo-Ramos et al. (2021) analisaram extratos de folhas de Carica mamao, raiz
de Moringa oleifera e sementes e cascas de Randia aculeata em concentracdes iguais a
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 e 1,56 mg mL* frente a Rhipicephalus microplus. Os autores
observaram mortalidade entre 5-55% com extratos de folha de de C. mamé&o, 7,5-65,6%
para extratos de M. oleifera, 17,5-85,5% com extratos de sementes de R. aculeata e 15-
75% com extratos de cascas de R. aculeata, além da inibicdo da eclosdo de ovos nas

maiores concentragdes analisadas.

A acdo carrapaticida de compostos vegetais pode ser observada de diversas
formas, como na absorcdo das substancias pela superficie corporal, fototoxicidade,
inibicdo enzimética e o bloqueio do sistema nervoso e, em seguida, 6rgdos como intestino
e ovario (REMEDIO et al., 2014; ROMANA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021).

Shanmuganath e colaboradores (2021), testaram extratos de A. conyzoides para

especies resistentes de R. microplus. Com a acdo positiva dos extratos, foram observadas
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modificages no tegumento dos individuos testados, além de redugdo de fosfatase &cida
e alcalina, compostos responsaveis pelo transporte e digestdo alimentar. Neste mesmo
ano, Oliveira et al. (2021) perceberam a acdo dos extratos de Acmella oleracea (jambu)
nos odcitos | e Il das fémeas de R. sanguineus e, consequentemente, interferindo no

material genético e comprometendo suas funcgdes celulares.

Lunguinho et al. (2021) avaliaram o potencial de 6leos essenciais de Backhousia
citriodora, Callistemon viminalis and Cinnamodendron dinisii sobre Rhipicephalus
microplus, onde obtiveram concentracéo letal média (LC50) igual a 3,276 pLmL ™ pelo
6leo essencial de B. citriodora, seguido por C. dinisii, que apresentou LC50 equivalente
a 8,195uL mL?, e C. viminalis, com LC50 igual a 8,936uLmL ™.

Diversos estudos comprovam o vasto nimero de compostos responsaveis pela
acao carrapaticida, seja no estagio larval ou no estagio adulto. Desses, podem ser citados
os alcaloides, flavonoides, cumarinas, antraquinonas e terpenos (ALCALA et al., 2015;
ROMANA et al., 2019; SILVA et al., 2021; SANTOS et al., 2021). Sabendo que o café
possui, em sua composicéo, alcaloides, flavonoides e terpenos, por exemplo, levanta-se a
hipotese de que esses compostos estejam relacionados com a atividade bioldgicas dos

extratos em questao.

4.4 Atividade inibitéria da acetilcolinesterase

A Tabela 4 apresenta a atividade enziméatica em funcdo da concentracao analisada
promovida pela aplicacdo dos extratos de café verde e torrado. Divergindo do padrédo
utilizado nesse estudo e do que ja foi confirmado por estudos realizados com compostos
obtidos de plantas, como 6leos essenciais, a reducdo da atividade enzimatica ndo é
diretamente dependente da concentracdo aplicada no teste. As menores atividades
enzimaticas da AChE dos extratos foram observadas na concentragdo 100pug mL™, onde
apresentou atividade de 63,96% para o café torrado, enquanto o extrato de café verde
apresentou atividade igual a 79,72% na concentragdo 100pug mL™. Como os extratos no

mostraram atividade inibitéria igual ou superior a 50%, ndo foi possivel calcular o I1Cso.



Tabela 5: Atividades de inibigdo enziméatica da AChE obtidas para o carvacrol e

extratos de café verde e torrado.
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Atividade enzimatica (%)

Concentragédo (mg mL™?) Carvacrol CT Cv
0.25 80.17+0.53 a8 65.31+4.47 «c 87.83 £2.35pa
0.5 88.51+0.39pa 69.84+9.13 87.27 £ 2.91 pa
1 64.38+0.22 63.96+1.41 4 79.72 £ 0.54 ca
10 58.31+0.734c 84.56+1.52 s 95.86 + 0.54 an
50 24.01+098ec 88.21+0.79 8 94.09 + 2.60 aa
100 20.53+0.03ec  114.62 £4.07 an 97.42 £ 0.16 a8

As meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo
diferem entre si pelo Teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2022).

Sabe-se que substancias vegetais possuem natureza complexa, gragcas a sua
diversidade quimica e que a natureza complexa de extratos, quando atrelado a possiveis
interacOes antagdnica ou sinérgica, pode explicar as a¢des dos mesmos (ZENGIN et al.,
2020). Efeito semelhante foi confirmado por Gomes et al. (2022), que mostraram que a
acao inibitoria dos extratos de Ammocharis coranica possui maior potencial de inibicédo

enzimatica do que os mesmos extratos quando testados de forma fracionada.

Ademais, 0s compostos bioativos, quando comparados com outros extratos,
podem divergir quantitativamente por diversos fatores: a parte vegetal, o ambiente no
qual foi coletado e a estacdo do ano podem influenciar fortemente nos metabolitos ativos.
Além disso, 0 processo de extracdo também é crucial no processo. Parametros como o
método, solvente e temperatura aplicados interferem na eficacia da obtencdo e na
guantidade de biomoléculas vegetais (SHARMA et al., 2015; SENOL et al., 2018;
ZENGIN et al., 2020).

Akomolafe et al. (2017) e Zengin et al. (2020) citam que o café possui boa
atividade inibitdria de enzimas, comprovada pela a¢cdo de compostos isolados, como a
cafeina e acidos clorogénico e cafeico O acido cafeico, quando utilizado com a cafeina,
apresenta inibicao inferior quando comparado com a atividade da cafeina pura, mas com

efeito inibidor maior quando comparado ao acido cafeico isolado. Os autores citam que,
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além dos compostos bioativos que estdo sendo analisados, fatores como a enzima e o

método utilizados podem influenciar diretamente no resultado obtido.

Budryn et al. (2018) testaram o potencial de inibicdo da butirilcolinesterase
(BChE) de extratos aquosos de cafés arabica e robusta. Melhores valores de 1Cso foram
encontrados para os graos verdes de café robusta e de aradbica em torra média, iguais a
1,96 e 1,81 pmolL, respectivamente. Os autores explicam que a agao superior dos graos
verdes de café robusta esta relacionada a quantidade de &cido clorogénico, o qual foi
significantemente maior que nas outras amostras. Ja no café arabica, no inicio da torra,
foram formados compostos que sdo capazes de ligar-se efetivamente a BChE. Os
principais compostos relacionados no processo inibitorio foram a cafeina e acidos

ferulico, clorogénico e hidroxicinamicos.

Nemzer, Kalita e Abshiru (2021) analisaram extratos de café com quantidades
distintas de cafeina e acido clorogénico para fins de inibicdo da AChE. Em seus estudos,
concluiram que a acdo inibitoria de extratos com maiores teores de cafeina e acido
clorogénico é dependente da dose analisada, enquanto extratos com teores reduzidos
dessas substancias ndo apresentaram atividade inibitéria da enzima sob condi¢des

analisadas.

Estudos realizados por Oboh e colaboradores (2013) corroboram esses resultados.
Os pesquisadores analisaram a inibicdo da AChE pela cafeina e acido clorogénico de
forma isolada e conjunta, a partir de ICso igual a 4,21 pg/mL e 8,01 pg/mL,
respectivamente. No entanto, quando analisados de forma conjunta, a atividade
enzimatica foi reduzida quando utilizadas quantidades iguais dessas substancias.

Conforme Pohanka e Dobes (2013), a cafeina € um composto com capacidade
inibitéria e de carater ndo competitivo, mas de baixo potencial quando comparado com
outras substancias ja aplicadas para esse fim, com menor toxicidade e maior facilidade
para administrar altas doses. Pesquisas de Nemzer, Kalita e Abshiru (2021) apontam
valores de ICsp da cafeina igual a 90 nug/mL, enquanto compostos anticolinesterasicos ja
conhecidos, como a fisiostigmina, apresenta inibicdo quase completa com doses

equivalentes a 5 pg/mL.
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Alguns estudiosos, como Oboh et al. (2013), explicam que a acdo de
biocompostos esta relacionada com a sua estrutura quimica, que podem interferir positiva
ou negativamente no potencial inibitério ou neuroprotetor. Compostos polifendlicos
possuem grupos hidroxilas capazes de formar ligac6es de hidrogénio com aminoacidos

especificos nos locais ativos de enzimas.

Lunguinho et al. (2021) analisaram a eficiéncia de 6leos essenciais de B.
citriodora e C. dinisii para a inibicdo de AChE, obtendo resultados reduzidos (IC50>100
pg/mL) ou ndo eficientes para a inibigdo enzimatica. A baixa acdo do dleo essencial de
B. citriodora pode ser explicada pelo reduzido potencial inibidor do citral, composto
majoritario do 6leo. No segundo caso, por ser um 6leo de complexa composicao quimica
e mesmo com compostos capazes de induzir a inibicdo enzimatica, a agdo de compostos
minoritarios presentes no 6éleo de C. dinisii pode ser de natureza antagbnica, o que

acarreta na inativacao do potencial do mesmo.

Semelhante ao presente estudo, Erdem et al. (2016), avaliaram extratos obtidos a
partir de café comercial para inibicdo da AChE e BChE. Os pesquisadores ndo
encontraram resultados frente a AChE em concentragdes até 100 pug/mL e atividade de
inibicdo de 30,8% para BChE, 0 que leva a suposicao que esses compostos ndo agem de
forma inibitoria frente a enzima, mas sim pela acdo neuroprotetora, uma vez que o acido

clorogénico possui alto potencial antioxidante.

A acdo do acido clorogénico e seus metabdlitos para reducdo de danos neuronais
se da pela protecdo contra agentes estressores, como o 6xido nitrico e o glutamato, bem
como na reducgdo de peroxidagdo lipidica (TARAM et al., 2016). Trabalhos de Pavlica e
Gebhardt (2009) e Metwally et al. (2020) mostram que a acdo do acido clorogénico
protege células neuronais por meio da limpeza de radicais livres e na inibicdo da formacéo
destes quando analisadas em células intactas, na regulacdo de marcadores moleculares e
sinalizagdo citoprotetora. O processo de torra do café pode aumentar significativamente
a quantidade de compostos antioxidantes lipofilicos, os quais podem agir de forma mais
eficiente em células neuronais, protegendo-as de possiveis danos ocasionados por estresse
oxidativo (Chu et al., 2009).
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4.5 Atividade bactericida

As Concentracdes Minimas Inibitérias (CMI) de cada amostra para cada bactéria
estédo expressas na Tabela 5. Com base nos dados apresentados na Tabela, o extrato de
café torrado apresentou atividade bactericida a partir de concentra¢fes iguais ou
superiores a 0,048 uL mL, enquanto o extrato de café verde mostrou inibicéo a partir de

0,195 e 0,096uL mL* para S. aureus e E. coli, respectivamente.

A aplicacdo do Tween, utilizado para solubilizar os extratos, agiu sem interferir
na propriedade dos extratos analisados, convergindo com os dados expostos por Freire e
colegas (2014) e por Aradjo e Longo (2016). JA& o Controle Positivo utilizado
(Amoxicilina 1 mg mL™?), foi eficiente frente as duas bactérias sob todas as concentragdes

analisadas.

Tabela 6: Concentragdes Minimas Inibitdrias de extratos para E.coli e S.aureus.

CMI (uL mL)
E. coli (-) S. aureus (+)
CV 0,195 A 0,096 PA
CT 0,048 % 0,048 @
Controle + 0,048 % 0,048 @
Controle - NI NI
*CV (%) 34.64

Legenda: NI — N&o inibiu.; *CV (%) — Coeficiente de Variacéo.
Letras mindsculas na mesma linha e letras mailsculas na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente entre si a 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2022).

Estudos de Mohammed e Al-Bayati (2009) afirmam que a cafeina pura possui
significativo efeito bactericida ao apresentar zona inibitéria de 11,4 mm e 12,5 mm para
E. coli e S. aureus, respectivamente, partindo de uma concentragdo equivalente a 2 mg
mL. A ac8o bacteriana obtida, por sua vez, pode ser explicada pela potencialidade da
cafeina em inibir a sintese de proteinas a partir do DNA e inibir a incorporagao de timina

e adenina.
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Kim e Lee (2018) analisaram o potencial antibacteriano de extratos metandlicos
de café verde frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, obtendo valores para
a atividade bioldgica com concentracdes equivalentes a 62,5 uL mL para E. coli, e maior

que 250 pL mL* para S. aureus.

Bharath, Sowmya e Mehta (2015), ao utilizarem extratos de graos verdes de café
apresentaram resultados de inibicdo para bactérias periodontopatogénicas com
concentrag&o inibitoria minima equivalente a 0,2 pL mL™. Para eles, a acio bactericida
esta diretamente ligada a acdo do &cido clorogénico, composto encontrado em grdos néo
torrados.

Diversos compostos podem ser responsaveis pela acdo bactericida dos extratos,
sendo a cafeina e o acido clorogénico os mais citados. Conforme Fardiaz (1995), a cafeina
pode contribuir relevantemente para a acdo microbicida dos extratos. Todavia, se em
baixas concentracfes, pode atuar como estimulo para o crescimento bacteriano de
algumas cepas, como E. coli, S. aureus e B. cereus. Mediante isso, sabe-se que a agéo
sinérgica da cafeina com outros compostos presentes garante a atividade antimicrobiana
do extrato de café, enquanto, para acdo isolada, se faz necessaria concentracoes
relativamente altas de cafeina (RUNTI et al., 2015).

Prandi e colaboradores (2021) estudaram a atividade microbiana de extratos
provenientes de graos ndo defeituosos e de cascas de café frente a Streptococcus suis e E.
coli. Como resultados, obtiveram significativa inibi¢cdo bacteriana a partir do uso do
extrato dos grdos de café, enquanto o extrato da pele de prata (pelicula protetora do gréo
de café) ndo mostrou atividade frente aos microrganismos. A atividade biolégica exercida
pelo extrato pode ser explicada pela quantidade de proteinas, cafeina e polifendis

detectados.

Akhlaghi et al. (2019) mostraram que extratos obtidos por graos ndo defeituosos
de café apresentaram atividade bactericida frente a S. mutans, em concentragdes entre
62,5 e 1000 mg mL™* e bacteriostatico contra L. plantarum em concentragdes entre 500 e
1000 mg mL™L,

De acordo com Prandi et al. (2021), os compostos fenolicos presentes em extratos

de café podem agir desnaturando as proteinas de células bacterianas, inibindo a
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multiplicacdo bacteriana. Com essas ligacGes, a parede celular é danificada, causando um

desequilibrio de macromoléculas e ions celulares, resultando na lise celular.

Além da acdo bactericida através da lise celular, outros mecanismos de acao
também ja sdo descritos. Camargo et al. (2019) indicaram que a acdo dos compostos
majoritarios de 6leos essenciais obtidos de Cantinoa carpinifolia, a-tujona e B-tujona, séo
capazes de atravessar a superficie membranar e promover sua acdo por meio da agédo
interna, seja pela interferéncia nas proteinas, na inibicdo de sinais de comunicacdo ou na
sintese do DNA.

Akhlaghi et al. (2019) descreveram que a comparacdo de estudos realizados com
outros ja existentes pode ser dificultado por diversos fatores, como a metodologia e meio
de cultura aplicados, o material vegetal a ser analisado e as cepas. Muitos pesquisadores
relatam a atividade microbicida de extratos obtidos a partir de grdos de qualidade ou

outros subprodutos, mas com graos defeituosos nao foram relatados.

A acdo dos extratos obtidos possuirem maior acdo frente a S. aureus pode estar
relacionada a composicdo da sua protecao bacteriana. Nogueira e colaboradores (2021)
explicam que a estrutura da parede celular de uma bactéria Gram-positiva consiste em
uma membrana plasmatica revestida de uma camada de peptideoglicano, enquanto
bactérias Gram-negativas sdo formadas por uma parede de peptideoglicano e uma
membrana externa adicional. Com isso, torna-se mais dificulta a acdo da substancia a ser

analisada.

5 CONCLUSOES

Os extratos obtidos e analisados apresentaram atividade bactericida frente as cepas
de E. coli e S. aureus, a partir de concentragdes minimas equivalente a 0,048 puL mL™*
para o café torrado e 0,096 uL mL™ para o café verde.

A atividade carrapaticida obtida com a utilizagéo dos extratos foi satisfatoria, com
mortalidade gradativa durante os dias conseguintes do experimento, em concentracfes

entre 7,81 e 125 mg mL™. A reducdo da ovoposicio dos individuos tratados com extratos
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de café torrado foi perceptivel nas concentracfes supracitadas, enquanto os extratos de
café verde reduziram a postura apenas em 125 e 62,5 mg mL™*

Os extratos de café apresentaram reduzida inibicao enzimatica, sem que houvesse
relacdo com a dose avaliada. Por ndo demonstrarem potencial de inibicdo satisfatorio, os
compostos dos extratos com possivel atividade de inibicdo pode ser influenciados

negativamente por outros cCompostos presentes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos provenientes de gréos de café de qualidade inferior, na forma verde e
torrada, podem ser novos protétipos para o desenvolvimento de bioprodutos acaricidas e
bactericidas, que possuam eficaz acdo, boa degradabilidade e menor resisténcia dos
patogenos, além de novas aplicabilidades para esse subproduto da segunda maior

indudstria mundial.

A partir da caracterizagdo por técnicas cromatogréaficas, seré possivel entender a
composicao quimica desses extratos e compreender quais compostos e 0s mecanismos de

acao pelos quais sdo exercidas suas atividades bioldgicas.
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