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RESUMO

O café é uma das bebidas mais populares do mundo. Como commoditie, a presenca de
gréos defeituosos que compdem cerca de 20% da producéo gera problemas econdmicos, sociais
e ambientais. Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividade antioxidante, antifungica e
antibacteriana de extratos de café verde e torrado provenientes de grdos defeituosos. Foram
preparados extratos a partir de gréos de café verde e torrado por meio da técnica de extragdo
solido-liquido por refluxo, utilizando o etanol como solvente. O potencial antioxidante foi
avaliado pelo método de estabilizacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A
avaliacdo do potencial de inibicdo fangica dos extratos foi feita pela analise do crescimento
micelial e microscopia eletronica de varredura (MEV) das espécies Aspergillus westerdijkiae e
Aspergillus carbonarius. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de
microdiluicdo, sendo avaliadas a CMI e CMB dos extratos sob as espécies Salmonela enterica
Choleraesuis e Listeria monocytogenes e posteriormente, analisadas em MEV. O extrato de
café verde foi 0 mais eficiente na inibigdo do radical DPPH, sendo que o extrato de café torrado
ndo apresentou atividade antioxidante nas concentracGes testadas. Os dados estatisticos
diferiram para os extratos quanto ao potencial antiflngico; porém, o extrato de café verde foi
mais eficiente na inibicdo do crescimento micelial. A espécie A. carbonarius foi mais sensivel
aos extratos do que A. westerdijkiae, sendo completamente inibido na concentracdo de 0,42 g
mL? pelo extrato de café verde. Ambos os extratos de café ndo apresentaram atividade
bactericida, sendo que o extrato de café torrado também nédo apresentou efeito bacteriostatico.
A concentra¢do minima inibitéria (CMI) do extrato de café verde para L. monocytogenes e S.
Choleraesuis foi referente a concentragdo 0, 21 g mL™. Conclui-se que o extrato etandlico de
café verde foi o que apresentou maior atividade antioxidante, antifungica e antibacteriana,
apresentando alto potencial como subproduto para a industria.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Atividades bioldgicas. Listeria monocytogenes.



ABSTRACT

Coffee is one of the most popular drinks in the world. As a commodity, the presence of
defective grains, which make up about 20% of production, generates economic, social and
environmental problems. The objectives of this work were to evaluate the antioxidant,
antifungal and antibacterial activity of green and roasted coffee extracts. Extracts were prepared
from green and roasted coffee beans using the solid-liquid reflux extraction technique, using
ethanol as a solvent. The antioxidant potential was evaluated by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical stabilization method (DPPH). The evaluation of the fungal inhibition
potential of the extracts was performed by analysis of mycelial growth and scanning electron
microscopy (SEM) of Aspergillus westerdijkiae and Aspergillus carbonarius species. The
antibacterial activity was determined by the microdilution method, evaluating the MIC and MIB
of the extracts under the species Salmonella enterica Choleraesuis and Listeria monocytogenes,
and subsequently analyzed by SEM. The green coffee extract was the most efficient in
inhibiting the DPPH radical, and the roasted coffee extract did not show antioxidant activity at
the tested concentrations. Statistical data differed for the extracts regarding the antifungal
potential, but the green coffee extract was more efficient in inhibiting mycelial growth. The
species A. carbonarius was more sensitive to the extracts than A. westerdijkiae, being
completely inhibited at a concentration of 0.42 g mL™ by the green coffee extract. Both coffee
extracts did not show bactericidal activity, and the roasted coffee extract also did not show a
bacteriostatic effect. The minimum inhibitory concentration (MIC) of green coffee extract for
L. monocytogenes and S. Choleraesuis was related to the concentration 0.21 g mL™. It was
concluded that the ethanolic extract of green coffee was the one that presented the highest
antioxidant, antifungal and antibacterial activity, presenting high potential as a by-product for
the industry.

Keywords: Coffea arabica L. Biological activities. Listeria monocytogenes
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1 INTRODUCAO

Devido ao aroma e ao sabor, o café € amplamente comercializado e consumido,
tornando-se uma das bebidas mais presentes no dia a dia das pessoas. As espécies Coffea
arabica (ardbica) e Coffea canephora (robusta) sdo as mais cultivadas, além de serem

consideradas importantes commodities, apresentando importante papel na economia mundial.

A década de 1960 foi marcada pela popularizacdo do consumo de café e o seu
crescimento exponencial, passando de uma simples mercadoria para um produto especial. O
consumo do café se deve principalmente a seu efeito estimulante, relacionado a cafeina; porém,
a presenca de diversos outros componentes quimicos tanto no gréo cru quanto no torrado torna

o café uma das bebidas mais complexas, apresentando outros efeitos benéficos.

Devido a sua popularidade, estudos sobre as atividades antioxidantes do café tém
aumentado, juntamente com o interesse do consumidor pelo aspecto funcional da bebida,
proporcionando Vvarios estudos sobre sua bioatividade. A atividade antioxidante proporcionada
pelo café advém dos compostos fendlicos, principalmente do acido clorogénico e derivados,
além da reacdo de Maillard durante o processo de torra, que pode originar novas substancias

com efeitos antioxidantes.

Os compostos antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou prevenir
consideravelmente o inicio ou a propagacdo do processo de oxidacdo, podendo evitar a
peroxidacdo dos lipidios, oxidacdo de proteinas, DNA, etc. Comumente, na inddstria de
alimentos sdo empregados antioxidantes sintéticos, sendo os mais comuns BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), GP (galato de propila) e TBHQ (terc-butil
hidroquinona). Entretanto, a utilizacdo de antioxidantes sintéticos tem gerado dividas quanto
ao seu emprego, proporcionando interesse por antioxidantes de origem natural que tenham a

mesma aplicacdo, e que possam ser utilizados em substituicdo aos sintéticos.

Ademais, varios compostos quimicos naturalmente presentes no café ja foram
associados a um potencial antimicrobiano. O controle microbiol6gico é uma das maiores
dificuldades na industria de alimentos, podendo diversos microrganismos, incluindo bactérias,
fungos, leveduras, protozoarios e até virus, causarem contaminacgéo alimentar. Microrganismos
patogénicos podem estar presentes e iniciar seu crescimento nos equipamentos que Sao
utilizados na industria alimenticia, resultando no contato de patdgenos com o0s alimentos,

podendo também estar presente nas etapas de processamento, comprometendo o produto final.
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A utilizacdo de agentes antimicrobianos é eficaz para o controle da contaminagdo microbiana;
todavia, a utilizacdo indiscriminada de produtos quimicos pode acarretar uma série de
problemas ecologicos e de salde devido a toxicidade residual, carcinogenicidade,
teratogenicidade, desequilibrio hormonal, entre outros efeitos. Portanto, hd um crescente
interesse no uso de compostos antimicrobianos naturais para o controle de patégenos e/ou

toxinas produzidas por esses patdgenos.

O Brasil se destaca na producdo e exportacdo dos graos de café; porém, a geracdo de
residuos e producdo de grdos defeituosos ocasionam problemas econdémicos, sociais e
ambientais. Os graos defeituosos compreendem parte da colheita, e sdo representados por graos
imaturos e/ou fermentados, 0s quais ndo sdo descartados, e sim misturados aos gréos sadios;
todavia, acabam resultando em uma bebida de ma qualidade. Logo, propostas para a utilizacéo
dos gréos defeituosos séo essenciais, podendo inclusive ser transformados em produtos de valor

econdmico significativo.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial antioxidante, antibacteriano e

antifungico dos extratos de café verde e torrado provenientes de graos de qualidade inferior.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem do Café

Dados histéricos relatam que a primeira aluséo
a descoberta do café foi no ano de 575, registrada em manuscritos do 1émen. A lenda conhecida
como Lenda de Kaldi retrata que um pastor de cabras da Etiopia (nordeste da Africa), chamado
Kaldi, observou que suas cabras ficavam agitadas e “dangantes” ao consumirem as folhas e
frutos de determinado arbusto; além de mais ageis e resistentes, subindo as montanhas com
rapidez, percorrendo quilémetros em estradas ingremes. Ao provar as folhas e frutos do arbusto,
Kaldi confirmou o efeito estimulante da planta; a noticia logo se difundiu e o café se tornou
parte da cultura etiope (MARTINS, 2012).

Uma vez descoberto, em pouco tempo 0 consumo de café se expandiu. Cabe & Africa a
descoberta do café, mas o dominio das técnicas de plantio e cultivo foi feita pelos arabes, os
quais foram responsaveis pelo comércio do café através do Mar Vermelho, sendo levado a
peninsula ardbica (MARTINS, 2012). A principio, recebia 0 nome de gahwa palavra arabe para
vinho da qual deriva o nome café, porém, também acreditavam que o nome ‘“café”
provavelmente poderia ser devido a regido de Kaffa na Etidpia, da palavra arabe quwwa (poder)
ou ainda de kafta, uma bebida feita da planta khat (PENDERGRAST, 2019).

Com a popularizacdo do consumo de café, as pessoas passaram a consumi-lo ndo s6 em
casa, mas em cafés publicos, que comecaram a surgir em cidades do Oriente Proximo. No
século XVII, o café chegou a Europa e logo seu consumo se destacou em todo o continente,
surgindo diversos ambientes especializados na bebida. Porém, a medida que a bebida café se
dispersava, mais acirrada era a concorréncia para o cultivo da planta além da Arabia
(NATIONAL COFFEE ASSOCIATION- NCA, 2022).

Na segunda metade do seculo XVII, os holandeses obtiveram mudas de café, tendo seu
cultivo bem-sucedido em Batavia, na Ilha de Java, atual Indonésia. Devido ao sucesso obtido
pela cafeicultura, os holandeses expandiram o cultivo para as ilhas de Sumatra e Celebes (NCA,
2022). A principio, o cultivo sistematico do café foi dominado pelos holandeses, e Amsterda
era o centro propagador do produto (MARTINS, 2012).

Posteriormente, em 1714, o governo francés foi presenteado com uma muda de café, em
que, anos depois, Gabriel Mathieu de Clieu, um jovem oficial da marinha, foi responsavel por

introduzir o cultivo na col6nia francesa da Martinica. O cultivo de café propagou-se, gerando
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mais de 18 milhdes de pés de café na llha da Martinica nos 50 anos seguintes. Acredita-se que
essa muda derivou todos os cafezais cultivados por todo o Caribe, América do Sul e Central
(NCA, 2022; PERDERGRAST, 2019).

2.2 Chegada do café no Brasil

Entre 1723 e 1728, o Brasil enfrentava dificuldades relacionadas a divisa entre o norte
do pais (Capitania do Maranhdo e Grdo do Pard) e a Guiana Francesa. Portanto, foram
ordenadas expedices brasileiras ao pais, com o objetivo de estabelecer respeito quanto a divisa
que se dava nas imediacGes do rio Oiapoque, definido pelo Tratado de Utrecht, de 11 de abril
de 1713, entre Portugal e Franca. Uma dessas expedi¢des foi incumbida ao oficial portugués
Sargento-Mor Francisco de Melo Palheta, que também era responsavel pela missdo de
contrabandear sementes de café, visto que o governo francés nao permitiria a exportacdo dos
grdos (MARTINS, 2012; PENDERGRAST, 2019).

Em 1727 chegaram ao Brasil as primeiras sementes de café. Conta-se que Francisco de
Melo Palheta, em sua partida da Guiana Francesa, recebeu um buqué de flores da esposa do
governador de Caiena, Madame D’Orvilliers, contendo sementes de café suficientes para dar
inicio a induastria que hoje gera milhdes de empregos diretos e indiretos (MARTINS, 2012;
PENDERGRAST, 2019). Palheta iniciou o cultivo das sementes de café em seu territorio natal,

o Para, difundindo seu cultivo pelo pais (NCA, 2022).

2.3 Classificacéo botanica do cafeeiro e caracteristicas morfologicas

O cafeeiro é uma planta Eudicotilédonea pertencente a classe das Angiospermas, ordem
Rubiales e familia Rubiaceae, esta Gltima compreende cerca de 500 géneros e mais de 6.000
espécies. O café pertence ao género e subgénero Coffea, que engloba aproximadamente 124
espécies, sendo economicamente o mais importante da familia Rubiaceae devido as espécies
C. arabica L. e C. canephora Pierre A. Froehner (SOCALA etal., 2021) (FIGURA 1).
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Figura 1- Coffea arabica e Coffea canephora

Legenda: (A) Coffea arabica cultivar Rubi MG 1192, (B) Coffea canephora cultivar Apoata IAC 2258.
Fonte: CARVALHO (2007).

As espécies do género Coffea constituem arvores e arbustos perenes que podem variar
de 2 a 6 metros de altura; apresentam dimorfismo de ramos (plagiotrépicos e ortotropicos)
(Figura 2); as inflorescéncias sdo axilares pareadas; caliculo presente; célice truncado a
ondulado, ou levemente lobado; as flores s&o hermafroditas e corolas normalmente brancas. As
folhas primarias sdo opostas e decussadas, e o fruto é do tipo drupaceo, apresentando duas
sementes plano-convexas, sulcadas longitudinalmente em sua face plana, sendo essas sementes
0s graos que irdo originar a bebida café (CARVALHO, 2007; FARAH; FERREIRA DOS
SANTOS, 2015).
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Figura 2- Estrutura do Cafeeiro
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Fonte: CARVALHO (2007).

O café arabica € uma espécie tetraploide, suas flores sdo hermafroditas e apresenta pouca
variabilidade genética. Estima-se que 90% da fertilizacdo de suas flores ocorra por polens e
ovulos advindos de uma mesma planta (MARCOLAN; ESPINDULA, 2015). De acordo com a
descricdo de Coste (1955), a espécie C. arabica L. constitui um arbusto monocaule, podendo
alcancar até 6 metros de altura. As folhas apresentam coloracdo verde-escura, com brilho
acentuado na face adaxial, sendo ovaladas ou sublanceoladas, com margens onduladas. O fruto
(Figura 3) é uma drupa ovoide bilocular, que quando atinge o estagio de maturacdo, pode
apresentar coloracdo amarela ou vermelha. As sementes sdo envoltas pelo endocarpo,
conhecido como pergaminho e recobertas por uma pelicula prateada (Figura 4). O grdo ou
endosperma é rico em polissacarideos (40% a 65,5%), lipideos (7,7% - 16%) e proteinas (11%
- 13%) (DURAN et al., 2017). Em razdo das variacbes externas, desde o cultivo até o
processamento final dos gréos, a sua composi¢do pode apresentar variagdes, 0 que ird impactar
no aroma e sabor do produto final (DEBONA et al., 2020).
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Figura 3- Fruto do Cafeeiro.

Fonte: FLORES (2023).

Figura 4- Morfologia da semente do cafeeiro.
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Fonte: Kleinwdchter e Selmar (2015) com modificacGes.

2.4 Agronegocio Café

A cafeicultura representa uma das maiores fontes da economia do pais e,
consequentemente, uma das principais atividades geradoras de emprego, desde sua chegada ao
Brasil em 1727 (BRAINER, 2020). Cultivado em mais de 70 paises, o Brasil ocupa o lugar de
maior produtor e exportador dos gréos, com 35% da participagdo no mercado mundial, gerando
mais de 8 milhdes de empregos (DURAN et al., 2017).
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O género Coffea engloba cerca de 125 espécies, mas apenas duas sdo economicamente
importantes: Coffea arabica L. (café ardbica) e Coffea canephora Pierre A. Froehner (café
robusta) (KRISHNAN, 2017). A area destinada para a cultura de café no Brasil é de 2.216,9
mil hectares, com destaque para a producdo do café arabica, que detém 81% da area total de
producdo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO- Conab, 2021). Segundo
dados publicados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa, 2019), o café

arabica representou 70% da safra de 2019.

De acordo com a Conab (2022), estima-se que a producdo de café foi de 53.528,3
milhdes de sacas beneficiadas até maio de 2022, observando-se um crescimento de 12%,
guando comparado com a safra anterior. A producdo de café arabica foi estimada em 37.711,9
milhGes de sacas, com aumento de 13,6%. O estado de Minas Gerais apresenta a maior area de

producdo dos graos arabica, detendo 71,7% da érea total de producédo do pais (Conab, 2021).

O aumento do consumo mundial de café para os anos 2021/2022 é estimado em 3,3%,
resultando em um volume de 170,3 milhdes de sacas de 60kg, em comparacdo com 164, 9
milhdes na safra 2020/2021 (INTERNATION COFFEE ORGANIZATIOIN- ICO, 2022).
Segundo a Associacao Brasileira da Industria do Café (ABIC, 2021), o Brasil € 0 segundo maior
consumidor de café no mundo, ficando atrds somente dos Estados Unidos. Em 2021, foi
registrado o consumo per capita de 6,06 kg por ano de café cru e 4,84 kg por ano de café

torrado, observado em ambos o crescimento de 1,06%.

De janeiro a julho de 2022, o Brasil exportou café para 113 paises, ocupando a posi¢ao
de maior exportador de café no mundo. Dos produtos nacionais exportados, o café registrou
uma receita cambial de US$ 5,231 bilhGes, com os embarques realizados no periodo de 2022,
equivalente a um aumento de 62,4%, em compara¢ado ao valor registrado no mesmo periodo do
ano anterior (CONSELHO DOS EXPORTADORES DE CAFE DO BRASIL- Cecafé, 2022).

2.5 Graos defeituosos de café

Dentre os fatores imprescindiveis na determinacéo do preco e aceitacao para exportacdo
do café, esta a qualidade dos gréos produzidos. A presenca de grdos defeituosos esta entre as
causas mais comuns na reducéo da qualidade da bebida (DIN1Z DOS REIS et al., 2019).

Os defeitos presentes no café podem ser de natureza intrinseca e extrinseca. Os
intrinsecos sdo ocasionados devido ao manejo incorreto dos processos agricolas e industriais

ou modificagbes de ordem fisioldgica ou genética (grdos pretos, verdes, ardidos, chochos,
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quebrados e brocados); os extrinsecos estéo relacionados a presenca de elementos estranhos ao
café beneficiado (coco, marinheiro, cascas, paus e pedras) (BRIGHENTI; CIRILLO, 2018).

Os gréos defeituosos correspondem a 20% da producao total de café, sendo separados
antes da comercializacdo. Os grdos ditos pretos, verdes e ardidos (PVA) sdo considerados os
mais relevantes (Figura 5) (DINIZ DOS REIS et al., 2019). Os pretos sdo resultantes da
fermentacao, quando os frutos maduros caem e permanecem no solo, os ardidos ocorrem devido
a falta de agua durante o desenvolvimento dos frutos ou a fermentacdo anormal dos gréos de
café, e os grdos verdes sao provenientes de frutas imaturas, o que pode resultar em adstringéncia
e sabor amargo da bebida (DINIZ DOS REIS et al., 2019; SANTOS; RODRIGUES, 2020).

Figura 5- Gréos P.V.A.

Fonte: EMBRAPA (2022).

Para reduzir os prejuizos devido a presenca dos defeitos nos graos, muitas vezes eles
sdo empregados aos cafés de melhor qualidade, o que ira resultar na perda de qualidade do
produto final. Portanto, o desenvolvimento de novos produtos com valor agregado a partir do
defeito PVA constitui uma maneira de aproveitar os rejeitos provenientes da producdo de café
(DINIZ DOS REIS et al., 2019).

2.6 Composigdo quimica dos graos de café

A qualidade e os aspectos funcionais do café sdo algumas das caracteristicas mais
procuradas, colocando-o como uma das bebidas mais consumidas no mundo. Esses aspectos

estdo diretamente relacionados com a composicao quimica dos graos, associados a presenca de
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compostos quimicos, como cafeina, minerais, amino&cido, lipidios, compostos fendlicos,
melanoidinas e aclcares (KITZBERGER et al., 2013).

A obtencéo de uma bebida de qualidade esta associada a diversos processos pelo qual o
grdo verde ira ser submetido. Segundo Barbosa et al. (2019), a genética e as condi¢des adotadas
em campo durante o cultivo irdo determinar a composi¢do quimica dos grdos crus de café.
Ainda, ao longo das etapas de beneficiamento, as condic¢des de colheita, pds-colheita, torrefacdo
e posterior armazenamento desses graos torrados irdo contribuir para a degradacéo e formacéo
de novos compostos, como carboidratos, acidos, cafeina e lipideos, o que ird influenciar na
qualidade e aspectos sensoriais da bebida. Dentre os fatores mais importantes na determinacgéo
da composicdo quimica dos grdos verdes de café estd a genética versus meio ambiente,
considerando também todas as condicGes de pré e pds-colheita (HALL; TREVISAN; de VOS,
2022).

Estudos anteriores constataram que os grdos de café ardbica verde sdo compostos
principalmente de carboidratos (59-61%), lipidios (11-17%), proteinas (10-16%), fenois (6—
10%), minerais (4%), acidos graxos (2 %), cafeina (1-2%), trigonelina (1%) e aminoé&cidos
livres (<1%) (MENDES et al., 2022). De acordo com Yisak, Redi-abshiro e Chandravanshi
(2018), os gréos crus de café sdo ricos em compostos bioativos, representados principalmente
por alcaloides derivados das xantinas, como a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e a teobromina
(3,7-dimetilxantina), e o alcaloide trigonelina (N-metilpiridinio-3-carboxilato). Dentre esses, a
cafeina é o alcaloide mais abundante no café, seguido da trigonelina (MEHARI et al., 2016).

A 1,3,7-trimetilxantina (cafeina) é um alcaloide purinico presente em varios alimentos,
como chas, cacau, cola e mate; e apesar das distintas fontes possiveis, é conhecida por ser mais
abundante no café (MEHARI et al., 2016; YISAK, REDI-ABSHIRO; CHANDRAVANSHI,
2018). Para a espécie C. arabica, o teor de cafeina encontra-se na faixa 0.8 a 1.4 % (w/w),
enguanto no C. canephora, a faixa € de 1,7 a 4% (w/w) (MEHARI et al., 2016). De acordo com
Mehari et al. (2016), a cafeina presente nos gréos verdes de café depende basicamente da

variedade de café e da localizacdo geografica de origem da planta.

Além da cafeina, outros componentes estdo presentes nos graos de café verde, como os
compostos fendlicos. Chou e Waller (1980) foram os primeiros a identificar a presenca de
acidos cafeico, clorogénico, vanilico, feralico, p-cumarico e p-hidroxibenzoico em gréos de
café ardbica. Desde entdo, aproximadamente 40 compostos fenélicos foram encontrados em C.
arabica (HALL; TREVISAN; de VOS, 2022). Os acidos clorogénicos (CGAS) sdo a classe de
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fendlicos mais abundantes no café (GETACHEW; CHUN, 2016). Segundo Getachew e Chun
(2016), a formacdo dos CGAs ocorre dentro do cafeeiro por meio da esterificacdo dos acidos
trans-cindmicos: acidos cafeico, fertlico e p-cumarico, com o &cido quinico, correspondendo
de 6 a 10% da matéria seca dos gréos de café verde. Outros compostos fendlicos também séo
identificados no café verde, como lignanas, antocianinas e taninos; porém, em menores
proporcoes (FARAH; DONANGELO, 2006).

De acordo com Pimpley et al. (2020), o café ndo torrado apresenta quantidades maiores
de &cidos clorogénicos. Os CGAs encontrados em grdos de café verde e torrado consistem
principalmente de trés isdbmeros de &cidos cafeoilquinicos (3-, 4- e 5-CQASs), &cidos
feruloilquinicos (3-, 4- e 5-FQAS) e acidos dicafeoilquinicos (3, 4-, 4,5- e 3,5-diCQAS)
(MOLSKA etal., 2021). Juntos, esses isdmeros correspondem a aproximadamente 80% do total
de CGAs presentes no café verde (PIMPLEY et al. 2020).

Os terpenos kahweol e cafestol sdo os principais terpenos presentes no café verde. A
presenca desses diterpenos no cafeeiro ira depender da espécie em estudo, identificados apenas
em plantas do género Coffea. O cafestol é encontrado tanto em C. arabica quanto em C.
canephora, porém o kahweol é mais especifico para C. arabica (OLIVEIRA et al., 2014).

O processo de torra € essencial para se obter o aroma caracteristico do café. Diversos
compostos quimicos sdo modificados, contribuindo para o resultado final da bebida
(GETACHEW; CHUN, 2016). A torra dos grdos de café constitui um processo térmico que ira
modificar os componentes quimicos e fisicos do café verde (cru). Ao longo do processo de
torrefacdo, fatores como a temperatura e o tempo sdo os mais relevantes (MEHAYA;
MOHAMMAD, 2020).

Segundo Santos et al. (2018), os CGAs sdo acumulados durante a maturagdo dos graos
de café, e durante a torra, sofrem alteracbes. Em média, 86% dos CGAs sdo perdidos durante a
torrefacéo, originando varios compostos quimicos volateis de baixo peso molecular, e eles irdo
contribuir para o aroma e palatabilidade do café. Mehaya e Mohammad (2020), avaliando a
estabilidade dos compostos bioativos ao longo da torrefagéo, observou que os CGAs reduziram
(34,181 mg/g de amostra de café verde para 2,584 mg/g de amostra torrada), drasticamente
durante a torra a 220 °C por 40 min. Os acidos galico e cafeico aumentaram no inicio da torra
e, em seguida, reduziram. A reducdo dos CGAs é resultado da sua degradacéo para a formagéo
de outros compostos, como o0s acidos cafeico e quinico. Além disso, o0 aumento do acido galico

pode ser devido a quebra de taninos hidrolisaveis.
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Diversos autores relatam a reducgéo do teor de cafestol e kahweol com o aumento do
nivel da torra, resultando em até 70% de perdas da torra clara para a escura (SRIDEVI;
GIRIDHAR; RAVISHANKAR, 2011; ZHANG; LINFORTH; FISK, 2012). Durante o
processo de torra, os diterpenos cafestol e kaweol formam produtos de degradacdo, como
compostos da desidratacdo e reacOes de oxidagdo (cafestal e kahweal). A torra também pode
catalisar reacOes de esterificacdo desses diterpenos, sendo observado 16-O-metilcafestol em
grédos de arabica torrados (NOVAES et al., 2019). Yalginkaya, Abdalla e Bakkalbasi (2022)
constataram que, com 0 aumento da temperatura, ocorre a formacdo de pigmentos marrons
(melanoidinas) por meio da reacdo de Maillard, sendo esses contribuintes da atividade
antioxidante associada ao café.

2.7 Radicais Livres

Segundo a descricdo de Ahmad (2018), radicais livres (RL) sdo “intermediérios ou
fragmentos moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados em orbitais atbmicos
ou moleculares”. Os RL compreendem moléculas curtas, sem carga e que apresentam vida curta
(AHMAD, 2018) e atuam como oxidantes ou redutores, doando ou recebendo elétrons de outras
moléculas reativas (GUPTA et al., 2020).

Com o propdsito de manter o equilibrio metabdlico, os processos de oxidacédo e reducao
estdo comumente presentes no metabolismo humano (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Portanto,
muitos desses RL livres sdo benéficos, agindo em células do sistema imune combatendo agentes
bacterianos, tonificando os musculos lisos que, por sua vez, regulam o funcionamento normal
dos vasos sanguineos e 6rgdos internos (AHMAD, 2018). Além disso, os RL sdo subprodutos
da formacdo de ATP e de atividades funcionais, conferindo um relevante papel na sinalizacédo
celular, apoptose, expresséo génica e transporte de fons (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS;
ALVES, 2019).

Com o aumento descontrolado na formacdo de RL, ocorre dano em moléculas, como
proteinas, lipideos, RNA e DNA (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).
Segundo Manssouri, Znini e Majidi (2020), os RL estdo associados a danos na satde humana,
causando vérias doengas, como as neurodegenerativas, envelhecimento e morte celular. Quando
esse aumento resulta em um desbalan¢o na producdo RL em relagdo a sua remocao por sistemas
bioldgicos, ocorre estresse oxidativo, que esta sendo associado a doencas, como cancer,
diabetes, aterosclerose, artrite, etc. (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).
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Os RL s@o geralmente espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS), podendo ser subdivididos em dois grupos: os radicais e 0S compostos nao
radicalares. O grupo dos radicais compreende espécies como superoxido (O2), radical de
oxigénio (O2™), hidroxila (OH"), radical alcoxi (RO, radical peroxila (ROO™), o0xido nitrico
(NO") e dioxido de nitrogénio (NOz"). Ja os compostos ndo radicalares sdo compostos por
peroxido de hidrogénio (H20-), &cido hipocloroso (HOCI), &cido hipobromoso (HOBr), 0z6nio
(O3), oxigénio singlete (*02), acido nitroso (HNO>), cation nitrosil (NO™), nitroxil anion (NO"),
trioxido de dinitrogénio (N203), tetradxido de dinitrogénio (N204), cation nitrénio (NO2"),
peroxidos organicos (ROOH), aldeidos (HCOR) e peroxinitrito (ONOOH). As espécies radicais
s&o reativas e apresentam um alto grau de eletrofilicidade (GUPTA et al., 2020).

Além da formacéo natural de RL devido a rea¢des quimicas do metabolismo, o0 aumento
da exposicdo ao ambiente e a presenca de xenobi6ticos na dieta resultam em geracdo de ROS e
RNS (NIMSE; PAL, 2015). Segundo Sharma, Gupta e Sharma (2018), os RL também podem
ser formados por meio da poluicéo, gases emitidos por escapamento de automoveis, pesticidas,
fumaca de cigarro, radiacdo, etc., e que estdo comumente presentes no dia a dia das pessoas.
Além disso, o estilo de vida moderno associado a uma alimentacdo pouco saudavel e
sedentarismo podem acarretar ao aparecimento do estresse oxidativo, resultando no aumento
da ocorréncia de doencas cronicas, como ja relatado em estudos experimentais humanos
(SHARIFI-RAD et al., 2020).

No entanto, ndo é apenas no corpo humano que podem ocorrer danos por oxidacéo
(LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Na industria de alimentos, a producio
de espécies reativas € uma das maiores preocupacdes, por resultar na oxidacdo lipidica. Os
lipideos sdo os principais alvos das ERO, acarretando perdas econdmicas devido a alteragdo do
sabor e textura do alimento, reduzindo a seguranga e a qualidade nutricional, devido a producao
de compostos toxicos. Dessa forma, a implementacdo de antioxidantes € uma alternativa viavel
para combater a deterioracdo de alimentos e reduzir os efeitos deletérios nos seres vivos
(FERREIRA et al., 2019).

2.8 Antioxidante

Os compostos com agdo antioxidante podem estar naturalmente presentes nos alimentos
ou ser adicionados com o propoésito de prevenir a oxidacédo lipidica, preservando a qualidade
do alimento (SHAHIDI, 2000). Ferreira et al. (2019) definem os antioxidantes como moléculas



28

que agem inibindo ou extinguindo as reacdes dos RL, retardando ou impedindo os danos

celulares.

Os antioxidantes podem agir de diversas formas nas células, atuando em varios
mecanismos de defesa, como a conversdo de ROS em espécies ndo radicais, impedindo a reacdo
em cadeia auto-oxidativa e reduzindo as concentrac6es localizadas de oxigénio (LOURENCO;
MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Podem, ainda, reparar lesdes, removendo danos no
DNA e recuperar membranas (FERREIRA et al., 2019).

Devido a formacgéo continua de RL ao longo da vida durante os processos metabdlicos,
as células desenvolveram varias formas de defesa antioxidante, com o propdsito de neutralizar
os niveis intracelulares ou reduzir os danos recorrentes da producao de RL nas células (PRIORI
et al., 2017). Segundo Pereira e Cardoso (2012), os antioxidantes podem ser classificados em
endogenos e exdgenos, sendo o primeiro constituido por substancias produzidas pelo préprio
metabolismo, e 0s exdgenos ingeridos por meio da alimentacdo. O sistema enddgeno pode ser
categorizado em enzimatico e ndo enzimatico. Os antioxidantes enzimaticos irdo atuar
quebrando e removendo os RL. Dessa forma, irdo converter produtos oxidativos em peréxido
de hidrogénio (H202) e, posteriormente, em agua, como superoxido dismutase, catalase,
NADPH- quinona oxirredutase, glutadiona peroxidase e enzimas de reparo (VASCONCELOS,
2014). Ja os antioxidantes ndo enzimaticos atuam interrompendo as reacdes em cadeia dos RL.
Alguns exemplos desses antioxidantes sdo a vitamina C, vitamina E, polifenol vegetal,
carotenoides e glutationa (NIMSE; PAL, 2015; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Além dos antioxidantes naturais, existem os sintéticos. Segundo Petrescu, Petrescu e
Buzea (2020), os antioxidantes sdo importantes na conservacao de produtos, sendo comumente
utilizados pela industria alimenticia e cosmética. Os antioxidantes sintéticos comumente
utilizados séo butil hidroxianisol (BHA), 2,6-dit-butil-4-hidroxitolueno (BHT), galato de
propila (PG), acido ascorbico e alfa-tocoferol (FERREIRA et al., 2019). Além deles, 2-naftol
(2NL), 4-fenilfenol (OPP) e &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-DA) séo frequentemente
empregados em frutas e vegetais. Porém, sua utilizacdo tem gerado duvidas quanto a sua
aplicabilidade (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).

Kornienko et al. (2019) relatam que elevadas doses de antioxidantes sintéticos podem
acarretar danos ao DNA e induzir a senescéncia prematura. Além disso, diversos estudos ja
publicados tém referido a causa de algumas doencas a ingestao a longo prazo de antioxidantes

sintéticos, como alergias de pele, danos ao trato gastrointestinal e, inclusive aumento do risco



29

de cancer (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019). Segundo Botterweck et al.
(2000), em estudos com animais, foi relatado que os antioxidantes BHA e BHT causaram
efeitos adversos no figado e carcinogénese. Ademais, pouco se € relatado sobre danos
ambientais e o destino desses compostos (WANG et al., 2016). Portanto, ao longo dos anos, a
tendéncia em substituir esses antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais vem
aumentando (LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019).

2.8.1 Antioxidantes naturais

A utilizacdo de antioxidantes naturais vem se destacando em relagéo a seu potencial
contra os efeitos maléficos, em decorréncia do excesso de RL e das doencas associadas a eles
(PEREZ-TORRES et al., 2021). De acordo com Ramana et al. (2018), os antioxidantes naturais
sdo componentes obtidos a partir de plantas ou outros organismos vivos, que apresentam
capacidade de inibir o estresse oxidativo, e dessa forma, restaurar a homeostase celular
(FIGURA 6).

Figura 6- Mecanismo antioxidante dos compostos fendlicos.
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Fonte: TADAPANENTI, 2010.

Segundo Zhao et al. (2021), as plantas apresentam alta composicdo de compostos
bioativos, que inclusive podem ser utilizadas no desenvolvimento de alimentos funcionais,
devido a capacidade antioxidante dos componentes fitoquimicos. Twaij e Hasan (2022)
descrevem os compostos fitoquimicos como moléculas derivadas do metabolismo secundario
das plantas, sendo produzidos devido a estresses ambientais, como infeccdes microbianas,
poluicdo, mudancas de temperatura e seca. Diversos fitoquimicos tém sido associados a
neutralizacdo de condigdes patoldgicas ocasionadas pelo estresse oxidativo, como revesratrol,
curcumina, catequinas, genisteina e quercetina (CORREA et al., 2018; MARTEL et al., 2019).
Esses ultimos, alem da utilizacdo de antioxidantes naturais, como polifendis e carotenoides, tém

sido propostos como alternativa a ingestao de antioxidantes sintéticos (NEHA et al., 2019).

Pesquisando extrato de caro¢o de manga (Mangifera indica L., Anacardiaceae), Abdel-
Aty et al. (2018) constataram que a semente continha uma quantidade consideravel de fenolicos
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e flavonoides (17.400 e 3325 mg/100 g de semente, respectivamente), sendo esses eficientes na
eliminacdo de RL pelas técnicas de DPPH e ABTS, com valores de IC50 de 47,3 e 7,9 ug/ml,
respectivamente. Os compostos fendlicos podem apresentar grande diversidade de estruturas
quimicas, desde estruturas simples, como acido ferulico, vanilina, acido galico e acido cafeico;
a estruturas mais complexas como taninos e flavonoides (ABBAS et al., 2019). Lourenco,
Moldao-Martins e Alves (2019) relataram que os compostos fendlicos, além de antioxidantes,
agem como antimicrobianos e antifungicos, além de contribuir com efeitos positivos sobre os

sabores e texturas em alimentos.

Devido ao clima tropical, a alimentacéo tipica brasileira pode ser considerada fonte de
compostos antioxidantes pela variedade de vegetais e frutos, sendo ricos em vitaminas,
compostos fendlicos e outras substancias que garantem melhores condi¢Ges de saude, o que
resulta em um menor desenvolvimento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (DEL RE;
JORGE, 2012). Dentre os alimentos, o café tem se destacado, sendo seus efeitos na satde alvo
de diversas pesquisas. O café apresenta atividade antioxidante, auxiliando na prevencdo de
diversas doencas, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, inclusive o cancer
(SOCALA etal., 2021).

2.8.2 Atividade antioxidante associada aos compostos bioativos dos graos de café

O café apresenta diversos componentes que afetam o corpo humano, incluindo cafeina,
acido cafeico, trigonelina, acido clorogénico e diterpenos, como cafestol e kahweol (Figura 7)
(BULDAK et al., 2018). O impacto do consumo de café na saude é alvo de diversas pesquisas
(SOCALA etal., 2021).



Figura 7- Principais compostos bioativos presentes no café.
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Fonte: Jeszka-Skowron, Zgota-Grzeskowiak e Grzeskowiak (2015).

De acordo com Buldak et al. (2018), diversos componentes presentes nos graos de café
verde apresentam atividade antioxidante, como os acidos clorogénicos (CGAs), cafeico,
feralico e cumarico (Figura 7). Os acidos clorogénicos sdo 0s mais abundantes dos compostos
fenolicos, sendo que o acido 5-O- cafeoilquinico é a forma mais encontrada (Figura 8). Os
CGAs apresentam uma alta variedade de efeitos bioldgicos, como antimutagénico, antiviral,
anticarcinogénico, inclusive o aumento da defesa celular (XU; HU; LIU, 2012). Ademais,
segundo Fernandes da Silva et al. (2022), os compostos fenolicos tém sido indicados como

potenciais inibidores da protease SARS-CoV-2, virus responsavel pela causa da COVID-19.

Figura 8- Estrutura quimica dos principais isdmeros de acidos clorogénicos no café.
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A cafeina também é relatada como um composto que apresenta atividade antioxidante
(CELIK; GOKMEN, 2018; PINHEIRO et al., 2021; SANTOS et al., 2019). Vieira, Gaspar e

Santos (2020), estudando a cafeina, observaram um efeito protetor desse composto sobre a
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degradacéo oxidativa da adenina, constatando que alguns produtos, resultantes da hidroxilagdo
e/ou desmetilacdo da cafeina, sdo bons antioxidantes, capazes de regenerar produtos oxidados

da adenina por efeito de reparo.

Os produtos da reacdo de Maillard sdo um dos principais contribuintes da agdo
antioxidante presente nos graos torrados. Por meio do processo de torra, produtos sdo formados
a partir da degracdo dos CGAs, resultando em pigmentos (melanoidinas) e componentes
volateis (YALCINKAYA; ABDALLA; BAKKALBASI, 2022). Segundo Delgado- Andrade e
Morales (2005), a atividade antioxidante associada as melanoidinas é devido a capacidade de
doacdo de um hidrogénio, resultando na quebra da cadeia radical, além de ser eficaz como

agente quelante de metais e de reduzir hidroperoxido a produtos nao radicais.

Os beneficios do café para a salde estdo diretamente relacionados com sua propriedade
antioxidante. A maior parte dos compostos bioativos com essa a¢do funcionam por meio da
eliminacdo de RL, contribuindo com a reducdo de muitas doencas e prejuizos celulares (BAJAJ;
BALLAL, 2021).

2.9 Microrganismos em alimentos

Uma alta gama de microrganismos podem ser detectados em alimentos, como bactérias,
leveduras, fungos e alguns protozoarios (CAMPBELL-PLATT, 2015). Em determinadas
situacdes, como na producdo de alguns alimentos, a presenca de microrganismos é desejada,
como exemplo, em um processo de fermentacdo. Porém, em outros casos, a presenca de
microrganismos ndo € almejavel, podendo afetar negativamente a qualidade e seguranca dos
alimentos (MZRETRJ; LANGSRUD, 2017).

A conservacdo de alimentos é um tema relevante, e que comumente gera preocupacgao
mundial. Segundo Holban e Grumezescu (2018), as infeccdes de fonte alimentar constituem
qualquer doenca gastrointestinal ocasionada pela ingestdo de alimentos contaminados por
algum organismo patogénico, como bactérias, fungos, virus, protozoarios ou parasitas. Sao
mais de 250 tipos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) (SIRTOLI; COMARELLA,
2018), estimando-se que ocorra cerca de 48 milhdes de casos de DTAs anualmente, dentre as
quais 128.000 casos levam a hospitalizacdo, resultando em 3.000 mortes (HOLBAN;
GRUMEZESCU, 2018). A maior parte das DTAs sdo causadas por bactérias e suas toxinas,
virus e parasitas (SIRTOLI; COMARELLA, 2018). Portanto, o conhecimento acerca dos

microrganismos que afetam os alimentos é importante para o entendimento da patogénese e,
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dessa forma, promover estratégias de controle e prevencdo de DTAs (HOLBAN;
GRUMEZESCU, 2018).

2.9.1 Bactérias

As bactérias compreendem um grupo de microrganismos unicelulares, em que suas
células podem variar de 0,5 a 1,0 um de didmetro, sendo um dos menores organismos de vida
livre existentes. Apresentam nucleo procariético, podendo ser classificadas de acordo com seu

formato, em trés classes: cocos, bacilos e espiroquetas (LEVINSON, 2016).

A morfologia das bactérias consiste na presenca de parede celular, membrana e
citoplasma, com auséncia de organelas no citoplasma (CAMPBELL-PLATT, 2015). O
envelope ou parede celular € um elemento importante na identificacdo da espécie bacteriana;
por meio dela, é possivel identificar varias propriedades celulares (MAI-PROCHNOW et al.,
2016) (FIGURA 9).

Figura 9- Estrutura bacteriana.
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A coloracdo de Gram oferece um relevante método de classificacdo bacteriana. As
bactérias Gram-positivas possuem parede celular espessa (20-80 nm); em contrapartida, as
Gram-negativas tém uma parede celular relativamente fina (>10 nm). Essa distin¢do na parede
celular concede especialidades diferentes a célula, como respostas a estresses externos,
incluindo calor, radiacdo UV e antibioticos (MAI-PROCHNOW et al., 2016).

Distintas espécies bacterianas podem ser encontradas em varios ambientes naturais e

também podem ser produzidas pelo homem. Muitos desses organismos podem suportar
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ambientes extremos, como baixas temperaturas (1-5 °C), fontes de agua em ponto de ebuligdo
(100 °C), fendas hidrotérmicas, nas quais a temperatura pode chegar a 160 °C, e até

temperaturas mais elevadas, como no interior do solo oceanico (CAMPBELL-PLATT, 2015).

Microrganismos como as bactérias podem formar estruturas de resisténcia, como 0s
enddsporos, e muitas espécies estdo relacionadas com a producao de toxinas, podendo inclusive
causar doencas quando ingerida; dessa forma, sua presenca em alimentos € um problema
alarmante (CAMPBELL-PLATT, 2015). Segundo Campbell-Platt (2015), as bactérias podem
causar duas formas de DTAs. A primeira estd relacionada com a ingestdo de toxinas
previamente formadas, como no caso das espécies Clostridium botulinum, Staphylococcus
aureus e Bacilus cereus. A segunda forma é aquela que produz infeccdo, como Listeria

monocytogenes e Salmonella spp.

2.9.1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é um relevante patdgeno de origem alimentar, sendo descrita
pela primeira vez em 1926 na Inglaterra, mas somente chamou a atencdo como importante
patégeno humano ap6s causar epidemias na década de 70 (ROBERTS et al., 2020). E uma
bactéria conhecida por ser resistente a uma alta gama de condi¢des adversas, o que dificulta seu
controle ao longo da cadeia alimentar, desde a producdo até o armazenamento (BUCUR et al.,
2018).

A espécie L. monocytogenes é um organismo intracelular anaerdbio facultativo Gram-
positivo (MAGIAR et al., 2022), apresenta formato de bacilo cocoide, podendo chegar até a 2
um de comprimento. Pode apresentar flagelos peritricos quando cresce em temperatura de até
20 °C; porém, quando cresce a 37 °C, a estrutura locomotora é ausente (CAMPBELL-PLATT,
2015). E uma espécie saprofita que pode ser encontrada em diversos ambientes, como na agua,
solo e vegetacdo. Sua principal forma de transmissdo é por meio de alimentos contaminados,
como 0s prontos para consumo, queijos macios e frios (MAGIAR et al., 2022; SIBANDA,
BUYS, 2022).

Na maior parte dos acometidos por L. monocytogenes, os sintomas da infeccdo resultam
em gastroenterite febril leve e autolimitada (SIBANDA; BUYS, 2022). Porém, em criangas,
gestantes, idosos e pessoas com sistema imunologico comprometido, pode resultar em
meningite (CAMPBELL-PLATT, 2015), com alta taxa de letalidade de 20 a 30%. Em mulheres
gravidas pode ocorrer aborto, parto prematuro ou natimorto (SIBANDA; BUYS, 2022).
Segundo Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2022), estima-se que 1.600



35

pessoas contraem listeriose a cada ano e cerca de 260 morrem. O periodo de incubagdo até o
aparecimento dos primeiros sintomas pode ser de até 90 dias (CAMPBELL-PLATT, 2015).

2.9.1.2 Salmonella spp.

A Salmonella spp. (Enterobacteriaceae) € um bacilo Gram-negativo, anaerébio
facultativo (CAMPBELL-PLATT, 2015), que esta associado a gastroenterites transmitidas por
alimentos e agua e febre tifoide em humanos (ULHAQ et al., 2020). O modo mais comum de
transmisséo é por meio de alimentos, normalmente de origem animal, como ovos e aves, mas
também pode ocorrer por consumo de carne malcozida, manuseio improprio da carne, produtos
l&cteos ndo pasteurizados, frutos do mar, produtos frescos e frutas (GRUDLEWSKA-BUDA et
al., 2022).

O género Salmonella foi classificado pela primeira vez em 1900, por Lignieres
(SEGUNDO; MESSIAS, 2020). Segundo World Health Organization (WHO, 2018), a
salmonela é uma das quatro principais causas de doencas diarreicas no mundo. As espécies
relacionadas a causa de febre tifoide resultam em uma infeccao sistémica, com estimativa de
223.000 mortes anualmente. Em contrapartida, as nao tifoides manifestam-se como uma doenca
gastrointestinal em individuos saudaveis, ocasionando anualmente cerca de 93,8 milhdes de
casos e 155.000 mortes (PULFORD et al., 2019).

As espécies do género Salmonella séo definidos com base em sorotipos por meio do
esquema de classificacdo Kauffman-White de acordo com os antigenos, O de parede celular, H
flagelar e Vi capsular. Foram identificados mais de 2.500 sorovares, sendo que a maioria das
salmonelas que causam DTAs é sorovar da espécie S. enterica (CAMPBELL-PLATT, 2015;
FERNANDES et al., 2022). Contudo, para fins médicos, as espécies de Samonella s&o definidas
em dois tipos: as espécies tifoides (que causam febre tifoide) e as nédo tifoides (causam
enterocolite e infeccBes metastaticas). As espécies tifoides sdo T. typhi e S. paratyphi. J& as ndo
tifoides irdo incluir varios sorotipos de S. enterica, dentre esses a S. enterica sorotipo

Choleraesuis é mais comumente relacionada com infec¢des metastaticas (LEVINSON, 2016).

2.9.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, uni ou multicelulares, heterétrofos, sendo seres
importantes na cadeia alimentar, capazes de degradar uma alta gama de substratos. Conhecidos
popularmente como bolores ou mofos, os fungos podem apresentar-se sob a forma de leveduras

(unicelular), formar um pseudomicélio ou hifas (multicelulares). Ainda que algumas espécies
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sejam prejudiciais, a maior parte dos fungos sdo vitais para a manutencdo da vida na Terra
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; TORTORA; BERDELL, CASE, 2017).

Atualmente, o Reino Fungi engloba mais de 148.000 espécies, com mais de 200 ordens
de fungos classificadas em 12 filos (LI et al., 2021). O filo Ascomycota compreende cerca de
32.200 espécies, compondo o maior nimero de individuos ja descritos no Reino (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2010). Os fungos pertencentes a divisdo Ascomycota possuem reproducédo
assexuada e sexuada, apresentando esporos que sao dispersos pelo vento, &gua, solo ou insetos;
compdem espécies saprofiticas, parasitas e mutualistas (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2021).

O género Aspergillus (Figura 10) (Filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Eurotiales, familia Aspergillaceae) compreende aproximadamente 339 espécies, sendo uma das
mais numerosas da familia Aspergillaceae. Diversas espécies de Aspergillus sdo exploradas
pelos humanos; porém, varias outras sdo prejudiciais (STEENWYK et al., 2019; TINI,
BECCARI; COVARELLLI, 2020).

Figura 10- Estrutura fungica do género Aspergillus.
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Fonte: Mokobi (2021) com modificagdes.

A presenca de fungos em alimentos resulta em perdas econémicas significativas, além
de estar relacionados com a causa de doengas, como aspergilose broncopulmonar alérgica ou
sinusite fangica alérgica (JUBAYER et al., 2021). Segundo Steenwyk et al. (2019), a presenca
ubiqua, diversidade ecoldgica e alto impacto nas questdes humanas que os fungos da familia

Aspergillaceae apresentam se devem a sua diversidade fenotipica, como a extrema tolerancia a
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estresse osmotico e variacdo de temperatura, e a sua capacidade de crescer em uma alta

variedade de substratos.
2.9.2.1 Aspergillus carbonarius

A espécie Aspergillus carbonarius (Aspergillaceae) pertencente a secdo Nigri,
apresenta coldnias escuras e conideos uni ou bisseriados; e compreende uma das espécies mais
importantes da familia devido ao potencial toxigénico (TINI; BECCARI; COVARELLLI, 2020).
O crescimento dessa espécie pode ocorrer em uma ampla faixa de temperatura (10-42 °C),
porém, a temperatura 6tima de crescimento € entre 30-35 °C. Ademais, dependendo da estirpe,
a atividade de &gua (aw) ideal para o crescimento é de 0,93-0,98 (PITT; HOCKING, 2009).

Recentemente, os relatos mais comuns de A. carbonarius é da sua presenga em uvas e
do seu potencial produtor de ocratoxina A (OTA) (PITT; HOCKING, 2009). Segundo Batt e
Tortorello (2014), a espécie esta relacionada com a causa de podriddo em cachos de uva,
principalmente em temperaturas mais elevadas, e diversas vezes produzindo OTA, periodos
antes da colheita. Também ja foi relatada a presenca de A. carbonarius em gréos de café
(OLIVEIRA etal., 2019).

2.9.2.2 Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus westerdijkiae (Aspergillaceae) é uma espécie fungica da se¢do Circumdati,
descrito como contaminante de diversos alimentos como café, uva, paprica, cevada, cerveja,
vinho, leite, laranjas e sucos (GIL-SERNA et al., 2015; HAN et al., 2016). Apresenta
distribuicdo mundial, sendo encontrado inclusive em poeira doméstica e nas profundezas do
oceano (HAN et al., 2016). Estudos realizados por Abdel- Hadi et al. (2021), avaliando o efeito
da temperatura e aw no crescimento de A. westerdjikiae, constataram que o crescimento 6timo,
ou seja, a temperatura e a atividade de agua na qual a espécie em estudo melhor cresceu ocorre
a25°Ce0,90 aw.

Diversos membros da se¢do Circumdati sdo conhecidos como patdgenos humanos e
animais, e estdo relacionados com a producdo de micotoxinas (RODRIGUES et al., 2022).
Segundo Schldsser e Prange (2018), A. westerdijkiae tem demonstrado ser mais relevante na
producdo de ocratoxina A (OTA) em alimentos, quando comparado com A. ochraceus.
Aproximadamente 70% das cepas de A. westerdijkiae sédo capazes de produzir OTA (HAN et
al., 2016). Gil-Serna et al. (2011) mostraram que os isolados de A. westerdijkiae contiveram

niveis de producdo de OTA cem vezes maiores do que A. ochraceus.
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2.9.3 Micotoxinas

As micotoxinas constituem um dos problemas mais relevantes na seguranca alimentar.
Sdo definidas como compostos de baixo peso molecular produzidos por fungos filamentosos
(MARREZ; AYESH, 2022). A presenca de fungos em alimentos pode acarretar podridao e
contaminagdo por micotoxinas (MUTIGA et al., 2021), além dos riscos a saude dos
consumidores; a deterioracdo causada pelos fungos resulta em perdas econémicas consideraveis
para a industria de alimentos (SCHLOSSER; PRANGE, 2018).

O ser humano esté frequentemente exposto a contaminagdo por toxinas fangicas; além
da ingestdo de alimentos contaminados, pode ocorrer contagio por inalacdo ou exposi¢do
dérmica (BRANDAO et al., 2021). Segundo Gruber-Dorninger, Jenkins e Schatzmayr (2019),
algumas micotoxinas podem ser transferidas por alimentos de origem animal como ovos, carne
e leite. Atualmente, existem cerca de 70.000 espécies de fungos produtores e 500 micotoxinas
conhecidas, sendo que os géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria e Claviceps
sdo 0s mais associados a producdo de metabolitos secundarios toxicos (MARREZ; AYESH,
2022).

Os fungos podem contaminar as culturas antes, durante ou ap6s a colheita. A
colonizacdo da planta pelo fungo ira depender da viruléncia da cepa e de condi¢des que agravam
a susceptibilidade da planta. Ja para fungos de armazenamento, a habilidade de colonizar é
dependente de fatores como temperatura e aw (MUTIGA et al., 2021). De acordo com Brand&o
et al. (2021), as micotoxinas sdo produzidas durante o crescimento dos fungos, contaminando
praticamente todas as commaodities agricolas no mundo, como café, uvas, amendoim, milho e

produtos com elevado teor de amido.

Dentre as micotoxinas mais comuns, estdo: aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), ocratoxina
A (OTA), tricotecenos [tipo A (toxinas HT-2 e T-2) e tipo B (desoxinivalenol (DON) ],
zearalenona (ZEN), e fumonisinas B1 e B2 (FB1 e FB2) (ZHANG et al., 2022) (Figura 11).
Uma cepa de fungo pode estar associada a producdo de mais de uma micotoxina (HUDZ et al.,
2021).
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Figura 11- Estrutura quimica das micotoxinas.
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Os efeitos na salde associados ao consumo de alimentos contaminados com
xinas, podem ser agudos ou cronicos. O género Aspergillus tem capacidade de produzir
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tanto nefrotoxinas quanto carcinégenos (AFSAH-HEJRI; HAJEB; EHSANI, 2020). As mais
relevantes e conhecidas micotoxinas produzidas por espécies de Aspergillus sdo a OTA e as
AFs (PFLIEGLER et al., 2020). Segundo International Agency for Research on Cancer
(IARC), as aflatoxinas e ocratoxina A podem ser enquadradas nos carcindgenos tipo 1 e 2B,
respectivamente (QUADRO 1).

Quadro 1- Classificagdo das micotoxinas.

Classificacao Micotoxina
Grupo 1 Aflatoxinas (IARC, 2019)
Ocratoxina (IARC, 1993b)
Fumonisina (IARC, 2019)
Desoxinivalenol (IARC, 1993a)
Grupo 3 Zearalenona (IARC, 1993a)
Patulina (IARC, 1987)

Legenda: Grupo 1: O agente é um carcin6geno humano; Grupo 2: O agente é possivelmente cancerigeno
para humanos; Grupo 3: O agente ndo € classificavel quanto a sua carcinogenicidade para humanos
(IARC, 2006).

Grupo 2B

Fonte: Claeys et al. (2020).

N&o existem técnicas que possam retirar completamente micotoxinas dos alimentos
(AFSAH-HEJRI; HAJEB; EHSANI, 2020). Além disso, com a presenca desses compostos em
uma alta variedade de alimentos e sua estabilidade ao longo do processamento, as micotoxinas
devem ser consideradas um problema de satde publica relevante (CAMPBELL-PLATT, 2015).
Portanto, no Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), segundo a resolucdo
n° 7, de 18 de fevereiro de 2011, estabelece limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas

em alimentos.
2.9.3.1 Ocratoxina A (OTA)

Identificada pela primeira vez em 1965 como um metabolito secundario associado a
espécie A. ochraceus, a OTA €é a micotoxina mais recorrente do grupo das ocratoxinas
(PAYROS et al., 2021). E comumente encontrada em nozes, frutas secas, uvas e bebidas
derivadas de uvas (SILVA; OLIVEIRA; RAMALHO, 2022) e café (MUTIGA et al., 2021).
Outros alimentos também podem ser contaminados, como leite, tecidos animais, ovos e cerveja
(ALMEIDA et al., 2019).

A ocratoxina A ou 7-(L-p-fenilalanilcarbonil)-carboxil-5-cloro-8-hidroxi-3,4- dihidro-

3R-metilisocumarina é derivada da familia das dihidrocumarinas acopladas com - fenilalanina
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(Figura 10) (KHOURY; ATOUI, 2010). Quimicamente, a OTA constitui uma substancia
cristalina branca, termicamente estavel, com temperatura de fusio de 168-173 °C (ZAPASNIK
et al., 2022). Seu consumo esta associado a efeitos nefrotoxicos, hepatotoxicos, genotoxicos,

teratogénicos, imunotdxicos e carcinogénicos (KUPSKI et al., 2022).

E produzida por Aspergillus spp. e Penicillium spp. A producio de OTA por espécies
de Aspergillus é mais proeminente em regifes tropicais e subtropicais, sendo que diversas
espécies ja foram relatadas como produtoras de OTA, como A. steynii, A. ochraceus e A.
westerdjikiae (Secdo Circumdati); e A. carbonarius (Secdo Nigri) (ALMEIDA et al., 2019).

A presenca de OTA em cafés brasileiros ja foi relatada anteriormente (ALMEIDA et al.,
2019). Pesquisas realizadas por Batista et al. (2009) avaliando a presenca de OTA em diferentes
estagios de maturacdo do café e processamento, contatou-se que das 289 amostras analisadas,
56% estavam contaminadas com OTA,; e das 82 amostras de café varridas do solo, detectaram-
se niveis de OTA acima de 100 ug/kg. Segundo a Anvisa (2011), o Limite Maximo Tolerado
(LMT) para café torrado (moido ou em gréo) e café soltvel é de 10ug/kg (QUADRO 2).

Quadro 2- Limite Maximo Tolerado (LMT) de Ocratoxina A em alimentos.

Alimento LMT (pa/kg)
Cereais e produtos de cereais, incluindo 10
cevada malteada

Feijao 10

Café torrado (moido ou em grdo) e café 10
soluvel

Vinho e seus derivados 2

Suco de uva e polpa de uva 2

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco,
inteiro ou triturado, incluindo pimentas,
pimenta em po, pimenta decaiena e
pimentdo-doce), Piper spp. (o fruto,
incluindo a pimenta-branca e a pimenta- 30
preta), Myristica fragrans (noz-moscada)
Zingiber officinale (gengibre), Curcuma
longa (curcuma); Misturas de especiarias
que contenham uma ou mais das
especiarias acima indicadas.
Alimentos a base de cereais para

alimentacgéo infantil (lactentes e criangas 2
de primeira infancia)
Produtos de cacau e chocolate 5

Améndoa de cacau 10
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Frutas secas e desidratadas 10
Cereais para posterior processamento, 20
incluindo gréo de cevada

Fonte: ANVISA (2011)

2.9.4 Atividade antibacteriana e antifingica associada aos compostos bioativos dos

graos de café

Em decorréncia da crescente demanda dos consumidores por alimentos mais saudaveis,
com reducdo ou auséncia de aditivos quimicos, a procura por alternativas de conservantes
seguros e biodegradaveis tém aumentado. Atualmente, a utilizacdo de conservantes é o modo
mais comum de prevenir a decomposi¢do causada por microrganismos e, desde os tempos
antigos, j& sdo conhecidos extratos vegetais e 6leos essenciais com atividade antimicrobiana
(SCHLOSSER; PRANGE, 2018).

Devido a presenca de compostos bioativos, o café é reconhecido por apresentar
atividade antioxidante e antimicrobiana (CANCI et al., 2022). Runti et al. (2015) avaliaram o
potencial antimicrobiano de extratos de café arabica descafeinado no crescimento de
Staphylococcus aureus, constatando concentragdo minima inibitéria (CMI1) de 2 mg/ml™.
Paralelamente, Canci et al. (2022) relataram alto potencial antimicrobiano de extratos de café
torrado, inibindo completamente o crescimento de Escherichia coli em meio de cultura.
Anteriormente, Almeida et al. (2021) descreveram que 0s compostos bioativos trigonelina,
acido clorogénico e acido nicotinico, presentes no café, foram eficientes contra Streptococcus

mutans, inibindo seu crescimento, e, assim, podendo reduzir o acometimento de cérie.

Segundo Mathur et al. (2021), o café verde apresenta propriedades antifingicas que
estdo associadas aos compostos cafeina, fenol, alcaloides, flavonoides e saponinas. Pesquisas
realizadas por Arora e Ohlan (1997) mostraram que a cafeina inibiu o crescimento total de
fungos na concentracdo de 0,3%. Mathur et al. (2021), analisando o potencial antifingico do
café verde e cha verde, constataram que o efeito inibidor do café foi maior que o do cha.
Segundo os autores, o elevado teor de cafeina presente no café, quando comparado com o cha
verde, pode ser um dos principais motivos pelos quais o café verde foi mais eficaz na atividade
antifungica. Sangta et al. (2021), avaliando a atividade antifungica dos polifenois extraidos da
polpa do café arabica, constataram que o extrato apresentou alta atividade contra os fungos

Alternaria brassicicola, Pestalotiopsis sp. e Paramyrothecium breviseta.
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RESUMO

Obijetivou-se neste trabalho avaliar o potencial antioxidante, antifdngico e antibacteriano
de extratos etanolicos obtidos de grdos de café de qualidade inferior, de forma a
revalorizar a sua utilizacdo na industria como um produto com alto valor agregado. Foram
preparados extratos a partir de grdos de café verde e torrado por meio da técnica de
extracdo sélido-liquido por refluxo. O potencial antioxidante foi avaliado pelo método de
eliminacdo do radical DPPH. A atividade antifingica foi avaliada por meio da analise do
crescimento micelial dos fungos Aspergillus westerdijkiae e Aspergillus carbonarius e o
efeito dos extratos sobre os fungos foi visualizado por meio do MEV. O potencial
antibacteriano contra Salmonela enterica Choleraesuis e Listeria monocytogenes foi
avaliado por microdiluicdo e os efeitos observados por MEV. O extrato de café verde foi
o mais eficiente na inibicdo dos radicais DPPH, e o extrato de café torrado nao apresentou
atividade antioxidante nas concentracgdes testadas. Os dados estatisticos diferiram para os
extratos quanto ao potencial antifingico. O extrato de café verde foi mais eficiente na
inibicdo do crescimento micelial. A espécie A. carbonarius foi mais sensivel aos extratos
do que A. westerdijkiae, sendo completamente inibido na concentragdo de 20.000 ppm
pelo extrato de café verde. Ambos os extratos de café ndo apresentaram atividade
bactericida, sendo que o extrato de café torrado também ndo apresentou efeito
bacteriostatico. A concentragdo minima inibitoria (CMI) do extrato de café verde para L.
monocytogenes e S. Choleraesuis foi de 5000 ppm. Conclui-se que o extrato etandlico de
café verde foi o que apresentou melhor atividade antioxidante, antifingica e
antibacteriana, apresentando alto potencial como subproduto para a industria.

Palavras-chave: DPPH. Fungo. Bactéria. Graos de café.
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1 INTRODUCAO

Apesar do criterioso controle imposto na industria de alimentos, a cada ano séo
reportados 600 milhdes de casos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS). As
DTAs constituem um problema global de satde publica, resultando em diversas mortes e
impactando em questdes sociais e econdémicas. A transmissao ocorre pelo consumo de
alimentos e agua contaminados, originando infeccdes que sdo causadas principalmente
por bactérias, toxinas, virus e parasitas. Segundo o Ministério da Salde, entre os anos de
2012 a 2021, foram reportados 6.347 surtos de DTAs, totalizando 104.839 doentes,
13.446 hospitalizados e 89 débitos (BARBOZA, ALMEIDA, SILVA, 2022; BRASIL,
2022; FINGER et al., 2019; GE, WANG, ZHAO, 2022; PIRES et al., 2021; SOTO-
VARELA et al., 2018; WHO, 2015).

Sabe-se que os alimentos predispbem de condicdes favoraveis para o
desenvolvimento de microrganismos, podendo ser contaminados no campo, durante o
processamento e no transporte (MAJUMDAR et al., 2018). Dentre 0os microrganismos
associados a DTAs, pode-se citar Salmonella sp. (CDC, 2007), Listeria monocytogenes
(RAMASWAMY et al., 2007) e especies de Aspergillus produtoras de toxinas (BHAT et
al. 2010).

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes constituem espécies de bactérias
patogénicas importantes, sendo transmitidas por alimentos (MORALES-PARTERA et al.
2018). As principais fontes de contagio ocorrem pelo consumo de alimentos de origem
animal (YANG et al., 2022). A listeriose causada por L. monocytogenes acomete
principalmente mulheres gravidas, recém-nascidos e pessoas imunodeficientes. Os surtos
da doenca estdo relacionados com o consumo de alimentos prontos para 0 consumo,

laticinios, salsichas, queijo, leite e carne crua (LEDLOD et al. 2020).

Além das bactérias, os fungos podem contaminar os alimentos, causando a
deterioracdo, afetando a palatabilidade e, consequentemente, a qualidade dos produtos
alimenticios. Algumas espécies de fungos filamentosos podem produzir metabdlitos
secundarios denominados micotoxinas, que quando consumidas, podem resultar em
danos a saude humana de animais. Dentre as micotoxinas, destaca-se a ocratoxina A
(OTA) identificada principalmente no café e no cacau, podendo apresentar efeitos

genotdxicos e carcinogénicos quando consumida, e sua produgdo esta associada a
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especies de Aspergillus, como A. carbonarius e A. westerdijkiae (OLIVEIRA FILHO et
al., 2022; TANIWAKI et al., 2019; TIAN et al., 2022).

Além disso, outros problemas sdo enfrentados pela industria alimenticia, como a
presenca de radicais livres, que podem desencadear o processo de oxidacéo,
principalmente em alimentos ricos em gordura, resultando na deterioragdo do alimento e,
consequentemente, em perdas econémicas. Devido a esses fatos, a utilizacdo de métodos
de conservacao sdo necessarios. Com o objetivo de evitar essas perdas, sao utilizados
antioxidantes sintéticos; porém, esses podem apresentar efeitos toxicos, o que tem
aumentado a procura por alternativas menos prejudiciais. A utilizacdo de extratos
provenientes de produtos naturais para essa preservacdo é uma alternativa que vem sendo
bastante estudada (BARBOZA; ALMEIDA; SILVA, 2022; FERREIRA et al., 2019).

O café é considerado uma bebida funcional devido a presenca de constituintes
com atividades biologicas, como compostos fenolicos, alcaloides, dentre outros (WU et
al., 2022). Segundo Masek et al. (2020), os compostos bioativos presentes nos graos de
café apresentam atividade antioxidante e antibacteriana, principalmente relacionada aos
compostos fenodlicos. E estudos recentes tém comprovado que os grdos de café
apresentam efeitos terapéuticos, como anti-inflamatorio e antifingico (RAKATAMA;
PRAMONO; YULIANTI, 2018).

O Brasil é o maior produtor e exportador de café, com participacdo de 32% na
producdo mundial e 23% nas exportacdes. Em 2021, foi responsavel pela exportacéo de
42,4 milhGes de sacas de 60 quilos de café verde, gerando uma receita de US$ 6,4 bilhdes
(BRASIL, 2022). De acordo com Diniz dos Reis et al. (2019), 20% da producéo de café
é constituida de graos defeituosos; porém, ainda h& poucos estudos sobre a utilizacdo

desse material.

Dessa forma, objetivou-se neste estudo avaliar as atividades bioldgicas como
atividade antioxidante, antibacteriana e antifingica de extratos etandlicos obtidos de

grdos de café verde e torrado, provenientes de graos de qualidade inferior.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo, preparo das amostras e processo de torrefacéo

Os graos de café (Coffea arabica L.) foram cedidos pelo Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Foram obtidos grdos de café
verdes (crus) de qualidade inferior, correspondentes a safra 2019/2020 do sul de Minas

Gerais.

Inicialmente, parte dos grdos obtidos foram torrados no Laboratério de
Processamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola da
UFLA. Para a realizacdo da torra, foi usado o torrador Atilla (Modelo Standard) com
controles de pressédo e temperatura com capacidade de 5 kg. A temperatura inicial da torra
foi de 200 °C e pressdo de 10mbar, com posterior reducéo de pressao para 5mbar ao som
do primeiro “crack” (que representa a expansao dos grios). A temperatura final foi de
220 °C e o tempo total do processo de torra foi de 9,5 minutos. A torra € classificada

como torra alta.

Ap0s a torra, os grdos foram moidos em granulometria média, enquanto os grdos
verdes de café foram triturados em liquidificador industrial. Por fim, as amostras foram
acondicionadas em sacos de polietileno de 1 kg em temperatura ambiente para

subsequentes analises.

2.2 Obtencao dos extratos etandlicos

Para a obtencdo dos extratos etandlicos de café verde e torrado, utilizou-se a
técnica de extracdo solido-liquido por refluxo. As amostras foram acondicionadas em
baldes utilizando-se a proporcdo de 5:1 (etanol: amostra) a 78 °C durante 4 horas.
Posteriormente, as amostras foram filtradas em funil de Blichner (a vacuo) e armazenadas

em frascos de vidro.

O filtrado resultante foi submetido a baixa pressdo (-650 mm Hg) a 50 °C em
rotaevaporador (Rotavapor Buchi R-144) até a evaporacdo do solvente. O concentrado
foi mantido em capela de exaustdo por 24 horas em temperatura ambiente, para a
evaporacdo total do solvente. Em seguida, os extratos puros foram acondicionados em

frascos de vidro ambar e mantidos a -10 °C para posteriores analises.
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2.3 Analise antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de café cru (verde) e torrado foram
realizadas no Laboratorio de Quimica Organica - Oleos Essenciais no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras- UFLA.

2.3.1 Diluicao das amostras de café

Preparam-se dilui¢cBes contendo 0,125 g de extrato, que foram solubilizadas em
25mL de etanol; em seguida, foi preparada uma solugio-estoque de 500 pg mL* que foi
diluida nas seguintes concentragdes: 25, 50, 100, 150, 200 e 250 pg mL2. Como controle
positivo, utilizou-se o antioxidante sintético 2,6-ditertbutil-4- hidroxitolueno (BHT)
(REZENDE et al., 2017).

2.3.2 Avaliacdo do método de estabilizacido do radical DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

A metodologia utilizada foi descrita por Teixeira et al. (2012), com modificacdes.
A priori, preparou-se uma solucio etandlica de DPPH na concentracéo de 40 mg L™, que

foi mantida na auséncia de luz e sob refrigeracéo.

Em seguida, adicionou-se aos tubos de ensaio 0,3mL dos extratos diluidos nas
concentragdes de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 pg mL?, juntamente com 2,7 mL de
solucdo DPPH. Para o controle negativo, pipetaram-se 2,7 mL de solucdo DPPH e 0,3
mL de etanol. Para o branco, foram adicionados 2,7 mL de etanol e 0,3 mL da amostra

na maior concentragdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os tubos de ensaio foram acondicionados sob o abrigo de luz por 60 minutos. Em
seguida, as medidas das absorbancias foram avaliadas em espectrofotdmetro UV/Vis
(Shimadzu UV-160 1 PC) no comprimento de onda de 515 nm.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela Equacdo 1.

%AA = 1 — Zamostra yq0 1)

controle

Em que: Aamostra € @ absorbancia da solugdo contendo todos os reagentes e Acontrole

¢ a absorbancia do controle.



60

2.4 Analises Microbioldgicas

Os ensaios microbioldgicos foram conduzidos no Laboratério de Micotoxinas e
Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da
Universidade Federal de Lavras- UFLA.

2.4.1 Atividade Antifungica
2.4.1.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

As espécies de fungos utilizadas nas analises microbioldgicas foram adquiridas da
Colecéo de Cultura de Microrganismos do DCA-UFLA. Foram submetidas as analises
duas espécies de fungos filamentos Aspergillus westerdijkiae (CCDCA 11424) e
Aspergillus carbonarius (CCDCA 10484).

Foram utilizadas placas de Petri (90 mm de didmetro) acrescidas de meio Czapek
Yeast Agar (CYA; HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.) para o cultivo de cada espécie
fangica, sendo mantidas a 25°C por 7 dias, em uma incubadora BOD. Apds o tempo de
incubacgéo, os fungos foram padronizados mediante a preparacdo de uma solucdo de
esporos em agua destilada estéril contendo 1% de Tween 80 (Synth). Posteriormente, com
0 auxilio da camara de Newbaer (Sigma, Sdo Paulo, Brasil), determinou-se a contagem

de esporos, sendo essa padronizada para 10° esporos mL™,

2.4.1.2 Efeito dos extratos sobre o crescimento micelial

O efeito dos extratos sob as colbnias fungicas foi avaliado segundo metodologia
proposta por Singh et al. (2008), com modifica¢fes. Utilizou-se o meio Czapek Yeast
Agar (CYA; HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.) para o cultivo das espécies em estudo, que
foram adicionadas em placas de Petri esterilizadas. Diferentes concentragdes dos extratos
de café verde e torrado foram diluidas em Tween a 0,1% e acrescidas ao meio de cultivo,
resultando nas seguintes concentragdes: 625 (0,013125 g mL™), 1250 (0,02625 g mL™),
2500 (0,0525 g mL™1), 5000 (0,105 g mL™1), 10000 (0,21 g mLt) e 20000ppm (0,42 g mL"
1. O controle negativo utilizado continha apenas meio de cultura e Tween a 0,1%, sem
extrato; e como controle positivo foi utilizado o fungicida sintético Tebuconazole (1 mL
L1). Em seguida, adicionaram-se 10 pL da suspensdo de esporos (108 esporos/mL) no
centro de cada placa, e essas foram mantidas em BOD por 10 dias a 25 °C. Todos 0s

tratamentos e controles foram realizados em triplicata.
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Posteriormente ao periodo de incubacdo, foi determinado o crescimento dos
fungos, medindo o didmetro de cada coldnia, com auxilio de um paquimetro. Para o

calculo da porcentagem de inibig&o do crescimento micelial, foi utilizada a Equag&o 2:

[Dc_Dt]

Porcentagem de Inibicdo Micelial (%) = — X 100 (@)

Em que Dc (cm) é o diametro do crescimento micelial do controle fangico e Dt

(cm) é o diametro de crescimento micelial de cada tratamento com o extrato.

2.4.2 Atividade Antibacteriana

2.4.2.1 Microrganismos, manutencao, padronizacao e obtencdo do in6culo

As espécies de bactérias utilizadas nas andlises foram adquiridas da Colecdo de
Cultura de Microrganismos do DCA-UFLA. Foram submetidas as analises duas espécies
de bactérias, sendo uma Gram-positiva e outra Gram-negativa, correspondentes a Listeria
monocytogenes (ATCC19117) e Salmonella enterica Choleraesuis (ATCC6539),

respectivamente.

A metodologia foi realizada de acordo com a Anvisa (2003), com modificaces.
Os microrganismos foram mantidos sob congelamento em cultura-estoque. Para ativa-
los, foi transferida uma aliquota das culturas para caldo Brain Hearth Infusion (BHI,
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, india), sendo que para L. monocytogenes o
meio foi acrescido de 0,6% de extrato de levedura. Posteriormente, as bactérias foram
incubadas em BOD a 37 °C por 24 horas. Em seguida, as culturas foram diluidas em
solucgéo salina a 0,9%, ajustando- se a turbidez para faixa de 0,08-0,1 a 635 nm com
auxilio de um espectrofotometro (Shimadzu V-160 1PC), obtendo-se a concentracdo de
108 UFC mL ™.

2.4.2.2 Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragao
Minima Bactericida (CMB)

A determinacdo da CMI e CMB foram realizadas segundo metodologia proposta
pela Clinical and Laboratorial Standarts Institute- CLSI (2015), com modificagdes. Os
extratos de café verde e torrado foram diluidos em caldo Miller Hilton (Kasvi, Pinhals,
PR, Brazil) e Tween (1%), obtendo-se a concentragio de 0,42 g mL* (20000ppm).
Posteriormente, em cada poco da placa foram adicionados 150 pL™* de caldo Miller

Hilton, com excec¢do da coluna 1, na qual foram adicionados 300 uL* da solugdo de



62

extrato obtendo-se a concentracao inicial. As concentracfes subsequentes dos extratos de
café foram obtidas ap6s diluicdo seriada a partir da concentracéo inicial de 0,42 g mL
(20000 ppm) (coluna 1) até 0,0002 g mL™ (9,76 ppm) (coluna 12), pela transferéncia de
100 pL? do conteido ao pogo subsequente. Para os pogos da coluna 12, foram

desprezados 100 pL* do contetdo, com o objetivo de igualar o volume total dos pogos.

Posteriormente, adicionaram-se 10 pL™ de cultura padronizada em cada um dos
pocos. As microplacas foram vedadas e incubadas a 37 °C por 24 horas. Neste
experimento, utilizou-se como controle positivo o clorafenicol (1 g mL™) e para o
controle negativo foi caldo Miller Hilton e Tween (1%). Todo o procedimento foi
realizado em triplicata.

Para indicar o crescimento bacteriano, acrescentaram-se 10 pL™? de sal de
rezausurina dissolvida em agua destilada estéril em cada pogo; em seguida, as placas
foram incubadas a 37°C por 60 minutos. A Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi
determinada a partir da obtencao da ultima diluicdo dos extratos, que foi capaz de inibir
0 crescimento bacteriano. A presenca de crescimento bacteriano foi observada como uma
cor rosa, e pogos com coloragdo azul indicaram a inibigdo do crescimento bacteriano

pelos extratos.

A Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foi determinada pipetando-se
aliquotas de 10pL™ da diluigdo em série (apds a incubacgdo da CMI) em placas de Petri
contendo Agar Mueller Hinton. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C durante
24 horas.

A CMB foi registrada como a concentragcao minima dos extratos, que matou 100%

dos microrganismos, ndo sendo observado crescimento bacteriano.

2.4.3 Analise Estatistica

As andlises foram baseadas em delineamento inteiramente casualizado e 0s
valores medios foram comparados por meio do Teste de Tukey a 5% de probabilidade,
usando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

2.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O efeito dos extratos sobre a morfologia das bactérias e dos fungos foi avaliado
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A metodologia foi realizada de acordo
com Oliveira et al. (2017).
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As amostras das bactérias foram preparadas, incubando a solucdo de extratos e
Tween 80 (1%) com a suspensao bacteriana em caldo Mueller-Hinton por 24 horas a 37
°C. As concentragfes dos extratos analisadas para ambas as espécies bacterianas foram

de 0,105 g mL*. Os controles foram preparados sem a adi¢do de extrato.

As amostras referentes aos fungos foram preparadas a partir das placas de Petri
utilizadas nas analises de crescimento micelial. As concentracdes analisadas foram
10.000 ppm (0,21 g mL™?) (extrato de café verde) e 20.000 ppm (0,42 g mL™?) (extrato de
café torrado) para A. carbonarius e 20.000 ppm (0,42 g mL™) (extrato de café verde e
torrado) para A. westerdijkiae. Trés tampdes de colonia (5 mm de diametro) foram
removidos do meio de cada colbnia, apds 10 dias de incubagdo. Os controles foram

preparados sem a adi¢do de extrato.

As amostras de bactérias e fungos foram, entdo, fixadas em uma solucéo de
Karnovsky modificada (2,5% glutaraldeido, 2%, formaldeido, tampéo cacodilato 0,05 M,
pH 7,2 e CaCl2 tampdo 0,001 M; Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, as
amostras foram lavadas com tampdo cacodilato duas vezes por 10 minutos cada uma,
desidratadas usando uma série de concentracdes crescentes de acetona (25%, 50%, 75%
e 100%), secas em um aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030) e banhadas com ouro
(Bal-tec CPD 050). As amostras foram examinadas em microscopio eletrénico de

varredura (Leo Evo 040) para obtencédo das eletromicrografias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de café verde e torrado foram avaliadas por
meio do método colorimétrico baseado na eliminagdo do radical DPPH. Os resultados
obtidos s&o apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Atividade antioxidante (ICso) dos extratos de café verde e torrado e do

antioxidante sintético (BHT).

ICs0(mg mL1)

DPPH

Café Verde 91,67+0,44b
Café Torrado >500c

BHT 9,89+0,08a
CV(%) 38.73

Legenda: CV= Coeficiente de Variacéo.
Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para os extratos etanolicos de café verde, café torrado e BHT
se diferenciaram estatisticamente entre si. O ensaio de eliminacdo do radical DPPH
apresentou resultado dose-dependente; dessa forma, a atividade antioxidante aumenta
conforme aumenta a concentracdo do extrato. Em contrapartida, o café torrado nédo
apresentou atividade antioxidante para o ensaio DPPH nas concentracdes utilizadas
(Tabela 1).

A caracterizacdo dos extratos foi realizada por Fernandes (2022), observando a
presenca dos seguintes constuintes para o extrato de café verde: acidos clorogénicos,
acido cafeico, vanilina, &cido ferulico, acido o-cumarico e resveratrol; e para o extrato de
café torrado foram identificados: acidos clorogénicos, acido cafeico, vanilina e acido m-

cumarico.

Masek et al. (2020) avaliaram a atividade antioxidante do extrato etandlico e
aquoso de café verde pelos métodos DPPH e ABTS, constatando que, com 0 aumento da
concentracdo do extrato, a porcentagem de inibi¢&o dos radicais pelos métodos avaliados
aumentou, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. Dos constituintes

presentes no café que sdo associados a atividade de eliminacéo de radicais livres, pode-
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se citar os &cidos clorogénicos; além desses, estudos tambeém relatam atividade

antioxidante relacionada ao &cido galico, cafeina e trigonelina (CHOI; KOH, 2017).

Os produtos da reacdo de Maillard no café também contribuem para a atividade
antioxidante, e estudos anteriormente realizados focaram nos efeitos do grau de torra dos
grdos de café em sua capacidade antioxidante (MASEK et al., 2020). Em estudo realizado
por Prifits et al. (2015), avaliando o potencial antioxidante dos gréos de café submetidos
a diferentes graus de torra, concluiram que o tempo de torra esta diretamente relacionado
com a atividade antioxidante apresentada pelos graos de café. Castillo, Ames e Gordon
(2002) constataram reducdo da atividade antioxidante em gréos submetidos a graus de
torra altos. Além disso, segundo Farah e Donangelo (2006), graus elevados de torrefacéo
podem ocasionar perdas de até 95% de &cidos clorogénicos. Ademais, Liang e Kitts
(2014) demonstraram que o ensaio de DPPH apresenta uma limitacdo quando usado para
determinar a atividade antioxidante do café devido & sua coloracdo interferir
potencialmente na absorcdo de DPPH. Esses fatores podem ter resultado na baixa

atividade antioxidante do extrato de café torrado.

Diversos fatores estdo associados a qualidade dos gréos de café, o que ird depender
da espécie em estudo, grau de torrefacdo, condi¢Bes geogréaficas da planta, como o tipo
de solo, altitude, época de colheita, bem como as condicdes pré e pds-colheita e que irdo
afetar as atividades biologicas associada ao café (RAWANGKAN et al. 2022).

3.2 Atividade Antifungica

Os efeitos dos extratos de café verde e torrado (C. arabica) sob o crescimento

micelial dos fungos A. carbonarius e A. westerdijkiae estdo presentes na Tabela 2.
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Tabela 2- Efeito dos extratos de café verde e café torrado na inibigéo fangica.

Taxa de Inibicéo (%)

Aspergillus Aspergillus
Concentracao i L
carbonarius westerdijkiae
Café verde  Cafétorrado  Café verde Café torrado
0,013125 g mL* 0,00 aA 0,00 aA 8,35 bB 0,00 aA
0,02625 g mL™ 0,00 aA 0,00 aA 14,52 bB 31,02 bA
0,0525 g mL* 31,69 bA 0,00 aB 23,98 cA 24,32 bA
0,105 gmL™* 61,01 cA 0,00 aB 35,85 dB 24,55 bA
0,21gmL? 90,28 dA 68,11 bB 39,92 dB 27,99 bA
0,42gmL? 100,00 eA 81,97 cB 49,90 eB 34,58 cA
Antifangico (mL L?) 100,00 eA 100,00 dA 33,91 aA 33,91 aA
Controle 0,00 aA 0,00 aA 0,00 dA 0,00 cA
CV(%) 4.23 11.84

Legenda: CV= Coeficiente de Variacéo.
Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minascula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ambas as espécies fungicas apresentaram sensibilidade aos extratos de café verde
e torrado; porém, os dados estatisticos diferiram para os extratos, sendo que o café verde
apresentou maior atividade inibit6ria para A. carbonarius e A. westerdijkiae a partir da
concentragdo 0,0525 e 0,105 g mL™?, respectivamente (Figuras 1 e 2). O crescimento
micelial de A. carbonarius apresentou maior inibicdo pelos extratos, quando comparado
com A. westerdijkiae, sendo possivel observar um efeito dose-dependente para a primeira
espécie que foi inibida completamente pelo extrato de café verde na concentracgdo de 0,42
g mL? (Tabela 2). Resultado parecido com o obtido por Rakatama, Pramono e Yulianti
(2018), que observaram efeito dose-dependente de extrato etandlico de café na inibicao

do fungo Candida albicans.
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Figura 1- Efeito inibitério do extrato de café verde no crescimento fangico de A.
carbonarius e A. westerdijkiae.

Aspergillus
carbonarius

i
\ N Y &Y &P |\ P\
Legenda: (A) e (A’) controles; (B) e (B’) tratamento com extrato de café verde na concentracao
0,013125 g mL%; (C) e (C’) tratamento com extrato de café verde na concentragdo 0,02625g mL°
1. (D) e (D) tratamento com extrato de café verde na concentra¢io 0,0525 ¢ mL?; (E) e (E”)
tratamento com extrato de café verde na concentragdo 0,105 g mL%; (F) e (F°) tratamento com
extrato de café na concentracdo 0,21 g mL%; (G) e (G’) tratamento com extrato de café verde na
concentracdo 0,42 g mL*; (H) e (H’) tratamento com antifungico tebuconazole.

Aspergillus
westerdijkiae

Figura 2- Efeito inibitério do extrato de café torrado no crescimento fangico de A.
carbonarius e A. westerdijkiae.

Aspergillus
carbonarius

Aspergillus
westerdijkiaze

Legenda: (A) e (A”) controles; (B) e (B’) tratamento com extrato de café torrado na concentragdo
0,013125 g mL%; (C) e (C’) tratamento com extrato de café torrado na concentracdo 0,02625¢g
mL; (D) e (D) tratamento com extrato de café torrado na concentracéo 0,0525 g mL™%; (E) e (E”)
tratamento com extrato de café torrado na concentragéo 0,105 g mL%; (F) e (F’) tratamento com
extrato de café torrado na concentragéo 0,21 g mL%; (G) e (G’) tratamento com extrato de café
torrado na concentracéo 0,42 g mL™; (H) e (H’) tratamento com antifiingico tebuconazole.

Segundo Malheiros et al. (2019), extratos de plantas e 6leos essencias sdo capazes
de reduzir o crescimento micelial de fungos do género Aspergillus. Anteriormente,
Calheiros et al. (2023) avaliaram o efeito fungicida de extratos de café cafeinado e
descafeinado sobre espécies de leveduras e fungos filamentosos. Foi constatada atividade
antifngica sobre Candida krusei, Candida parapsilosis, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum, agentes causadores de doencas de pele. Além disso, foi possivel
observar atividade fungicida sobre T. mentagrophytes e T. rubrum. No entanto, ndo foram
identificados estudos anteriores sobre o efeito de extratos etandlicos de gréos de café (C.
arabica L.) de qualidade inferior sob espécies de Aspergillus, sendo esse estudo o

primeiro a relatar esses resultados relacionados aos fungos em estudo.
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Os extratos de café verde e torrado apresentaram taxa de inibigc&o superior a 80%
para A. carbonarius nas concentragdes 0,21 e 0,42, e 0,42 g mL™?, respectivamente. Badr
et al. (2022), avaliando a atividade antiflingica e antiocratoxigénica do extrato de borra
de café sobre fungos produtores de toxinas dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, observaram reducdo do crescimento micelial dos fungos tratados com o
extrato. Calheiros et al. (2023) observaram em seu estudo que os fungos tratados com
extrato de café apresentaram mitocondrias desorganizadas, indefinidas e talvez

disfuncionais, quando comparadas com o controle.

Tanto para A. carbonarius quanto para A. westerdijkiae o extrato de café verde
demonstrou maior efeito na inibi¢do do crescimento micelial. Alguns estudos sugerem a
presenca de compostos bioativos no café verde como agentes antimicrobianos, como 0s
compostos fenolicos, alcaloides e saponinas (CASTALDO et al., 2018; MATHUR et al.,
2021). Segundo Elizei et al. (2016), os acidos clorogénicos compdem até 14% da fracéo
fendlica do café verde, tendo sua fun¢éo bioldgica nas plantas associada a protecao contra
pragas e doencas. Em estudo realizado por Sung e Lee (2010) avaliando a atividade
antimicrobiana dos &acidos clorogénicos contra Candida albicans, os autores observaram
que o composto foi capaz de inibir a formacédo de hifas pelo fungo e também destrui-las
quando tratadas com o composto.

A concentragdo 0,42 g mL™* do extrato de café verde foi capaz de inibir totalmente
o crescimento de A. carbonarius, enquanto para A. westerdijkiae a inibigéo foi de 49,90%,
sendo essa superior a inibicdo causada pelo antifingico utilizado. Recentemente a cafeina
foi relatada como inseticida, larvicida e inibidora de fungos, leveduras e bactérias (RAUT
et al., 2013). Kwasniewska-Sip, Cofta e Nowak (2018), avaliando a resisténcia do
pinheiro-bravo (Pinus sylvestris L.) tratado com solugdes aquosas de cafeina contra
fungos, observaram que o crescimento dos fungos A. niger e A. terreus foram totalmente
inibidos com concentracdes de cafeina superiores a 0,025 g mL™, constatando-se que a
cafeina foi capaz de inibir a atividade de quitinases, resultando na inibicao do crescimento
fangico. Alguns autores também relatam atividade antifingica associada aos &cidos
cafeico e quinico e seus derivados (MA; MA, 2015; SARDI et al., 2016). Além disso,
segundo Uma, Huang e Kumar (2017) existem relatos que Aspergillus spp. tém se
mostrado resistentes a antifingicos do tipo azdis, o que pode ter resultado na resisténcia

de A. westerdijkiae ao controle positivo utilizado.
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O extrato de café torrado para ambos os fungos estudados foi o que apresentou
menor capacidade de inibi¢do do crescimento micelial. Ao longo do processo de torra,
ocorre a degradacdo de varios compostos bioativos presentes nos gréos de café, e estudos
tém demonstrado que torras mais escuras resultam na reducdo do teor de acidos
clorogénicos totais, o que pode ter resultado na menor atividade de inibi¢cdo (BASTIAN
etal., 2021).

Alguns estudos relatam a atividade antimicrobiana dos produtos da reacdo de
Maillard, como as melanoidinas (KUKUMINATO; KOYAMA; KOSEKI, 2021,
RUFIAN-HENARES; DE LA CUEVA, 2009). No trabalho realizado por Diaz-Morales
et al. (2022) foi avaliado a atividade antimicrobiana de melanoidinas extraidas de pao e
biscoito. Foram obtidos resultados positivos com acdo antifungica sobre os isolados
Penicillium charlessii, Fusarium avenaceum e Microsporum gypseum. Ademais,
Kuwabara, Simizu e Yajima (1972) observaram efeitos antifingicos de produtos
derivados de Maillard (4cido glutdmico-xilose) sobre Penicillium glaucum, Aspergillus
oryzae e Rhizopus nigricans. Sugere-se que a presenca de melanoidinas no café torrado
pode ter ocasionado a atividade antifingica do extrato de café torrado, observando-se

resultado de até 81,97% de inibicdo para A. carbonarius no presente estudo.

Dentre as espécies estudadas, A. carbonarius apresentou maior sensibilidade aos
extratos, quando comparado com A. westerdijkiae. Esse resultado corrobora com os
estudos anteriormente realizados por Brandao et al. (2020) em que foi observado maior
inibicdo de crescimento de A. carbonarius quando comparado com outras espécies de

Aspergillus quando usado o 6leo essencial de Eremanthus erythropappus.
3.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos fungos

A estrutura morfoldgica das espécies A. carbonarius e A. westerdijkiae foi obtida
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (Figura 3). Apesar do crescimento
inibido, quando avaliada a porcentagem de inibi¢do do crescimento fangico, ndo foram
observadas alteragcdes morfologicas nas estruturas fungicas das espécies A. carbonarius
e A. westerdijkiae tratadas com extratos de café verde e torrado quando comparados ao
controle (Figura 3B, B’, C, C’). Sugere-se que o0 alvo da acdo dos extratos sob os fungos

em estudo tenha sido intracelular.
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Figura 3- Eletromicrografia de varredura de A. carbonarius e A. westerdijkiae.
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carbonarius
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Legenda: (A) e (A’) Controle; (B) tratamento com concentra¢do de 0,21 g mL™ de extrato de café
verde; (B’) tratamento com concentracdo de 0,42 g mL? de extrato café verde; (C) e (C)
tratamento com concentracéo de 0,42 g mL™* de extrato de café torrado; e (D’) tratamento com
tebuconazole (mL L1).

Nas imagens (Figura 3A, A’), observaram-se conidios e conidioforos com
desenvolvimento normal e saudavel. As hifas do tratamento controle apresentaram
conidioforos tipicos, ramificacdo dicotbmica e citoplasma homogéneo (FERREIRA et al.,
2013).

A presenca do antiflngico sob a espécie A. westerdijkiae (Figura 3D’) resultou na
deformacdo da estrutura do fungo. As hifas tratadas com tebuconazole apresentaram
enrugamento da superficie celular e esvaziamento do contetdo citoplasmatico, resultando
na reducdo do didmetro da mesma. Além disso, o tratamento com antiflingico resultou na
ndo formacdo de conidiéforos e, consequentemente, a ndo formacdo de conidios,
sugerindo uma atividade fungiostatica. O mecanismo de acdo dos antifungicos azdis
resulta na interrupcdo da converséao do lanosterol em ergosterol via ligacdo ao citrocromo
fangico p-450, ocorrendo rompimento das membranas fangicas e subsequente morte do
microrganismo (PASKO; PISCITELLI; VAN SLOOTEN, 1990).

3.3 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos de café verde e torrado foram avaliados
sobre Listeria monocytogenes (Gram-positiva) e Salmonella enterica Choleraesuis
(Gram-negativa). Observou-se que os extratos de café verde e torrado ndo apresentaram

atividade bactericida sobre as bactérias em estudo. Os valores da CMI coincidiram para
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L. monocytogenes e S. Choleraesuis, sendo sensiveis ao extrato de café verde a uma
concentragéo de 0,105 g mL™ (5000 ppm) (Tabela 3).

Tabela 3- Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Minima Bactericida (CMB) dos
extratos de café verde, torrado e antibidtico.

Tratamento Listeria monocytogenes Salmonella Choleraesuis
CMI(gmL?Y) CMB(gmL?) CMI (g mL™Y) CMB (g mLY)
Café Verde 0,105 - 0,105 -
Café Torrado - - - -
Clorafenicol 0,000004 0,000063 0,000002 0,000063

Legenda: - Resistente.

A bactéria Gram-positiva (L. monocytogenes) foi inibida em concentragdes
menores que 0,105 g mL! para o extrato de café verde, sendo 0 mesmo observado para a
Gram-negativa (S. Choleraesuis). Resultados distintos foram obtidos em estudo realizado
por Monente et al. (2015), em que as bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes)
exigiram concentracdes menores de extratos de café (0,02 g mL™?) para induzir a inibicio
do crescimento, quando comparado com bactérias Gram-negativas (S. Choleraesuis e
Pseudomonas aeruginosa) (0,04 g mL™). No mesmo contexto, Camargo et al. (2019)
também constataram em seus estudos que a bactéria Gram-negativa (E. coli) foi mais
resistente do que a Gram-positiva (S. aureus), quando tratadas com 6leo essencial de
Cantinoa carpinifolia. Apesar da presenca de uma membrana externa nas bactérias Gram-
negativas, a bactéria S. Choleraesuis ndo demonstrou maior resisténcia, quando
comparada com L. monocytogenes, 0 que demonstra uma boa acdo antimicrobiana do

extrato de café verde sobre bactérias com maiores fatores de resisténcia.

Os valores da CMI obtidas para ambas as espécies bacterianas estudadas foram
mais elevados, o que difere de estudos ja realizados. Pirbalouti et al. (2010), avaliando a
atividade antimicrobiana de oito extratos de plantas sobre L. monocytogenes, observaram
que os extratos de Myrtus communis e Thymus daenensis foram os mais eficazes, com
valores de CMI variando entre 0,000039 e 0,01 g mL™*. Voss-Rech et al. (2011), testando
varios extratos de plantas, constataram que sete extratos testados sobre diferentes
sorovares de Salmonella apresentaram atividade antibacteriana, sendo que o extrato de
Caryophyllus aromaticus foi o mais eficiente, sendo observado CMI de 0,03 g mL™ para
a sorovar Salmonella Choleraesuis. Resultados diferentes podem ser justificados

provavelmente devido a variedade de métodos de avaliacdo, variacBes no nivel de
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indculo, temperatura experimental e condicao fisiologica das bactérias usadas, alem de
que os constituintes dos extratos de café podem ndo se diluir adequadamente no &gar no
teste de microdiluicdo em pocos, 0 que pode afetar a atividade antibacteriana.

De acordo com os resultados obtidos, o extrato de café verde foi capaz de inibir o
crescimento das bactérias. Segundo Rawangkan et al. (2022), varios compostos quimicos
presentes nos gréos de café estdo associados a atividade antibacteriana. Compostos como
cafeina, &cidos clorogénicos, &cidos caféico, diterpenos, acido protocatecuico e
trigonelina ja foram associados como potentes agentes antibacterianos sobre bactérias
entéricas (ALMEIDA et al., 2006; NAVEED et al., 2018; KHAN et al., 2021).

Almeida et al. (2006), investigando o efeito antimicrobiano de extratos de café
comercializados sobre enterobacterias, constataram que 0s compostos trigonelina, cafeina
e 4cidos protocatecuicos sdo potentes agentes antibacterianos naturais contra Salmonella
enterica. Muthanna e Firas (2009) avaliando os efeitos da cafeina isolada de graos de café
(C. arabica L.) e cha verde (Camellia sinensis) contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, observaram que ambos os compostos na concentracio de 0,002 g mL™*
mostraram atividades antibacterianas semelhantes sobre todas as bactérias testadas,
exceto Proteus mirabilis, sendo a bactéria mais afetada Pseudomonas aeruginosa. Em
outro estudo realizado por Su et al. (2019), foi observado que os acidos clorogénicos
apresentaram atividade antibacteriana sobre P. aeruginosa com CMI de 0,005 g mL™. E
em trabalho realizado por Rawangkan et al. (2022), o &cido caféico mostrou-se eficiente
na atividade antibacteriana sobre Vibrio cholerae resistente a antibiéticos, sendo capaz
de reduzir o crescimento bacteriano em 3 log'® CFU mL™ a uma concentracio de 0,008
g mL™ em uma hora. Além disso, ja foi relatado que os compostos fendlicos apresentam
alto potencial de inibicdo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, como em
Salmonella, L. monocytogenes e Escherichia coli (SU et al., 2019).

Tanto L. monocytogenes quanto S. Choleraesuis foram resistentes ao extrato de
café torrado; porem, estudos anteriores ja constataram atividade antibacteriana associada
aos graos torrados de café. Daglia et al. (2007), avaliando o efeito do extrato de café
torrado sobre Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, constataram que 0S
compostos padrdo glioxal, metilglioxal e diacetil (compostos a-dicarbonil) formados
durante o processo de torrefagdo, como 0s principais agentes responsaveis pela atividade
antibacteriana do café torrado, porém, a atividade antibacteriana destes compostos €

aumentada quando acrescidos de cafeina, o que indica forte sinergismo entre 0s
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constituintes quimicos presentes no café. Canci et al. (2022) avaliando os efeitos de
extratos aquosos de café verde e torrado, constataram que S. Typhimurium e E.coli foram
sensiveis a esses extratos nas concentracoes de 0,5% a 5,0%.

Wu et al. (2022), avaliando a composicao fendlica dos gréos de café submetidos
a diferentes graus de torra, constataram que os graos de café submetidos a graus de torra
alta resultam na reducdo dos compostos fenolicos. Sugere-se que o grau de torra utilizado
neste estudo pode ter ocasionado a reducao dos compostos fendélicos e, portanto, a reducao
da atividade antibacteriana dos extratos de café torrado, resultando na resisténcia das

bactérias as concentraces testadas.

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das bactérias

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para comparar as
alterac6es morfoldgicas causadas nas espécies bacterianas em estudo pelos extratos de
café verde. Uma estrutura tipica pode ser observada nas células de S. Choleraesuis e L.
monocytogenes nos grupos controle, ja nas células tratadas com extrato de café verde,

pode-se observar alteracdes morfoldgicas na membrana (FIGURA 4).

Figura 4- Eletromicrografia de varredura de S. Choleraesuis e L. monocytogenes.

Legenda: (A) controle L. monocytogenes e (A’) controle S. enterica Choleraesuis; (B) L.
monocytogenes: tratamento com concentragdo de 0,105 g mL? de extrato de café verde; (B’) S.
enterica Choleraesuis: tratamento com concentracdo de 0,105 g mL™* de extrato café verde; (C)
L. monocytogenes: tratamento com antibidtico Clorafenicol e (C’) S. enterica Choleraesuis:
tratamento com antibi6tico Clorafenicol.

A partir das imagens obtidas, é possivel observar alteracfes nas membranas das
bactérias (Figura 4B, B’), o que conferiu a L. monocytogenes e S. Choleraesuis uma

superficie rugosa. Porém, na bactéria Gram-negativa houve uma degradacgéo parcial da
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membrana gque envolve o microrganismo. A analise em MEV confirma que a membrana

citoplasmatica de ambas as bactérias estudadas é o possivel alvo do extrato.

Em geral, os constituintes bioativos do café verde sdo responsaveis por suas
atividades bioldgicas. Segundo Diaz-Hernandez et al. (2022), os acidos clorogénicos e
cafeina sdo capazes de alterar as funcGes e estruturas da membrana, além de inibir os
mecanismos de reparo do DNA, ocasionando a inibicdo do crescimento do
microrganismo. Em estudo realizado por Wu et al. (2020), que avaliaram os efeitos dos
acidos clorogénicos em Bacillus subtilis, os autores observaram alteragdes na membrana
celular das células tratadas com os acidos clorogénicos, quando comparadas com o
controle, que apresentava superficie lisa. A liberacdo de proteinas intracelulares e
mudancas na condutividade podem ser consideradas como uma indicacdo da
integralidade da estrutura celular (WU et al., 2020). Além do mais, de acordo com Dash
e Gummadi (2008), a cafeina inibe a sintese de DNA e dificulta a sintese de RNA e
proteina. O que pode ter ocasionado a inviabilidade celular de L. monocytogenes e S.
Choleraesuis, resultando na inibicdo do crescimento. Wu et al. (2020) relataram reducéo

na sintese de ATP em cepas de B. subtilis tratadas com &cidos clorogénicos.

4 CONCLUSAO

Verificou-se que o extrato etandlico de café verde foi o mais eficiente na
eliminacdo do radical DPPH, quando comparado com o extrato etanélico de café, torrado
gue ndo apresentou atividade antioxidante nas concentragdes testadas. Ambos os extratos
apresentaram atividade antifingica; porém, o extrato de café verde demonstrou maior
atividade inibitoria para A. carbonarius e A. westerdijkiae. O crescimento micelial de A.
carbonarius foi menor, quando comparado com A. westerdijkiae, sendo que a primeira
espécie foi inibida completamente pelo extrato de café verde na maior concentracdo
testada. Tanto o extrato de café verde quanto o de café torrado ndo apresentaram atividade
bactericida sobre S. Choleraesuis e L. monocytogenes, sendo que para ambas as espécies
os valores da CMI referentes ao extrato de café verde foram semelhantes. O extrato de
café torrado ndo apresentou efeito bacteriostatico sobre as espécies em estudo. Conclui-
se que o extrato de café verde apresenta alto potencial como subproduto para a industria
alimenticia como potente aliado no controle de microrganismos e estresse oxidativo,
sendo necessarios mais estudos acerca das atividades biologicas do extrato de café

torrado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos neste estudo, os extratos de café verde e
torrado provenientes de grdos de qualidade inferior podem ser subprodutos, com
promissora eficacia sobre radicais livres, fungos e bactérias, podendo ser utilizados como

prototipos para novos medicamentos e também pela inddstria alimenticia.
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