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RESUMO

CANCI, Luiza. A. Potencial antimicrobiano de extratos de café na inibicao de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. 2020. 62 folhas. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Alimentos) — Programa de P6Os-Graduagdo em Tecnologia de
Alimentos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2020.

Ingredientes a base de extratos de plantas como o café tem as caracteristicas de
serem naturais, seguros, saudaveis e possuirem atividade antioxidante, devido a
presenga de compostos bioativos, como os &acidos clorogénicos, cafeina e as
melanoidinas, os quais também podem apresentar atividade antibacteriana. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito antibacteriano dos extratos de café arabica (Coffea
arabica) torrado (AT), café canéfora (Coffea canéfora) torrado (CT) e café canéfora
(Coffea canéfora) verde (CV) frente a Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus.
Inicialmente foi realizada a quantificagdo de melanoidinas, cafeina e acidos
clorogénicos nos extratos de café citados. Para a triagem inicial do efeito inibitério e
dos microrganismos sensiveis aos extratos de café, foi avaliada a sensibilidade
bacteriana, por meio da impregnacdo de discos estéreis com extratos nas
concentragbes de 0,5; 1,5; 2,0; 2,5; e 5,0% (m/v), os quais foram depositados em
meios solidos especificos inoculados com os microrganismos alvo e avaliados no
tempo zero e vinte dias de armazenamento sob refrigeragcdo. Como controle positivo
foram utilizados discos contendo antibidticos de uso comercial (Amoxacilina acido
clavulanico, Trimetoprim (5 pg) e Ampicilina (10 ug)). Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus mostraram-se sensiveis aos extratos de
café; logo, foram selecionadas trés concentragdes (0,5%, 2,5% e 5,0%) para o
acompanhamento do crescimento celular em meio liquido, pela leitura da densidade
otica a 600 nm, em intervalos pré-definidos de 1 h. Os dados obtidos foram ajustados
ao modelo matematico de Gompertz modificado (MGM), obtendo-se os parametros
de crescimento duracao da fase /ag (1), velocidade especifica maxima de crescimento
(M) e populagdo maxima atingida (A). Dentre os extratos de café, o CT a 5,0%
apresentou a melhor atuacdo na atividade antibacteriana para Salmonella
Typhimurium, com redugao de 1,3 ciclos log, inibicdo da Escherichia coli (1.4 ciclos
log) e Staphylococcus aureus (1.5 ciclos log). Este extrato apresentou o maior teor
de melanoidinas comparado aos extratos de café AT e CV, indicando que a atividade
inibitoria pode estar associada a presenga destes compostos nos extratos avaliados.
Desta forma, o extrato de café CT a 5,0% foi utilizado para avaliagdo do desempenho
em matriz alimentar (leite em p6 desnatado reconstituido) inoculada com 0,1% (v/v)
(contagem inicial 10> UFC mL") de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum, sendo
uma amostra incubada a 5 °C e outra a 35 °C, para cada microrganismo. O
crescimento microbiano foi acompanhado a cada 12 h, por inoculagdo em meios
sélidos diferenciais para cada microrganismo, no intervalo de zero a 72 h. Os
resultados foram ajustados ao modelo de Gompertz modificado (MGM), obtendo-se
os parametros de u e A. Foi possivel observar o efeito antimicrobiano do extrato de
café CT sem interferéncia da matriz alimentar, com a redugao da populagdo maxima
(A) para Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para Salmonella e
Escherichia coli, houve uma diminuicdo na velocidade especifica maxima de
crescimento (J) na faixa de temperatura de 5 °C, e uma reducao de 1,12 e 1,58 ciclo



log na populagdo maxima atingida, respectivamente. No entanto, a 35 °C a reducéo
da populagao foi inferior (0,29 e 0,62 ciclos log) quando comparada aos controles.
Para o Staphylococcus aureus, nas temperaturas de 5°C e 35°C, observou-se a
reducédo da populagdo maxima de 1,72 e 2,83 ciclos log, respectivamente, valores
estes justificados pela diminuicdo na velocidade especifica maxima de crescimento.
Para o Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum nao houve inibicdo do
crescimento na matriz alimentar com o extrato de café CT a 5,0%, nas temperaturas
aplicadas. Conclui-se que a concentragado de 5,0% de café canéfora torrado (CT)
demostrou éxito na inibicdo dos patégenos Salmonella Typhimurium, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus quando cultivados em meio liquido e também quando
inoculados em leite em po reconstituido, demostrando a capacidade de inibicdo da
atividade biolégica. No entanto, este extrato de café (CT a 5,0%), ndo demostrou
atividade inibitéria frente ao Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum tanto
nos testes iniciais de sensibilidade em agar quanto na matriz leite em p6, demostrando
ser aplicavel em matrizes contendo estes probidticos, sem causar a inibicdo dos
mesmos.

Palavras-chave: acidos clorogénicos, melanoidinas, Coffea arabica, Coffea
canephora.



ABSTRACT

CANCI, Luiza. A. Antimicrobial potential of coffee extracts to inhibit Gram-positive and
Gram-negative bacteria inhibition. 2020. 62 sheets. Dissertation (Master in Food
Technology) - Graduate Program in Food Technology, Federal Technological
University of Parana. Medianeira, 2020.

Plant extracts ingredients as coffee have the characteristic of being natural, safe, and
healthy, mainly due its antioxidant activity ensured by the presence of bioactive
compounds as chlorogenic acids, caffeine, and melanoidins, which may also have
antibacterial activity. The objective of this study was to evaluate the antibacterial effect
of arabica roasted (Coffea arabica) extracts (AT), robusta roasted (Coffea canephora)
coffee (CT) and robusta green (Coffea canephora) coffee (CV) against Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum, and
Lactobacillus rhamnosus. Initially, the determination of melanoidins, caffeine, and
chlorogenic acids was performed in the coffee extracts mentioned. For the initial
screening of the coffee extract inhibitory effect bacterial sensitivity was assessed by
the evaluation sterile discs impregnation with coffee extracts in concentrations of 0.5;
1.5; 2.0; 2.5; and 5.0% (m v'), which were deposited in specific solid media inoculated
with the target microorganisms; the inhibitory effect was evaluated at zero and twenty
days of storage under refrigeration. As a positive control, disks containing antibiotics
for commercial use as Amoxicillin clavulanic acid and Trimetoprim (5 pg), and
Ampicillin (10 pg). Salmonella Typhimurium, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus showed coffee extract sensitive, and three concentrations (0.5%, 2.5%, and
5.0%) were selected for cell growth monitoring in liquid medium. The tests were
evaluated by optical density reading at 600 nm, at predefined intervals of 1 h and the
data obtained were adjusted to the modified Gompertz mathematical model (MGM), in
order to obtain the growth parameters of /ag phase duration (1), maximum specific
growth rate (u), and logarithmic increase in the population (A). Among coffee extracts,
5.0% CT showed the best performance in antibacterial activity reduction for Salmonella
Typhimurium (1.3 log cycle), for Escherichia coli (1.4 log cycle), and for
Staphylococcus aureus (1.5 log cycle). The coffee extract CT presented the highest
content of melanoidins compared to others, indicating that the inhibitory biological
activity may be associated with the presence of these compounds in the evaluated
extracts. Moreover, the CT extract was used to evaluate the antibacterial performance
in food matrix (reconstituted skimmed-milk powder) by the addition of 5.0% and
inoculated with 0.1% (v/v) (initial count of 105 UFC mL"") of Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lactobacillus rhamnosus, and Lactobacillus
plantarum, with a sample incubated at 5 °C and another at 35 °C, for each
microorganism. Microbial growth was monitored every 12 h, by inoculation in suitable
solid media for each microorganism, up to 72 h. The results were adjusted to the



modified Gompertz model (MGM), obtaining the parameters of y and A. It was possible
to observe the antimicrobial effect of the coffee extract CT without interference from
the food matrix, with the reduction of the logarithmic increase in the population (A) for
Salmonella, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus. For Salmonella and
Escherichia coli, there was a decrease in the maximum specific growth rate (u) in the
temperature of 5 °C, and a reduction of 1.12 and 1.58 log cycle, respectively; however,
at 35 °C the microorganisms reduction was lower, 0.29 and 0.62 log cycle if compared
to controls. For Staphylococcus aureus, at temperatures of 5 °C and 35 °C, a reduction
in the logarithmic increase in the population of 1.72 and 2.83 log cycle was observed,
respectively, values justified by the decrease in the maximum specific growth rate. For
Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus plantarum there was no growth inhibition
in the food matrix with 5.0% CT coffee extract, at the temperatures evaluated. It is
concluded that the 5.0% concentration of robusta roasted coffee (CT) demonstrated
success in inhibiting the pathogens Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, and
Staphylococcus aureus grown in liquid medium and food matrix reconstituted
powdered milk. However, this coffee extract (CT at 5.0%), did not show inhibitory
activity against Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus plantarum in the initial agar
sensitivity and in the milk powder matrix tests, demonstrating to be applicable in
matrices containing these probiotics.

Keywords: chlorogenic acids, melanoidins, Coffea arabica, Coffea canephora.
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1 INTRODUGAO

Métodos tradicionalmente conhecidos para a conservagao de alimentos e
estendimento da vida util, pela aplicacdo de aditivos e conservantes, associados a
temperatura controlada sdo usados para o controle microbiano. No entanto a
aplicacao de aditivos naturais que permitam o entendimento da fase lag € uma nova
alternativa ao controle microbiolégico de patdgenos e deteriorantes (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2015; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Os aditivos
alimentares utilizados tradicionalmente no controle de alteragdes em alimentos, vem
dando espaco a novos aditivos com um apelo mais consciente, pela substituicao por
aditivos naturais, na industrializacdo de alimentos (CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2015). Além da deterioragao de alimentos, os microrganismos podem
estar associados a doengas de origem alimentar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012),
destacando-se como uma necessidade cientifica atual a busca por substancias
antimicrobianas, especialmente as de origem natural (CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2015) e que atuem promovendo a seguranga de alimentos (SINGH,
VEER PAL, 2018).

Os compostos bioativos encontrados em extratos vegetais e em graos como
o café tem despertado o interesse de pesquisadores, devido ao fato de possuirem
acao inibitéria frente a alguns microrganismos e podendo ser aplicaveis a industria,
especialmente de alimentos. No café, o composto bioativo mais abundante é a
cafeina, conhecido pelo seu efeito estimulante. Outros compostos bioativos como os
acidos clorogénicos estao presentes em maior proporgao no café nao torrado (verde),
sofrendo uma reducdo no processo de torra, formando novos compostos. As
alteracdes durante a torra ocorrem entre os grupos redutores de agucares e 0s grupos
amino livres de proteinas ou aminoacidos, originando as melanoidinas (VIGNOLI et
al., 2014).

Diversos pesquisadores tém se dedicado ao estudo dos efeitos benéficos do
café na saude humana, com foco na composi¢cao dos extratos e na exploracao da sua
capacidade antioxidante, anticancer, desintoxicante e antibacteriana (OESTREICH-
JANZEN, 2013; LANGNER; RZESKI, 2013). Dentre estes estudos, a possibilidade de
aplicagéo dos extratos de café como agente antimicrobiano tem se destacado, seja
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pela diversidade de aplicagcdes ou pela facilidade de incorporacdo em matrizes
alimentares, devido as caracteristicas sensoriais bem conhecidas do café por parte
dos consumidores.

Os extratos de café tém atividade comprovada frente a microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos (MONENTE et al., 2014), devido a presenga de
flavonoides e melanoidinas, essas ultimas em maior concentragao nos cafés torrados
(OESTREICH-JANZEN,2013).

Os extratos de café podem ser utilizados como um ingrediente alimentar
adicional, com capacidade de promover a seguranga de alimentos devido a
propriedade de inibir ou retardar o crescimento de microrganismos patogénicos como
Salmonella, Staphylococcus aureus e E. coli (MONENTE et al., 2014; LANGNER,;
RZESKI, 2013).

A forma de atuagdo e utilizacdo destes extratos no controle microbioldgico
abrange diversas possibilidades, seja pela atividade antimicrobiana bactericida ou
bacteriostatica, na inibicdo da formacgao de biofiimes ou agindo em biofilmes pré-
existentes, atuando como antioxidante, na inibicdo da agregacao de neuroprotetores
(Doencgas de Alzheimer e Parkinson) e na inibigdo do mecanismo de comunicagao
microbiana (MANCINI; WANG; WEAVER, 2018; SILVA et al., 2016; BURT et al., 2014;
ALVAREZ; MOREIRA; PONCE, 2012).

Baseado neste contexto, o extrato de café pode ser uma alternativa nainibigao
das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, caracterizando-se como um
ingrediente natural que pode trazer beneficios aos alimentos, com carateristicas
sensoriais diferenciadas. Os extratos de café poderdo ser aplicados mantendo a
atividade das bactérias lacticas, enquanto podem retardar ou inibir a atividade

biolégica de bactérias patogénicas, promovendo a seguranga de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito de extratos de Coffea
arabica torrado (AT), Coffea canephora torrado (CT), e Coffea canephora verde (CV)
na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e selecionar
o extrato de café com melhor desempenho microbiolégico para aplicagdo em matriz

alimentar (leite em p6 desnatado) para avaliagdo da estabilidade microbioldgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os extratos de café quanto ao teor de cafeina, acido-5-cafeiolquinico,
e melanoidinas, e quanto aos parametros de cor e pH;

e Determinar a sensibilidade bacteriana de bactérias Gram-negativas (Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus) frente aos extratos de Coffea
arabica torrado (AT), Coffea canephora torrado (CT), e Coffea canephora verde
(CV) em testes de difusao em agar;

e Avaliar a cinética de crescimento celular em meio liquido dos microrganismos
sensiveis aos extratos de café, avaliando-se os extratos/concentracbées com maior
atividade antibacteriana e ajustar os dados experimentais ao modelo de Gompertz
modificado (MGM) para a obtencédo dos parametros de crescimento [(duragao da
fase lag (1), velocidade especifica maxima de crescimento (u) e populagdo maxima
atingida (A)];

e Aplicar o extrato de café em matriz alimentar (leite em pd6 reconstituido) para
avaliagdo do potencial de inibigdo do crescimento microbiano, avaliando os
parametros de crescimento (A, 4, A) obtidos pelo ajuste dos dados de crescimento

celular em meio sélido ao modelo matematico de Gompertz modificado (MGM).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PROCESSAMENTO DO CAFE E PRESENGA DE COMPOSTOS BIOATIVOS

O café é uma das bebidas mais conhecidas e consumidas no mundo,
possuindo caracteristicas aromaticas e efeito estimulante psicoativo. As principais
formas de café comercialmente disponiveis estdo na forma de pé, pela torra dos graos
e moagem, ou na forma atomizada ou liofilizada para preparagdes instantédneas. O
café torrado (endosperma) corresponde ao grao beneficiado do fruto maduro de
espécies do género Coffea, que é submetido ao tratamento térmico até atingir o ponto
de torra escolhido (BRASIL, 2005).

O processo para a obtencdo do café soluvel ou instantdneo resulta da
desidratacdo do extrato aquoso, obtido do café torrado. A extragao é realizada em
altas temperaturas, seguida da concentragao e secagem dos extratos. A classificagao
€ de acordo com o processo de desidratagao, podendo ser por atomizagdo, onde o
extrato aquoso no estado liquido é pulverizado em atmosfera aquecida, ocorrendo a
evaporagao da agua e a formacéao das particulas secas. Outra forma de obtencéo do
café soluvel é por liofilizagdo. Neste processo, o café no estado liquido é congelado
com posterior remogao da agua por sublimagao, e a formacéao de particulas secas
(BRASIL, 1999; CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016; OESTREICH-JANZEN, 2013).

O processo de torrefacao dos graos de café é essencial para a produgao de
uma bebida com atributos desejaveis de sabor e aroma. As principais alteragdes das
caracteristicas visuais ocorrem pela formacdao de uma pigmentagdo marrom, as
melanoidinas, que sao formadas pela reacdo de Maillard; estas alteragdes estéo
relacionadas a decomposi¢cao de alguns compostos como aminoacidos e carboidratos
e a formacdo de outros em reacdes quimicas complexas (BELITZ; GROSCH,;
SCHIEBERLE, 2009).

As melanoidinas tem sido associadas com propriedades bioldgicas incluindo
a atividade antioxidante (CONTRERAS-CALDERON et al., 2016; PASTORIZA;
RUFIAN-HENARES, 2014), atividade antimicrobiana (RUFIAN-HENARES; CUEVA,
2009), ambas influenciadas pelo poder de quelar metais (PASTORIZA; RUFIAN-
HENARES, 2014). O teor de melanoidinas no café soluvel pode variar de 18,07 a
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29,64 g 100 g para o Coffea arabica e de 19,66 a 30,44 g 100 g para o Coffea
canephora (VIGNOLI; BASSOLLI; BENASSI, 2011).

No processo de torra também ocorre a formagao de compostos aromaticos
volateis com cerca de 20% da matéria seca e cerca de 80% de compostos de baixo
peso molecular (3 kDa), e residuos de alto peso molecular (12 kDa) com possivel
atividade antimicrobiana (OESTREICH-JANZEN, 2013; ABRAHAO et al., 2010;
BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

As espécies de café para as quais sao encontrados mais dados cientificos
sobre a composicao quimica sdo Coffea arabica e Coffea canephora, com as suas
cultivares. Originalmente o café foi estudado pelo seu efeito fisiologico estimulante, e
posteriormente o uso dos seus extratos trouxe novos conceitos e um novo foco a
bebida. A disponibilidade de tecnologias permitiu avaliar os compostos dos extratos e
verificar a sua atividade biolégica e o potencial como antioxidante, hepatoprotetor,
hipoglicémico, atuagao frente a doencas degenerativas, cardiovasculares e diabetes
tipo I, além da agao antiviral e bacteriostatica frente a microrganismos Gram-positivos
e Gram-negativos (OESTREICH-JANZEN, 2013; FARAH; DONANGELO, 2006).

A cafeina é o principal alcaloide encontrado no café e um de seus
componentes mais estudados (MOREIRA; TRUGO; MARIA, 2000). A sua biossintese
ocorre nas folhas, pericarpo, e externamente no fruto, e posteriormente se acumula
no endosperma (OESTREICH-JANZEN, 2013). A cafeina tem sido investigada por
sua acao antioxidante e propriedades anticarcinogénicas, atribuida a atividade
sequestrante contra espécies reativas de oxigénio (hidroxil, peroxil e oxigénio singleto)
(GEORGE; RAMALAKSHMI; RAO, 2008; SHI; DALAL; JAIN, 1991).

A cafeina é um bioativo estavel ao processo de torra e dependente da espécie
de café (ABRAHAO et al., 2010). Foram reportadas médias de 4,70 g 100 g' e 4,20
g 100 g, respectivamente para o Coffea arabica e Coffea canephora (VIGNOLI et al.,
2014). Para extratos de café soltvel, um teor de 2,84 a 4,12 g 100 g-' foram relatados
para a espécie Coffea arabica, e de 3,80 a 5,82 g 100 g™' para o Coffea canephora
(CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016; VIGNOLI; BASSOLLI; BENASSI, 2011).

Os compostos fendlicos mais abundantes sao os acidos clorogénicos (ACG),
e estdo em maior teor em graos com qualidade inferior por estarem associados a
condicdes de estresse das plantas (ABRAHAO et al., 2010; FARAH; DONANGELO,
2006). Sao metabdolitos secundarios nas plantas, que se acumulam no endosperma,
e sdo encontrados em maior quantidade no café verde (OESTREICH-JANZEN, 2013;
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ABRAHAO et al., 2010). O acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) é o acido clorogénico
majoritario encontrado no café (PERRONE et al., 2008; RUNTI et al.,2014; VIGNOLI
et al.,2014).

O Coffea arabica, em diferentes graus de torra, possui de 5,96 a 0,22 g 100
g' de 5-ACQ, enquanto o Coffea canephora possui de 6,19 a 0,12 g 100 g™,
considerando ainda que o 5-ACQ ¢ instavel as temperaturas da torra, podendo
alcancar um decréscimo superior a 95% do teor inicial no café verde com o avanco do
grau de torra (VIGNOLI et al., 2014). Em extratos de café soluvel obtidos a partir da
espécie Coffea arabica e Coffea canephora o teor de 5-ACQ variou de 0,40 a 4,11 g
100g'e0,21a4,19g 100 g, respectivamente (CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016;
VIGNOLI; BASSOLLI; BENASSI, 2011).

No processo de torra ocorre a decomposi¢ao dos acidos clorogénicos livres a
acido quinico e acido cafeico, para formag¢ao das quinidas, que sao incorporados as
melanoidinas com diferentes pesos moleculares. As altas temperaturas resultam na
formacéao de lactonas clorogénicas (quinetos) formados durante uma torra mais leve.
Outra importante transformacao se faz via descarboxilagao e ciclizagao a fenilindanos,
componente este, identificado por um forte amargor do café, e esta associado a torras
mais escuras. A reacao de polimerizagao dos acidos clorogénicos esta associada a
formacdo da pigmentagdo marrom escuro (MANCINI; WANG; WEAVER, 2018;
VIGNOLI et al., 2014; OESTREICH-JANZEN, 2013; ABRAHAO et al., 2010; BELITZ;
GROSCH; SCHIEBERLE. 2009; FARAH; DONANGELO, 2006).

As principais alteragdes das caracteristicas visuais no processamento do café
ocorrem durante a torra dos grdos de café pela reacdo de Maillard, com a
decomposicdo de compostos como aminoacidos e carboidratos e a formagao de
outros em reagdes quimicas complexas (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). As
melanoidinas tem sido associadas com propriedades biologicas incluindo a atividade
antioxidante (CONTRERAS-CALDERON et al., 2016; PASTORIZA; RUFIAN-
HENARES, 2014), atividade antimicrobiana (RUFIAN-HENARES; CUEVA, 2009),
ambas influenciadas pelo poder de quelar metais (PASTORIZA; RUFIAN-HENARES,
2014). O teor de melanoidinas no café soltvel pode variar de 18,07 a 29,64 g 100 g’
para o Coffea arabica e de 19,66 a 30,44 g 100 g™' para o Coffea canephora (VIGNOLI;
BASSOLLI; BENASSI, 2011).
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3.2 MICRORGANISMOS PATOGENICOS E DETERIORANTES DE IMPORTANCIA
EM ALIMENTOS

Os microrganismos estdo amplamente distribuidos no ambiente, no qual
contribuem para manter o equilibrio do ambiente, pela reciclagem de elementos como
o carbono e o nitrogénio. Quando aplicados na industria de alimentos os
microrganismos podem sintetizar e produzir uma grande variedade de compostos de
interesse, como acidos organicos, enzimas, alcoois, farmacos, mas também podem
ser causadores de uma grande variedade de doengas, entre elas as transmitidas por
alimentos, sendo que a principal forma de contaminagéao é pela ingestao de alimentos
contaminados, o que pode levar a ocorréncia de infecgdes ou intoxicacdes alimentares
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Os principais microrganismos envolvidos em
doencgas de origem alimentar e associados a intoxicagao alimentar sdo Salmonella,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; SILVA
et al., 2010).

Salmonella é um dos microrganismos que causam a febre tifoide e a
salmonelose ou gastroenterite causada por Salmonelas. A caracteristica principal
deste grupo de microrganismo € a invasao da mucosa intestinal onde se multiplicam.
O periodo de incubagao de 12 a 36 horas e a reagdo em humanos € geralmente de
uma febre moderada, acompanhada de nauseas, dor abdominal cdlicas e diarreia. Os
produtos mais suscetiveis de contaminagdo por Salmonella sao as carnes, alguns
vegetais e cereais, além da possivel presenga em ovos devido a aves contaminadas,
contaminando alimentos preparados a base de ovos crus ou mal cozidos. Destaca-se
também que Salmonella tem a capacidade de sobreviver em alimentos com baixa
atividade de agua (FARAKOS; FRANK; SCHAFFNER, 2013; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012; SILVA et al., 2010).

Escherichia coli € um dos microrganismos patogénicos que podem estar
presente em alimentos, tém reconhecido habitat de origem intestinal de animais e
humanos. Possui fimbrias onde se ligam a certas células do epitélio intestinal,
podendo produzir toxinas e causando disturbios gastrointestinais. Escherichia coli
quando presente em alimentos processados, evidencia praticas inadequadas de

manipulagdo e processamento de alimentos, e possui a capacidade de formar
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biofilmes nos mais diversos materiais (SILVA et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012; SILVA et al., 2010).

Uma das principais causas de intoxicagdo alimentar é a estafilocdcica,
causada pela ingestdo de uma enterotoxina termoestavel que é produzida por
Staphylococcus aureus. O habitat natural deste microrganismo séo as fossas nasais
e lesdes cutaneas, dos quais podem contaminar os alimentos. Se a temperatura
estiver adequada ao microrganismo, ocorre a multiplicagao, produgao e liberagéo de
enterotoxinas, causando a intoxicacdo. Os alimentos processados inadequadamente
podem apresentar alto risco de contaminacéo, incluindo os pudins, cremes, presuntos,
produtos derivados de aves quando manipulados e dispostos em temperatura
ambiente. Quando do consumo de um alimento com a presenga da toxina
estafilococica, normalmente observam-se sintomas como coélicas abdominais e
diarreia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; SILVA et al., 2010).

As bactérias lacticas sado utilizadas no melhoramento do processamento de
alimentos como culturas iniciadoras ou probidticos, produzindo acido lactico, com
atributos desejaveis, melhoras do sabor, aroma e textura em fermentados lacteos,
carneos e vegetais. No entanto podem estar disseminadas em diferentes habitats, e
quando presentes em ambientes de producao de alimentos, sem a adic&o intencional,
produzem deterioragdo e alteracbes nao desejaveis em produtos industrializados
como sucos, polpas de frutas, vegetais e em produtos carneos como presuntos
embalados com baixa concentragdo de oxigénio (KALSCHNE et al., 2014; SILVA et
al., 2010).

3.3 APLICAGAO DE EXTRATOS DE CAFE COMO AGENTE COM POTENCIAL
ANTIMICROBIANO

Segundo Misra et al (2017) tendéncias do mercado consumidor tém surgido,
como o “processamento verde”, caracterizado por uma producado de alimentos
respeitando o ambiente e o consumidor. A produgdo de alimentos minimamente
processados, livres de herbicidas, com menor teor de aditivos quimicos e que
minimizem a produgdo de residuos, também tem se mostrado como fatores

considerados por uma parcela do publico consumidor.
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Isso trouxe novos desafios as industrias de processamento alimentar, sendo
necessario o uso de novas tecnologias ou a combinagao de tecnologias direcionadas
a necessidade atual de substituir os conservantes artificiais por naturais, reaproveitar
subprodutos com potencial aplicacdo alimentar buscando menor desperdicio de
matéria prima, e que sejam seguros ao consumo e atendam aos requisitos de
qualidade (MISRA et al., 2017; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

Os extratos vegetais de forma geral possuem alto teor de compostos
fendlicos, com potencial atividade antioxidante para aplicacdo na industria de
farmacos e de alimentos. Na industria de farmacos os extratos vegetais como da
Alchornea laxiflora e café podem ter aplicacbes como neuroprotetora, antioxidante,
atividade anti-HIV, e acdo contra doengas gastrointestinais, respiratorias, do trato
urinario e cuténeas (SIWE-NOUNDOU et al., 2019; JUNSATHIAN et al., 2018;
MUELLER et al., 2011). Podem ainda apresentar atividade anti-adesao contra a
formacédo de biofimes (STAUDER et al., 2010), efeito protetor em doencas
degenerativas, cardiovasculares, neoplasias e diabetes tipo Il (OESTREICH-JANZEN,
2013), propiciar cicatrizagcao acelerada (WANG et al., 2018) e apresentar atividade
anti-inflamatéria (JUNG et al., 2017).

Nas industrias de processamento de alimentos, o uso de extratos naturais
como do café poderao promover a inibicdo do crescimento microbiano e controle de
patégenos em alimentos (ARORA, KAUR, KAUR, 2009), prolongando a vida util de
alimentos, mantendo as caracteristicas e com a propriedade de ser seguro e benéfico
a saude (JUNSATHIAN et al., 2018; MANCINI; WANG; WEAVER, 2018; MUELLER et
al.,, 2011). Além da deterioragdo de alimentos, os microrganismos podem estar
associados a doencas de origem alimentar (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), sendo
uma necessidade cientifica atual a busca por substadncias antimicrobianas,
especialmente as de origem natural (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015) e
que atuem promovendo a seguranca de alimentos (SINGH, VEER PAL, 2018).

Extratos de café possuem compostos de diferentes pesos moleculares com
atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans (STAUDER et al., 2010). Outro
fator importante que tem sido observado experimentalmente, é a extensao da fase lag
microbiana, quando associado ao uso destes extratos, o que o torna aplicavel em
alimentos pela seguranca de alimentos e possibilidade de estender a vida util de forma
segura, tornando-se uma alternativa a conservagdo de alimentos (FARAH;
DONANGELO, 2006; KORNACKI, GURTLER, STAWICK, 2015).



25

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MEIOS DE CULTURA, EXTRATOS DE CAFE E MICRORGANISMOS

41.1 Meios de cultura

Padrdes, solventes e materiais de grau analitico foram empregados: padrdes
de cafeina e acido-5-cafeiolquinico (Sigma-Aldrich, Saint Louise, EUA); acido acético
(pureza > 99,8%, Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA); acetonitrila (J.T. Baker,
Phillipsburg, EUA); discos estéreis (didametro 6,3 a 6,4 mm e gramatura de 320 a 350
g.m?' (Kaj Lab, Sao Paulo, Brasil); discos impregnados com 5 ug Amoxacilina acido
clavulénico (Sensibiodisc, Norbrook, Brasil); discos impregnados com 5 ug de
Trimetoprim e com 10 pg de Ampicilina (Laborclin, Parana, Brasil), e 2,3,5-
Trifeniltetrazdlio cloreto (TTC), (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Os meios de cultura na forma de caldo e agar desidratados utilizados foram:
caldo Brain Heart Infusion (BHI); agar Plate Count Agar (PCA); agar Mueller-Hinton;
caldo e a4gar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS), Agar Baird Parker (BP), Agar VRB
com Mug (Merck, Darmstadt, Alemanha), Solu¢do de gema de ovo com Telurito
(Laborclin, Parana, Brasil). A agua ultrapura foi obtida em ultrapurificador (Master
System®, Gehaka, Sao Paulo, Brasil).

A matriz alimentar utilizada foi o leite em p6 desnatado (Nestlé, Sdo Paulo,

Brasil).

4.1.1.1 Extratos de café

Os extratos de café foram processados em uma planta piloto industrial
localizada em Cornélio Procopio-PR, seguindo os padroes de processamento para
café soluvel. As amostras (café torrado e verde) foram submetidas a extracao

convencional em colunas de bateria. Durante esse processo, o vapor de agua (180
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°C) foi introduzido no primeiro estagio de percolagéo (coluna com o café mais antigo)
percorrendo os estagios subsequentes até atingir o ultimo estagio, para que o extrato
atingisse o café recentemente carregado. Durante o processo, os solidos soluveis
extraidos aumentaram e a temperatura diminuiu, e na coluna final (com café fresco) o
café foi extraido a uma temperatura inferior a 100 °C. Os extratos de café foram
submetidos a secagem por liofilizagdo, sendo subsequentemente acondicionados em

embalagens de vidro e mantidos sob congelamento (-18 °C).

4.1.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram cepas oriundas de colegdo da American
Type Culture Collection (ATCC). Foram estudados os microrganismos Gram-
negativos Salmonella entérica sorovar Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli
ATCC 43888. Dentre os Gram-positivos foram avaliados Staphylococcus aureus
subspécie aureus ATCC 29213, Lactobacillus plantarum BG 112 e Lactobacillus
rhamnosus ATCC 53103. As culturas bacteriol6gicas foram mantidas em bisel de agar
nutriente (AN; Merck, Darmstadt, Alemanha) sob refrigeracao (5 £ 3 °C) para posterior
ativagdo em caldos de crescimento especifico.

Para a ativagado das cepas, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, e
Staphylococcus aureus foram repicadas para o caldo BHI, enquanto o Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus rhamnosus foram repicados em caldo MRS. Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli e Lactobacillus foram incubados por 12 h e
Staphylococcus aureus por 30 h em estufa bacterioldgicaa 35+ 1 °C (002CB, FANEM,
Sao Paulo, Brasil). Apds a ativagao, as suspensdes bacterianas foram padronizadas
de modo a obter uma contagem de 10”7 UFC mL"" para as analises da sensibilidade
aos extratos de café e cinética de crescimento em meio liquido; na etapa de avaliagdes
da estabilidade microbiolégica em leite em pd desnatado reconstituido, a contagem

inicial padronizada foi de 10% UFC mL-".
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4.2 CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS DE CAFE

Os extratos de café foram caracterizados quanto ao teor de cafeina, acido-5-
cafeiolquinico (5-ACQ), melanoidinas, luminosidade (L*), tonalidade cromatica (h°) e
pH. A determinacao da cafeina e acido-5-cafeiolquinico foi realizada nas amostras dos
extratos diluidas em solugcdo de acido acético 5,0% (5:95; v/v) por Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC; Ultimate 3000, Thermo Scientific, Germering,
Alemanha). O cromatégrafo estava equipado com injetor automatico de amostras,
forno, e sistema detector UV-VIS com arranjos de diodo (Libra S22, Biochrom,
Cambridge, Inglaterra), controlado pelo programa Chromeleon 7.0. Utilizou-se a
coluna C18 Acclaim TM Polar advantage Il (3 ym, 120 A, 4.6 x 150 mm) (Thermo
Fisher Scientific, Germering, Alemanha) e eluicdo gradiente com fluxo de 0,6 mL min"
"para uma solugéo (A) de acido acético 5,0% (5:95 (v/v)) e (B) acetonitrila: 1 min 5,0%
B; 6 min 13% B. A cafeina foi detectada a 272 nm e o acido-5-cafeiolquinico a 320
nm. A quantificacdo foi realizada por padronizagcao externa, através de curvas
analiticas com 6 pontos em triplicata no intervalo de 20 a 60 yg mL™" para a cafeina
(R? = 0,9993) e 0,5 a 30,0 yg mL"! para o acido-5-cafeoilquinico (R? = 0,9992)
(KALSCHNE et al., 2019; CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016).

O teor de melanoidinas nos extratos foi estimado de acordo com Corso,
Vignoli e Benassi (2016). Os extratos de café foram ressuspendidos em agua com
concentragéo de 0,57 mg mL-"! para a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a
420 nm (Lambda XLS, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido). O mesmo extrato foi
utilizado para a analise do pH (PG 1800, Gehaka, Sao Paulo, Brasil).

Para determinagdo da luminosidade e tonalidade cromatica os extratos de
café foram macerados em almofariz e colocados em recipientes adequados para
leitura em colorimetro (CR400, Konica Minolta, Osaka, Japao) (CORSO; VIGNOLI;
BENASSI, 2016).

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados expressos

pela média + desvio padrao.
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4.3 AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS EXTRATOS DE CAFE

4.3.1 Teste de sensibilidade dos microrganismos aos extratos de café

Para a avaliacao inicial dos extratos de café quanto a atividade antibacteriana,
foram realizados testes de difusdo em agar. As cepas que se mostraram sensiveis
aos extratos de café foram entdo submetidas a testes de crescimento em meio liquido,
na presencga dos extratos de café.

Foram preparadas solugdes com os trés extratos de café (AT, CT e CV) nas
concentragdes de 0,5%, 1,5%, 2,0%, 2,5% e 5,0% (m/v) utilizando-se agua destilada
esterilizada em autoclave (CS 75 L, Prismatec, Itu, Brasil). As solu¢des obtidas foram
impregnadas em discos estéreis (20 uL) destinados aos testes de sensibilidade aos
extratos de café. Os discos preparados com as solugdes de café foram
acondicionados em frascos de boro silicato estéril e mantidos fechados sob
refrigeracdo (5 + 3 °C); a avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada nos
tempos de zero e vinte dias apds o preparo (Figura 1). Paralelamente, para fins de
comparacao e verificacdo da susceptibilidade microbiana das cepas, foram testados
antibidticos de uso comercial (Amoxacilina acido clavulanico (5 pg), Trimetoprim (5
ug) e Ampicilina (10 pg) como controle positivo de inibigao bacterina.

Em testes preliminares também foram avaliadas as concentra¢des de 0,2%
e 8,0% para os trés extratos de café. Entretanto, na concentragdo de 0,2% n&o houve
resultado positivo na inibicdo bacteriana (observada pela auséncia de halos de
inibicdo) e na concentracdo de 8,0% ocorreu a migragcdo dos extratos de café,
interferindo na visualizagao do didmetro dos halos.

As analises para a avaliagao da sensibilidade bacteriana aos extratos de café
foram realizadas segundo a metodologia descrita por Cockerill et al. (2015), com
modificagdes para a interpretacdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana e
classificacdo da resposta in vitro ao agente antimicrobiano. Apds ativagdo as
suspensdes bacterianas foram inoculadas (100 pL) na superficie dos meios sélidos e
espalhadas com o auxilio de uma alga de Drigalski, em placas de Petri, até completa
absorgdo. Utilizou-se o agar Mueller-Hinton para Salmonella Typhimurium,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para Lactobacillus plantarum e
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Lactobacillus rhamnosus utilizou-se o agar Mueller-Hinton e o agar MRS. Os discos
impregnados com as solugdes dos extratos de café, discos sem adi¢ao de extratos de
café (controle), e os discos impregnados com os antibidticos comerciais foram
depositados com o uso de pinga estéril sobre 0 agar inoculado, em triplicata. As placas
invertidas foram incubadas na temperatura de 35 + 1° C em estufa bacterioldgica, por
16 a 20 h. Para Lactobacilos as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (BD
Gaspak EZ, Sparks, EUA). Apds o periodo de incubagao, a inibicdo do crescimento
microbiano foi evidenciada pela presenca de um halo de inibicdo translucido ao redor
dos discos depositados sobre o agar. O didametro dos halos foi medido utilizando um
paquimetro digital (150 mm 6”, Snauzer, China). Todas as analises foram realizadas

em triplicata e os resultados expressos pela média + desvio padrao.

20 pLidisco
Extratos AT, CTe CV

Figura 1- Extratos de café, conservacgao dos discos e adigdo em agar diferencial.
Fonte: Autoria propria.

Discos com extratos Placa com meio de cultura

4.3.2 Potencial de inibicdo dos extratos de café nos cultivos em meios liquidos

Os microrganismos sensiveis aos extratos de café nos testes de difuséao,
caracterizados por uma zona de inibicdo ao redor dos discos, foram cultivados em
meios liquidos para avaliagdo da cinética de crescimento. Os estudos foram
conduzidos em frascos de boro silicato estéreis de 250 mL, contendo 200 mL de caldo
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BHI adicionado dos extratos de café (AT, CT e CV) separadamente, em trés
concentragdes (0,5%, 2,5% e 5,0%) como demonstrado na Figura 2. As culturas
previamente ativadas foram adicionadas nos frascos na proporgédo de 1% (v/v)
padronizadas. A incubacdo dos frascos foi realizada a 35 = 1°C, em estufa
bacteriologica. A cada 1 h foram retiradas aliquotas de 2 mL para medida da
densidade 6tica em triplicata, em espectrofotobmetro (600 nm), no intervalo de 10 a 22
h, ou até ser observado o inicio da fase estacionaria nos ensaios onde ocorreu
crescimento microbiano.

Os dados obtidos foram ajustados ao modelo de Gompertz modificado para a
obtencdo dos parédmetros de crescimento: duracdo da fase lag (A); velocidade
especifica maxima de crescimento (4) e populagdo maxima atingida (A). A adequagéao
dos modelos preditos para o crescimento dos microrganismos foi avaliada por meio
dos indices estatisticos erro médio quadratico (MSE), fator de viés, fator de exatidao
e coeficiente de determinagéo (R?) (KALSCHNE et al., 2014; GEITENES et al., 2013).

G | o .
. '. /it | |
n=3

BHI + CEPAS + CAFE

Figura 2- Amostras de café, incubacéo e leitura da densidade ética.
Fonte: Autoria propria.

4.3.3 Avaliacao do potencial de inibicdo dos extratos de café em matriz

alimentar

Para a avaliagao do potencial de inibicdo microbiana dos extratos de café em
uma matriz alimentar, foi utilizado leite em p6 desnatado reconstituido. Esta matriz foi
escolhida em fungao da sua constituicdo, permitindo o desenvolvimento da maior
parte dos microrganismos testados, além de possuir estabilidade microbioldgica, facil

reconstituicdo e permitir a homogeneizagcdo e distribuicdo uniforme dos
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microrganismos testados. O leite em po foi reconstituido na proporgéo descrita pelo
fabricante (10%, m/v) em frascos de boro silicato contendo 100 mL de agua destilada,
previamente esterilizados.

O extrato de café CT na concentracdo de 5,0% (v/v), a qual demonstrou ser
mais eficiente na etapa de estudo em meio liquido, foi avaliado quanto ao potencial
de inibicdo contra o crescimento de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus no leite em poé reconstituido. Foram testadas também para
este extrato, as cepas Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus.

Para cada cepa foram realizados dois ensaios, em duplicata, na presenca de
5,0% (v/v) de extrato de café CT, e incubados um na temperatura de 35 + 1°C e outro
na temperatura de 5° C. Foi preparada uma amostra controle (leite reconstituido na
presencga das cepas a serem testadas). Para cada ensaio foram inoculados 100 pL
das cepas ativadas (10° UFC mL™") em 100 mL do leite reconstituido e inicializadas as
analises para a avaliacdo do crescimento microbiano, conforme esquematizado na

Figura 3.

Incubagdo 35 °C (T0 — T72h)

Cepas ativadas Agar Diferencial
Leite » Copa
[ .
S PR gy S - 100 mL -

n=3
100 pi (10° UFC mL-)

Incubagio 5 °C (T0 - T72h) Incubagao 35°C (48h)

Agar Diferencial
Leite » Cepa N
L ’
100 mL , n=3

Figura 3- Suspensdes de leite em p6 com indculo.
Fonte: Autoria propria.
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A avaliagdo do crescimento microbiano foi realizada por contagem em placas,
com o agar diferencial de cada microrganismo testado. Os meios de cultura
empregados para as analises foram agar PCA com TTC para a quantificagdo de
Salmonella Typhimurium, agar VRB com Mug para a Escherichia Coli, agar BP para
o Staphylococcus aureus, e o agar MRS para os L. plantarum e rhamnosus. A
inoculagdo foi feita em profundidade (1,0 mL) para Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus e para o
Staphylococcus aureus, foi feita na superficie do agar (0,1 mL). As inoculagbes em
placas foram realizadas em triplicata no tempo zero e a cada 12 h, até atingir 72 h,
com a incubagéo das placas invertidas a 35 £ 1°C por 48h. Para os Lactobacillus as
placas foram incubadas em jarras de anaerobiose com gerador de anaerobiose. Apos
a incubacéao foram feitas as contagens das colénias com o auxilio de um dispositivo
para a contagem (Phoenix EC 89 Araraquara, Sdo Paulo) e os resultados foram

expressos pela média + desvio padrao.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das analises de caracterizagao dos extratos de café e o didmetro
dos halos de inibigdo foram expressos como média * desvio padrao; as médias foram
comparadas por ANOVA e pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os ensaios da cinética
foram ajustados ao modelo matematico de Gompertz modificado e os indices
estatisticos foram calculados para avaliar o ajuste do modelo aos dados
experimentais. Para a analise de dados, utilizou-se o programa Statistica 8.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS DE CAFE

Os resultados da caracterizagao dos extratos de café encontram-se descritos

na Tabela 1.

Tabela 1- Caracterizagéo dos extratos de café

Parametros AT CT Ccv
Cafeina (g 100 g 2,82 + 0,04 3,302 + 0,06 3,452+ 0,15
Acido-5-cafeoilquinico (g 100 g™) 1,35 + 0,07 0,67¢+ 0,04 6,76% £ 0,26
Melanoidinas (AU) 0,638° + 0,001 0,686 + 0,001 0,302° £+ 0,001
Luminosidade 40,97° + 0,16 40,00° £ 0,20 48,972 + 0,12
Tonalidade cromatica 71,04° + 0,09 71,32 + 0,06 74,692 + 0,05
pH 4,68° + 0,01 4,65° + 0,01 4,732 £ 0,01

AT: Coffea arabica torrado; CT: Coffea canephora torrado; CV: Coffea canephora verde.

Médias marcadas por letras diferentes na mesma linha apresentam diferencas estatisticamente
significativa pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autoria propria.

Os extratos de Coffea canephora (CT e CV) tiveram maior concentragao de
cafeina que o de Coffea arabica (AT); a dependéncia da espécie de café e o teor de
cafeina € uma relagdo amplamente demonstrada na literatura, sendo que o Coffea
canephora é reconhecido por conter maior teor que o Coffea arabica ( KALSCHNE et
al., 2018; CORSO; VIGNOLI; BENASSI, 2016; VIGNOLI et al., 2014).

O teor de acido-5-cafeoilquinico do extrato de café verde foi maior que dos
extratos de café torrado (AT e CT). O acido-5-cafeoilquinico € um composto bioativo
instavel termicamente, o que justifica o teor inferior nas amostras submetidas ao
processo de torra (KALSCHNE et al., 2019). De forma similar, Corso et al. (2016)
reportaram um teor de acido-5-cafeoilquinico variando de 1,21 a 2,06 g 100 g' para
Coffea arabica torrado escuro e médio, respectivamente; de 0,56 e 1,04 para Coffea
canephora torrado escuro e médio; e de 7,52 g 100 g™! para Coffea canephora verde.



34

A estimativa das melanoidinas mostrou que os extratos de café torrado (AT e
CT) tiveram valores em torno de 2 vezes superior que o de café verde (p < 0,05). As
melanoidinas sdo compostos bioativos escuros formados durante o processo de torra
pela Reacao de Maillard, que confere ao café torrado a caracteristica de cor marrom,
aroma e sabor de torrado (VIGNOLI et al., 2014). Segundo Perrone et al. (2012), os
acidos clorogénicos séo, principalmente, incorporados as melanoidinas no inicio do
processo de torra, sofrendo alteracdes na estrutura quimica e sendo posteriormente
degradados. Nesse contexto, justifica-se o maior teor de acido-5-cafeoilquinico e
menor teor de melanoidinas observado no extrato de café verde em comparacéo aos
extratos de café torrado (AT e CT), que continham menor teor de acido-5-
cafeoilquinico e maior teor de melanoidinas.

A luminosidade e a tonalidade cromatica do extrato de café verde foram
superiores em comparagao aos valores dos extratos de café torrado (AT e CT),
considerando que a amostra tinha coloragdo mais clara, uma vez que nao foi
submetida ao processo de torra. De forma similar, Corso et al. (2016) também reportou
maior valor de luminosidade e tonalidade cromatica para o café verde (52,48 e 67,09,
respectivamente) em comparagao as amostras de Coffea arabica e Coffea canephora
torrado médio e escuro (luminosidade: 36,22 a 43,93; tonalidade cromatica: 60,42 a
63,27).

O pH dos extratos de café variou de 4,65 a 4,73, sendo que o do café verde
teve o pH mais alto. O pH dos extratos avaliados mostrou-se inferior aos dados
disponiveis na literatura, variando de 4,86 a 5,06 (KOBAYASHI; BENASSI, 2012).

5.2 AGAO INIBITORIA DOS EXTRATOS DE CAFE

5.2.1 Determinacao da sensibilidade microbiana aos extratos de café

A determinacgao da sensibilidade microbiana aos extratos de café foi utilizada
para uma triagem inicial simplificada qualitativa, no intuito de verificar de forma rapida
a capacidade inibitéria dos extratos de café frente ao crescimento das bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas testadas. Na Tabela 2 sdo mostrados os resultados da
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inibicdo dos microrganismos avaliados frente a agdo dos extratos de café nas
concentragbes testadas, no tempo zero e vinte dias apds o preparo dos discos
contendo os extratos. A formacao dos halos de inibicdo foi observada pela formacao
de uma zona sem crescimento microbiano circundada nos discos impregnados com
os extratos de café (Figura 4), observando-se uma zona transparente, contrastando

com regides opacas causadas pelo crescimento microbioldgico.

Figura 4- Halos de inibicao.
Fonte: Autoria propria.

Para a Salmonella Typhimurium, no tempo zero, os extratos CT e CV
demonstraram ser efetivos na inibicdo do microrganismo mesmo na concentragao de
0,5%. O extrato AT também se mostrou efetivo na inibicdo, mas halos similares aos
obtidos com o CT e CV 0,5% foram obtidos em concentragdes de AT 1,5% ou maior
(p = 0,05). Apds vinte dias de armazenamento dos discos impregnados com extratos
de café, observou-se uma reducédo no poder de inibicdo da Salmonella Typhimurium
para todos os extratos avaliados. Destaca-se que os trés extratos de café avaliados
demonstraram potencial antimicrobiano frente a Salmonella Typhimurium evidenciado
pela presenca de halos de inibicdo ao redor dos discos depositados nas placas de
Petri com meios de cultura.

Na avaliagcdo do potencial antimicrobiano dos extratos de café frente a
Escherichia coli no tempo zero, observou-se que em concentragbes de 1,5% ou
maiores para o AT e CV, e de 0,5% ou maior para o CT foram obtidos os maiores
halos de inibigao (p < 0,05). Apds vinte dias de armazenamento, os discos contendo
os extratos tiveram uma reducéo no poder de inibicdo da Escherichia coli para todos
os extratos de café. Os trés extratos de café demonstraram potencial antimicrobiano
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evidenciado pela presenca de halos de inibicao ao redor dos discos depositados nas
placas contendo Escherichia coli.

Para Staphylococcus aureus, no tempo zero, os extratos de café torrado (AT
e CT) geraram halos de inibicdo em concentra¢des de 1,5% a 5,0%, enquanto que o
CV demonstrou ser efetivo na inibicdo do microrganismo mesmo na concentragéo de
0,5%. Apos vinte dias de armazenamento dos discos previamente preparados,
observou-se uma redugao parcial no poder de inibigao do Staphylococcus aureus,
uma vez que nem todos os extratos tiveram halos significativamente menores quando
comparados no tempo zero e vinte dias. Nas concentragdes dos extratos de 2,0% e
5,0%, verificou-se que os cafés torrados (AT e CT) tiveram maiores halos de inibigdo
no tempo zero em comparagao como CV.

De maneira geral, observou-se que, apos vinte dias de armazenamento dos
discos impregnados com os extratos de café, houve uma redugdo na atividade
inibitéria frente aos microrganismos testados, justificada por alteragbes que ocorrem
no café durante o armazenamento (RENDON et al. 2014). As principais alteracdes
ocorridas no café podem estar associadas a reducdo de compostos como o acido 5-

cafeoilquinico.
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Tabela 2- Didmetro dos halos de inibicdo (em mm) para Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus rhamnosus frente a agdo dos extratos de café como agente inibidor no tempo zero (T0) e vinte dias (T20) de armazenamento

Tipo de extrato/

Concentragao (mAv) 0,5% 1,5% 2,0% 2,5% 5,0%
Salmonella Typhimurium

AT TO 8,9 + 0,58 10,0 £ 0,72PB 10,4 + 0,13PA 11,2 £ 0,437 10,5+ 0,734
T20 6,7 £0,1°C 7,2 £ 0,42bcC 8,2 £ 0,420C 8,3 +0,82¢ 7,2 £0,4>¢C

CT TO 10,6 + 0,634 11,7 £ 0,234 9,0 £ 0,0°BC 11,0 £ 0,034 12,0 £ 1,334
T20 7,6 £0,320C 7,4 £0,2°C 8,6 £ 0,120C 9,0 £ 0,82BC 8,03 + 0,23bBC

cv TO 11,2 £ 0,92AB 10,5+ 0,728 9,9 £ 0,12A8B 10,3 £ 0,12AB 10,7 £ 0,53AB
T20 7,1+0,4°C 8,0 £0,1>¢ 9,3+0,72BC 7,2+0,1%¢C 8,4 + 0,22bBC

Escherichia coli

AT TO 9,1+ 0,2°B 11,4 £ 0,92AB 11,6 £ 0,63AB 10,2 £ 0,320B 10,8 £ 0,32AB
T20 7,6 £0,22B 9,5+0,72BC 9,5+ 0,32¢P 9,4 +0,52BC 9,5+ 0,32BC

CT TO 10,9 + 0,43A 11,5+0,73A 12,1+ 0,6%A 12,5+ 0,6%A 12,5+ 0,087
T20 8,5+ 0,728 9,2 +0,52¢ 8,8 £ 0,52CP 8,0 £ 0,22¢ 9,0 £ 0,32¢

Ccv TO 7,71+0,0%8 11,8 £ 0,3%A 10,5+ 0,7>BC 10,4 £+ 0,3B 11,4 + 0,82PABC
T20 8,57 + 0,828 9,4 +0,02BC 8,4 +0,52P 9,3+0,12BC 9,9 +0,12BC

Staphylococcus aureus

AT TO 8,2+0,4¢8B 8,7 £0,4°8 9,6 + 0,20AB 10,2 £+ 0,2°B 11,6 £ 0,32AB
T20 7,5+ 0,2°B 8,2 + 0,328 8,5+ 0,728 8,8 £ 0,628 8,4 £ 0,72PC

CT TO 9,5+0,7°A 10,5+ 0,1°A 11,0 £ 0,3¢A 12,1 £ 0,13PA 12,5+ 0,737
T20 6,9 £ 0,4°8B 8,9 + 0,6°B 9,5+ 0,5%PA B 9,3 + 0,628 9,9 +0,72BC

cv TO 10,5+ 0,634 8,5+ 0,7°B 8,3+0,2>8B 9,7 +£ 0,928 9,4 +0,52C
T20 7,4 £0,2°8 9,1+ 0,028 10,3 +0,6%A 9,6 + 0,628 10,0 £ 0,6%B.C
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Lactobacillus plantarum™

AT TO Sl Si Sl Sl Si
T20 Sl Si Sl Sl Si
CT TO Sl Si Sl Sl SI
T20 Sl Si Sl Sl Si
cv TO Sl Si Sl Sl SI
T20 Sl Sl Sl Sl Sl
Lactobacillus rhamnosus™
AT TO Sl Sl Sl Sl Sl
T20 Sl Sl Sl Sl Sl
CT TO Sl Sl Sl Si Sl
T20 Sl Sl Sl Si Sl
Ccv TO Sl Sl Sl Si Si
T20 Sl Sl Sl Si Sl

AT: Coffea arabica torrado; CT: Coffea canephora torrado; CV: Coffea canephora verde; Sl: sem inibicao; letras sobrescritas minusculas na mesma linha
indicam diferenga entre as diferentes concentragdes de um mesmo extrato de café (p < 0,05); letras sobrescritas mailsculas na mesma coluna indicam diferenca
entre os tempos TO e T20 e entre diferentes extratos numa mesma concentracao (p < 0,05); * resultados observados tanto no meio sélido Muller-Hinton como

no MRS.
Fonte: Autoria propria.
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Para Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus nao foram
observados halos de inibicdo promovidos pela acdo dos extratos de café, mesmo
quando avaliados em dois meios de cultivo sélidos diferentes (Muller-Hinton e MRS).
A confirmacdo do crescimento foi evidenciada pela coloragdo opaca nas placas,
auséncia da regido transparente dos halos e pela contagem do in6culo aplicado, que
foi igual a 8,74 + 0,04 e 8,52 + 0,18 log UFC mL"", respectivamente para Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus rhamnosus. Logo, os extratos mostraram atividade
antimicrobiana, no intervalo de concentracdes estudadas, somente para Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Como controle positivo, foi verificada a susceptibilidade microbiana a
antibioticos de uso comercial, importantes em estudos de epidemiologia devido a
resisténcia das cepas a agentes antimicrobianos, e em estudos de novos antibidticos.
Experimentalmente, Salmonella Typhimurium foi sensivel a utilizagdo da Ampicilina
(18,14 £ 1,06 mm), Trimetoprim (20,89 + 1,82 mm) e Amoxacilina acido clavulénico
(23,89 £ 1,18 mm). Escherichia coli também se mostrou sensivel aos trés antibioticos,
Ampicilina (16,64 + 3,01 mm), Trimetoprim (26,83 + 2,60 mm) e Amoxacilina acido
clavulanico (24,11 £ 3,36 mm). Staphylococcus aureus foi sensivel a Ampicilina (19,37
+ 1,15 mm) e Trimetoprim (14,91 £ 2,06 mm), e ndo se mostrou sensivel ao
Amoxacilina acido clavulanico. De forma similar, Arora, Kaur e Kaur (2009) também
evidenciaram halos de inibicdo maiores para Staphylococcus aureus e Salmonella
thypi frente a acdo de antibidticos (ampicilina, cloranfenicol, cotrimoxazol e
tobramicina) em comparacgéo ao extrato de café (5,0%) adicionado ou ndo de agucar
(4,0%) e leite (20%). Entretanto, sabe-se que o didmetro dos halos de inibicdo esta
relacionado a alguns fatores como a difusdo dos antimicrobianos, que pode ter gerado
halos de menor didmetro para os extratos de café. Mais importante que o didmetro
dos halos de inibicdo, é a sensibilidade dos microrganismos a substancia testada, e
comparando-se os extratos de cafés estudados com os antibidticos, Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli foram sensiveis tanto aos antibioéticos Ampicilina,
Trimetoprim e Amoxacilina acido clavulanico como aos extratos de café AT, CT e CV.
Ja Staphylococcus aureus foi sensivel somente ao antibiético Ampicilina e
Trimetoprim, e foi sensivel aos trés extratos de café estudados.

Com base nos testes de sensibilidade aos extratos de café nao foi possivel
identificar um maior potencial entre as duas espécies de café avaliadas ou entre os

extratos torrados e verde, nem uma diferenciacdo da sensibilidade por
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microrganismos Gram-positivos ou Gram-negativos. Dentro do grupo de
microrganismos Gram-positivos, observou-se que somente Staphylococcus aureus foi
inibido pelos extratos de café, enquanto que Lactobacilos cresceram e ndao mostraram
halos de inibicdo nas concentragbes avaliadas. De forma similar, Wijaya, Ridwan e
Budi (2016) observaram que Lactobacillus n&do demostram inibicdo em baixas
concentracbes de extratos de café, e para a sua inibicdo sdo requeridas altas
concentragbes de extratos, de 25% a 100%, tanto para o café arabica como para o
canéfora. De forma adicional, uma diferenca significativa na sensibilidade aos extratos
de café entre as espécies de café foi percebida apenas em concentragdes de extratos
entre 75% a 100%.

Para os microrganismos sensiveis, o efeito antimicrobiano dos extratos de
café provavelmente estd atrelado as melanoidinas e acidos clorogénicos,
responsaveis pela atividade antioxidante nos cafés (VIGNOLI et al., 2014). A forma de
atuacdo das melanoidinas sobre o0s microrganismos esta relacionada as
caracteristicas da parede celular, entretanto o mecanismo de atuagao ainda ndo esta
bem elucidado. No entanto, alguns fatores parecem interferir na estabilidade e
integridade da membrana das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, mas com
diferentes propriedades na inibigdo entre os dois grupos. Uma das formas de atuacao
das melanoidinas relatadas sobre Escherichia coli esta ligada a capacidade de quelar
os ions Mg?* da membrana externa da célula, causando a desestabilizagdo da
membrana interna (RUFIAN-HENARES; DE LA CUEVA 2009). Em relac&o aos acidos
clorogénicos, efeitos sobre a membrana celular também foram relatados, iniciando-se
pela formagao de poros na membrana, o que aumenta a permeabilidade e resulta no
rompimento celular (DUANGJAI et al., 2016; LOU et al., 2011).

De forma adicional, Mueller et al (2011) relataram que, apesar dos
componentes quimicos naturais do café, quando testados individualmente ou
misturados nao terem demonstrado atividade antimicrobiana significativa comparada
a uma solucao da bebida, a utilizacdo da bebida de café torrado demonstrou atividade
inibitéria frente a Escherichia coli e Listeria innocua, pela producado do H2O> derivado
da fermentacgao natural da solugao de café torrado, incubada por 16 horas a 37°C.

No caso dos Lactobacilos, ha poucos trabalhos que avaliaram o efeito de
extratos de café frente a sua inibicdo. Wijaya, Ridwan e Budi (2016), avaliaram o efeito
inibitério dos extratos de café robusta e arabica para o Lactobacillus acidophilus,
demonstrando efeito inibitério quando aplicado em altas concentragdes (75% e 100%),
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com melhor inibigdo para o café robusta. Entretanto, a ndo inibicdo dos Lactobacilos
pelos extratos nas concentragdes avaliadas indica um efeito seletivo dos extratos de
café como agentes antimicrobianos, que pode ser de grande interesse na industria de
alimentos. A aplicacdo dos extratos de café poderia ser realizada em produtos
funcionais que regularmente usam os Lactobacillus plantarum e o Lactobacillus
rhamnosus como probidticos, inibindo microrganismos patogénicos como a
Salmonella Thypimurium, a Escherichia coli e o Staphylococcus aureus ao mesmo
tempo que permitiriam o crescimento dos probidticos.

Com o objetivo de estudar de forma mais direcionada o efeito antimicrobiano
dos extratos de café, as concentragdes de 0,5%, 2,5% e 5,0% foram selecionadas
para a realizacdo dos ensaios da cinética de crescimento em meio liquido. As
concentragbes foram justificadas uma vez que na concentragcado de 0,5% ja foram
evidenciados halos de inibigdo para os trés microrganismos sensiveis. A partir das
concentragbes de 2,5%, evidenciaram-se, de maneira geral, halos com maior

didmetro, justificando também o estudo da proporgéo de 2,5% e 5,0%.

5.2.2 Potencial de inibicdo dos extratos de café nos cultivos em meios

liquidos

A cinética do crescimento microbiano frente a agao dos extratos de café foi
avaliada somente para os microrganismos que demonstraram serem sensiveis aos
extratos de café no teste de sensibilidade com discos impregnados com os extratos
de café. Logo, considerando que os testes com Lactobacilos ndo demonstraram halos
de inibicao, esses microrganismos nao foram avaliados nesta etapa.

Na Tabela 3 podem ser visualizados os parametros das curvas de
crescimento obtidos para os microrganismos estudados frente a acdo dos extratos de

café nas concentragdes de 0,5%, 2,5% e 5,0%.
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Tabela 3- Pardmetros de crescimento A, u e A para Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus obtidos pelo ajuste dos dados experimentais ao modelo de Gompertz
modificado e indices estatisticos para avaliagao do ajuste do modelo aos dados experimentais

%(mn) A " » R? MSE Fa\fi‘gsde zj;‘t’lzgi
Salmonella Typhimurium

0,5 0,567 0,207 0,974 0,996 0,000 1,059 1,106

AT 2,5 0,162 0,032 1,271 0,994 0,000 0,992 1,063

5,0 0,097 0,015 7,962 0,992 0,000 1,056 1,128

0,5 0,512 0,234 1,606 0,998 0,000 0,998 1,017

CT 2,5 0,215 0,051 1,884 0,997 0,001 0,967 1,117

5,0 0,146 0,071 8,132 0,999 0,000 1,018 1,023

0,5 0,916 0,522 1,455 0,998 0,000 0,998 1,015

Ccv 2,5 0,528 0,228 1,723 0,997 0,000 1,015 1,049

5,0 0,373 0,086 1,983 0,999 0,000 1,002 1,019

Controle (sem extrato) - 1,477 0,520 0,974 0,996 0,003 1,007 1,042

Escherichia coli

0.5 0,476 0,141 3,523 0,996 0,000 1,017 1,066

AT 25 0,166 0,020 5,446 0,995 0,000 0,992 1,112
5.0 0,000 0,000 0,000 - - - -

0.5 0,403 0,127 3,470 0,996 0,000 1,016 1,061
CT 25 0,000 0,000 0,000 - - - -
5.0 0,000 0,000 0,000 - - - -

0.5 0,979 0,320 2,619 0,997 0,001 1,021 1,066

Ccv 25 0,501 0,123 3,101 0,997 0,000 1,038 1,095

5.0 0,351 0,060 3,900 0,999 0,000 1,010 1,055

Controle (sem extrato) - 1,429 0,370 1,326 0,994 0,004 1,008 1,092

Staphylococcus aureus

0.5 0,735 0,078 10,173 0,996 0,000 0,995 1,018
AT 25 0,000 0,000 0,000 - - - -
5.0 0,000 0,000 0,000 - - - -

0.5 0,665 0,083 7,146 0,999 0,000 1,009 1,022
CT 25 0,000 0,000 0,000 - - - -
5.0 0,000 0,000 0,000 - - - -

0.5 1,089 0,265 2,804 0,999 0,000 0,944 1,069

Ccv 25 0,803 0,104 7,131 0,998 0,000 1,049 1,078
5.0 0,000 0,000 0,000 - - - -

Controle (sem extrato) - 1,496 0,279 1,363 0,998 0,000 0,999 1,002

AT: Coffea arabica torrado; CT: Coffea canephora torrado; CV: Coffea canephora verde; A: aumento
logaritmico da populagdo (log DO/DOinicial); M: velocidade especifica maxima de crescimento (h™'); A:
duragao da fase /ag (h); R% coeficiente de determinagdo; MSE: erro médio quadratico. Fonte: Autoria

prépria.
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Na inibicdo de Salmonella Typhimurium os extratos de café torrado (AT e CT)
tiveram efeitos similares com inibigdo parcial, sendo que a concentracao de 5,0% foi
a mais eficiente. Essa condi¢cao permitiu estender a fase lag por aproximadamente 8
h, comparado com menos de 2 h para todos os demais ensaios com extratos e menos
de 1 h quando comparados ao ensaio controle. De forma adicional, dentro das
concentragdes estudadas para cada extrato de café, a menor populacdo maxima
atingida e a menor velocidade especifica maxima de crescimento foram obtidas na
concentragédo de 5,0%. Para o café verde, em todas as concentragdes o efeito
inibitério foi inferior ao observado para os cafés torrados (AT e CT). Entretanto, se
comparado ao controle (sem extrato), os trés extratos de café mostraram atividade
antimicrobiana para Salmonella Typhimurium.

Para Escherichia coli, verificou-se que na concentracao de 5,0% para o AT e
de 2,5% e 5,0% para o CT, houve a completa inibicdo do microrganismo. Assim como
para Salmonella Typhimurium, o CV teve uma menor atividade inibitéria para
Escherichia coli se comparada com os cafés torrados (AT e CT). Por outro lado, se
comparado ao controle, os trés extratos de café mostraram atividade antimicrobiana
para Escherichia coli.

Na inibicdo de Staphylococcus aureus os extratos de café torrado (AT e CT)
nas concentracdes de 2,5% e 5,0% inibiram completamente o desenvolvimento do
microrganismo. O extrato de café verde na concentracdo de 5,0% também inibiu
completamente o Staphylococcus aureus; entretanto, na concentracao de 2,5%, a
inibicdo foi parcial. Os trés extratos de café avaliados mostraram atividade
antimicrobiana se comparado ao controle, inibindo o desenvolvimento do
Staphylococcus aureus.

Considerando todos os ensaios da cinética de crescimento realizados,
observou-se um ajuste satisfatério das curvas de crescimento obtidas e preditas, com
valores de R? entre 0,992 e 0,999, erro médio quadratico entre 0,000 e 0,004, fator de
viés entre 0,944 e 1,059 e fator de exatidao entre 1,002 e 1,128. As curvas de
crescimento preditas dos ensaios para 0s microrganismos avaliados estao

demonstradas na Figura 5.
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Figura 5- Curva de crescimento do ensaio adicionado de Coffea canephora torrado 0,5% e ensaio
controle para (A) Salmonella Typhimurium, (B) Escherichia coli e (C) Staphylococcus aureus.
Fonte: Autoria propria.

Para Salmonella Typhimurium, parcialmente inibida pela aplicacdo dos
extratos de café, verificou-se que o teor de acido 5-cafeioilquinico teve correlagcéo
positiva com o parametro de crescimento A e negativa com A, logo um maior teor do
bioativo aumentou a populagdo maxima atingida e reduziu o tempo de fase /lag (Tabela
4). Logo, o teor de acido 5-cafeioilquinico néo teve efeito na inibicdo da Salmonella
Typhimurium. Em contrapartida, o teor de melanoidinas teve efeito negativo sobre A
e M, e efeito positivo sobre A, mostrando que maiores teores de melanoidinas
interferem reduzindo a populacdo maxima atingida e a velocidade especifica de

crescimento, e aumentando o tempo de fase /lag.
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Adicionalmente, os valores da luminosidade e tonalidade cromatica tiveram
correlagdo positiva com A e negativa com 2, indicando que amostras de café torrado
(com menor valor de L* e h°) diminuiram a populagcdo maxima atingida, ao mesmo
tempo que aumentaram o tempo de fase /ag, corroborando que amostras de café
torrado (AT e CT) sdo mais eficientes na inibicdo da Salmonella Typhimurium. A
correlagcdo negativa entre o acido 5-cafeioilquinico e as melanoidinas evidencia a
degradacgdo dos acidos clorogénicos e a formacdo de melanoidinas (PERRONE;
FARAH; DONANGELO, 2012), enquanto que a correlagdo positiva do acido 5-
cafeioilquinico com a luminosidade e a tonalidade cromatica demonstram a redugao
no valor dos trés parametros, efeitos promovidos pela ocorréncia da Reacado de
Maillard no processo de torra do café. Adicionalmente, para Salmonella Typhimurium
observou-se uma correlagao positiva do pH do extrato de café com o parametro A,
logo um pH menor (mais acido) reduziu a populagdo maxima desse microrganismo,
reforcando o comportamento normalmente observado de que a maioria das bactérias
crescem em uma faixa estreita de pH, mais proximo da neutralidade em torno de 6,5
a 7,5 (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Para os microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ambos
totalmente inibidos com aplicagao dos extratos de café na concentragao de 5,0% para
o AT e CT, observou-se uma correlagdo negativa entre o teor de melanoidinas, a
luminosidade e a tonalidade cromatica, com A e p, indicando uma tendéncia de
reducdo da populagdo maxima atingida e da velocidade especifica maxima de
crescimento conforme aumentam os valores dos parametros supracitados, reforgcando
que os cafés torrados tem efeito mais pronunciado na inibicado microbiana (Tabela 4).
A correlagao negativa evidenciada entre o teor de melanoidinas e o parametro de cor
luminosidade e tonalidade cromatica demonstram os efeitos da Reag¢ao de Maillard,
uma vez que conforme a reagdo se desenvolve, as melanoidinas sdo formadas,
causando uma queda da luminosidade e da tonalidade cromatica, devido a formacéao
da cor marrom. Em contrapartida, uma correlagao positiva foi observada entre o teor
de acido 5-cafeioilquinico e os valores de A e p, logo 0 aumento na concentracao

desse bioativo ndo traz uma redugao nos parametros de crescimento em questao.
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Tabela 4- Correlagao de Pearson entre os pardmetros de caracterizagdo dos extratos de café e pardmetros de crescimentos dos microrganismos estudados

Parametros Cafeina  5-ACQ  Melanoidinas L* h® PH Salmlgnella Salmonella Salmznella E.é‘oli E. i::oli E. 7ct‘oli Staphyfc‘Jcoccus Staphylf)coccus Staphyl}c;coccus
Cafeina - 0,61 -0,60 0,61 0,73 0,36 0,80 0,99* -0,67 041 057 -067 0,68 0,68 0,68
5-ACQ 0,61 - -0,99* 1,00 0,99** 0,96 0,96 0,58 -0,99* 097 099* 0,18 0,99** 0,99** 0,99**

Melanoidinas -0,60 -0,99* - -0,99* -098 -0,97 -0,96 -0,57 0,99* -0,98 -0,99* -0,19 -0,99** -0,99** -0,99**

L* 0,61 1,0* -0,99* - 0,99** 0,96 0,96 0,59 -0,99* 097 099* 0,18 0,99** 0,99** 0,99**

h® 0,73 0,99* -0,98 0,99* - 0,90 0,99** 0,71 -0,99* 092 0,98 0,01 0,99* 0,99* 0,99*

pH 0,36 0,96 -0,97 096 0,90 - 0,85 0,34 -0,94 0,99 0,97 0,44 0,93 0,93 0,93

A -Salmonella 0,80 0,96 -0,96 096 0,99 0,85 - 0,78 -0,98 088 095 -0,09 0,99** 0,99** 0,99**

p-Salmonella 0,99* 0,58 -0,57 059 0,71 0,34 0,78 - -0,65 0,38 054 -0,69 0,66 0,66 0,66

A—Salmonella -0,67 -0,99* 0,99* -0,99* -0,99* -0,94 -0,98 -0,65 - -0,95 -0,99** -0,10 -0,99* -0,99* -0,99*

A-E. coli 0,41 0,97 -0,98 097 092 0,99* 0,88 -0.38 -0,95 - 0,98 0,40 0,95 0,95 0,95

u-E. coli 0,57 0,99* -0,99* 0,99* 0,98 0,97 0,95 0,54 -0,99** 0,98 - 0,23 0,99** 0,99** 0,99**

A—E. coli -0,67 0,18 -0,19 0,18 0,01 0,44 -0,09 -0,69 -0,10 040 0,23 - 0,08 0,08 0,08

A-Staphylococcus 0,68 0,99* -0,99** 0,99** 0,99* 0,93 0,99** 0,66 -0,99* 0,95 0,99 0,08 - 1,00 1,00

u- Staphylococcus 0,68 0,99** -0,99** 0,99** 0,99* 0,93 0,99** 0,66 -0,99* 0,95 0,99 0,08 1,00 - 1,00
A—Staphylococcus 0,68 0,99* -0,99** 0,99** 0,99* 0,93 0,99** 0,66 -0,99* 0,95 0,99* 0,08 1,00 1,00 -

Concentracéo do extrato: Salmonella Thyphimurium (5,0%), Escherichia coli (2,5%) e Staphylococcus aureus (2,5%); * p £ 0,05; ** p <0,10.
Fonte: Autoria propria.
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Com base na cinética de crescimento dos microrganismos estudados,
observou-se que as melanoidinas parecem ser o composto majoritario associado com
o efeito antimicrobiano do café. Segundo Rufian-Henares; De La Cueva (2009), o
potencial efeito das melanoidinas do café na inibicido do crescimento microbiano
parece estar associado com a remogao dos cations Mg?* da membrana celular externa
dos microrganismos, causando um possivel rompimento da membrana celular,
permitindo a liberagcdo de moléculas intracelulares seguido da morte celular.

Os acidos clorogénicos, dado o seu potencial antioxidante, foram também
associados com a inibicdo microbiana. A forma de acido desse bioativo sobre a
membrana plasmatica, ocorre possivelmente pela formacado de poros na membrana,
aumentando a permeabilidade, o que resultara na perda da sua fungao, devido a
liberacdo de compostos celulares, causando o rompimento celular da bactéria.
(DUANGJAIl et al., 2016; LOU et al., 2011). Entretanto no presente estudo evidenciou-
se que, apesar de haver uma possibilidade de inibicdo devido a presenca do acido 5-
cafeiolquinico — o acido clorogénico majoritario no café (PERRONE et al., 2008), as
melanoidinas demonstraram um maior efeito antimicrobiano. Isso ficou evidente ao
analisar o efeito menos pronunciado que o café verde teve sobre 0s microrganismos
estudados em comparacao aos cafés torrados (AT e CT).

O bioativo cafeina mostrou nao ter influéncia na reducdo do crescimento
microbiano neste estudo. Os resultados obtidos corroboram com os resultados de
Runti et al. (2014); os autores citados avaliaram o efeito do café regular e
descafeinado na inibigdo dos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Enterococcus faecalis ATCC29212,
Escherichia coli ATCC25922 e Salmonella entérica ATCC14028 e observaram que
nao houve acréscimo de inibicdo com o maior teor de cafeina presente no café regular.
De forma contraria, Almeida et al. (2006) demostraram que a cafeina teve efeito
biolégico contra Serratia marcescens e Enterobacter cloacae, e com potencial
atividade antimicrobiana para Salmonella entérica na proporcdo existente
naturalmente nos extratos de café. Ibrahim et al. (2006) também reportaram um efeito
antimicrobiano quando da aplicacao in vitro da cafeina frente a E. coli O157H:7, com
o estendimento da fase /lag por até 8 h. Os autores citados mencionam que a atividade
antimicrobiana pode n&o estar vinculada unicamente as caracteristicas fisico quimicas

dos extratos, mas as peculiaridades de diferentes linhagens bacterianas; logo, um
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mesmo composto pode exibir atividade antimicrobiana a um género bacteriano, mas
nao a todas as espécies deste género.

Comparando-se os microrganismos patogénicos avaliados, observou-se que
Staphylococcus aureus (Gram-positivo) se mostrou mais sensivel aos extratos de café
nas 3 concentragdes estudadas em comparagdo com as bactérias Gram-negativas.
Outras pesquisas com diferentes microrganismos evidenciaram que bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus
faecalis) parecem ser mais susceptiveis aos efeitos antimicrobianos dos extratos de
café se comparadas as bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella
entérica e Pseudomonas aeruginosa) (DUANGJAI et al., 2016; RUNTI et al., 2014).
Ressalta-se, porém, que nestes trabalhos ndo foi avaliado o crescimento de
lactobacilos. Considerando que o mecanismo de agao dos acidos clorogénicos e das
melanoidinas tem sido associado com o rompimento da membrana celular, as
bactérias patogénicas Gram-positivas parecem apresentar uma maior predisposi¢ao
para sofrerem agcao antimicrobiana.

A forma com que os extratos de café atuam frente aos microrganismos ainda
€ pouco conhecida. O efeito inibitério, pode estar relacionado as diferencas na
constituicdo da parede celular dos microrganismos, ou ainda a capacidade
sequestrante de radicais livres (OESTREICH-JANZEN, 2013; ALVAREZ; MOREIRA,;
PONCE, 2012; ABRAHAO et al., 2010; RUFIAN-HENARES; DE LA CUEVA, 2009).

A estrutura da parede celular difere entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Nas bactérias Gram-positivas, consiste de uma camada de peptideoglicano
formando uma estrutura espessa e rigida com a presenga de acido lipoteicoico, acido
teicoico e fosfato. Devido a presenca do grupo fosfato, com carga negativa, os acidos
podem regular a entrada e saida de cations, atuando no crescimento celular,
impedindo a ruptura da parede e a possivel lise celular. Em contraste, as Gram-
negativas possuem uma camada mais fina de peptideoglicano, e a membrana externa
consiste em lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos, com fungoes
especificas. No entanto a membrana externa nao fornece uma barreira a todas as
substancias, permitindo - parcialmente pelas proteinas da membrana (porinas) - a
formacao de canais que por sua vez permitem a passagem de algumas moléculas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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5.2.3 Potencial de inibicao dos extratos de café nos cultivos em leite em po

reconstituido

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de café na inibicao de
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, na matriz
alimentar leite em p6 desnatado reconstituido, estdo apresentados na Tabela 5. Para
os trés microrganismos patogénicos observou-se efeito do extrato de café (CT 5,0%)
na redugao da populacdo maxima atingida (A) e velocidade especifica maxima de
crescimento (4) se comparado ao controle, dentro da mesma temperatura. De forma
adicional, observou-se que os microrganismos nao apresentaram fase /ag, indicada
como nula devido a condi¢gdo do indculo ja adaptar-se rapidamente ao meio (leite).

Para Salmonella Typhimurium o efeito antimicrobiano do CT foi mais
expressivo na temperatura de refrigeragéo, observando-se a redugéo de 1,12 ciclos
log quando comparado o ensaio com 5,0% de CT e o controle na mesma temperatura.
A 35 °C também foi observada uma redugéo da populagao maxima em 0,29 ciclos log.
Em ambas as temperaturas a velocidade de crescimento reduziu consideravelmente,
representando uma reducgao de 74% a 5 °C, e 57% a 35 °C.

Assim como observado para Salmonella Typhimurium, a Escherichia coli teve
uma reducado mais expressiva na populagao maxima atingida na temperatura de 5 °C
devido a agao do extrato de café CT 5,0%. A redugédo em ciclos log foi de 1,58 e 0,62,
respectivamente a 5 °C e 35 °C. Em ambas temperaturas a velocidade de crescimento
reduziu, representando uma redugdo de 73% a 5 °C, e 36% a 35 °C. Assim como
observado nos testes realizados para a cinética de crescimento em caldo BHI, no
estudo realizado na matriz alimentar o extrato de CT mostrou uma inibicdo mais
significativa frente a Escherichia coli se comparado com a Salmonella Typhimurium,
especialmente se comparado o parametro populagdo maxima atingida. Entretanto,
ressalta-se que a possibilidade de redugcao de ambos microrganismos Gram-negativos
pertencentes a familia das Enterobactérias, conforme obtido no presente estudo, é de
extrema importancia para a industria alimenticia.

Uma reducao significativa no crescimento microbiano foi observada para o
Staphylococcus aureus adicionado de extrato CT. Nas temperaturas de 5 °C e 35 °C
uma redugcdo na populagcdo maxima atingida de 1,72 e 2,83 ciclos log,
respectivamente, foram obtidas quando comparadas ao controle. Também foi
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observada uma reducgao na velocidade especifica maxima de crescimento, de 67% e
86% a 5 °C e 35 °C, respectivamente. Em comparagédo com os patogénicos Gram-
negativos Salmonella Typhimurium e Escherichia coli, o Staphylococcus aureus
mostrou uma maior susceptibilidade a atividade antimicrobiana aos extratos de café,
principalmente na obtencdo de menores populagdes maximas atingidas. De forma
similar, Arora, Kaur e Kaur (2009) também evidenciaram uma maior atividade
antimicrobiana aos extratos de café (5,0%) adicionados ou ndo de agucar (4,0%) e
leite (20%) na inibigdo do Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus em
comparagao a Salmonella typhi, que ndo mostrou sensibilidade nas condi¢des
testadas.

Em contrapartida, ao mesmo tempo que houve uma redugao do crescimento
dos patégenos pela agéo do extrato CT na matriz leite, observou-se que o crescimento
do Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus ficou praticamente inalterado a
35 °C. A adicao do extrato reduziu a populagdo maxima atingida do Lactobacillus
plantarum em 0,25 ciclos log, e do Lactobacillus rhamnosus em 0,10 ciclos log. A
velocidade especifica maxima de crescimento reduziu 7,0% e 0% na temperatura de
35 °C para o Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus, respectivamente.

Na temperatura de 5 °C ndo foi evidenciado o crescimento de ambos
lactobacilos, tanto no ensaio contendo o extrato de café como no controle. Isso
possivelmente se deve a temperatura 6tima de crescimento das bactérias laticas que
fica na faixa de 30 a 35 °C, sem crescimento para algumas espécies de Lactobacilos
abaixo de 10 °C (KALSCHNE et al., 2015).

A nao inibicdo dos Lactobacillus plantarum e Lactobacillus rhamnosus na
matriz leite em p6 com o uso dos extratos de café (CT), demostra novas possibilidades
de aplicacao destes extratos em associagao com bactérias lacticas. Bactérias lacticas
apresentam potencial de inibicdo microbiana comprovado na inibicdo de
microrganismos deteriorantes, por serem capazes de produzir substancias como a
nisina e acido lactico (KALSCHNE et al., 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012),
apresentando também potencial de inibicdo de alguns patégenos (SINGH, VEER PAL,
2018).

Considerando todos o0s ensaios com crescimento realizados na matriz leite
em po, observou-se um ajuste satisfatorio das curvas de crescimento obtidas e
preditas, com valores de R? maiores que 0,976, erro médio quadratico entre 0,000 e
0,086, fator de viés entre 0,999 e 1,000 e fator de exatiddo entre 1,004 e 1,029. As
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curvas de crescimento preditas dos ensaios para os microrganismos avaliados estéo

demonstradas na Figura 6.
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Tabela 5- Parametros de crescimento A, u e A obtidos para a Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus rhamnosus pelo ajuste dos dados experimentais do crescimento em leite em p6 reconstituido ao modelo de Gompertz modificado e indices
estatisticos para avaliagao do ajuste do modelo aos dados experimentais

Microrganismo Ensaio Temperatura A u A R? MSE Fator de viés Fator de exatidao
CT 5,0% (m v 5°C 6,31 0,09 0,00 0,990 0,001 1,000 1,006
Salmonella CT 5,0% (m v 35°C 8,66 0,98 0,00 >0,999 0,002 1,000 1,005
Typhimurium Controle 5°C 7,43 0,35 0,00 0,997 0,003 1,000 1,006
Controle 35°C 8,95 2,38 0,00 0,990 0,029 1,000 1,018
CT 5,0% (mv™) 5°C 5,82 0,09 0,00 0,982 0,000 1,000 1,003
o CT 5,0% (m v 35°C 8,26 0,13 0,00 0,997 0,006 1,000 1,010
Escherichia coli
Controle 5°C 7,40 0,14 0,00 0,992 0,012 1,000 1,015
Controle 35°C 8,88 0,49 0,00 0,998 0,006 1,000 1,008
CT 5,0% (m v 5°C 5,62 0,05 0,00 0,994 0,000 1,000 1,004
Staphylococcus CT 5,0% (mv™) 35°C 5,64 0,06 0,00 0,980 0,001 1,000 1,006
aureus Controle 5°C 7,34 0,15 0,00 0,990 0,017 1,000 1,019
Controle 35°C 8,47 0,43 0,00 0,999 0,004 1,000 1,006
CT 5,0% (mv™) 5°C 0,00 0,00 0,00 - - - -
Lactobacillus CT 5,0% (mv'™) 35°C 8,70 0,13 0,00 0,982 0,052 1,000 1,029
plantarum Controle 5°C 0,00 0,00 0,00 - - - -
Controle 35°C 9,05 0,14 0,00 0,976 0,086 1,000 1,045
CT 5,0% (m v-') 5°C 0,00 0,00 0,00 - - - -
Lactobacillus CT 5,0% (mv'™) 35°C 8,59 0,16 0,00 0,991 0,027 1,000 1,017
rhamnosus Controle 5°C 0,00 0,00 0,00 - - - -
Controle 35°C 8,69 0,16 0,00 0,982 0,042 0,999 1,026

CT: Coffea canephora torrado (leite + Coffea canephora 5,0% m v-' + microrganismo); Controle: sem adi¢do de café (leite + microrganismo); A: aumento
logaritmico da populagdo (log UFC mL™); u: velocidade especifica maxima de crescimento (h™); A: duragéo da fase /ag (h); R% coeficiente de determinacgao;
MSE: erro médio quadratico. Fonte: Autoria propria.
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Figura 6- Curvas de crescimento dos ensaios na matriz leite em pd reconstituido adicionada de Coffea
canephora torrado 5,0% e ensaios controle para (A) Salmonella Typhimurium, (B) Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (C), Lactobacillus plantarum (D), Lactobacllus rhamnosus (E).

Fonte: Autoria propria.
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Estudos in vitro tem demostrado a utilizacdo de extratos de plantas com
atividade bioldgica, inibindo ou retardando as alteragdes em alimentos (BURT, 2004),
incluindo aplicagdes de extratos isolados ou combinagao de extratos com atividade
biolégica (FRIEDMAN, 2015). O uso de dleos essenciais na propor¢éo de 0,00065%
a 0,67% em suco de frutas demonstrou a redugao de patdbgenos como a Escherichia
coli O157: H7 e Salmonella entérica em até 50% (FRIEDMAN et al., 2004). Apesar
dos estudos in vitro demonstrarem o potencial antimicrobiano de diversos extratos de
plantas, ha questionamentos quanto a concentragdo adequada para obter o mesmo
efeito em matrizes alimentares. BURT (2004) verificou o potencial de inibi¢ao de dleos
essenciais in vitro e verificou que para garantir a inibigdo de Bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas é necessaria uma concentragédo de 0,2 a 10 yl mL ~'. No entanto,
para surtir o mesmo efeito inibitério em carne, lacteos, frutas e vegetais, foi necessaria
uma concentragao superior, de 0,5a 20 ul g .

Nesse sentido, o presente estudo além dos estudos da sensibilidade dos
extratos de café e cinética de crescimento em caldo BHI, aplicou os melhores
resultados na matriz leite em po6 reconstituido, obtendo-se resultados compativeis com
0s observados nos meios de cultivo laboratoriais. Arora, Kaur e Kaur (2009) avaliaram
solugdes de café em concentragdes de 5,0% suplementadas com 4,0% de agucar e
20% de leite. Os autores citados observaram que o café conseguiu inibir
principalmente o Enterococcus faecalis em 94% (somente 5,0% de café) e 92%
(preparagao de café com agucar e leite). De forma adicional, os autores observaram
que o efeito antimicrobiano observado para o extrato de café permaneceu mesmo com
a adicao de agucar e leite.

De uma maneira geral, os estudos conduzidos na matriz alimentar leite em po
adicionado de extrato de café CT 5,0% indicaram atividade antimicrobiana com
seletividade para as cepas probidticas testadas, as quais nao foram inibidas. O fato
do extrato avaliado inibir o crescimento de microrganismos patogénicos Gram-
positivos e Gram-negativos € muito interessante a nivel de aplicagao industrial em
alimentos, e o fato de nao inibir os lactobacilos mostra um potencial para aplicagao
em alimentos funcionais probidticos. Ainda, considerando os testes realizados no leite
em po, comprovou-se que o extrato de café pode ser usado na matriz alimentar,
obtendo-se resultados coerentes com os ensaios previamente realizados em caldo
BHI. De forma adicional, a inibicao dos patogénicos no leite, com o crescimento dos
lactobacilos abre novas possibilidades para a industria de alimentos probidticos,
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considerando que os produtos lacteos sdo os carreadores universais de bactérias

probidticas.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel observar que os extratos de café demonstraram inibicado da
atividade biologica in vitro frente as bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-
negativas testadas, quando contrastado o crescimento na auséncia dos extratos.

Do grupo das bactérias Gram-positivas, os extratos de café torrado a 5,0%
apresentaram maior potencial de inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus
(crescimento em meio liquido e desempenho em matriz alimentar), sendo possivel
observar o impacto no desenvolvimento bacteriano com o acréscimo da fase lag e
inibicado do crescimento.

Ainda no grupo das Gram-positivas, para os Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus rhamnosus nao houve formacdo de halos de inibicdo, mesmo em
concentracdes de 5,0% de café torrado ou verde, mostrando-se insensiveis aos
extratos de café nestas concentragdes, assim como na matriz alimentar. Este
resultado merece ser destacado sob o ponto de vista tecnoldgico, pois pode
possibilitar o uso combinado dos extratos de café como agentes microbianos no
controle de patégenos, associado a adigdo de probidticos em alimentos.

Do grupo das bactérias Gram-negativas, representadas pela Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli, os extratos de café torrado mostraram-se mais
eficientes na inibicdo, quando comparados aos extratos de café verde. Na aplicagao
do extrato de café CT a 5,0% em matriz alimentar, foi possivel observar que o mesmo
se tornou mais efetivo na inibicdo do crescimento das bactérias Gram-negativas
quando associado a temperaturas de refrigeracdo, em comparagao a temperatura de
35°C. Os extratos de café arabica e canéfora torrado, que continham maior teor de
melanoidinas, demostraram maior atividade bioldgica, quando comparado ao extrato
com maior teor de acido 5-cafeoilquinico e cafeina associados (extrato do café
canéfora verde). Devido a complexidade dos compostos encontrados nos extratos de
café, tornam-se necessario estudos mais abrangentes para a confirmag¢ao de quais

compostos exercem a atividade bioldgica na inibicdo bacteriana.
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