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RESUMO - A utilizagdo de ingredientes a base de extratos de plantas tem demostrado possuir atividade
antimicrobiana. Nesta pesquisa, avaliou-se a atividade antimicrobiana dos extratos de Coffea arabica torrado (AT)
e Coffea canephora torrado (CT) e verde (CV) frente ao crescimento da Salmonella Typhimurium. Solugdes dos
extratos, preparadas nas concentragdes de 0,5%, 1,5%, 2,0%, 2,5% e 5,0% (m v''), foram testadas no tempo 0 e
20 dias ap6s a impregnagdo em discos, que foram depositados sobre placas de Petri com meio sélido inoculado
com o microrganismo. Os extratos de café avaliados mostraram atividade antimicrobiana no crescimento de
Salmonella Typhimurium, sendo que ndo foram observados efeitos diferenciados quando avaliadas diferentes
espécies de café (Coffea arabica e Coffea canephora) e extratos preparados com café torrado ou verde.

PALAVRAS-CHAVE: Acido clorogénico, Atividade antimicrobiana, Café, Melanoidinas, Robusta.

ABSTRACT - The use of ingredients based on plant extracts has been shown to have antimicrobial activity. In
this research, the antimicrobial activity of the roasted Coffea arabica (AT) and roasted (CT) and green (CV)
Coffea canephora extracts was evaluated against the growth of Salmonella Typhimurium. Extract solutions,
prepared in concentrations of 0.5%, 1.5%, 2.0%, 2.5% and 5.0% (m v™'), were tested at 0 and 20 days after
impregnation in discs, which were deposited on Petri dishes with solid medium inoculated with the
microorganism. The evaluated coffee extracts show antimicrobial activity in the cell growth of Salmonella
Thyphimurium; differentiated effects were not observed by evaluating different coffee species (Coffea arabica
and Coffea canephora) and extracts prepared with roasted or green coffee.
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1. INTRODUCAO

No que tange o uso tecnologias limpas aplicadas para a conservacgao de alimentos, o emprego de extratos
de origem vegetal que contém compostos bioativos ¢ uma alternativa para as industrias de processamento. Estes
extratos sdo substancias que contém principios ativos com propriedades antioxidantes, possuem agdo metabolica
ou fisioldgica ja comprovada, e sdo de facil aceitagdo pelo consumidor. Os extratos vegetais, possuem potencial
como suplemento alimentar pro-saude, com atividade antioxidante, anticAncer, desintoxicante e com atividade
antibacteriana (Misra et al., 2017; Oestreich-Janzen, 2013; Langner; Rzeski, 2014).

Com grande potencial exploratorio, os extratos vegetais que possuem atividade antibacteriana poderao
ser um caminho alternativo para as indistrias de alimentos e farmacéutica, substituindo ou complementando os
agentes com potencial bacteriano existentes.

A forma de atuagdo destes extratos no controle microbiologico abrange diversas possibilidades, seja pela
atividade antimicrobiana bactericida ou bacteriostatico ou pela inibigcao da formagdo de biofilmes (Mancini et al.,
2018; Silva et al., 2016; Burt et al., 2014; Alvarez et al., 2012; Farah e Donangelo, 2006).

Dentre os extratos vegetais que tem se destacado em diferentes linhas de pesquisa os extratos de café
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sdo caracterizados pela abrangéncia de aplicagdo e atuagdo, seja, pela promogdo a saude ou atuagdo como agente
antimicrobiano. Os extratos de café processados como o café soluvel contem acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) que
¢ o acido clorogénico majoritario, estando em maior teor na espécie Coffea arabica em relagdo ao Coffea
canephora torrado ¢ em maior teor em extratos de café verde, em comparagido ao torrado (Corso et al., 2016;
Vignoli et al., 2011). Outro composto presente nos café submetidos ao processo de torra sdo as melanoidinas, com
potencial de inibigdo frente a microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (Rufian-Henares; De La Cueva
(2009).

A Salmonella é um dos microrganismos associado a doengas entéricas transmitidas por alimentos, ¢
pesquisas tem demostrado um aumento da sua resisténcia a determinados antibidticos (Meakins et al., 2008). O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de inibicdo de extratos de café sobre o crescimento microbiano de
Salmonella Typhimurium, com o intuito de propor uma nova alternativa de agente antimicrobiano as industrias
de processamento de alimentos.

2. MATERIAL E METODOS

A atividade antimicrobiana dos extratos de café foi determinada utilizando-se a analise de concentracéo
inibitoria minima (CIM). Seguiu-se a metodologia descrita por Cockerill (2012), com modificagdes, para a
interpretagdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana e classificagdo da resposta in vitro ao agente
antimicrobiano.

A cepa de Salmonella entérica sorovar Typhimurium ATCC 14028 foi mantida em bisel de agar
nutriente (AN; Merck, Darmstadt, Alemanha) sob refrigeragdo (5 + 3 °C). A ativacdo da cepa foi realizada em
caldo Brain Heart Infusion (BHI; Merck, Darmstadt, Alemanha) incubado em estufa bacterioldgica a 35 £ 1 °C
(002CB, FANEM, Sio Paulo, Brasil) por 12 h. Apoés a ativag@o a suspensio bacteriana foi padronizada de modo
a obter uma contagem de 10’ UFC mL™ e inoculada (100 pL) em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo agar
Mueller-Hinton (Merck, Darmstadt, Alemanha) solidificado, e espalhada com o auxilio de uma alga de Drigalski
até completa absorg¢ao.

Os extratos de café utilizados como antimicrobianos foram preparados em uma planta piloto industrial
localizada no municipio de Cornélio Procopio (PR), seguindo os padrdes de processamento para café soluvel. Os
extratos de café soluvel foram:

- Coffea arabica torrado (AT);
- Colffea canephora torrado (CT);
- Colffea canephora verde (CV).

Foram preparadas solugdes com os trés extratos de café, nas concentragdes de 0,5%, 1,5%, 2,0%, 2,5%
e 5,0% (m v™') utilizando-se 4gua destilada esterilizada em autoclave (CS 75 L, Prismatec, Itu, Brasil). As solu¢des
obtidas foram impregnadas (20 pL) em discos estéreis com didmetro de 6,3 a 6,4 mm e gramatura de 320a 350 g
(m?)" (Kaj Lab, Sao Paulo, Brasil) utilizados nos testes da avaliagio da CIM. Os discos impregnados foram
mantidos em recipientes de boro silicato fechados com tampa de rosca sob refrigeracao (5 + 3 °C), uma vez que
a CIM foi avaliada no tempo 0 e 20 dias apos o preparo dos discos. Como controle negativo foram utilizados
discos sem impregnar antimicrobianos. Como controle positivo foram utilizados discos com antibidticos
comerciais impregnados com 5 pg de Clavacilin (Sensibiodisc, Norbrook, Brasil), 5 pg de Trimetoprim e com 10
pg de Ampicilina (Laborclin, Parand, Brasil).

Os discos impregnados com os extratos de café nas diferentes concentracdes, controle negativo e
controle positivo foram depositados com o uso de pinga estéril sobre o dgar Muller-Hinton solidificado e
previamente inoculado com a Sa/monella Typhimurium. As placas invertidas foram incubadas na temperatura de
35 + 1° C em estufa bacteriologica, por 16 a 20 h. Apds o periodo de incubacdo, a inibi¢do do crescimento foi
evidenciada pela presenca de um halo de inibig¢do translicido ao redor dos discos. O didmetro dos halos foi medido
utilizando um paquimetro digital (150 mm 6, Snauzer, China).

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pela média = erro padrao. Os dados
foram avaliados por ANOVA (Andlise de Varidncia) e teste de Tukey (p < 0,05) utilizando-se o programa

Statistica 8.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da CIM mostraram a presenga de halos de inibic¢do, caracterizados por uma zona sem
crescimento microbiano circundada nos discos impregnados com os extratos de café e controle positivo,
evidenciado por uma zona transparente, contrastando com regides opacas causadas pelo crescimento
microbiolégico da Salmonella Typhimurium (Figura 1).

Figura 1 — Halos de inibigdo da Salmonella Typhimurium causados pela a¢dao antimicrobiana dos extratos de café.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da CIM nos tempos 0 e 20 dias, com os extratos de café.
No tempo zero, o extrato AT mostrou-se mais efetivo na inibicdo da Salmonella Typhimurium, gerando halos
maiores, em concentragdes de 1,5% ou maior (p < 0,05). Em contrapartida, os extratos CT ¢ CV demonstraram
ser efetivos na inibigdo do microrganismo mesmo na concentragdo de 0,5%. A atividade antimicrobiana
evidenciada pelos extratos de café parece estar associada tanto com as melanoidinas como com o acido
clorogénico presente no café, uma vez que os extratos de café torrados apresentam maior teor de melanoidinas
(estimativa de melanoidinas no extrato 0,57 mg mL™"' a 420 nm: AT = 0,638 AU; CT = 0,686 AU; e CV = 0,302
AU) e um teor de acido 5-cafeiolquinico menor (AT =1,35 g 100 g'; CT =0,67 g 100 g"') em comparagdo ao CV
(6,76 g 100 g™).

Tabela 1 - Diametro dos halos de inibi¢do (mm) da Sa/monella Typhimurium devido a agdo dos extratos de café
como agente antimicrobiano no tempo zero (T0) e 20 dias (T20).

Extrato de Tempo Concentragdo (m
café (dias) vh
0,5% 1,5% 2,0% 2,5% 5,0%

AT TO 8,9 +0,5>B 10,0 + 0,7248 10,4 +0,12>4 11,2 0,434 10,5 + 0,734
T20 6,7+0,1°¢ 7.0 + (.4abeC 8,2 +0,42bC 8,3+0,8%¢ 7,2 £ 0,40<C

CT TO 10,6 + 0,6%>4 11,7+0,2%4 9,0 + 0,0°8¢ 11,0 £ 0,024 12,0 1,334
T20 7,6 + 0,330 7,4+ 0,20€ 8,6 +0,12>:C 9,0 +0,8*BC 8.0  0.22bBC

cv TO 11,2 +0,9%48 10,5 +0,7*B 9,9+0,1%48 10,3 £ 0,138 10,7 £ 0,5%48
T20 7,1 +0,4°¢ 8,0 +0,1°¢ 9,3 +0,72BC 7,2+ 0,1%€ 8.4 + (0.22bBC

AT: Coffea arabica torrado; CT: Coffea canephora torrado; CV: Coffea canephora verde; letras sobrescritas minusculas
na mesma linha indicam diferenca entre as diferentes concentragdes de um mesmo extrato de café (p < 0,05); letras
sobrescritas maiusculas na mesma coluna indicam diferenca entre os tempos TO e T20 e entre diferentes extratos numa
mesma concentragdo (p < 0,05).

O controle negativo evidenciou que ndo houve a presenca de halos de inibi¢do, indicando que a
Salmonella Typhimurium cresceu nas placas contendo o dgar Muller-Hinton. No caso do controle positivo,
verificou-se a suscetibilidade bacteriana aos antibidticos comerciais testados. Experimentalmente, a Salmonella
Typhimurium foi sensivel a utilizacdo dos trés antibidticos testados, com um halo de inibi¢ao de 23,89 + 1,18 mm
para o Clavacilin, de 20,89 + 1,82 mm para o Trimetoprim e de 18,14 = 1,06 mm para a Ampicilina, caracterizando
a auséncia de resisténcia microbiana da cepa frente aos antibidticos de uso comercial.

Segundo Vignoli et al. (2014), as melanoidinas e acidos clorogénicos sdo responsaveis pela atividade
antioxidante nos cafés. A forma de atuacdo ainda ndo estd bem elucidada, mas alguns estudos tém demostrado

ORGANIZACAO CfﬁCE @
éCTA RS
S = www.officeeventos.com.br

REALIZACAO



@S’ ON LINE

7° Simpésio de
27 A 29 bDE OUTUBRO DE 2020 : Seguranca Alimentar
Inovacdo com sustentabilidade

que compostos como as melanoidinas atuam sobre a parede celular dos microrganismos. No entanto, alguns
fatores parecem interferir na estabilidade e integridade da membrana das bactérias. Uma das formas de atuacdo
das melanoidinas relatadas esta ligada a capacidade de quelar os fons Mg”" da membrana externa da célula,
causando a desestabilizagdo da membrana interna (Rufidan-Henares; De La Cueva, 2009).

Em relagdo aos acidos clorogénicos, efeitos sobre a membrana celular também foram relatados,
iniciando-se pela formagdo de poros na membrana externa, o que aumenta a permeabilidade e pode resultar no
rompimento celular (Duangjai et al., 2016; Lou et al., 2011). O efeito inibitério dos extratos de café pode estar
relacionado as diferencas na constituicdo da parede celular das bactérias ou pelo fato de possuir o poder redutor
de metais ¢ a capacidade sequestrante de radicais livres (Oestreich-Janzen, 2013; Alvarez et al., 2012; Abrahdo et
al., 2010; Rufian-henares; De La Cueva, 2009). Segundo Tortora et al., (2012), uma das formas de atuagdo estaria
associada a membrana externa, uma barreira seletiva devido a formacdo de canais ligado a atuag@o de proteinas
da membrana (porinas), que permitiria a passagem de algumas moléculas como os compostos bioativos do café.

De forma similar, outras pesquisas com diferentes microrganismos também evidenciaram a atividade
inibitoria dos extratos de café em bactérias Gram-positivas como o Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis, e bactérias Gram-negativas como a Escherichia coli, Salmonella enterica ¢
Pseudomonas aeruginosa (Duangjai et al., 2016; Runti et al., 2014).

Apds 20 dias de armazenamento dos discos previamente preparados, observou-se uma reducdo no poder
de inibigdo da Salmonella Typhimurium para todos os extratos de café em comparacdo com o tempo zero.
Acredita-se que a diminuic@o da atividade antimicrobiana dos extratos de café tem relacdo com um dos principais
compostos bioativos do café, o acido clorogénico, que tem o seu teor reduzido quando armazenado por longos
periodos; esta altera¢do ocorre devido a capacidade dos compostos clorogénicos participarem em reagdes de
oxidagdo, sendo entdo degradados (Rendon et al.,, 2014, Rodrigues et al., 2013). Ressalta-se que, mesmo
armazenados em frasco de boro silicato, os discos impregnados com os extratos de café tiveram contato com o
oxigénio, o que pode ter favorecido as reagdes oxidativas.

Comparando-se os trés extratos de café, destaca-se que todos demonstraram potencial antimicrobiano
evidenciado pela presenga de halos de inibi¢do ao redor dos discos depositados nas placas com meios de cultura.
Com base nos testes da CIM utilizando os discos impregnados com os extratos de café, observou-se que as duas
espécies de café torrado avaliadas (Coffea arabica e Coffea canephora), bem como o extrato de café verde tiveram
atividade antimicrobiana potencial na inibi¢do da Salmonella Typhimurium.

4. CONCLUSAO

Os extratos de café avaliados mostraram atividade antimicrobiana na inibicdo da Salmonella
Typhimurium, sendo observados efeitos quando avaliadas diferentes espécies de café (Coffea arabica e Coffea
canephora) e extratos preparados com café torrado ou verde. Os bioativos melanoidinas e 4cidos clorogénicos
parecem ser os principais compostos envolvidos na atividade antimicrobiana. A comprovada agdo antimicrobiana
dos extratos de café frente a inibi¢do da Salmonella Typhimurium abre novas possibilidades de utilizagdo destes
extratos como um composto alternativo ao controle do crescimento microbiano em alimentos.
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