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RESUMO

A atividade antimicrobiana in vitro de extratos e de compostos fendlicos e
nitrogenados do café (acido caféico, acido clorogénico, acido protocatéico, cafeina e
trigonelina) isolados ou em associacdo sobre 15 espécies de bactérias, duas de
leveduras e uma de fungo filamentoso foi investigada pelo método de difusdo em &gar.
Observou-se atividade antibacteriana, com destaque para Salmonella enterica sorovar
Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. Nao
foi verificada atividade antifangica dos extratos e compostos estudados. Foi observado
efeito positivo da associacdo do extrato de café com a cafeina sobre Bacillus subtilis.
Nao houve influéncia significativa de diferentes marcas de café, do tipo de solvente
extrator e do modo de preparo na inibicdo de S. mutans. Estudo cinético utilizando o
método turbidimétrico indicou significativa atividade sobre S. mutans em niveis de
cafeina > 4,0 mg/mL. As concentracdes inibitérias de 50% e 90% das substancias
sobre S. enterica, calculadas pelo método de diluicio em placa de microtitulo,
indicaram maiores atividades antimicrobianas do acido protocatéico, cafeina e
trigonelina. Estudo cinético empregando o método turbidimétrico indicou que o acido
protocatéico e a cafeina apresentaram os maiores efeitos antimicrobianos sobre S.
enterica em 24 h. O pH interferiu na atividade antimicrobiana das substancias sobre S.
enterica. Elevada atividade antimicrobiana foi obtida em pH 4,5 para cafeina e acido
protocatéico (96%), seguida da trigonelina e &cido clorogénico (80%). Estudos em
modelo alimentar constituido de leite desnatado, pH 4,5 e 5,5, 25 °C/28 dias, inoculado
com 10° UFC/mL de S. enterica indicaram maior eficiéncia conservante do Acido
protocatéico, pH 4,5, comparado a cafeina, com inibicdo de até trés ciclos logaritmicos,
em relacdo ao controle. Alteracdes morfoldgicas de S. enterica apdés 24 h de contato
com acido protocatéico e com cafeina foram observadas em microscopias Optica e de
forca atdbmica. Pode-se inferir que a cafeina tenha a sua acdo antimicrobiana

relacionada a diviséo celular, com uma possivel interferéncia na formacgéo do septo.

Palavras-chave: café; atividade antimicrobiana; compostos fendlicos e nitrogenados;

enterobactérias.
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF COFFE EXTRACTS, PHENOLICS AND
NITROGENOUS COMPOUNDS: IN VITRO EVALLUATION IN A FOOD MODEL. The
in vitro antimicrobial activity of coffee extracts and coffee chemical compounds (caffeic
acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid, caffeine and trigonelline) isolated or in
association against 15 bacteria, 2 yeasts and 1 filamentous fungus were investigated by
the agar diffusion method. There was antibacterial activity, mainly against Salmonella
enterica serovar Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans. There was no antifungal activity of the extracts and chemical
compounds. The association of caffeine with the coffee extract provided enhanced
antimicrobial effect against Bacillus subtilis. The inhibition of S. mutans was not
affected by coffee brand, type of solvent and way of preparation. Kinetic studies using
the turbidimetric method indicated that significant effect against S. mutans was
observed only at > 4.0 mg of caffeine/mL. The 50 and 90% inhibitory concentrations
using the microtiter plate dilution method and S. enterica indicated that protocatechuic
acid, caffeine and trigonelline promoted the highest inhibitory effects. Kinetic studies
using the turbidimetric method indicated that protocatechuic acid and caffeine had the
higher antimicrobial effects against S. enterica for 24 h. pH affected the antimicrobial
activity of the compounds against S. enterica. High inhibition was observed at pH 4.5
for caffeine and protocatechuic acid (96%), followed by trigonelline and chlorogenic acid
(80%). The preservative effect of protocatechuic acid and caffeine in a non-fat dry milk
food model, pH 4.5 and 5.5, with 10°® UFC/mL of S. enterica was investigated for 28
days at 25 °C. Protocatechuic acid, pH 4.5, showed a higher preservative effect with a
three log cycle inhibition compared to the control. However, the antimicrobial activity
was reduced by the presence of milk components. Morphological alterations of S.
enterica after 24 h contact with protocatechuic acid and caffeine were observed by optic
and atomic force microscopy. It can be inferred that the inhibitory effect of caffeine is
related to cell division, with a possible interference in the formation of septum.

Key words: coffee; antimicrobial activity, phenolic acids; caffeine; trigonelline;

enterobacteria.
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INTRODUCAO

O café é uma das bebidas mais populares em todo o mundo, amplamente
consumido é apreciado tanto pelo sabor e aroma, como também por seu efeito
estimulante. Atualmente, um grande namero de propriedades benéficas a saude tem
sido atribuido ao café (ALMEIDA et al., 2003; YEN et al., 2005; FARAH et al., 2006a),
entre elas a atividade antimicrobiana (DAGLIA et al., 2002; DOGAZAKI et al., 2002;
FURUHATA et al., 2002).

Os microrganismos séo as formas de vida mais abundantes do planeta e muitos
sdo potencialmente patogénicos para 0s seres vivos. Tanto vegetais como animais
tém evoluido, combatendo o ataque constante de microrganismos, desenvolvendo
sistemas de defesa que variam de acordo com o organismo. NoOsS vegetais superiores,
tem sido observada a presenca de compostos com amplo espectro de acdo, e com
potencial aplicagdo como agentes terapéuticos e como conservantes de alimentos
(MONTANO & VARGAS, 2002).

Estudos tém sido realizados para investigar as propriedades antimicrobianas do
café e de alguns compostos quimicos nele presentes. Extratos aquosos de café e
substancias como os acidos clorogénico, caféico e protocatéico apresentaram efeito
inibidor sobre Legionella pneumophila, bactéria causadora de infeccdes respiratorias
(FURUHATA et al., 2000; 2002; DOGAZAKI et al.,, 2002). Embora esses estudos
apontassem diferenca na atividade antimicrobiana dos compostos investigados, apenas
uma bactéria foi investigada.

BUCHANAN & FLETCHER (1978) observaram a inibicdo da producdo de
aflatoxina por Aspergillus parasiticus pela cafeina. Resultados similares foram
relatados por NARTOWICZ et al. (1979), apés avaliarem graos de café com cafeina e
descafeinados e por CHALFOUN et al. (2000), ao investigarem o efeito da cafeina no
crescimento de algumas espécies dos fungos Fusarium, Cladosporium e Aspergillus.
Entretanto, DAGLIA et al. (2002) inferiram que a cafeina ndo possuia atividade
antibacteriana sobre S. mutans, apds observarem que a atividade antimicrobiana nao
variava no café com e sem cafeina.

Os acidos p-cumarico e ferdlico, inibiram totalmente o crescimento de bactérias
do rumem de bovinos (CHENSON et al., 1982), enquanto pequena atividade

antimicrobiana dos acidos caféico, p-cumarico e ferulico foi observada sobre a bactéria
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Pseudomonas fluorescens (BARANOWSKI & NAGEL, 1982). HERALD & DAVIDSON
(1983) também observaram atividade antimicrobiana desses acidos contra E. coli, S.
aureus e B. cereus. WEN et al. (2003) descreveram efeito bactericida causado pelos
acidos hidrocinamicos sobre Listeria monocytogenes. PENNA et al. (2001) observaram
atividade antifungica do &cido protocatéico, extraido de plantas originadas da
Argentina, entretanto, ndo consideraram o efeito significativo para estudos posteriores.
VAQUERO et al. (2007) observaram atividade antimicrobiana dos acidos protocatéico e
caféico, presentes em vinho, sobre E. coli.

Os estudos da atividade antimicrobiana do café e de alguns de seus
componentes, relatados na literatura até o momento, revelaram alguns resultados
conflitantes, como é o caso da cafeina sobre os microrganismos. Além disso, 0s
estudos sobre bactérias incluiram um reduzido espectro (quatro bactérias Gram
positivas e cinco Gram negativas, entre elas E. coli). Nenhum estudo foi relatado na
literatura, até o momento, sobre a atividade antimicrobiana de componentes do café em
leveduras.

A pesquisa da atividade antimicrobiana de extratos de café e a sele¢do de
substancias com propriedades antimicrobianas apresentam-se como alternativa aos
compostos quimicos usados na conservacdo de alimentos. Assim, a realizacdo de um
estudo investigativo mais abrangente e mais profundo da atividade antimicrobiana do
café sobre diversos microrganismos impactantes para a salde humana e a sua
utilizacdo em modelo alimentar € de grande relevancia.

No presente trabalho, foi pesquisada a atividade antimicrobiana in vitro de
extratos de café, de compostos fendlicos e nitrogenados presentes no café e de
associacfes de extrato de café e compostos quimicos, contra 15 espécies de bactérias,
duas de leveduras e uma de fungo filamentoso. Foram determinadas, pela primeira
vez, as concentracdes inibitorias para as substancias estudadas, empregando-se a
Salmonella enterica sorovar Typhimurium como microrganismo teste. Considerando-se
que a aplicacdo pratica de compostos naturais na conservacao de alimentos pode ser
limitada pela interacdo desses compostos com ingredientes do alimento, foi feito um
estudo para determinar a eficacia do acido protocatéico e da cafeina como conservante
em um modelo alimentar constituido de leite desnatado. Para inferir sobre o modo de
acdo dessas substancias sobre as células de S. enterica, foram investigadas alteracfes
morfologicas ocasionadas, ap0s um tempo de contato de 24 h, por microscopia Otica e

microscopia de forca atébmica.
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REVISAO DA LITERATURA

1. CAFE

1.1 Producéo

O Brasil ocupa o primeiro lugar na producdo mundial de café, com uma
producdo prevista para a safra 2006/2007 de 41,6 milhBes de sacas. Esse numero
representa um crescimento de 26,2%, ou 8,6 milhdes de sacas a mais em relacdo a
safra anterior (ABIC, 2006; SINDICAFE, 2006).

A cultura do café é praticada em todos os continentes. Os principais paises
produtores encontram-se na América do Sul (Brasil e Colémbia), América Central e
Asia (Vietnd) (SINDICAFE, 2006). Cerca de 86% do café do Brasil € produzido nos
estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e Séo Paulo (Figura 1). Minas Gerais
€ 0 maior produtor, detendo 47% da producdo. Em segundo lugar estd o Espirito
Santo, com 19% (maior produtor de Coffea canephora) e na terceira colocacdo esta
Sao Paulo, com 13%. O Parana detém a quarta colocag¢do, com 7% da producéo do
café nacional (DEMARCHI, 2003).

B Minas Gerais
Espirito Santo
@ Séo Paulo

m Parana

outros

Figura 1. Distribuicdo da producdo de café no Brasil em funcdo dos estados

produtores.
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Duas espécies de café sdo comercialmente exploradas em nivel mundial: Coffea
arabica (arabica), considerada mais nobre, e Coffea canephora (robusta), considerada
mais &cida, porém mais resistente a pragas (SMITH, 1989; PETTIGREW, 1999).
Essas duas espécies de café sdo adaptadas a diferentes ambientes ecologicos,
regides montanhosas tropicais (> 600 m), principalmente na América Latina, leste da
Africa e india e planicies do oeste da Africa, Indonésia, Vietna e Brasil (KY et al., 2001).
C. arabica totaliza 80% da producdo mundial, sendo suas variedades as mais
apreciadas pelos consumidores de café (SMITH, 1989).

Na maioria das areas de cultivo, ha uma colheita por ano. A selecdo da época
para a colheita é fundamental. Se os frutos ndo estiverem maduros, 0os grdos nao
estardo plenamente desenvolvidos ou amadurecidos no seu interior e nao
amadurecerdo apés serem colhidos. Por outro lado, se os frutos estiverem maduros
demais, os grédos estragardo. Como os frutos amadurecem em tempos diferentes, o
método mais recomendado € a colheita de apenas alguns frutos por vez e o retorno
aos mesmos arbustos a cada dez dias, até que toda a colheita seja feita (LUNA-FILHO,
2004). Mesmo em regides apropriadas ao plantio do café, as alteracdes nas condicfes
climaticas podem provocar maturacdes desuniformes. Isso ocasiona a presenca de
frutos verdes ou a ocorréncia de fermentacfes indesejaveis. Assim, € importante o
estabelecimento de um estédio ideal de maturacgédo fisiologica para a colheita (MALTA
et al., 2003).

A aceitabilidade da bebida café esta relacionada a uma série de fatores que séo
afetados durante as fases pré e pds-colheita dos grdos. Os atributos de classificacao
estdo vinculados ndo s6 as condi¢gbes naturais (solo, clima, chuvas, altitude), como
também aos cuidados adotados no cultivo (adubacédo, poda, selecéo dos pés, colheita
e manipulacéo dos frutos) (LUNA-FILHO, 2004).

O beneficiamento é realizado apds a colheita e pode ser realizado por via Umida
ou por via seca. No beneficiamento por via Umida, as cerejas, cuidadosamente
colhidas, passam por uma lavagem preliminar, durante a qual frutos com qualidade
inferior sdo separados por flotacdo e os residuos, como pedras, sdo removidos. As
cerejas passam pela despolpadora, e as sementes sdo levadas para o separador
rotatorio para remover a polpa remanescente. No estagio de fermentacdo, que se
passa em grandes tanques de concreto, a mucilagem aderida € quebrada pela acdo de
enzimas e as sementes sao lavadas. Em seguida, as sementes sao secas ao sol ou

em secadores mecanicos (SMITH, 1989).



Revisdo da literatura 21

No beneficiamento por via seca, apds a colheita, o café € colocado em local
apropriado, com uma camada de aproximadamente 5 cm de espessura, e é
constantemente misturado até que esteja completamente seco. Durante a noite, o café
€ coberto, sendo todo o processo realizado em, aproximadamente, trés semanas. Em
ambos os processos a umidade final ndo deve ser superior a 12% (SMITH, 1989).

Apds a secagem, o café esta pronto para os estagios finais de limpeza,
descascamento e classificacdo. O café (verde) é enviado para a industria, onde passa
pelo processo de torracdo que consiste na aplicacdo de consideravel calor ao grdo, até
que sua cor atinja um tom marrom caracteristico. Em seguida, o café é rapidamente
resfriado por corrente de ar ou por spray com agua. Durante essa etapa, o grdo de
café passa por duas transformacfes. No estagio inicial, que dura cerca de 80% do
tempo de torracdo, a cor € gradualmente modificada até atingir o marrom. O segundo
estagio envolve pirdlise com dilatacéo do grdo e um escurecimento seguido da emissao
de uma fumaca oleosa e som crepitante. Dessa forma, ocorre uma rapida mudanca
guimica, que s6 é interrompida ap6s o resfriamento rapido. O gréo de café torrado
mantém as caracteristicas de “flavour” por aproximadamente uma semana, em
condicbes normais de atmosfera (SMITH, 1989). O grau dessas transformacdes
depende, principalmente, da estabilidade dos diversos componentes do café verde ao
calor aplicado durante o processo de torragdo. O grau de torracdo pode ser medido
por meio da cor ou pela perda de peso que ocorre durante o processo, sendo essa
perda consequéncia da perda de umidade e de uma fragdo de material organico
volatilizado durante o processo (SABBAGH & YOKOMISO, 1976).

1.2 Composic¢ao quimica

O café é uma mistura complexa de compostos quimicos de ocorréncia natural e
compostos formados durante o processo de torragédo (DAGLIA et al., 1998). Do ponto
de vista quimico, o café € uma das bebidas mais complexas. Essa complexidade se
deve tanto pela presenca de uma grande quantidade de compostos quimicos, como
pela possivel reacdo e interacdo desses compostos durante o processamento
(CLARKE & MACRAE, 1989). Durante o processo de torracdo ocorrem consideraveis
alteracdes na composicdo quimica do café, substancias labeis sdo degradadas,
enguanto outras interagem para formar produtos complexos. Por essa razéo, o café &

um dos alimentos que mais é alterado durante o seu processamento (SMITH, 1989).
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A 4gua € um componente importante e seu teor varia de acordo com o tipo do
café. No gréo de café verde, o contetdo é de 10% a 13% (p/p), no café torrado é de
5% (p/p) e no café instantaneo varia entre 4% e 5% (p/p). O café é capaz de reter
agua em camadas monomoleculares e polimoleculares, nas superficies internas e
externas, ou por capilaridade através dos microporos e macroporos presentes na
matriz (CLARKE, 1989).

Na Tabela 1 € apresentada a composi¢cao quimica em graos crus e torrados de
cafés arabica e robusta. Os carboidratos constituem 50% a 60% do peso do café verde
em grao (SABBAGH et al.,, 1977). O café verde contétm uma variedade de
carboidratos, convencionalmente subdivididos em grupos de polissacarideos, e
acucares de baixo peso molecular incluindo tri-, di- e monossacarideos (TRUGO,
1989). Entre seus componentes, encontram-se a sacarose, a celulose, as substancias
pécticas e 0s polissacarideos de alto peso molecular (SABBAGH et al.,, 1977).
BERNAL et al. (1996) identificaram e quantificaram em amostras de café, os seguintes
carboidratos: manitol, arabinose, raminose, galactose, glicose, sacarose, manose e

frutose e detectaram diferencas nos seus conteldos.

Tabela 1. Composi¢do quimica de gréos de café (ardbica e robusta) crus e torrados

Componentes Composicao quimica/ grdo de café cru e torrado (g/100 g bs)
arabica robusta

cru torrado cru torrado
Minerais 3,0-4,2 3,5-4,5 4,0-4,5 4,6-5,0
Cafeina 0,9-1,2 Aprox. 1,0 1,6-2,4 Aprox. 2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6
Lipidios 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0
Acido clorogénico total 5,5-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4,6
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 6,0-8,0 0-3,5 5,0-7,0 0-3,5
Polissacarideos totais 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 nd
Aminoacidos 2,0 nd 2,0 nd
Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0

Fonte: SMITH (1989); bs — base seca. nd - ndo detectado.

Durante a torragdo, ocorre a degradagao da sacarose, sendo a sua velocidade
funcdo da intensidade. Na torragdo leve, em torno de 96% a 97% da sacarose é
degradada. Na torracdo média, esse valor sobe para 99% e, na escura, 100% da

sacarose € degradada. Glicose e frutose sdo progressivamente degradadas e variam
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de acordo com o grau de torracdo empregado em diferentes paises, podendo
corresponder a 0,26% e 0,16% nos EUA, e a 0,3% e 0,05% na Alemanha,
respectivamente (TRUGO, 1989).

Componentes nitrogenados séo todos aqueles compostos que contém nitrogénio
organico ou inorganico (MACRAE, 1989). Dentre os compostos nitrogenados
existentes no café, destacam-se a cafeina, a trigonelina, as proteinas, os aminoacidos,
as aminas e alguns componentes volateis. Esses compostos totalizam 25% da
composicao do grao de café cru (SMITH, 1989).

A perda de nitrogénio de aminoacidos em gréaos de café torrados € dependente
do grau de torracao e pode variar entre 20% e 67%. Entretanto, a cafeina praticamente
nao apresenta alteracéo durante a torragcdo (MACRAE, 1989).

A presenca da trigonelina tem pouca influéncia na qualidade do café, pois esse
composto esta presente em pequenas quantidades nos gréos, correspondendo a 1,0%
no café arabica e a 0,7% no café robusta (SMITH, 1989; DE MARIA et al., 1995), e
segundo ZHENG & ASHIHARA (2004), o seu conteudo corresponde a 2,0% do peso
seco.

Entretanto, a grande importancia da trigonelina se refere aos aspectos
nutricionais, pois durante a torracdo essa substancia é convertida a acido nicotinico
(niacina), fazendo do café uma fonte dessa vitamina na dieta. O café € um dos Unicos
produtos que, mediante um processo tdo drastico como a torragdo, produz uma
vitamina importante para 0 metabolismo humano. Durante essa etapa do
processamento, a trigonelina é desmetilada para formar a niacina, em quantidades que
podem chegar proximo a 20 mg por 100 g de café torrado (MAZZAFERA, 1991,
MONTEIRO & TRUGO, 2005). O conteudo de &cido nicotinico no grao cru varia de 1,6
a 4,4 mg por 100 g, aumentando, aproximadamente, 10 vezes ap0s a torracéo, devido
a degradacao da trigonelina que é dependente do tempo e temperatura empregados
(MACRAE, 1989).

CASAL et al. (2000) analisaram o conteudo de trigonelina, acido nicotinico e
cafeina em café torrado e utilizaram esses compostos nitrogenados para a
diferenciacdo das espécies de café C. arabica e C. canephora, provenientes de
diferentes regides geograficas e submetidas ao mesmo processo de torracao.
Segundo esses autores, as duas espécies de café foram diferenciadas pelo seu

conteudo de trigonelina (mais alto para o C. arabica) e cafeina (mais alto para o C.
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canephora), entretanto, o acido nicotinico ndo pdde ser empregado como fator
discriminante e ndo houve associa¢do desse com as origens geograficas das amostras.

O conteudo de lipideos nos graos de café depende da espécie. Graos do café
arabica possuem 15% de lipideos em sua constituicdo, em base seca, e o café robusta
possui apenas 10%. NIKOLOVA-DAMYANOVA et al. (1998) identificaram 10 acidos
graxos em café. Acidos palmitico e linoléico foram os acidos graxos predominantes. O
oleo do café contém guantidade moderada e quase igual de acidos estearico e oléico.
O conteudo de éacido miristico, palmitoléico e behenico representa menos de 1%.
GONZALEZ et al. (2001) determinaram o contetido de triglicérides e tocoferois em
graos, verdes e torrados, de cafés arabica e robusta. Esses autores afirmaram que as
diferencas na quantidade de tocoferois foram significativas e poderiam ser empregadas
na diferenciacdo de variedades de café ap6s o processo de torracao, sendo importante
para autenticacéo do café.

Cafés verdes contém uma grande variedade de polifendis a exemplo do acido
clorogénico, &cido caféico, acido ferulico e acido p-cumarico (RICHELLE et al., 2001).
Os 4&cidos clorogénicos (CGA) e compostos relacionados sao o0s principais
componentes da fracdo fendlica dos graos de café verde, alcancando teores de até
14% (em peso seco) (FARAH & DONANGELO, 2006).

O grao de café verde possui um conteudo de CGA maior do que a maioria das
plantas, enquanto o conteddo no café torrado pode atingir até 7% da composicdo
(TRUGO & MACRAE, 1984; MONTEIRO & TRUGO, 2005) e 5% segundo SMITH
(1989). Uma grande parte dos acidos clorogénicos, principalmente os acidos quinicos
perdidos estardo presentes nos pigmentos, na formagdo de compostos fendlicos e nos
gases produzidos pelo processo. Os CGA determinam as varia¢des das caracteristicas
quimicas e a formacdo de aroma durante o processamento do café. Entre suas
funcdes, destacam-se o controle do nivel do acido indol acético, a protecdo contra
infeccdo microbiana, insetos predadores, aves e mamiferos. Além disso, séo
precursores da biossintese da lignina (CLIFFORD, 1989).

Os CGA sé@o um conjunto de cinco grupos principais de compostos fendlicos e
seus isébmeros formados, principalmente, pela esterificacdo do acido quinico com um
dos seguintes acidos derivados do acido cinamico (acido caféico, acido ferulico, ou o p-
cumarico). Sao eles: os acidos cafeoilquinicos (CQA), com trés isbmeros principais (3-,
4-, e 5-CQA); os acidos dicafeoilquinicos (diCQA), cujos isbmeros principais sao 3,4-
diCQA; 3,5-diCQA; 4,5-diCQA,; &cidos feruloilquinicos com trés isdmeros (3-, 4-, e 5-
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FQA), acidos p-cumaroilquinicos com trés isbmeros (3-, 4- e 5-pCoQA), e os acidos
cafeoilferuloilquinicos (FARAH et al., 2005; MONTEIRO & TRUGO, 2005; FARAH &
DONANGELO, 20086).

Os conteudos de CGA e de cafeina no café robusta sdo maiores do que no café
arabica, enquanto que o conteudo de trigonelina apresenta-se menor no café robusta
(NOGUEIRA & TRUGO, 2003). No C. canephora e no C. arabica foram encontrados
teores de 5 e 4-CQA de 6,85% e 3,06%, de cafeina de 2,54% e 1,22% e de trigonelina
de 1,01% e 1,19%, respectivamente (KY et al., 2001).

O aroma do café é formado por uma mistura complexa de compostos volateis
gue apresentam concentracdes diferentes e, por isso, a sua contribuicdo para o aroma
final do café € bem variada, podendo inclusive ocorrer interagdes sinergisticas e
antagobnicas entre os mesmos (MOREIRA & TRUGO, 2000). No café torrado, grande
parte dos compostos volateis € produto da reacdo de Maillard que ocorre durante a
etapa de torracdo (DART & NURSTEN, 1989).

A ocorréncia de uma grande variedade de grupos quimicos como componentes
do café tem levado muitos pesquisadores a investigar a sua bioatividade (DAGLIA et
al., 2002).

1.3 Atividade bioldgica

Durante as ultimas décadas, estudos in vitro e in vivo esclareceram os efeitos do
café e de compostos quimicos nele presentes a saude humana. Investigacfes
realizadas ao longo dos ultimos anos permitiram concluir que o consumo moderado de
café ndo apresenta risco para a saude humana (ALMEIDA et al., 2003). N&o parece
haver associacao positiva entre o consumo de café e a ocorréncia de cancer em geral.
Inclusive, muitos estudos apresentaram dados comprovando a existéncia de fatores ou
substancias presentes no café que diminuiam o risco de céancer de cdlon
(ROSENBERG et al., 1989).

Vérias funcbes farmacologicas tém sido atribuidas aos acidos clorogénicos, tais
como, a ligacdo a centros opidides do cérebro; atividade inibitoria sobre as integrases
que participam na replicacdo do virus HIV; inducdo da diminuicdo dos niveis
sanguineos de glicose, por meio da inibicdo da enzima glicose-6-fosfatase; efeito

indutor na replicacdo e na mobilidade de macréfagos de camundongos, o que
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acarretaria um aumento da imunidade e caracteristica antimutagénica (MONTEIRO &
TRUGO, 2005).

Atualmente, além de terem sido esclarecidas varias controvérsias em relacao ao
efeito negativo do café a saude humana, atribuem-se ao café e a compostos nele
presentes, um grande numero de propriedades benéficas a saude (ALMEIDA et al.,
2003; YEN et al., 2005; FARAH et al., 2006a) entre elas, a atividade antimicrobiana
(DAGLIA et al., 2002; DOGAZAKI et al., 2002; FURUHATA et al., 2002).

O estudo desses compostos € extremamente complexo e merece atencao por
parte dos pesquisadores. Os esforcos nessa area estao direcionados para a pesquisa
de compostos com atividades biolégicas tais como, atividade antioxidante,
anticarcinogénica, antiteratogénica, antimicrobiana, naturalmente presentes no café ou
resultantes de reacdes durante o processamento. Pesquisas sd0 necessdrias para
entender os fatores que afetam a manutencdo e/ou a formacdo de substancias de

interesse no café e em produtos que os contém.

1.3.1 Atividade antimicrobiana do café

Em relacdo a atividade antimicrobiana, MATTHEWS & HAAS (1993) observaram
no broto do café atividade antimicrobiana para fungos como Aspergillus niger e
Penicillium camembertii e baixa atividade contra bactérias como E. coli.

Por outro lado, DAGLIA et al. (1994a) avaliaram a atividade antibacteriana do
café em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e observaram resultados positivos
com E. coli e S. aureus. Esses autores observaram que o café com maior grau de
torracdo possuiu atividade superior aos de torracdo média e baixa, e que o processo de
preparo da bebida café nao influenciou a atividade antibacteriana.

DAGLIA et al. (1994b) relacionaram a atividade antibacteriana contra S. aureus a
compostos quimicos presentes no café torrado. Esses autores desenvolveram um
modelo capaz de predizer a atividade antibacteriana de diferentes cafés, considerando
a soma do conteudo de trigonelina e acido nicotinico e a razdo do &cido 5-
cafeoilquinico e a cafeina, que sdo dependentes do grau de torragdo e podem ser
usados como forma de monitorar esse processo. DAGLIA et al. (1998) extrairam
fracOes de café e isolaram um composto com forte atividade antibacteriana para S.
aureus e Streptococcus mutans. O composto isolado possuia propriedade acida fraca
e baixa massa molecular, ndo ultrapassando 200 Da. Esses autores concluiram que o
processo de torragdo induz a atividade antimicrobiana, devido a compostos gerados
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pela reacdo de Maillard, pela caramelizacdo de carboidratos, pela decomposi¢ao
térmica e pela pirélise de compostos organicos.

DAGLIA et al. (2002) investigaram a influéncia de extratos de café verde e
torrado na adesédo de S. mutans. Todos os extratos de café investigados influenciaram
na adesdo da bactéria e exibiram alta atividade inibitoria, que variou entre 40,5% e
98,1%, de acordo com a espécie e a origem geografica da mesma. Foi observado que
as oito amostras de C. arabica investigadas apresentaram uma média de 71,6% de
inibicdo, enquanto que as oito amostras de C. robusta apresentaram 75,9%. Esses
autores sugeriram que o café poderia prevenir caries dentarias.

DAGLIA et al. (2002) e LANDUCCI et al. (2003) observaram interferéncia de
extratos de café na adesdo de S. mutans inoculado em superficies de hidroxiapatita,
cobertas com saliva. Segundo esses autores, essa atividade poderia ser relacionada a
compostos de ocorréncia natural no café (trigonelina, acido nicotinico e acido
clorogénico) e também a melanoidinas de baixa massa molecular, formadas durante a
torracéo

DAGLIA et al. (2002) concluiram néo haver diferenca entre o café com cafeina e
o descafeinado, em relacdo a atividade antimicrobiana, sugerindo que a cafeina nao
estaria envolvida nesse processo. Por outro lado, outros pesquisadores observaram a
atividade antimicrobiana da cafeina em fungos. BUCHANAN & FLETCHER (1978)
observaram que a cafeina (2,0 mg/g) inibiu a producdo de aflatoxina por A. parasiticus
em meio liquido. Resultados similares foram relatados por NARTOWICZ et al. (1979),
apos avaliarem grédos de café verdes e torrados com cafeina e descafeinados
inoculados com A. parasiticus. CHALFOUN et al. (2000) avaliaram o efeito de
diferentes concentracbes da cafeina sobre o crescimento dos fungos Fusarium sp.,
Cladosporium cladosporioides, A. niger, A. ochraceus e A. flavus e observaram uma
elevacdo do grau de inibicdo proporcional a elevacdo nas concentracdes de cafeina.
Faz-se entdo necessario o entendimento do espectro da atividade antimicrobiana da
cafeina.

FURUHATA et al. (2000) estudaram a atividade antibacteriana de 24 amostras
de café, de diferentes origens, em Legionella pneumophila e observaram a inibicdo da
referida bactéria por todos os extratos dos cafés avaliados. DOGAZAKI et al. (2002)
identificaram a presenca de diferentes compostos quimicos com atividade
antibacteriana em L. pneumophila em bebida de café. Esses autores fracionaram o

extrato de café e isolaram fracbes com alta atividade antibacteriana. Na determinacao
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das suas estruturas quimicas, identificaram os seguintes compostos: acido caféico,
acido clorogénico e acido protocatéico. FURUHATA et al. (2002) investigaram as
atividades antimicrobianas desses acidos contra L. pneumophila e determinaram que a
concentracdo inibitéria minima de 90% (MIC90) do acido protocatéico foi de 156,3
mg/L, demonstrando uma elevada atividade bactericida. O &cido caféico apresentou
concentracdo inibitéria de 50% (MIC50) de 312,5 mg/L e a MIC90 de 625 mglL.
Entretanto, para o acido clorogénico, tanto a MIC50 quanto a MIC90 observadas foram

de 625 mg/L, mostrando uma menor atividade em relacdo ao microrganismo teste.

2. COMPOSTOS QUIMICOS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
MECANISMOS DE ACAO

2.1 Compostos fendlicos
2.1.1 Definicao, formacéo e funcao

Os compostos fendlicos sdo ubiqguos no reino vegetal e sdo produtos
secundérios de plantas, isto é, produtos que ndo apresentam uma funcdo direta nas
atividades bioguimicas primérias, responséaveis pelo crescimento, desenvolvimento e
reproducdo (CLIFFORD, 1989). Os compostos fendlicos estdo envolvidos na
adaptacdo a condicbes de estresse ambiental, seja na defesa contra a radiacdo
ultravioleta ou agresséao por patogenos (FARAH & DONANGELO, 2006).

Em torno de 40% dos compostos fendlicos provém da via do acetato-polimalato,
sendo os 60% restantes originados da rota do &cido chiquimico, a partir de
carboidratos. Metabdlitos derivados do acetato sdo originados do processo de
condensacao da unidade iniciadora, o acetil-SCoA com a unidade propagadora, o
malonil-SCoA sendo a sua funcdo fornecer unidade C, para a sintese de acidos
graxos, prostaglandinas e polifendis, entre outros componentes (BRUNETON, 1991). A
sua biossintese é mais pronunciada durante o crescimento vegetal ou na fase de
diferenciagao celular (SIQUEIRA et al., 1991).

Os compostos fendlicos possuem um ou mais grupos hidroxila (OH) ligados a

um anel aromatico, podendo ter varios grupos substituintes, como carboxilas,
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metoxilas, outras estruturas ciclicas nao-aromaticas, entre outras (NYCHAS, 1995;
CASTRO et al., 2004).

Entre os seres vivos, apenas 0s vegetais e 0S microrganismos sao capazes de
sintetizar compostos fendlicos (SIQUEIRA et al., 1991). Esses compostos estdo entre
as mais difundidas classes de metabdlitos secundérios, sendo conhecidos pela sua
grande importancia no sistema solo-planta. A maioria dos estudos relaciona os
compostos fendlicos ao estresse metabdlico, parede celular e exudatos de raizes e
sementes. Esses compostos tém importancia na pigmentacéo de flores e na protecao
contra pragas e doencas (BRUNETON, 1991). A contribuicdo dos compostos fendlicos
para 0s mecanismos de defesa dos vegetais e as caracteristicas sensoriais e
nutricionais ja se encontra bem estabelecida (NYCHAS, 1995), no entanto, a funcéo da
maior parte dos compostos fendélicos ainda € obscura (SIQUEIRA et al., 1991).

Os principais compostos fendlicos comumente encontrados em vegetais
superiores podem ser classificados em varias classes de acordo com tipo e numero de
anéis fendlicos, e em subclasses de acordo com substituicdes especificas na estrutura
bésica, associacbes com carboidratos e formas polimerizadas. Em uma das classes,
encontram-se 0os compostos nao flavondides e séo incluidas as subclasses dos acidos
benzdéicos (acido galico, acido protocatéico, acido p-hidroxibenzoéico), dos acidos
hidroxicindmicos (&cido cumérico, acido caféico, acido ferulico), dos taninos
hidrolizaveis, da lignina, entre outras. Em outra classe estdo incluidos os compostos
flavondides, a exemplo de flavononas, proantocianinas, antocianidinas, isoflavonas
(FARAH & DONANGELO, 2006).

Na Figura 2 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos &cidos clorogénico (a),
caféico (b) e protocatéico (c), compostos fendlicos encontrados no café.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos acidos clorogénico, caféico e protocatéico.

2.1.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados observados em relacdo a atividade antimicrobiana de compostos
fendlicos, ao longo dos ultimos 30 anos, tém sido contraditorios. CHENSON et al.
(1982) mostraram que os acidos p-cumarico e ferulico inibiam totalmente o crescimento
de bactérias do rumem. BARANOWSKI & NAGEL (1982) encontraram pequena
atividade antimicrobiana dos acidos caféico, p-cumarico e feralico contra Pseudomonas
fluorescens. HERALD & DAVIDSON (1983) também observaram atividade
antimicrobiana dos mesmos acidos contra E. coli, B. cereus e S. aureus. Esses
autores demonstraram que o acido ferulico a 1000 pg/mL e o acido p-cumarico a 500 e
1000 pg/mL inibiam o crescimento, principalmente das bactérias Gram-positivas B.
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cereus e S. aureus. STEAD (1993) avaliou o efeito de solucdes etandlicas de acido
caféico, p-cumarico e ferulico no crescimento de espécies de Lactobacillus, bactérias
deterioradoras de vinho, e observou que esses compostos, quando em baixas
concentracdes, estimulavam o crescimento e, em altas concentracdes, inibiam. WEN
et al. (2003) observaram um efeito bactericida dos acidos hidroxicinamicos em L.
monocytogenes em pH 4,5 e um efeito bacteriostatico em meios com pH mais
elevados. Por outro lado, outros autores apresentaram resultados divergentes,
mostrando auséncia ou uma discreta atividade antibacteriana dessas substancias
(LEIFERTOVA et al., 1975; BARANOWSKI & NAGEL, 1982).

LEIFERTOVA et al. (1975) observaram um efeito antimicrobiano discreto de
derivados dos &cidos hidroxicindmicos contra espécies de fungos. Esses autores
testaram 10 derivados, incluindo acidos caféico, p-cumarico e ferulico, empregando o
método do disco difusdo e concentracbes de 300 pg/mL, e encontraram inibicdo
apenas contra Penicillium notatum. PAYNE et al. (1989) avaliaram a atividade
antimicrobiana de compostos fendlicos contra L. monocytogenes e verificaram que o
antioxidante fendlico butilhidroquinona terciaria apresentou um MIC de 64 pg/mL.
PENNA et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
originadas da Argentina, com tradicional acdo anti-séptica, frente a bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos. Esses autores isolaram por cromatografia em
coluna vérios compostos com atividade antimicrobiana, entre eles, galato de metila e o
acido protocatéico. O galato de metila apresentou uma maior atividade antibacteriana
contra S. aureus (MIC = 128 pug/mL), enquanto o acido protocatéico apresentou a maior
atividade antifangica para Mucor sp. (MIC = 128 ug/mL). Entretanto, concluiram que a
atividade antimicrobiana apresentada por essas substancias nao era suficiente para
justificar estudos adicionais.

KIM et al. (1995) estudaram a atividade antibacteriana de dois constituintes de
Oleos essenciais contra Salmonella typhimurium e demonstraram que carvacrol e
geraniol possuiam uma potente atividade bactericida quando avaliadas em modelos
alimentares a base de cubos de peixes. HELANDER et al. (1998) investigaram o efeito
do carvacrol e do timol contra E. coli O157:H7 e S. typhimurium e verificaram atividade
antimicrobiana.

VAQUERO et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana de compostos
fendlicos presentes em vinhos sobre bactérias patogénicas e investigaram entre outros,

os 4cidos caféico e protocatéico em concentra¢cdes que variaram entre 5 e 1000 mg/L,
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empregando-se 0 método de difusdo em agar. Esses autores observaram maiores
atividades para o acido caféico (500 mg/L) contra E. coli, com zonas de inibicdo entre 4
e 5 mm e atividades moderadas do acido protocatéico (1000 mg/L) contra E. coli, com
zonas de inibicdo de 2 a 3 mm.

As diferencas nos resultados obtidos ao longo dos ultimos 30 anos podem ter
sido influenciadas por fatores tais como: diferencas na metodologia experimental,
composicdo do meio, microrganismos empregados, concentracdes investigadas, baixa
solubilidade de muitos compostos fendlicos, dentre outros (DAVIDSON, 1993; WEN et
al., 2003). Assim, o estudo da atividade antimicrobiana de compostos fendlicos
presentes no café deve ser realizado empregando-se um grande numero de

microrganismos e uma metodologia experimental padronizada para comparacao.

2.1.3 Mecanismo de acdo antimicrobiana

A expressao da atividade antimicrobiana de compostos fendlicos apresenta-se
clara, entretanto o seu mecanismo ndo estd completamente entendido (HOLLEY &
PATEL, 2005).

O modo de acéo de agentes antimicrobianos é estabelecido considerando-se um
entre os trés a segquir: (1) reacdo com a membrana celular causando aumento da
permeabilidade e perda dos constituintes celulares; (2) inativacdo de sistemas
enzimaticos ou enzimas essenciais, incluindo as envolvidas no processo de producao
de energia e sintese de componentes estruturais; ou (3) destruicdo ou inativacao
funcional do material genético (DAVIDSON & BRANEN, 1993; KIM et al., 1995).

A membrana citoplasmética da bactéria e a membrana mitocondrial das
leveduras sdo uma barreira permeavel a passagem de pequenos ions como H, K,
Na® e Ca’, além de serem responsaveis pela entrada e saida de diferentes compostos.
Essa permeabilidade da célula é importante para varias funcdes celulares tais como,
manutencgado da energia no processo de transducéo, transporte de solutos, regulacao
do metabolismo e controle da pressdo (BOOTH, 1985; COX et al., 2000). Existe um
consenso de que compostos aromaticos e fendlicos atuam na membrana
citoplasmatica, alteram sua estrutura e fungéo, alteram o transporte ativo e coagulam o
conteudo celular (SIKKEMA et al., 1995; BURT, 2004).

WALSH et al. (2003) pesquisaram a atividade antimicrobiana e 0 mecanismo de

acao de dois produtos fendlicos, eugenol e timol. Observou-se o extravasamento dos
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constituintes celulares pela membrana, e verificou-se que a saida de potassio € um
sinal precoce da disfungcdo da membrana. Os experimentos foram conduzidos,
medindo a liberacdo do potassio, ap6s a exposicdo de E. coli e de S. aureus aos
agentes antimicrobianos pesquisados. Esses autores concluiram que o sitio de acao
do timol e do eugenol € a membrana citoplasmaética.

COX et al. (2000) investigaram a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de
Melaleuca alternifolia, que consiste principalmente de monoterpenos ciclicos, contra E.
coli, S. aureus e Candida albicans. Foram observadas diferencas na susceptibilidade
entre 0os microrganismos testados, que foram atribuidas a variagbes na forma de
penetracdo das substancias através da membrana. A capacidade desses compostos
na ruptura da permeabilidade da membrana celular, acompanhada pela perda do
controle quimiostético, acarreta uma acdo letal em concentracdes baixas. Esse
mecanismo de acdo € o mesmo para E. coli, S. aureus e C. albicans e é similar a
outros fendis de largo espectro, a exemplo de desinfetantes e conservantes, como
derivados de fendis, clorhexidina e derivados do acido parabenzéico.

HANSCH & FUJITA (1964) mostraram a importancia das caracteristicas fisico-
quimicas e outras propriedades estruturais na atividade biolégica de substancias. A
eficiéncia de compostos fendlicos como anti-radicais e antioxidantes é variada e
depende de varios fatores, tais como 0 nimero, a posi¢do da ligacao e a posi¢cao do(s)
grupo(s) hidroxila no anel aromético (SROKA & CISOWSKI, 2003). Esses autores
examinaram e compararam a atividade antioxidante e anti-radical de 14 compostos
fendlicos e concluiram que quanto menor o numero de hidroxilas ligadas ao anel
aromatico, menor a atividade antioxidante e anti-radical. Alguns autores acreditam que
quanto maior o grau de hidroxilacdo de fendis maior a sua toxicidade para
microrganismos.  Acredita-se que 0s compostos oxidados inibem a atividade
enzimatica por meio de uma reacdo de grupos sulfidrila ou por interacbes nao
especificas com proteinas (COWAN, 1999). No entanto, VELDHUIZEN et al. (2006),
ao estudarem requerimentos estruturais relacionados a atividade antimicrobiana,
obtiveram resultados diferentes. Esses autores compararam o carvacrol (substancia
encontrada em 0Oleos essenciais) com compostos com estrutura relacionada (ausentes
em Oleos essenciais), e verificaram que a remocao de substituintes do anel alifatico
diminuia ligeiramente a atividade antimicrobiana sobre bactérias. Além disso, ao
contrario do que se acreditava, o grupo hidroxila presente no carvacrol ndo € essencial

para a atividade antimicrobiana.
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2.2 Compostos nitrogenados
2.2.1 Definicao, formacéao e funcéao

Cafeina e trigonelina (Figura 3) sdo metabdlitos secundarios de plantas

derivados dos nucleotideos purina e pirimidina.

H,C
Y
= H
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CH
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(a) cafeina (b) trigonelina

Figura 3. Estruturas quimicas da cafeina e da trigonelina.

A cafeina € um composto farmacologicamente ativo, pertencente ao grupo das
xantinas (1,3,7 -trimetilxantina). As principais fontes alimentares sdo café, mate e
guarana (KY et al., 2001; MONTEIRO & TRUGO, 2005). A cafeina é sintetizada a
partir da xantosina, via 7-metilxantosina, 7-metilxantina e teobromina e o grupamento
doador de metilas é a S-adenosilmetionina (BRUNETON, 1991).

A cafeina é inodora e possui sabor amargo bastante caracteristico, contribuindo
para o sabor da bebida do café A cafeina é o componente do café mais conhecido,
devido as suas propriedades fisiolégicas e farmacologicas. Entre as diversas
propriedades atribuidas a cafeina, algumas ja apresentaram comprovacao cientifica,
como o efeito estimulante do sistema nervoso central e do musculo cardiaco e a
diminuicdo do sono (MONTEIRO & TRUGO, 2005) e atividade antimicrobiana em
bactérias e fungos (BUCHANAN et al.,1981; CHALFOUN et al., 2000; IBRAHIM et al.,
2006).

A trigonelina (N-metil betaina) € encontrada em varias espécies de vegetais e de
animais (ZHENG & ASHIHARA, 2004) sendo importante para o sabor e aroma do café.
Contribui para essas caracteristicas por meio da formacéo de produtos de degradacéo
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durante a torracdo e, entre esses produtos, estdo as piridinas e o N-metilpirrol
(MONTEIRO & TRUGO, 2005).

2.2.2 Atividade antimicrobiana

Alguns trabalhos apresentaram dados sobre o efeito inibidor da cafeina sobre
fungos produtores de micotoxinas (BUCHANAN & FLETCHER, 1978; BUCHANAN et
al., 1981) e bactérias patogénicas (IBRAHIM et al., 2006), entretanto DAGLIA et al.
(2002) nado atribuiram a esse composto atividade antibacteriana. Esses autores
concluiram néo haver diferenca entre o café com cafeina e o descafeinado, em relacao
a atividade antimicrobiana empregando S. mutans como bactéria teste.

BUCHANAN et al. (1981) estudaram os efeitos da cafeina sobre o crescimento
dos fungos A. ochraceus e espécies toxigénicas de Aspergillus e Penicillium, e
verificaram que a cafeina apresentou um pequeno efeito sobre o crescimento inicial
dos fungos; e quando esses atingiram a fase estacionaria do crescimento houve um
decréscimo na massa micelial. CHALFOUN et al. (2000) também verificaram acgéo
inibidora da cafeina sobre o crescimento micelial de fungos associados a graos de
cafeé.

O potencial da cafeina como agente antimicrobiano no tratamento de infeccao
por E. coli O157:H7 e como conservante para alimentos foi destacado por IBRAHIM et
al. (2006), apoés investigacao in vitro com cinco cepas dessa bactéria e concentractes
de cafeina que variaram entre 0% e 2%. Os meios de cultura contendo as diferentes
concentracdes da cafeina foram inoculados com 10° UFC/mL da bactéria e incubados a
37 °C por 24 h. O crescimento foi monitorado por leitura de densidade Otica durante
todo o periodo. Foi observado que a cafeina apresentou uma significativa atividade

antimicrobiana contra E. coli O157:H7.

2.2.3 Mecanismo de acao antimicrobiana

No estudo realizado por IBRAHIM et al. (2006) sobre a aplicacdo da cafeina no
controle de E. coli O157:H7 o mecanismo de agdo nao foi investigado. Entretanto,
esses autores acreditam que a cafeina cause danos ao DNA da bactéria. GRIGG

(1972) usou a cafeina para inibir o mecanismo de reparo por excisdo em bactérias
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mutantes e concluiram que a inibicdo estava provavelmente relacionada a capacidade
da cafeina em se ligar ao DNA.
N&o foram encontradas na literatura consultada informag¢6es sobre 0 mecanismo

da atividade antimicrobiana da trigonelina.

3. METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.1 Métodos para investigacao da atividade antimicrobiana

Uma grande variedade de métodos laboratoriais pode ser empregada para medir
a susceptibilidade in vitro de bactérias a agentes antimicrobianos. Esses testes sao
também de grande importancia em estudos sobre epidemiologia de resisténcia, e em

investigacdes sobre novos agentes antimicrobianos (NCCLS, 2000).

Os principais métodos microbiolégicos para a deteccdo de atividade
antimicrobiana podem ser classificados em trés tipos: ensaios bioautograficos, de
difuséo e de diluicdo (RIOS et al., 1988).

A concentracao inibitéria minima (MIC) tem sido calculada por métodos in vitro e
usada como parametro para avaliar a atividade antimicrobiana por varios autores. A
MIC é a menor concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente
0 crescimento do microrganismo em tubos ou em placas de microtitulo em um tempo
especifico (DAVIDSON & PARISH, 1989; NCCLS, 2000), sendo a efetividade
antimicrobiana de um composto frequentemente descrita em termos de MIC (MANN &
MARKHAM, 1998). Entretanto, a definicdo da MIC, muitas vezes difere entre artigos
publicados na literatura e tem sido um obstaculo para comparacdo desses estudos.
Em muitos casos, tanto a concentragdo minima bactericida quanto bacteriostatica tem
sido denominada MIC (BURT, 2004). SMITH-PALMER et al. (1998) descreveram
concentracdo bacteriostatica e bactericida como a menor concentracdo na qual a
bactéria deixa de crescer em caldo, mas desenvolve quando o caldo é repicado para

outro meio de cultura ou ndo desenvolve quando repicada, respectivamente.
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3.1.1 Ensaios bioautograficos

Os ensaios bioautograficos sdo métodos que empregam a placa de
cromatografia de camada delgada (CCD) para a analise. Os compostos sao separados
por CCD e colocados por contato ou imersdao em placas de agar, previamente
inoculadas com o microrganismo teste. Zonas de inibicdo de crescimento microbiano
indicam a presenca de substancias antimicrobianas (RIOS et al., 1988; BRANDAO,
2004). Esses métodos tém importancia particular na pesquisa de compostos
antimicrobianos em vegetais, pois permitem a localizacao direta dos constituintes ativos
a partir de uma matriz complexa (HOSTETTMANN & MARSTON, 1994).

3.1.2 Ensaios de difusao

Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos nos quais o efeito pode ser
graduado. Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada em um meio de
cultura sélido, e inoculado com um microrganismo. A partir da difusdo, ocorre o
aparecimento de um halo, onde nédo ha crescimento do microrganismo, denominado
halo de inibicéo.

Diferentes tipos de reservatérios podem ser empregados, incluindo discos de
papel, cilindros de porcelana ou de aco inoxidavel e orificios feitos no meio de cultura
(VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991). A substancia ou extrato a ser testado é
colocado em contato com o meio de cultura inoculado, e a maneira como se processa
esse contato define os diferentes métodos de difusdo, dentre eles, método do disco
difusdo ou difusdo em agar, método dos cilindros e métodos dos orificios (RIOS et al.,
1988). ApoOs a incubacéo, os diametros dos halos de inibicdo produzidos sdo medidos
com régua, paquimetro ou leitor de halos.

A atividade antimicrobiana pode ser significativamente influenciada pelo tipo e
tamanho do disco ou orificio, pH, pela capacidade do composto em se difundir no meio
de cultura, pelas propriedades do meio e pelo microrganismo investigado (BRANEN,
1993).

Nesse método, a presenca de matéria particulada na amostra pode interferir na
difusdo da substancia antimicrobiana no &agar. Entretanto, o pequeno volume de

amostra necessario e a possibilidade de testar cinco a seis compostos por placa, frente
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a um unico microrganismo, sao vantagens do método de difusdo em agar (VANDEN
BERGHE & VLIETINCK, 1991).

Dentre os métodos de difusdo, o que utiliza disco é o mais adequado para se
trabalhar com extratos vegetais extraidos com solventes organicos, pois € possivel
evaporar o solvente do disco, antes da colocacdo desse no meio de cultura (RIOS et
al., 1988).

3.1.3 Ensaios de diluicao

Os métodos de diluicdo sdo aqueles nos quais 0s extratos ou substancias a
serem testados sdo adicionados a meios de culturas liquidos ou sélidos adequados,
previamente inoculados com o microrganismo teste. Apdés a incubacgéo, o crescimento
do microrganismo é determinado pela comparacao direta ou turbidimétrica da cultura
teste com o controle negativo (meio de cultura inoculado sem adicdo de substancia
inibidora) ou pelo uso de espectrofotbmetro em comprimento de onda apropriado
(VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991).

O método de diluicdo em meio liquido é o que apresenta metodologia mais
complexa, entretanto é o mais preciso. Esse método é recomendado principalmente
para a determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC) (RIOS et al., 1988).

O método de diluicdo pode ser realizado de vérias formas, dentre elas, o método
turbidimétrico (THE UNITED..., 2006) e a diluicdo em placa de microtitulo (VANDEN
BERGHE & VLIETINCK, 1991; ELOFF, 1998; BRANDAO, 2004).

Métodos que empregam placas de microtitulagdo sdo mais econémicos, por
permitirem avaliar simultaneamente diversas concentracbes da substancia
potencialmente antimicrobiana (MANN & MARKHAM, 1998).

4. ESTUDOS DE EFICIENCIA DE CONSERVANTES

4.1 Conservacao de alimentos

A busca de meios para conservacdo de alimentos € uma preocupacdo dos
homens desde os tempos pré-histéricos. Tradicionalmente, os alimentos eram

conservados pelo uso do calor, frio, secagem e fermentacdo. Em algumas situacoes,
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substancias quimicas eram empregadas para conservacdo. Entretanto, o uso
extensivo de aditivos quimicos € uma caracteristica da industria de alimentos moderna,
em que, muitas vezes, alguns meses, ou até anos, podem se passar desde a producgéo
até o consumo de um alimento (BRANEN, 1993).

A principal necessidade da industria de alimentos € a conservacao dos alimentos
(MATTHEWS & HAAS, 1993). As principais tecnologias empregadas para
conservacdo da qualidade e garantia da seguranca microbiolégica de alimentos
incluem procedimentos que previnem o acesso dos microrganismos aos alimentos, que
inativam 0s microrganismos, que previnam ou diminuam o seu crescimento. Embora
os procedimentos tradicionais considerem essas tecnologias, existe a tendéncia de
modifica-las, buscando-se a reducdo da severidade das técnicas mais extremas. Além
disso, a melhoria e o desenvolvimento dos métodos de conservacao de alimentos é
uma necessidade constante (GOULD, 1995). Métodos combinados para a
conservacdo de alimentos tém ganhado a atencdo das industrias em paises
desenvolvidos (LEISTNER, 1992). A conservacéo de alimentos tem se tornado cada
vez mais complexa. Novos produtos alimentares tém sido introduzidos no mercado e,
cada vez mais, requerem uma ampliacdo na vida de prateleira e auséncia de
microrganismos patogénicos (NYCHAS, 1995).

A induastria de alimentos necessita, muitas vezes, de empregar agentes
antimicrobianos para aumentar a vida de prateleira e conservar o frescor dos alimentos
(DAVIDSON & PARISH, 1989). Apesar da reconhecida necessidade da aplicacéo de
aditivos na producdo de alimentos, os aspectos envolvendo a seguranca para o
consumidor tém sido questionados. O aumento do conhecimento sobre a seguranca e
0 aumento da capacidade para avalia-la tem colocado, nos ultimos anos, varios aditivos
sob suspeita (BRANEN, 1993).

A pesquisa de novas substancias para serem empregadas como conservantes
para alimentos deve atender a restricbes regulamentadas e a pressdes publicas contra
aditivos quimicos em geral (NYCHAS, 1995). O consumidor tem a preferéncia por
alimentos "naturais” (MATTHEWS & HAAS, 1993). Esses obstaculos geram novas
oportunidades para a busca de rotas alternativas na pesquisa de novos conservantes
para alimentos (NYCHAS, 1995). A seguranca deve representar uma consideracao
primaria para se pesquisar agentes antimicrobianos, principalmente para uso em
alimentos (KUBO & FUJITA, 2001). Substancias extraidas de vegetais tém sido

extensivamente empregadas como ingredientes de “flavour” em uma grande variedade
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de alimentos e bebidas e muitos desses compostos tém sido classificados como GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguros — Generally Recognized as Safe) (KIM et al.,
1995).

4.2 Testes de aplicacéo e variaveis interferentes

A maioria dos trabalhos sobre atividade antimicrobiana de compostos naturais
tem sido conduzida em modelos experimentais onde se utilizam somente 0os meios de
cultura, consequentemente, pouco € entendido sobre a efetividade das substancias em
matrizes mais complexas, como as de alimentos (SMITH-PALMER et al., 2001).

Enquanto os testes em meios de cultura fornecem informagdes gerais sobre a
atividade antimicrobiana do composto investigado sobre grupos e microrganismos
especificos, os testes de aplicacdo em modelos alimentares podem permitir a avaliacao
da interacdo do agente com os componentes do alimento e a influéncia na eficiéncia,
assim como, investigar nesse modelo, variaveis de interesse (DAVIDSON & PARISH,
1989; DEVLIEGHERE et al., 2004).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana em modelos alimentares é essencial
para se entender a importancia de fatores intrinsecos ao alimento como a composi¢ao
(proteinas, gorduras, sais e pH do meio) e fatores extrinsecos (temperatura, limitagdo
de oxigénio) que afetam o comportamento da bactéria naquele ecossistema alimentar,
e que podem, ainda, atuar sinergisticamente, com o agente antimicrobiano (NYCHAS,
1995; KOUTSOUMANIS et al., 1999).

A eficiéncia de um agente conservante pode ser avaliada de varias maneiras.
No entanto, varios fatores podem afetar a atividade de agentes antimicrobianos, entre
eles: (i) microrganismo - a atividade antimicrobiana pode depender do tipo, género e
espécie do microrganismo usado como teste (DAVIDSON & PARISH, 1989); e (ii) pH -
a atividade de vérios agentes antimicrobianos é afetada pelo pH (MARQUIS et al.,
2003).

Todos 0s microrganismos apresentam valores de pH minimo, maximo e 6timo
para o crescimento, e alteracées podem influenciar no crescimento ou inibicdo desses
organismos. Em geral, bactérias sdo mais exigentes e preferem um pH proximo a
neutralidade (pH 6,5 a 7,5), podendo, entretanto, tolerar uma faixa de pH de 4 a 9. As
leveduras sdo mais tolerantes aos valores de pH mais baixos do que as bactérias,

enquanto os fungos filamentosos sdo capazes de tolerar uma faixa mais ampla. A
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tolerancia dos microrganismos a faixas de pH diferentes é um parametro de selecdo de
uma espécie ou grupo microbiano em diferentes alimentos (DOORES, 1993).

O efeito antimicrobiano de acidos organicos pode ser atribuido a por¢cao nao
dissociada da molécula. Dessa maneira, a atividade € diretamente afetada pelos
valores de pKa e pelo pH do alimento (DAVIDSON & PARISH, 1989). O valor de pKa
da maioria dos acidos organicos encontra-se entre 3 e 5, e, assim, é vantajoso o
emprego de acidos organicos abaixo desses valores de pH (DOORES, 1993).

Outro aspecto fundamental para a aplicacao pratica de compostos naturais como
conservantes é alguma possivel alteracdo em propriedades sensoriais e de textura do
alimento (DEVLIEGHERE et al., 2004).

4.3 Estudos de eficiéncia conservante em modelos alimentares

Alguns trabalhos encontrados na literatura avaliaram a atividade antimicrobiana
de substancias potenciais para conservacado de alimentos em modelos alimentares
(PAYNE et al., 1989; KIM et al., 1995; LACHOWICZ et al., 1998; KOUTSOUMANIS et
al., 1999; SMITH-PALMER et al., 2001; THOMAS et al., 2004), entretanto, nao foi
observado um método padrdo para a avaliacdo. Diferentes parametros, tais como,
microrganismos testes, temperaturas de incubacgéo, periodos de estocagem e inéculo
inicial foram empregados, o que torna dificil uma comparagéo dos resultados entre os
diferentes agentes antimicrobianos investigados.

PAYNE et al. (1989) avaliaram a efetividade de propilparabeno e da
butilhidroquinona terciaria, comparados com sorbato de potassio, contra L.
monocytogenes inoculada em leite desnatado em po reconstituido a 10% como modelo
alimentar. Foram investigados duas concentracdes de inoculo, 10 UFC/mL e 1000
UFC/mL e o crescimento foi acompanhado por 24 horas a 35 °C. Verificou-se que
ambos os compostos fendlicos foram mais efetivos do que o sorbato de potassio contra
L. monocytogenes, causando um visivel aumento na fase lag da bactéria.

KIM et al. (1995) examinaram a efetividade bactericida de trés compostos
presentes em 06leos essenciais contra S. typhimurium em cubos de peixe crus. Esses
autores inocularam os cubos, previamente mantidos a -20 °C por 2 h, com uma
suspensdo da bactéria contendo 10’ UFC/mL e apds preparo e tratamento com

carvacrol, citral e geraniol, estocaram o produto a 4 °C, por um periodo de 4 dias. O
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efeito bactericida do carvacrol e do geraniol ressaltou seu potencial de aplicacdo como
agente antibacteriano em sistemas alimentares.

Em 1999, KOUTSOUMANIS et al. investigaram o efeito isolado e combinado do
Oleo essencial do orégano com pH e temperatura de estocagem, na sobrevivéncia de
S. enteritidis, em uma salada grega a base de bacalhau, durante 16 dias. Foi proposto
um modelo, com funcdo quadrética, para descrever a inativagdo em funcdo do pH,
temperatura de estocagem e concentracdo do Oleo essencial de orégano. Foi
observado que a inativagdo do microrganismo foi maior em pH mais baixo, o que foi
atribuido tanto ao efeito direto do pH, quanto ao fato de que 6leos essenciais se tornam
mais hidrofébicos a um pH mais baixo, e podem se dissolver melhor na fase lipidica da
membrana da bactéria (JUVEN et al., 1994).

SMITH-PALMER et al. (2001) investigaram a eficiéncia de 6leos essenciais de
louro, cravo da india e canela como conservantes naturais para queijos cremosos
integrais e com baixo teor de gordura. Esses queijos foram inoculados com L.
monocytogenes e S. enteritidis, e mantidos as temperaturas de 4 °C e 10 °C durante 14
dias. A uma concentracdo de 1%, tanto o 6leo de cravo quanto o de canela, reduziram
a contagem no queijo com baixo teor de gordura, apdés 3 dias, enquanto o 6leo de
cravo foi capaz de reduzir a contagem de L. monocytogenes em queijo fabricado com
leite integral.

THOMAS et al. (2004) investigaram a eficiéncia de um antibacteriano produzido
por fungos (ascopirona) como conservante alimentar em sopa de frango, leite e suco
de maca utilizando B. cereus, L. monocytogenes, P. fluorescens, Salmonella e E. coli
com inéculo inicial 10° UFC/mL. Os autores realizaram contagens de células viaveis
até atingirem 10° UFC/mL e verificaram que uma concentracdo de 2000 mg/Kg foi
eficiente na conservacdo dos alimentos, quando estocados em temperaturas de
refrigeracao.

Verifica-se que estudos, encontrados na literatura, com diferentes substancias
com potencial de uso como conservantes em modelos alimentares levaram em
consideracao diferentes parametros, tais como, alimentos, microrganismo teste, indculo
inicial, tempo e temperatura de estocagem. Assim, os resultados obtidos séo de dificil

comparagao.
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5. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Para estudos da morfologia de bactérias sdo empregadas a microscopia Otica e
a microscopia eletrénica de varredura (Gustafson et al.,, 1998). Entretanto, outras
oportunidades tém sido abertas, empregando-se a microscopia de forca atdbmica (MFA)
(BRAGA & RICCI, 1998; 2001). Embora, a microscopia eletrbnica de varredura seja
frequentemente usada, a introducdo da técnica de MFA apresenta beneficios
substanciais, tais como, a observacdo da amostra em trés dimensfes, tempo minimo
de preparacdo, condicdes de preparo simplificadas, tornando-se desnecesséario a
aplicacdo do vacuo e a metalizacdo da amostra com ouro (BRAGA & RICCI, 1998;
2002).

Na MFA, uma sonda de silicio é suavemente forcada sobre a amostra e, a
medida que ela se move ao longo da superficie da amostra, seus movimentos séo
registrados, e uma imagem tridimensional € produzida. A grande vantagem da MFA é
a possibilidade de se observar a célula nas dimensdes x, y e z (BRAGA & RICCI, 1998;
2002).

6. CONSIDERACOES

Ao longo dos ultimos 10 anos, varios estudos foram realizados avaliando-se a
atividade antimicrobiana do café e de substancias nele presentes, empregando-se um
namero limitado de microrganismos e diferentes metodologias experimentais.
Resultados contraditorios foram relatados, como por exemplo, em relacédo a atividade
antimicrobiana da cafeina. Pela revisdo da literatura, seria importante investigar a
atividade antimicrobiana do café e de compostos quimicos selecionados, empregando-
se diferentes microrganismos para uma avaliacdo ampla do espectro de acdo, em
especial os ligados as infeccbes alimentares. Seria também importante, no caso de se
verificar atividade antimicrobiana, determinar a especificidade do efeito por meio de
curvas dose-resposta e cinética de acdo em relacdo ao tempo de contato das
substancias com o microrganismo teste. Outro aspecto relevante seria investigar

possiveis aplicacbes, como por exemplo, conservacdo de alimentos e testes de
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aplicacdo em um modelo alimentar. Além disso, hipGteses sobre a acdo das
substancias avaliadas poderiam ser levantadas por meio de estudos da morfologia da
bactéria injuriada apés tempo de contato de 24 h, utilizando-se microscopias 6tica e de

forca atdmica.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antimicrobiana de extratos e de compostos fendlicos e
nitrogenados presentes no café e realizar estudos cinéticos (concentracdo versus
tempo), determinar a concentracao inibitéria, estudar a influéncia do pH e a eficiéncia
conservante em modelo alimentar, bem como visualizar por microscopia as possiveis
alteracdes morfoldgicas de Salmonella enterica sorovar Typhimurium apés contato com

compostos quimicos do café.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
1. avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso e de compostos
fendlicos e nitrogenados presentes no café sobre espécies de bactérias, leveduras e
um fungo filamentoso;
2. avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso em associacdo com
compostos fendlicos e nitrogenados;
3. avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos de café, de diferentes
extratores e métodos de preparo sobre Streptococcus mutans;
4. investigar o efeito da concentracdo da cafeina e do tempo de contato sobre a
atividade antimicrobiana em S. mutans;
5. avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos aquosos de café de compostos
fendlicos e nitrogenados sobre algumas enterobactérias;
6. determinar as concentracdes inibitérias dos acidos caféico, clorogénico,
protocatéico, da cafeina e da trigonelina em S. enterica;
7. investigar o efeito da concentracdo dos acidos caféico, clorogénico, protocatéico, da
cafeina e da trigonelina e do tempo de contato na atividade antimicrobiana sobre S.
enterica,
8. avaliar a influéncia do pH na atividade antimicrobiana in vitro dos acidos clorogénico

e protocatéico e da cafeina e trigonelina sobre S. enterica;
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9. avaliar a eficiéncia conservante da cafeina e do &cido protocatéico em um modelo
alimentar em pH 4,5 e 5,5 frente a S. enterica;
10.investigar o efeito do acido protocatéico e da cafeina na morfologia microscépica de

S. enterica.

Para a realizacdo desses objetivos foram delineados experimentos, 0s quais

estdo apresentados a seguir na forma de capitulos.
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CAPITULO |

TEORES DE ACIDOS FENOLICOS, CAFEINA E
TRIGONELINA, CARACTERISTICAS DE COR DE
DIFERENTES AMOSTRAS DE CAFE E INFLUENCIA DO TIPO
DE EXTRACAO NO pH DO EXTRATO

RESUMO

Quatro amostras de café arabica em grédos torrados, de marcas diferentes
adquiridas no comércio de Belo Horizonte, MG, foram analisadas quanto a algumas
caracteristicas fisico-quimicas. Os grdos de café foram moidos, tamisados e
analisados quanto a cor pelo sistema CIE L*, a* b*. Extratos aquosos obtidos apés
ebulicdo por 3 min, seguida de filtracdo foram analisados quanto ao pH e aos teores de
cafeina, trigonelina e &cidos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Extratos aquosos do café expresso e extratos etandlicos foram analisados
quanto ao pH. A luminosidade, os valores de b e o croma diferiram significativamente
entre as amostras. O pH dos extratos variou, sendo valores significativamente
maiores, encontrados no extrato etandlico. Os teores de cafeina variaram de 2,10 a
2,23 mg/mL, néo diferindo significativamente entre as amostras. Foram identificados
trés acidos clorogénicos, sendo o acido 5-cafeoilquinico o mais abundante. Os acidos
caféico e protocatéico ndo foram encontrados nas amostras analisadas. Os menores
valores de luminosidade e teores de trigonelina e acidos clorogénicos foram
observados nas amostras A e B, sugerindo que essas foram submetidas a condi¢cbes

de torracdo mais severas do que as amostras C e D.
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l.1. INTRODUCAO

O café é uma mistura complexa de compostos quimicos de ocorréncia natural e
daqueles formados durante o processo de torracdo (CLARKE & MACRAE, 1989). O
grao de café conttm em sua composicdo agua, carboidratos, na forma de
oligossacarideos e polissacarideos, lipidios, acidos fendélicos, minerais, aminoacidos e
proteinas.

Dentre as substancias nitrogenadas, destacam-se a cafeina e a trigonelina. A
cafeina € um composto farmacologicamente ativo, pertencente ao grupo das xantinas
(1,3,7 trimetilxantina) (KY et al., 2001; MONTEIRO & TRUGO, 2005). A trigonelina &
uma N-metil betaina derivada da piridina encontrada em café verde na concentragéo de
1,34 g/100 g (ZHENG & ASHIHARA, 2004; FARAH et al.,, 2006a). Esse composto
contribui para as caracteristicas de sabor e aroma que ocorrem pela degradacédo do
café, durante a torracdo, e concomitante formacao de produtos, dentre eles as piridinas
e 0 N-metilpirrol (MONTEIRO & TRUGO, 2005).

Com relagéo a fragéo fendlica dos graos de café verde, os acidos clorogénicos
(CGA) séao os principais componentes presentes (FARAH & DONANGELO, 2006). Os
acidos clorogénicos sdo um conjunto de cinco grupos principais de compostos fendlicos
e seus isdmeros formados, principalmente, pela esterificacdo do acido quinico com um
dos seguintes acidos derivados do acido cinamico: o acido caféico, o ferulico, ou o p-
cumarico. Esses grupos sdo os acidos cafeoilquinicos (CQA), com trés isdmeros
principais (3-, 4-, e 5-CQA); os acidos dicafeoilquinicos (diCQA), cujos isébmeros
principais sao 3,4-diCQA; 3,5-diCQA; e 4,5-diCQA; acidos feruloilquinicos com trés
isbmeros (3-, 4-, e 5-FQA), acidos p-cumaroilquinicos com trés isbmeros (3-, 4- e 5-
pCoQA); e os &cidos cafeoilferuloilquinicos (MOREIRA & TRUGO, 2000; FARAH et al.,
2006a; 2006b; FARAH & DONANGELO, 2006). Os éacidos clorogénicos representam
entre 6 e 12 g/100 g, em massa, dos constituintes do café verde (FARAH &
DONANGELO, 20086).

Durante o processo de torracdo, ocorrem consideraveis alteracbes na
composicao quimica: substancias labeis sdo degradadas, enquanto outras interagem
para formar produtos complexos. Por essa razéo, o café € um dos alimentos que mais

se altera durante o processamento (SMITH, 1989). No grédo de café torrado ocorre a
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perda dos CGA (CLIFFORD, 1989) e o conteudo de acido nicotinico aumenta
aproximadamente 10 vezes, devido a degradacao da trigonelina, resultante da torracéo
(MACRAE, 1989).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar as amostras de café empregadas
neste estudo. O café foi moido, tamisado e analisado quanto as caracteristicas de cor
pelo sistema CIE L*, a*, b*. Os extratos aquosos dessas amostras foram analisados,
guanto aos teores de cafeina, trigonelina e acidos fendlicos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Extratos etandlicos e aquosos foram analisados quanto ao
pH.

l.2. MATERIAL E METODOS

[.2.1 MATERIAL

[.2.1.1 Amostras de café

Quatro amostras de diferentes marcas (A, B, C, D) de graos de café torrado (C.
arabica) foram adquiridas no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG. Os gréaos
foram moidos em moinho doméstico (Braun, EUA), tamisados a 20 mesh (série Tyler) e
analisados, quanto as caracteristicas de cor pelo sistema CIE L*a*b*. O café moido e
tamisado foi submetido a diferentes processos de extragdo e 0s extratos aquosos
(obtidos por ebulicdo seguida de filtracdo) foram analisados quanto ao pH e teores de
cafeina, trigonelina e &cidos clorogénicos, caféico e protocatéico. Os extratos
etandlicos e aquosos (obtidos em maquina de café expresso) foram analisados, quanto

ao pH.

[.2.1.2 Compostos quimicos

Os acidos caféico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, C0625-26), clorogénico (Aldrich,
Milwaukee, WI, EUA, C44206) e protocatéico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, P5630) na
concentracdo de 2,0 mg/mL foram dissolvidos em &gua destilada esterilizada, com
auxilio de aparelho ultrasom (30 s), colocados em seguida em banho-maria fervente
(30 s). Os acidos 3-cafeoilquinico (3-CQA) e 4-cafeoilquinico (4-CQA) foram
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preparados a partir do acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), conforme descrito por FARAH et
al. (2006b).

A cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a trigonelina (Sigma, St. Louis,
MO, EUA, T5509) na concentracdo de 2 mg/mL foram diluidas em agua destilada

esterilizada.

1.2.2 METODOS

[.2.2.1 Preparo das amostras e extratos de café

As amostras de café moidas e tamisadas (20 mesh, série Tyler) foram
submetidas a analise de cor. Para as demais analises, foram preparados extratos
aquosos adicionando-se 8,0 g de p6é em 40 mL de agua em ebulicdo (20% p/v) e
mantidos em banho em ebulicdo por 3 min, sob agitacéo, seguido de filtracdo em papel
de filtro qualitativo (VITORINO et al., 2001).

Os extratos de café foram obtidos, utilizando-se dois tipos de solventes
extratores (aquoso e etandlico) e dois métodos de extracdo aquosa (ebulicdo seguida
de filtracdo e expresso).

Para a extracdo aquosa (ebulicdo seguida de filtracdo), os extratos de café
foram preparados, adicionando-se 8,0 g de p6 em 40 mL de &gua em ebulicdo (20%
p/v) e mantidos em banho em ebulicdo por 3 min, sob agitacéo, seguido de filtragcdo em
papel de filtro qualitativo (VITORINO et al., 2001). O café expresso (extracdo aquosa
em maquina de café expresso) foi preparado, pela extragdo de 8,0 g de amostra com
40 mL de agua (20% p/v), em um processador de café expresso (Cremissimo Ariete,
Fashion Coffee, Italia).

Para a extracdo etandlica, os extratos foram obtidos, adicionando-se 8,0 g de p6
em 40 mL etanol (20% p/v) e mantidos em banho de ultrasom, a 24 = 1 °C, durante 15

min.

.2.2.2 Métodos de andlise

Determinacgéo das caracteristicas da cor. Foram efetuadas medidas dos parametros
L*, a* e b* em triplicata, utilizando-se o colorimetro Color tec PCM (Accuracy
Microsensor, Pittsford, NY, EUA). O croma [c = (@ + b?)'?] e a tonalidade [h = arctg

a/b] foram obtidos, empregando-se o software Colorpro (COLORPRO, 2004).
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Determinacdo de cafeina e trigonelina. O extrato aquoso (ebulicdo/3min, seguida de
filtracdo) de café foi clarificado, adicionando-se 200 pL de extrato, 97,8 mL de agua
purificada em Mili-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) e 2 mL de solugéo
saturada de acetato de chumbo a 20% (Merck, EUA)(TRUGO, 1984). A mistura foi
agitada por 5 s, deixada em repouso por 20 min e filtrada em papel de filtro n° 1
(Whatman, Maidestone, UK). Uma aliquota do filtrado foi centrifugada a 13.500 rpm
por 2 min (Microfuge E, Beckman, Groton, CT, EUA) e o sobrenadante foi empregado
diretamente na analise.

A determinagdo da cafeina e da trigonelina foi feita por CLAE em sistema
isocrético, utilizando-se coluna (5 pm, 250 x 4,6 mm) e pré-coluna (5 pm, 10 x 3 mm)
Rexchrom C-18 (Regis Technologies, Morton Grove, IL, EUA) e detector UV
(Shimadzu, Kyoto, Japéo) a 265 nm para a trigonelina e 272 nm para a cafeina. A fase
movel consistiu de metanol a 5% para trigonelina e a 40% para cafeina, a um fluxo de
1,0 mL/min. A identificacdo foi possivel pela comparacdo dos tempos de retengédo dos
picos suspeitos com os dos padrbes, e a confirmacéo foi feita por adicdo do padrao
suspeito a amostra. A quantificacéo foi feita por interpolacdo das areas obtidas em

curvas analiticas externas (TRUGO, 1984).

Determinacdo dos &cidos fendlicos. O extrato aquoso (ebulicdo/3 min, seguida de
filtracdo) de café foi clarificado, adicionando-se 2,0 mL de extrato, 90,0 mL de agua
purificada em Mili-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) e 1,0 mL de solucéo de
Carrez | e Il. A mistura foi transferida para um baldo de 100 mL e o volume foi
completado com &gua até 100 mL. A mistura foi agitada por 5 s, deixada em repouso
por 20 min e filtrada em papel de filtro n°® 1 (Whatman, Maidestone, UK). Uma aliquota
do filtrado foi centrifugada, a 13.500 rpm por 2 min (Microfuge E, Beckman, Groton, CT,
EUA) e o sobrenadante foi empregado diretamente na analise em CLAE (FARAH et al.,
2005).

Foram determinados os trés principais acidos clorogénicos do café (acidos 3-
cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico e 5-cafeoilquinico), o acido caféico e o &cido
protocatéico por CLAE em fase reversa (FARAH et al., 2005), utilizando-se coluna (5
pum, 250 x 4,6 mm) e pré-coluna (5 pum, 10 x 3 mm) Rexchrom C-18 (Regis
Technologies, Morton Grove, IL, EUA). Foram empregados um sistema cromatografico
(LC-10, Shimadzu, Kyoto, Japdo) e um detector UV (SCL-10A, Shimadzu, Kyoto,
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Japao), operado a 310 nm para o acido protocatéico e a 325 nm para 0os demais
acidos. As condi¢des cromatograficas para o gradiente estdo apresentadas na Tabela
I.1.

Tabela I.1. Programa de gradiente para a determinacdo de 4cidos fendlicos por CLAE

Tempo (min) Eluente A (% v/v) Eluente B (% v/v)
0,01 100 0
19 100 0
25 80 20
35 80 20
50 60 40
60 60 40
61 100 0

Eluente A: 80% de solugdo de acido citrico 10 mmol/L (pH 2,5) e 20% de metanol e eluente B: metanol.

A identificacéo foi possivel, pela comparacdo dos tempos de retencéo dos picos
suspeitos, com os dos padrdes e a confirmacao foi feita por adicdo do padrdo suspeito
a amostra. A quantificacdo foi feita por interpolacdo das areas obtidas em curvas
analiticas externas. O limite de detecc¢éo para o 5-CQA, sob as condi¢cbes empregadas
neste estudo, foi de 0,03 pg/mL.

Determinacdo do pH. O pH dos extratos aquosos e etandlicos e do café expresso foi
determinado, empregando-se um pHmetro (DM20 Digimed, Santo Amaro, SP, Brasil),
previamente calibrado com solucbes tampao com pH 4,0 e 7,0, a temperatura

ambiente.

Andlise estatistica. Todas as analises foram efetuadas com trés repeticbes. Os
resultados foram avaliados estatisticamente, por meio da andlise de variancia e as

meédias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 CARACTERISTICAS DE COR DE DIFERENTES MARCAS DE CAFE MOIDO

As caracteristicas de cor das amostras de café moido das diferentes marcas,
investigadas neste estudo, estédo indicadas na Tabela 1.2. Essas foram determinadas,
com o objetivo de inferir sobre o grau de torragdo das amostras.

N&o foi observada diferenca estatistica para os valores de a* e de h* entre as
amostras. Entretanto, a luminosidade (L*), os valores b* e o croma variaram
significativamente. A luminosidade relaciona-se ao grau de escurecimento do café,
variando de O (preto) a 100 (branco), e com correlacdo significativa inversa entre os
seus valores e o grau de torracdo (BORGES et al., 2002). Observaram-se, valores
significativamente maiores de L* para as marcas C e D, sugerindo que essas amostras

podem ter sido submetidas a um menor grau de torracao.

Tabela |.2. Caracteristicas de cor (CIE L*a*b*) de amostras de café arabica moido

Parametros Valores / Marcas de café moido

de cor A B C D

CIE L*a*b*
L* 209+1,18°% 212+1,99° 294+037% 26,4+1,082
a* 5,08 + 2,99 5890+0,29 10,3+1,36 8,53+ 2,16
b* 11,7+2,08° 120+3,15° 26,0+0,77% 20,8+2,17°%
croma 13,3+2,26° 135+2,64°¢ 28,0+0,242 226+1,37"
h* 63,4 +12,9 62,8 + 8,03 68,4 + 3,16 67,5+ 7,07

L* = luminosidade; c* = croma; h* = tonalidade.
Médias de ftriplicatas (+ desvio padrao) com letras diferentes na mesma linha (a,b,c) sé&o
significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

1.3.2 TEORES DE CAFEINA E TRIGONELINA EM DIFERENTES MARCAS DE
CAFE

Os teores de cafeina e trigonelina encontrados nas amostras de café estdo
indicados na Tabela 1.3. Os teores de cafeina variaram de 2,10 a 2,23 mg/mL, e isso
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indicou uma variacdo para a cafeina entre as amostras. Esses valores foram similares
aos encontrados por outros autores em amostras de café arabica (KY et al., 2001;
FARAH et al., 2006a). Pode-se verificar que, mesmo com as altas temperaturas
utilizadas durante a torracdo, a perda de cafeina foi insignificante, o que comprova os
dados da literatura (MACRAE, 1989).

Tabela I.3. Teores de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos em extrato aquoso de
café de diferentes marcas obtido por ebulicdo por 3 min e filtracdo

Teores (mg/mL) / Marcas

Parametros
A B C D

Cafeina 2,23+0,03% 2,10+0,03® 2,18+0,032" 211+0,04°
Trigonelina 0,49+0,059 0,82+0,04¢ 1,63+0,04% 1,50+0,02°
Acidos clorogénicos

3-CQA 0,08+0,00% 0,26+0,00° 0,88+0,01% 0,71 +0,01°

4-CQA 0,09+0,009 0,27+0,01°¢ 1,11+0,02% 0,90+0,01°

5-CQA 0,12+0,01¢ 0,45+0,00¢° 1,79+0,03% 1,46+0,01°

CQA acidos cafeoilquinicos: 3-CQA acido 3-cafeoilquinico, 4-CQA acido 4-cafeoilquinico e 5-CQA acido
5-cafeoilquinico.

Médias de ftriplicatas (+ desvio padrao) com letras diferentes na mesma linha (a,b,c,d) séo
significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

Teores significativamente menores de trigonelina foram verificados na amostra
A. Na amostra B a mesma situagcdo foi observada, apesar dos teores médios terem
sido superiores aos da amostra A. Nas amostras C e D, os teores de trigonelina foram
superiores aos das amostras A e B.

Os teores de trigonelina em todas as amostras foram iguais ou inferiores a 1,63
mg/mL o que corresponde, em g/100 g, a 0,81 g/100 g. Esses teores foram similares
aos encontrados por MONTEIRO & TRUGO (2005) que observaram valores entre 0,2 e
0,5 g/100 g para amostras de café torrado e moido. Os baixos teores observados para
as amostras A e B sugerem uma torragdo mais intensa. De acordo com MACRAE
(1989), os teores de trigonelina sédo usualmente baixos em café torrado, considerando-
se sua sensibilidade as temperaturas de torracdo, que sao capazes de causar

significativa degradacao.
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1.3.3 TEORES DE ACIDOS FENOLICOS EM DIFERENTES MARCAS DE CAFE

Entre os acidos clorogénicos, os acidos cafeoilquinicos — CQA (3-CQA, 4-CQA e
5-CQA) foram detectados em todas amostras (Tabela 1.3), com teores, variando
significativamente, entre as marcas. Foram detectados teores mais altos de &cidos
clorogénicos na marca C, seguida das marcas D, B e A.

Em todas as marcas investigadas, o 5-CQA foi o isdbmero do acido clorogénico
prevalente, seguido do 4-CQA e do 3-CQA. Os teores de 5-CQA variaram de 0,12 a
1,79 mg/mL, o que corresponde a uma variacao de 60,2 a 893 mg/100 g. O 4-CQA
variou de 0,09 a 1,11 mg/mL (44,1 a 528 mg/100 g) e o 3-CQA variou de 0,08 a 0,88
mg/mL (38,7 a 433 mg/100 g). Esses valores encontram-se menores do que os teores
de &cidos clorogénicos encontrados por MONTEIRO & TRUGO (2005) que verificaram
variacdo entre 350 e 1590 mg/100 g em amostras de café torrado. Em todas as
amostras estudadas por esses autores, houve um predominio dos &cidos
cafeoilquinicos, que representaram 77% a 82% do total de CGA. FARAH et al. (2005)
identificaram os mesmos &acidos clorogénicos em C. arabica cv Bourbon. Ao investigar
a influéncia do tempo de torracdo nos teores de acidos clorogénicos, esses autores
observaram teores significativamente menores, em amostras submetidas a 10 min de
torracdo, quando comparadas a 7 min. MONTEIRO & TRUGO (2005) também
observaram a degradacéo de &cidos clorogénicos, durante a torragdo do café, pois as
amostras que foram submetidas a um processo de torracdo mais drastico,
apresentaram menores teores de acidos clorogénicos totais.

Entre os acidos fendlicos investigados, os acidos caféico e protocatéico néo
foram identificados em nenhuma das amostras analisadas. No entanto, DOGASAKI et
al. (2002) identificaram esses compostos em extratos de café por meio de ressonancia
magnética nuclear (RMN), CLAE e espectrometria de massa. De acordo com FARAH
et al. (2006a), o acido caféico é geralmente encontrado em café verde, enquanto,
apenas uma pequena quantidade, pode ser identificada em algumas amostras de café
torrado. Acredita-se, que as amostras usadas por DOGASAKI et al. (2002) foram,
provavelmente, submetidas a condicbes suaves de torra¢do, quando comparadas com
as amostras incluidas no presente estudo.

Considerando-se a degradacéo dos acidos clorogénicos e da trigonelina durante
0 processo de torracao e as caracteristicas de cor, as amostras A e B, provavelmente,

foram submetidas a condicbes mais severas de torracdo. Entretanto, todas as
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amostras seriam classificadas como muito escuras (FARAH et al., 2006a). Apesar dos
resultados obtidos para trigonelina, acidos clorogénicos e pH terem apresentado
diferencas significativas entre as amostras utilizadas, de acordo com a Associagao
Brasileira das Industrias de Café (ABIC), todas as amostras seriam classificadas, com

referéncia a cor, como muito escuras pelo grau de torracao.

1.3.4 INFLUENCIA DO METODO DE PREPARO E DO TIPO DE EXTRACAO NOS
VALORES DE pH DE DIFERENTES MARCAS DE CAFE

Os valores de pH dos diferentes extratos das amostras de café estdo
apresentados na Figura I.1. Observa-se um efeito significativo do método de preparo
(extrato aquoso por ebulicaof/filtracdo ou extrato aquoso expresso) e do tipo de solvente
(dgua ou etanol) nos valores de pH, obtidos para os extratos de café. Para todas as
marcas de café investigadas, um maior valor de pH foi observado para o extrato
etandlico (pH = 6,32 a 7,17), seguido do expresso (pH = 5,32 a 6,07) e do extrato
aquoso (pH = 4,88 a 5,29). Esses resultados indicam que a extracdo aquosa
(ebulicdo/3 min seguida de filtracdo) foi capaz de extrair teores significativamente
maiores de componentes acidos do café, comparado aos demais métodos, conferindo
assim a amostra valores de pH significativamente menores. De acordo com SNYDER
& KIRKLAND (1997), a alta polaridade da agua, comparada ao etanol, pode facilitar a
extracdo de compostos acidos das amostras de café.

Quando comparados os valores de pH, para os extratos aquosos (ebulicdo/3 min
seguida de filtracdo) obtidos, a partir de cada marca de café (Figura 1.1), observa-se
que as amostras das marcas A e B apresentaram valores meédios de pH
significativamente mais elevados (5,29 e 5,23), seguidas da amostra D (5,02) e da C
(4,88).

A diferenca nos valores de pH, entre as marcas de café estudadas, pode ter sido
acarretada por varios fatores, tais como, praticas agricolas, grau de amadurecimento
durante a colheita, fermentacao das cerejas, grau e método de torracdo (MAZZAFERA,
1999; PIMENTA et al., 2000; FRANCA et al., 2005). De acordo com SABBAGH &
YOKOMIZO (1976), quanto mais severas as condi¢fes de torracdo do café, maiores os
valores de pH obtidos. Esses autores obtiveram os seguintes valores de pH para café
arabica-duro, apos a torracdo a 180 °C, com perdas de peso, de 12%, 15% e 17%:

5,12; 5,09 e 5,44, respectivamente.
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O ebulicao/filtragdo @ etandlico O expresso

X

pH
N

A B C D

marcas café

Figura 1.1. Valores de pH dos extratos aquosos por ebulicao/filtracdo, dos extratos
etanadlicos e dos extratos aquosos (expresso) para as marcas de café.

Médias de triplicatas (+ desvio padrao) com letras diferentes (a,b,c) dentro de cada amostra e (x,y,z)
para cada tipo de extracdo sdo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

|.4. CONCLUSOES

As amostras de café arabica apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
distintas. De acordo com a luminosidade, teores de trigonelina e acidos clorogénicos e
valores de pH das amostras analisadas, pode-se inferir que as amostras A e B foram
submetidas a condi¢cbes de torracdo mais severas.

O tipo de extracdo influenciou o pH, sendo um maior valor de pH encontrado no
extrato etandlico, seguido pelo expresso e pelo extrato aguoso, em todas as marcas de
café investigadas.
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CAPITULO I
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE EXTRATO E DE
COMPOSTOS FENOLICOS E NITROGENADOS DO CAFE
ISOLADOS E EM ASSOCIACAO

RESUMO

O potencial antimicrobiano do extrato agquoso de café e dos acidos caféico,
clorogénico, protocatéico e da cafeina e trigonelina, e de associa¢gfes de extrato de
café com esses compostos foi investigado in vitro. A atividade antimicrobiana foi
determinada pelo método de difusdo em &agar, utilizando-se as bactérias Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans e duas cepas de Pseudomonas aeruginosa; as leveduras Candida albicans e
Candida tropicalis e o fungo filamentoso Aspergillus niger. Os halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidos apos a incubacdo. Observou-se atividade
antimicrobiana do extrato e das substancias quimicas do café sobre as bactérias E.
coli, S. enterica, S. aureus e uma das cepas de P. aeruginosa (ATCC 9027). Nas
associacOes (extrato aquoso e substancias), ndo foi observado aumento na atividade
sobre 0s microrganismos, exceto para B. subtilis, para o qual, a associacdo do extrato
aqguoso do café com a cafeina ocasionou um aumento significativo na atividade
antimicrobiana. N&o se observou atividade para o fungo filamentoso e as leveduras.
Os resultados evidenciaram que, nas condi¢cfes testadas, os extratos aquosos de café
e 0s compostos quimicos isolados ou em associa¢cdo possuem atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e nao apresentam atividade

antifangica.
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I.1. INTRODUCAO

Estudos tém descrito o efeito inibidor de extratos vegetais sobre o crescimento
microbiano (RAMOS-NINO, 1996; WEISS et al., 1998; MATSUMOTO et al., 1999).
Frutas frescas e vegetais contém uma variedade de compostos antimicrobianos, sendo
alguns importantes na protecdo contra infecgcdes por patdogenos (WALKER, 1994;
WEN, 2003).

Alguns estudos foram realizados com o objetivo de pesquisar a presenca e a
formacdo de compostos com atividade antimicrobiana no café. DAGLIA et al. (1994a)
avaliaram a atividade antibacteriana de extratos do café frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e encontraram resultados positivos para S. aureus e E. coli.
Esses autores concluiram que o processo de preparo da bebida néo influenciou a
atividade antibacteriana e que, entre as espécies de café estudadas, C. robusta teve
uma atividade antibacteriana maior que C. arabica. Observaram ainda, que o café com
maior grau de torracdo possuiu atividade superior aos de torracdo meédia e baixa.
DAGLIA et al. (1994b) atribuiram a atividade antibacteriana a compostos quimicos
presentes no café torrado, empregando como microrganismo teste S. aureus.
Entretanto, esses autores ndo avaliaram substancias presentes ndo resultantes da
reacao de Maillard, assim como nao investigaram o efeito contra fungos.

FURUHATA et al. (2002) estudaram a atividade antibacteriana de café frente a
L. pneumophila e observaram a inibicdo da referida bactéria. Em estudo subsequente,
DOGAZAKI et al. (2002) isolaram do extrato de café diferentes compostos quimicos
gue apresentaram efeito antibacteriano contra L. pneumophila, sendo esses
identificados como acido caféico, acido clorogénico e acido protocatéico. Entretanto,
esses autores focaram seus estudos em uma unica bactéria.

O estudo sobre a presenca de atividade antimicrobiana no café permitird a
selecdo de substancias com potencial emprego como antimicrobiano em diversas
areas. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana de
extrato aquoso de café, de substancias quimicas presentes no café e de associacbes
de extratos com as substancias, frente a algumas bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas e fungos.
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I.2. MATERIAL E METODOS

11.2.1 MATERIAL

[1.2.1.1 Amostras de café

Graos de café (Coffea arabica) torrados da marca D foram adquiridos no
mercado consumidor de Belo Horizonte, MG. Os graos foram moidos em moinho
doméstico (Braun, EUA) e tamisados (20 mesh série Tyler). O extrato aquoso de café
foi obtido, adicionando-se 8,0 g de p6 de café em 40 mL de 4gua em ebulicdo, mantido
em banho em ebulicdo por 3 min, sob agitacdo, seguido de filtracdo em filtro qualitativo
(VITORINO et al., 2001).

[1.2.1.2 Compostos quimicos do café

Os éacidos caféico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, C0625-26), clorogénico (Aldrich,
Milwaukee, WI, EUA, C44206) e protocatéico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, P5630) na
concentracdo de 2,0 mg/mL foram dissolvidos em &agua destilada esterilizada, com
auxilio de aparelho de ultra-som (30 s), colocados em seguida em banho maria
fervente (30 s). A cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a trigonelina (Sigma,
St. Louis, MO, EUA, T5509) na concentracdo de 2,0 mg/mL foram diluidas em agua
destilada esterilizada. As associa¢cbes de substancias quimicas do café foram
preparadas com 2,0 mg de cada substancia, associadas a 1 mL do extrato aquoso do

café.

[1.2.1.3 Microrganismos

Os microrganismos empregados foram as bactérias B. subtilis (ATCC 6633), E.
coli (ATCC 8739), S. enterica (ATCC 14028), S. aureus (ATCC 6538), S. mutans
(UFRJ), P. aeruginosa a (ATCC 9027), P. aeruginosa b (ATCC 25619), as leveduras C.
albicans (ATCC 10259) e C. tropicalis (ATCC 15114) e o fungo filamentoso A. niger
(ATCC 16404). As cepas foram mantidas a -70 °C em caldo infuso de cérebro e
coracdo (BHI) com 20% de glicerol (bactérias) e em caldo Saboraud com 20% de
glicerol (leveduras e fungo filamentoso). Os microrganismos foram reativados pela
transferéncia para &gar nutriente (bactérias) e agar batata (leveduras e fungo

filamentoso) e incubados a 36,5 + 1,0 °C, durante 24 h (bactérias e leveduras) e a 25,0
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+ 1,0 °C, durante 72 h (fungos). S. mutans foi inoculado em &gar nutriente, adicionado
de 5% de sacarose e incubado em jarra de anaerobiose, com 5% de O,, has mesmas

condicfes de tempo e temperatura das bactérias, em todo o experimento.

[1.2.1.4 Meios de cultura
Foram empregados os meios de cultura agar nutriente, agar batata, agar
Saboraud, agar Mueller-Hinton, caldo infuso de cérebro e coracéo e caldo Sabouraud

da Dialab Diagnésticos (Montes Claros, MG, Brasil).

11.2.2 METODOS

[1.2.2.1 Determinagé&o da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso de café foi
usado o método de difusdo em agar (NUNAN et al., 1985; NCCLS, 2000), utilizando-se
discos estéreis (Sensibiodisc, Cecon, SP) de 6 mm de diametro. Esses discos foram
impregnados no extrato aquoso de café, nas solu¢cdes dos compostos quimicos e no
extrato associado, com cada composto quimico.

As culturas das bactérias foram plaqueadas em agar nutriente e incubadas em
estufa (Forma Scientific, Marietta, OH, EUA) a 36,5 + 1,0 °C, por 24 h, com excec¢ao de
S. mutans que foi plaqueado no &gar nutriente, adicionado de 5% de sacarose e
incubado em estufa, dentro de uma jarra de anaerobiose com 5% de O, nas mesmas
condicbes. As culturas de leveduras foram plaqueadas em agar batata e incubadas em
estufa a 36,5 + 1,0 °C, por 24 h e a do fungo em agar Sabouraud e incubada em BOD
(Tecnal, modelo TE391, Ourinhos, SP, Brasil) a 25,0 £ 1,0 °C, por 72 h. O inéculo foi
padronizado, transferindo-se 0s microrganismos em crescimento para um tubo de
solucdo salina esterilizada, até obter-se uma turbidez equivalente a 50% de
transmitancia em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580
nm, a qual, apés plaqueamento, correspondeu a 10° UFC/mL. Dessa suspens&o foram
retirados 200 pL e semeados homogeneamente, com auxilio de al¢ca de Drigalski, na
superficie de placas de Petri de 150 mm de diametro, contendo agar Mueller-Hinton
para as bactérias, agar batata para as leveduras e agar Saboraud para o fungo
filamentoso. Os discos foram impregnados com 20 pL do extrato (4,0 mg/disco), das
substancias (40 pg/disco) e das associagOes (extrato + cada substancia) e depositados

na superficie do agar, semeado com cada um dos microrganismos. As placas foram
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incubadas a 36,5 + 1,0 °C, por 48 h, para as bactérias e leveduras e 25,0 + 1,0 °C, por
72 h, para o fungo filamentoso.

Discos contendo os antibidticos cloranfenicol (30 pg), amoxicilina (30 ug),
gentamicina (10 pg) (Cecon, Séao Paulo, SP, Brasil) e anfotericina B (40 pg) (Fungizon -
®Squibb) foram usados como controles positivos.

Os halos de inibicdo foram medidos com paquimetro (mm) e considerou-se o
didmetro total, incluindo o do disco. As analises foram efetuadas com trés repeticdes e
com duas réplicas em cada. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Bonferroni (p < 0,05), empregando-se o software

GraphPad Prism verséo 4.03.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

11.3.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO AQUOSO DO CAFE, DE
COMPOSTOS QUIMICOS E DE ASSOCIACOES DE EXTRATO E COMPOSTOS
QuUiMICOS

Na Tabela II.1 sdo apresentados os resultados da atividade antibacteriana do
extrato e de alguns compostos quimicos do café frente a algumas bactérias, utilizando-
se 0 método de difusdo em agar. Observou-se atividade antimicrobiana contra as
bactérias avaliadas pelo extrato aquoso do café e pelas substancias testadas (acidos
clorogénico, caféico, protocatéico, cafeina e trigonelina). Halos maiores foram
observados, tanto com extrato aquoso, quanto com 0s compostos quimicos do café
para S. enterica, sugerindo ser essa a bactéria mais sensivel as substancias avaliadas.
Para as demais bactérias, os halos de inibicdo observados com o extrato aquoso de
café ndo diferiram estatisticamente, exceto para P. aeruginosa b, para a qual os halos
foram significativamente menores.

Os halos resultantes da atividade do acido caféico contra S. enterica, S. aureus,
S. mutans e E. coli foram os maiores observados, mas nao diferiram entre si, enquanto,
halos menores foram observados para B. subtilis e as duas cepas de P. aeruginosa (a
e b). Resultados semelhantes foram observados para a trigonelina.

Pelos resultados observados, comprova-se a existéncia de atividade

antimicrobiana do extrato do café e das substancias investigadas. Resultados
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semelhantes foram verificados em trabalhos publicados em que foi identificada
atividade antimicrobiana com extratos de café sobre E. coli, S. aureus e S. pyogenes
(DAGLIA et al., 1994a) e sobre L. pneumophila (FURUHATA et al., 2002) pelo extrato e
por algumas substancias do café (acido caféico, acido clorogénico e acido

protocatéico).

Tabela II.1. Diametro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em agar
para o extrato aquoso de café (4,0 mg/disco) e de compostos quimicos (40 upg/disco)
frente a bactérias

Bactérias Halos de inibigc&o (mm)
teste - ; -
Extrato de Acido Acido Acido Cafeina Trigone-
café caféico clorogé- protoca- lina
nico téico
B. subtilis 6,25 k-)_F 0,25 6,33 % 0,29 6,50 k-)_F 0,50 6,50 f 0,50 7,00 k-)_F 0,00 6,58 % 0,52
C C [ C
E. coli 7,33 % 0,80 7,58 4_;) 1,23 7,SSib 0,76 7,75 %r 0,90 6,25 % 0,35 7,42 4_;)1,42
al al
S. enterica 9,75+1,75 8,67+058 925+100 9,17+1,15 8,25+0,36 8,83+0,76
a a a a a a
S. aureus 7,75 %r 0,66 7,58 120,14 8,081b1,13 7,67 % 0,63 7,50 ;_F 0,0 7,50+0,50
al a, al a
S. mutans 700+100 733+0,29 758+0,38 7,50+050 7,50+050 7,33+0,29
bc ab b b ab ab
P. aeruginosaa 7,25 %r 1,09 6,50 % 0,50 6,50 ;_r 0,50 6,50x0,50 6,00£0,00 6,50 % 0,50
Cc c Cc
P. aeruginosab 6,17+0,29 6,33 % 0,58 6,17+£0,29 6,000,00 ) 6,17 % 0,29
[ [ Cc

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b,c) na mesma coluna séo
significativamente diferentes (Teste de Bonferroni, p < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre
as médias nas linhas. (-) ndo realizado.
Controle antibiéticos (halos mm + desvio padrao). Cloranfenicol: B. subtilis (29,33 + 3,05); E. coli
(24,5 £ 2,29); S. enterica (24,83 + 3,33); Amoxicilina: S. mutans (20,5 + 0,71); Gentamicina: P.
aeruginosa a (17,17 + 1,61); P. aeruginosa b (17,75 + 1,06).

Uma consideravel atividade antimicrobiana do acido caféico foi descrita contra E.
coli, S. aureus, B. cereus e Pseudomonas (BARANOWSKI & NAGEL, 1982; HERALD &
DAVIDSON, 1983; GARROTE et al., 2004). DOGAZAKI et al. (2002) observaram
atividade antimicrobiana dos acidos caféico e protocatéico sobre L. pneumophila.
BUCHANAN &
FLETCHER (1978) observaram que a cafeina (2 mg/mL) inibiu a producdo de

Diversos autores estudaram a atividade antimicrobiana da cafeina.

aflatoxina pelo fungo filamentoso A. parasiticus em meio liquido. Resultados similares
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foram relatados por NARTOWICZ et al. (1979), ap6s avaliarem graos de café com e
sem cafeina. DAGLIA et al. (2002) inferiram que a cafeina ndo apresentava atividade
antimicrobiana sobre S. mutans, ao investigarem o efeito de café com e sem cafeina.

Os resultados encontrados nesse estudo, em relacdo a S. enterica, apontaram
essa bactéria como uma das mais sensiveis tanto ao extrato de café, quanto aos
compostos quimicos do café. Resultados esses que diferiram dos encontrados por
DAGLIA et al. (1994a), que verificaram altas concentracdes da concentracao inibitoria
para os extratos de café (12 a > 60 mg/mL) para S. typhimurium (ATCC 14028),
empregando-se o método de diluicdo em meio liquido e um inéculo inicial de 10* — 10°
UFC/mL. E importante salientar que, a bactéria usada por DAGLIA et al. (1994a), é a
mesma cepa ATCC usada no presente estudo, embora, em 1994, ela tenha sido
classificada pela ATCC como S. typhimurium e atualmente, como S. enterica.

Na Tabela 1.2 sdo apresentados os resultados da atividade antibacteriana das
associagcfes do extrato aquoso com os acidos caféico, clorogénico e protocatéico, com
a cafeina e a trigonelina. Foi observado que as associa¢des do extrato do café com o
acido caféico e com o acido clorogénico foram mais eficazes contra S. enterica e S.
mutans. Essas substancias, associadas ao extrato de café, agiram da mesma forma
tanto para bactérias Gram-negativas, quanto para Gram-positivas. Em relacdo as
associa¢cfes do extrato aquoso de café com o acido protocatéico e com a trigonelina, S.
enterica foi a bactéria mais sensivel, seguida de S. mutans, E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa a. Para todas as associacfes do extrato aquoso de café com os
compostos quimicos testados, B. subtilis e P. aeruginosa b foram as bactérias menos
sensiveis. Os resultados referentes as associagfes trabalhadas constituem uma das
partes inéditas deste trabalho.

Nas tabelas 1.1 e 1.2 foram comparadas as atividades antimicrobianas das
substancias e das associacdes, separadamente. Buscando-se perceber um possivel
efeito potencializador, foi realizada a analise de variancia dos resultados obtidos,
comparando-se as substancias com o extrato aquoso de café e com a associacao
(extrato aquoso de café + substancia) (Tabela 11.3).

Pelos resultados, verifica-se que para S. enterica os halos de inibicdo obtidos
com o extrato de café foram significativamente maiores do que os halos obtidos para a
cafeina e sua associacdo. Esses resultados sugerem que a atividade antimicrobiana
foi maior pelos extratos de café do que pela associacdo com a cafeina. Para a analise

discriminatoria de diferencas, foi utilizado o teste de Bonferroni, pois a literatura
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descreve esse teste com alto poder para a deteccdo de diferencas entre médias.
Entretanto, o teste de Bonferroni pode, em algumas situagdes, ndo controlar as taxas
de erro tipo | (SANTOS et al., 2001). E conveniente salientar que, embora tenho sido
padronizada a utilizacdo da probabilidade de 5%, quando se observa a comparagao
das médias com o teste de Bonferroni ao nivel de 1% de probabilidade, ndo se observa
diferenca entre o extrato aquoso de café e a associagcdo. Assim, usando-se 1% de
probabilidade o extrato aquoso de café e a associacao seriam estatisticamente iguais e
superiores a cafeina pura, 0 que se mostra mais coerente com o0s resultados

apresentados para as outras substancias.

Tabela I1.2. Diametro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em agar
para o extrato aquoso de café e associacdes desse extrato com compostos quimicos
do café frente a bactérias

Bactérias Halos de inibigdo (mm)
teste
Extrato EA + ac. EA + ac. EA + ac. EA + EA +
aguoso caféico  clorogénico protoca- cafeina  trigonelina
café (EA) téico
B. subtilis 6,25+0,25 6,42+0,72 6,42+0,72° 6,58+0,63 8,00+0,00 6,58 +0,63
dy by becy ab,x b,y
E. coli 7,33 E‘L 0,80 7,75 tb1,09 7,58 +1,23%* 783 1;0,58 7,75 1;0,35 7,58 % 1,01
[ al al al
S. enterica 9,75+1,75 867+058 7,83+1,76% 825+043 85+035% 9,42+0,80
a a a a
S. aureus 7,75£0,66 7,50+0,50 7,25+0,25%° 7,33+0,29 7,75+1,06 7,58+0,52
bc ab ab ab ab
S. mutans 7,00+£1,00 8,67+0,29 8,25+0,66° 8,50 + 8,33+0,38 8,33+0,58
bc a 0,50 ab a ab
P. aeruginosa 7,25t-)_+ 1,09 7,08;; 0,63 6,75+0,43 be 7,25 1;0,66 6,25+0,35° 7,17 t—)_F 0,58
C C al C
a
P. aeruginosa 6,17;_L 0,29 6,25+0,43 6,00+£0,00 6,25+0,43 ¢) 6,17 ;_r 0,29
C Cc Cc Cc C

b

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b,c,d) na mesma coluna e (x,y) na
mesma linha séo significativamente diferentes (Teste de Bonferroni, p < 0,05).

Controle antibiéticos (halos mm + desvio padrao). Cloranfenicol: B. subtilis (29,33 + 3,05); E. coli (24,5 +
2,29); S. enterica (24,83 + 3,33); Amoxicilina: S. mutans (20,5 + 0,71); Gentamicina: P. aeruginosa a
(17,17 + 1,61); P. aeruginosa b (17,75 £ 1,06).

Por outro lado, verifica-se que para B. subtilis o halo de inibicdo obtido com a
associacao foi estatisticamente maior do que os halos formados pelo extrato de café e
pela cafeina, separadamente. Pelo aumento observado na inibicdo pela associacéao,

para a referida bactéria, percebe-se que houve uma influéncia da cafeina e isso sugere
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que, para uma maior inibicdo de B. subtilis, € necessaria uma maior concentracao de
cafeina, ou ainda, a associacdo desses compostos com algum outro carreado pela
extracdo aquosa.

Para os acidos caféico, clorogénico, protocatéico e trigonelina ndo foram
verificadas diferencas significativas entre as médias dos halos obtidos pelos trés
tratamentos (extrato de café, substancia pura e substéncia associada ao extrato de
café), para todas as bactérias investigadas, e isso indicou que a concentracdo de 2,0
mg/mL, associada ao extrato aquoso de café, ndo foi capaz de promover uma elevacéo

na inibicao.

1.3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO AQUOSO DO CAFE E DE ALGUNS
COMPOSTOS QUIMICOS

N&o se observou atividade antimicrobiana do extrato aquoso de café e das
substancias investigadas sobre as duas espécies de leveduras e o fungo filamentoso,
empregando-se o método de difusdo em &agar. Esses resultados sédo diferentes
daqueles descritos na literatura por BUCHANAN et al. (1981), que verificaram que a
cafeina (1 e 2 mg/mL) inibiu o crescimento dos fungos Aspergillus occhraceus e
espécies toxigénicas de Aspergillus e Penicilium. No entanto, esses autores utilizaram
uma metodologia diferente da usada neste trabalho. Foi empregado o método de
crescimento em meio de cultura durante 7 dias, contendo a cafeina, e pesagem do
micélio desenvolvido.

CHALFOUN et al. (2000) também verificaram acéo inibidora da cafeina a 1,0% e
2,0% sobre fungos associados a graos de café (Cladosporium e Fusarium),
empregando-se uma metodologia diferente da usada neste estudo. Esses autores
inocularam placas de Petri, contendo agar batata suplementado com diferentes
concentracdes de cafeina (0,0%, 0,8%, 1,0% e 2,0%), com um disco de micélio de 0,5
cm e avaliaram o crescimento micelial, apés 20 dias de incubacdo. A diferenca de
métodos usados para avaliar a atividade antimicrobiana em trabalhos descritos na

literatura, poderia justificar a divergéncia nos resultados obtidos no presente estudo.
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Tabela 11.3. Diametro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em &agar
para 0 extrato aquoso de café, a substancia pura (acidos caféico, clorogénico,
protocatéico, cafeina e trigonelina) e a associacdo do extrato com a substancia, frente
a bactérias

Substancia/ Halos de inibic&o (mm)

Bactéria (ATCC) Extrato de café Substancia pura Associacao
Acido caféico

B. subtilis (6633) 6,25+0,25 ¢ 6,33+0,29° 6,42 +0,72°
E. coli (8739) 7,33+0,80° 7,58+1,23° 7,75+1,09°
S. enterica (14028) 9,75+1,75° 8,67 +0,58 @ 8,67 +0,58 @
S.aureus (6538) 7,75+ 0,66 7,58+0,14° 7,50+ 0,50°
S. mutans (UFRJ) 7,00+1,00% 7,33+£0,29° 8,67 £0,29°
P. aeruginosa a (9027) 7,25+1,09° 6,50 + 0,50 ° 7,08 +0,63°
P. aeruginosa b 6,17 +0,29 ® 6,33 +0,58° 6,25+ 0,43°
(25619)

Acido clorogénico

B. subtilis (6633) 6,25+ 0,25 % 6,50+ 0,502 6,42 +0,72°
E. coli (8739) 7,33+0,80° 7,83+ 0,762 7,58+1,23°
S. enterica (14028) 9,75+1,75° 9,25+1,00° 7,83+1,76°
S.aureus (6538) 7,75+ 0,66 ° 8,08+ 1,13° 7,25+0,25°
S. mutans (UFRJ) 7,00+1,00% 7,58 +0,38° 8,25+ 0,66 ?
P. aeruginosa a (9027) 7,25+1,09° 6,50 + 0,50 ° 6,75+ 0,43°
P. aeruginosa b 6,17 +0,29 @ 6,17 £ 0,292 6,00 + 0,002
(25619)

Acido protocatéico

B. subtilis (6633) 6,25+ 0,25 % 6,50+ 0,502 6,58 +0,63°
E. coli (8739) 7,33+0,80% 7,75+0,90 7,83+0,58°
S. enterica (14028) 9,75+1,75° 9,17+1,15°% 8,25+ 0,43°%
S.aureus (6538) 7,75+0,66 % 7,67 +0,63° 7,33+0,29°
S. mutans (UFRJ) 7,00+1,00% 7,50+ 0,50 8,50+ 0,50
P. aeruginosa a (9027) 7,25+1,09¢ 6,50 + 0,50 @ 7,25+ 0,66 ®
P. aeruginosa b 6,17 +0,29 ¢ 6,00 + 0,00 ? 6,25+ 0,43 °
(25619)

Cafeina

B. subtilis (6633) 6,25+ 0,25 " 7,00 +0,00° 8,00+0,0°
E. coli (8739) 7,33+0,80¢ 6,25+0,35° 7,75+0,35°
S. enterica (14028) 9,75+ 1,752 8,25+0,36° 8,50+0,35°
S.aureus (6538) 7,75+0,66 ¢ 7,50+ 0,00 7,75+1,06°
S. mutans (UFRJ) 7,00+1,00° 7,50+ 0,50 2 8,33+0,38°
P. aeruginosa a (9027) 7,25+1,09% 6,00 + 0,00 ? 6,25+ 0,35°
Trigonelina

B. subtilis (6633) 6,25+ 0,25 % 6,58 +0,52° 6,58 +0,63°
E. coli (8739) 7,33+0,80° 7,42 +1,42° 7,58+1,01°
S. enterica (14028) 9,75+1,75° 8,83+0,76° 9,42 +0,80°
S.aureus (6538) 7,75+ 0,66 7,50+ 0,50° 7,58+0,52°
S. mutans (UFRJ) 7,00+1,00% 7,33+0,29° 8,33+0,58°
P. aeruginosa a (9027) 7,25+1,09° 6,50 + 0,50 ° 7,17 +0,58°
P. aeruginosa b 6,17 +0,29° 6,17 £ 0,292 6,17 £ 0,292

(25619)

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b) na mesma linha sédo
significativamente diferentes (Teste de Bonferroni, p < 0,05).
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Il.4. CONCLUSOES

O extrato aquoso de café e os cinco compostos quimicos testados (acidos
clorogénico, caféico, protocatéico, cafeina e trigonelina) apresentaram atividade
antimicrobiana contra E. coli, S. enterica, S. aureus e S. mutans.

S. enterica foi a bactéria mais susceptivel ao extrato e a alguns compostos
guimicos do café.

Para B. subtilis e as duas cepas de P. aeruginosa utilizadas, observou-se uma
atividade antimicrobiana incipiente do extrato aquoso de café e dos cinco compostos
quimicos testados.

A associacao do extrato aquoso do café com a cafeina ocasionou um aumento
na atividade antimicrobiana sobre B. subtilis.

N&o foi observado efeito antimicrobiano do extrato aquoso do café e das cinco

substancias quimicas testadas contra as leveduras e o fungo filamentoso investigados.
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CAPITULO llI
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE EXTRATOS DE
CAFE E DA CAFEINA SOBRE Streptococcus mutans

RESUMO

O potencial antimicrobiano de extratos de café foi avaliado sobre S. mutans, que
€ o principal agente causador de carie dentaria em seres humanos. Os extratos de
café foram obtidos por diferentes processos (filtragdo e expresso) e utilizando-se
diferentes liquidos extratores (agua e etanol). A atividade antimicrobiana foi
determinada pelo método de difusdo em agar. Os didmetros dos halos de inibigdo
foram medidos apds 48 h de incubacdo a 36,5 °C, com 5% de O, Observou-se
atividade antimicrobiana para todos os extratos investigados. N&o foi observada
influéncia do tipo de solvente na atividade antimicrobiana para trés amostras,
entretanto, em uma das amostras o etanol foi mais eficiente. Nao foi observada
influéncia do método de preparo na atividade antimicrobiana. Para a cafeina, foi
realizado um estudo cinético, utilizando-se o método turbidimétrico e observou-se um
perfil diferente em cada uma das concentragdes estudadas. Na concentragdo de 2,0
mg/mL, que representa a concentragao de cafeina na bebida do café, a inibicdo, apds
24 h de contato, correspondeu a 5,6%, entretanto, uma atividade mais pronunciada so6

foi alcangada em concentragdes acima de 4,0 mg/mL.
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l1l.1. INTRODUCAO

Streptococcus mutans € identificada como uma bactéria capaz de produzir carie
dentaria em animais e seres humanos (HAMADA et al., 1984; PETTI & HAUSEN,
2000). O potencial para S. mutans formar céaries € determinado pela sua capacidade
em aderir ao dente e produzir compostos metabdlicos acidos (HAMADA et al., 1984;
TAO & TANZER, 2002). A aderéncia a superficie do dente envolve dois estagios: um
inicial com uma interagéo reversivel entre 0 microrganismo e a pelicula adquirida sobre
o esmalte do dente; e um estagio irreversivel, em que a interacdo € principalmente
mediada pelas glucanas insoluveis em agua, sintetizadas a partir da sacarose pela
acao enzimatica da glucosiltransferase (HAMADA et al., 1984).

A aplicagao topica da prépolis duas vezes ao dia e a sua inclusdo na agua de
beber ad libitum reduziu a incidéncia de carie dentaria em ratos (KOO et al., 2002).
KOO et al. (2003) identificaram compostos polifendlicos, presentes na proépolis,
responsaveis pela redugdo da carie dentaria em ratos. MARTINS et al. (2002)
estudaram a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de propolis frente a C.
albicans e observaram inibicao dessa levedura.

DAGLIA et al. (1998) extrairam fracbes de café e isolaram um composto com
forte atividade antibacteriana contra S. aureus e S. mutans. DAGLIA et al. (2002)
investigaram a propriedade antiaderente de extratos de café verde e torrado, utilizando
S. mutans e observaram que todos os extratos de café investigados exibiram altas
atividades antiadesiva e inibitéria. DAGLIA et al. (2002) e LANDUCCI et al. (2003)
observaram propriedade antiadesiva de extratos de café em S. mutans, inoculado em
superficies de hidroxiapatita, cobertas com saliva e relacionaram essa atividade a
compostos de ocorréncia natural no café (trigonelina, acido nicotinico e acido
clorogénico) e também a melanoidinas de baixa massa molecular, formadas durante a
torragao.

O objetivo deste estudo foi investigar a atividade antimicrobiana do café sobre S.
mutans. S. mutans foi uma das bactérias que se destacou no estudo envolvendo trés
bactérias Gram-positivas e quatro bactérias Gram-negativas, por apresentar uma

grande sensibilidade ao extrato de café e aos compostos quimicos investigados.
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Foram avaliados diferentes métodos de extragao, marcas de café, e tipos de extratores.
Foi realizado um estudo cinético com a cafeina em diferentes concentragdes frente ao

S. mutans, durante 24 h.

11l.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1 MATERIAL

[11.2.1.1 Amostras de café
Quatro amostras de diferentes marcas (A, B, C, D) de graos de café torrado (C.
arabica) foram adquiridas no mercado consumidor de Belo Horizonte, MG. Os graos

foram moidos em moinho doméstico (Braun, EUA) e tamisados a 20 mesh (série Tyler).

[11.2.1.2 Extratos aquosos e etanolicos e cafeina

Extratos de café foram obtidos, utilizando-se dois tipos de extragdo (aquosa e
etandlica) e dois métodos de extracdo aquosa (ebulicdo seguida de filtragdo e
expresso). Para a extragdo aquosa (ebuligdo seguida de filtragdo), os extratos de café
foram obtidos, adicionando-se 8,0 g de p6 a 40 mL de agua em ebulicao (20% p/v), por
3 min, seguido de filtragdo em papel de filtro qualitativo (VITORINO et al., 2001). O
café expresso (extracdo aquosa em maquina de café expresso) foi preparado pela
extracéo de 8,0 g de amostra com 40 mL de agua (20% p/v), em um processador de
café expresso (Cremissimo Ariete, Fashion Coffee, Italia).

Para a extragao etandlica, os extratos foram obtidos, adicionando-se 8,0 g de p6
a 40 mL de etanol (20% p/v) e mantidos em banho de ultrasom, a 24 + 1 °C, durante 15
min.

A cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi preparada nas concentragdes

de 0,5 a 8,0 mg/mL com agua destilada esterilizada.

[11.2.1.3 Microrganismo, meios de cultura, discos e antibidticos
O microrganismo empregado foi a bactéria S. mutans obtida da Colegao da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A cultura foi
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mantida a -70 °C em BHI com 20% de glicerol e, para a realizagdo dos testes, as
culturas foram reativadas pela transferéncia para agar nutriente com 5% de sacarose e
incubacdo em jarra de anaerobiose, contendo 5% de O, em estufa (Forma Scientific,
Marietta, OH, EUA) a 36,5 + 1,0 °C durante 18 h.

Foram empregados os meios de cultura agar nutriente, agar Mueller-Hinton e
BHI da Dialab diagnésticos (Montes Claros, MG, Brasil). Discos estéreis (6 mm
didmetro, Sensibiodisc, Cecon, SP, Brasil) e discos contendo 30 ug do antibidtico

amoxicilina e acido clavulanico foram obtidos da Cecon (S&o Paulo, SP, Brasil).

11.2.2 METODOS

[11.2.2.1 Determinagé&o da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso de café foi
usado o método de difusdo em agar (NUNAN et al., 1985; NCCLS, 2000), utilizando-se
discos estéreis de 6 mm de didmetro. O indculo foi padronizado, transferindo-se os
microrganismos em crescimento para um tubo de solugéo salina esterilizada até obter
uma turbidez equivalente a 50% de transmiténcia em espectrofotometro (Coleman,
modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580 nm, a qual, apds plagueamento, correspondeu
a 10® UFC/mL. Dessa suspensdo, foram retirados 200 pL e semeados,
homogeneamente, na superficie de placas de Petri de 150 mm de didmetro, contendo
agar Mueller Hinton. Os discos foram impregnados com 20 pyL dos extratos e
colocados na superficie do agar Mueller-Hinton, semeado com S. mutans. As placas
foram incubadas a 36,5 £ 1,0 °C durante 48 h em jarra, contendo 5% de O,. Os halos
de inibicdo foram medidos com paquimetro e considerou-se o didmetro total, incluindo
o disco. Discos contendo os antibidticos amoxicilina e acido clavulanico (30 pg), etanol

98 °GL e agua destilada foram usados como controles positivo e negativo.

[11.2.2.2 Influéncia da concentracdo da cafeina na atividade antimicrobiana pelo
meétodo turbidimétrico

Para o estudo cinético da influéncia da concentragao de cafeina na inibigcdo de S.
mutans por um periodo de 24 h foi empregado o método turbidimétrico (NCCLS, 2000;
THE UNITED..., 2006). Foi investigada a cafeina nas concentra¢des de 0,5; 1,0; 2,0;

4,0; e 8,0 mg/mL, nos tempos de 0 a 8 h (em intervalos de 2 h) e em 24 h. Em tubos,
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contendo 9 mL de BHI adicionados de 5% de sacarose, foram colocados 1000 uL das
substancias em cada uma das concentragcdes e 100 pL do in6culo. O inéculo foi
padronizado, transferindo-se os microrganismos em crescimento para um tubo de
solugdo salina esterilizada até obter-se uma turbidez equivalente a 25% de
transmitancia em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580
nm, a qual, apés plagueamento, correspondeu a 10° UFC/mL. Os tubos foram
incubados a 36,5 £ 1,0 °C em jarra contendo 5% de O, e foi realizada a leitura de
transmitancia a 530 nm.

Os dados foram transformados em absorbancia (A= 2 — log T) e os resultados
expressos em percentagem de inibigdo pela formula % inibicdo = 100(Ac-As)/Ac (THE
UNITED..., 2006), sendo A a absorbancia para o controle (Ac) e para as amostras (As).

Foram preparados controles negativo (contendo amoxicilina) e positivo (sem
substancia inibidora). Esse ultimo foi preparado, inoculando o meio de cultura (BHI)
com 100 pL do in6culo. Cada experimento foi realizado trés vezes com duas réplicas

em cada.

[11.2.2.3 Andlises estatisticas
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

111.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

111.3.1 INFLUENCIA DO SOLVENTE E DO METODO DE EXTRACAO NA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Na Tabela Ill.1 estdo apresentados os resultados da atividade antibacteriana dos
extratos aquosos, etandlicos e café expresso de diferentes marcas frente a S. mutans
pelo método de difusdo em agar. Observa-se que todos os extratos apresentaram
atividade antimicrobiana in vitro contra S. mutans. Para o extrato etandlico foram
observados maiores didmetros dos halos de inibicdo, sendo a diferenga significativa

apenas para a amostra C.
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Essa amostra foi a que apresentou valores significativamente maiores de L*
(Tabela 1.2) e maiores concentragbes dos acidos clorogénicos (3-CQA, 4-CQA e 5-
CQA) e da trigonelina (Tabela 1.3). Baseado nesses valores, a amostra C foi
considerada aquela submetida a condigdes menos severas de torragdo. A diferenca
significativa para os extratos etandlicos sugere que o etanol foi capaz de extrair
substancias que permanecem em concentracdes mais elevadas em condicdes de

torragao menos severas.

Tabela Ill.1. Diametro dos halos de inibicdo de S. mutans obtidos pelo método de
difusdo em agar de extratos aquosos, etandlicos e café expresso (4,0 mg/disco) de
diferentes marcas de café

Extrato Halos de inibicdo (mm)

A B C D
Etandlico 8,33 £ 1,61 9,00 + 1,00 9,33+0,58° 8,33 +£0,58
Aquoso 7,33+ 1,26 6,92 + 0,88 7,00+ 1,00° 7,00 + 1,00
Expresso 7,33 +1,53 7,17 £ 0,76 7,00+ 1,00° 7,17 £ 0,76

Médias de ftriplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente
diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05). Nao foi observada diferenga significativa entre as marcas para um
mesmo extrato. Didmetro do halo de inibi¢do: etanol e agua = 6,00 mm; amoxicilina e acido clavulanico =
23,00 £ 2,00 mm.

Nao foi observada diferenga significativa quando comparados o extrato aquoso,
representando o café filtrado, e o café obtido em maquina de café expresso.
Resultados similares foram obtidos por DAGLIA et al. (1994b) e FURUHATA et al.
(2002) que nao observaram efeito significativo da variagdo do método de preparo na
atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e em L.

pneumophila, respectivamente.

111.3.2 INFLUENCIA DAS MARCAS DE CAFE NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Todas as marcas de café investigadas apresentaram atividade antimicrobiana
contra S. mutans (Tabela Ill.1). Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa
entre os halos de inibicdo quando se utilizou diferentes marcas, independente do

solvente empregado na extragao e do método de extragdo, com excec¢do da marca C.
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O pH dos extratos de café e os diferentes graus de torracdo aos quais cada
amostra de café foi submetida, como pode ser indicado pelas diferencas de
caracteristicas de cor e teores de trigonelina e acidos clorogénicos (Tabela |.1) ndo
afetaram a atividade antimicrobiana. Esses resultados sugerem que, além dos fatores
investigados neste estudo, possivelmente existem outros capazes de afetar a atividade
antimicrobiana causada pelos extratos de café.

Esses resultados associados a propriedade antiadesiva em S. mutans, reportada
por DAGLIA et al. (2002) e LANDUCCI et al. (2003), fazem dos extratos de café um

inibidor potencial das caries dentarias.

l1.3.3 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DA CAFEINA E DO TEMPO DE
CONTATO NA ATIVIDADE ANTIBACTERINA SOBRE S. mutans

Considerando-se os resultados obtidos em relacdo aos teores de cafeina nos
extratos de café (2,10 a 2,23 mg/mL), foi realizado um estudo sobre a influéncia da
concentragao de cafeina na inibicdo de S mutans. Na Figura Ill.1 estdo apresentadas
as curvas de absorbancia versus tempo, determinada pelo método turbidimétrico e
acompanhadas durante 24 h de contato, para diferentes concentragcbes de cafeina. A
curva de crescimento de S. mutans em BHI pode ser usada como referéncia para se
avaliar a atividade inibitoria da cafeina. Apods 8 h de contato, essa apresentou o
mesmo tragado da curva contendo a cafeina na concentragcdo de 0,5 mg/mL. Dessa
forma, podem ser considerados os seguintes tempos na curva de crescimento de S.
mutans: 0 a 2 h, correspondendo a fase de adaptagéo ou fase lag, entre 2 e 6 h fase
exponencial de crescimento e apos 6 h atingindo a fase estacionaria. Verificou-se a
acao das substancias avaliadas sobre S. mutans na fase exponencial de crescimento.

Observou-se para a cafeina um comportamento diferente em cada uma das
concentragbes estudadas. Na concentragdo de 8,0 mg/mL esse composto inibiu a
bactéria, em todos os tempos de contato avaliados.

Nas concentragbes de 0,5 e 1,0 mg/mL as curvas de crescimento foram
paralelas a curva padrao, porém com um patamar inferior, indicando reducao
proporcional a concentracédo, até 8 h de contato. Apds 8 h, para a concentragdo da
cafeina de 0,5 mg/mL n&o foi observado um efeito inibitério. Apos 8 h de contato, essa

inibicdo correspondeu a 4,4%.
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Na concentracdo de 2,0 mg/mL, que representa a concentracdo de cafeina na
bebida do café, a inibicdo, apdés 24 h de contato, correspondeu a 5,6%. Nas
concentragdes de 4,0 e 8,0 mg/mL, até 8 h de contato, observou-se um efeito maior na
concentragao de 8,0 mg/mL. Entretanto, apds 8 h de contato, a atividade apresentou-
se praticamente igual, atingindo ao final de 24 h de contato uma inibicao
correspondente a 44% e 47%, respectivamente. Assim, pode-se observar que a
cafeina na concentragdo encontrada no extrato aquoso de café apresenta uma inibicao
de S. mutans discreta. Uma atividade mais pronunciada s6 é alcangada em

concentragdes acima de 4,0 mg/mL.

o
o)

o
o)
[]

absorbancia (530 nm)
o
N

0.0 Y { |
0 2 4 6 8 20
tempo (horas)

Figura Ill.1. Influéncia da concentragdo e do tempo de contato da cafeina sobre o
crescimento de S. mutans.

l11.4. CONCLUSOES

Os extratos de café avaliados, independente do solvente e do método de
extracdo, apresentaram atividade antimicrobiana contra S. mutans.

A atividade antimicrobiana nao foi afetada pelo tipo de solvente empregado na
extragdo (agua e etanol). Entretanto, a amostra que apresentou as maiores

concentragcdes de acido clorogénico e trigonelina e os maiores valores de L*, sendo,
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provavelmente, aquela exposta a condigcbes menos severas de torragdo, quando
extraida com etanol conferiu uma maior atividade antimicrobiana.

Os métodos de obtencéo do extrato aquoso (filtrado e expresso) ndo interferiram
na atividade antimicrobiana.

O uso da cafeina como potencial inibidor da carie dentaria sé seria viavel em
concentragdes acima de 4,0 mg/mL. Assim, a concentragcédo de cafeina encontrada na
bebida café (2,0 mg/mL) ndo representaria uma inibi¢do significativa de S. mutans

presente na microbiota oral.
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CAPITULO IV
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DE EXTRATOS E DE
COMPOSTOS FENOLICOS E NITROGENADOS DO CAFE
SOBRE ENTEROBACTERIAS

RESUMO

O potencial antimicrobiano de extratos aquosos de diferentes marcas de café e
do acido caféico, acido clorogénico, acido protocatéico, cafeina e trigonelina foi
avaliado, utilizando-se nove enterobactérias: Citrobacter freundii, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiela oxytoca, Proteus mirabilis,
Proteus hauseri, Salmonella enterica e Serratia marcescens. Foi observada atividade
antimicrobiana para todos os extratos e compostos investigados. As concentragdes
inibitérias de 50% e de 90% das substancias foram determinadas pelo método de
diluicdo em placa de microtitulo, utilizando-se como microrganismo teste S. enterica.
Para as substancias mais ativas - trigonelina, cafeina e acido protocatéico - realizou-se
um estudo cinético, utilizando-se o meétodo turbidimétrico e S. enterica como
microrganismo teste. Dentre as substancias testadas, os maiores efeitos
antimicrobianos foram verificados para a cafeina e para o acido protocatéico nas
concentragdes de 2,0 a 8,0 mg/mL, apds 24 h de contato. A cafeina mostrou melhor
desempenho, apresentando um aumento significativo da resposta com aumento da
dose na faixa avaliada. Verificou-se que o acido protocatéico, a cafeina e a trigonelina

sdo potenciais agentes antimicrobianos sobre enterobactérias.
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IV.1. INTRODUCAO

As enterobactérias sdo microrganismos ubiquos, capazes de sobreviver em
condigdes ambientais adversas e de colonizar diversos nichos ecoldgicos, inclusive os
alimentos. Podem causar infeccdes hospitalares, toxinfeccbes alimentares, além de
apresentarem uma crescente resisténcia a antibidticos (DIEKMA et al., 1999; KIDD et
al., 2002; YAN et al., 2003).

As salmoneloses estdo entre as doengas de origem alimentar de maior
ocorréncia. A salmonelose é uma infec¢do causada por bactérias do género
Salmonella e é resultante da ingestdo de células viaveis dessas bactérias. Surtos de
toxinfecgdo alimentar causados por Salmonella sdo conhecidos, envolvendo os mais
variados tipos de alimentos. Verifica-se, no entanto, que carnes de aves e outros tipos
de carnes, além de produtos laticinios, contendo leite cru, ou inadequadamente
pasteurizado, sdo os mais frequentemente envolvidos (KUBO et al., 2004a; FRANCO &
LANDGRAF, 1996). No entanto, entre 1993 e 1997, frutas e vegetais foram mais
envolvidos em surtos de salmonelose humana do que carne de porco, frango, peru e
leite (BARBER et al., 2003). Outras fontes de transmissdo de Salmonella que se
destacam s&o: homem como reservatorio, introduzindo a bactéria em qualquer ponto
da cadeia alimentar; homem alimentando animais; animais de estimagao, tais como,
cachorros, gatos, répteis e anfibios (BARBER et al., 2003; YAN et al., 2003).

Salmonelas sdo bastonetes Gram-negativos, ndo formadores de esporos que
fermentam a glicose, usualmente com formacado de gas (FRANCO & LANDGRAF,
1996). Existem mais de 2500 sorotipos, sendo que todos sao potencialmente
patogénicos para os homens.

Sabe-se que plantas contém uma grande variedade de agentes antibacterianos
contra sorotipos de Salmonella (KUBO & FUJITA, 2001). De acordo com KUBO et al.
(2004a; 2004b), nao existe um agente anti-Salmonella seguro e efetivo disponivel para
alimentos.

O estudo da atividade antimicrobiana no café permitira a selegcao de substancias
com potencial emprego na conservacgéo de alimentos, considerando-se a demanda por
conservantes nao toxicos e naturais. Assim, o objetivo do presente trabalho foi

investigar a atividade antimicrobiana de extratos e de compostos fendlicos e
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nitrogenados presentes no café, frente a enterobactérias. Foram determinadas as
concentragdes inibitérias de 50% (ICso) € de 90% (ICq) pelo método de diluigdo em
placa de microtitulo e realizados estudos cinéticos pelo método turbidimétrico,
avaliando-se a influéncia da concentracdo das substancias durante 24 h de contato na

inibicdo de S. enterica.

IV.2. MATERIAL E METODOS

IV.2.1 MATERIAL

IV.2.1.1 Amostras de café

Amostras de trés marcas diferentes (A, B e C) de grdos de café (C. arabica)
torrados foram adquiridas no mercado de Belo Horizonte, MG. Os graos foram moidos
em moinho doméstico (Braun, EUA) e tamisados (20 # série Tyler). Extratos aquosos
do café foram obtidos, adicionando-se 8 g de pd de café a 40 mL de agua em ebulicdo
e mantidos em ebulicdo por 3 min, sob agitacdo, seguido de filtragdo em filtro
qualitativo (VITORINO et al., 2001).

IV.2.1.2 Compostos quimicos do café

Os acidos caféico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, C0625-26), clorogénico (Aldrich,
Milwaukee, WI, EUA, C44206) e protocatéico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, P5630) em
concentragdes que variaram de 2,0 a 12,0 mg/mL foram dissolvidos em agua destilada
esterilizada, com auxilio de aparelho de ultrasom (30 s), colocados em seguida em
banho maria fervente (30 s). A cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a
trigonelina (Sigma, St. Louis, MO, EUA, T5509) nas mesmas concentracdes (2,0 a 12,0

mg/mL) foram diluidas em agua destilada esterilizada.

IV.2.1.3 Microrganismos, meios de cultura, discos e antibidticos

Os microrganismos empregados foram bactérias da American Type Culture
Collection (ATCC): C. freundii (ATCC 8090), E. aerogenes (ATCC 13048), E. cloacae
(ATCC 23355), E. coli (ATCC 25922), K. oxytoca (ATCC 49131), P. mirabilis (ATCC
25933), P. hauseri (ATCC 13315), S. enterica (ATCC 14028) e S. marcescens (ATCC
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8100). Para a verificagdo da pureza dessas espécies, foram utilizados método de
coloracdo de Gram e testes bioquimicos (Bactray, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). As
cepas foram mantidas a -70 °C em BHI com 20% de glicerol e para a realizagdo dos
testes as culturas foram reativadas, por transferéncia para agar nutriente e incubagao a
36,5 + 1,0 °C, durante 18 h.

Os meios de cultura agar nutriente, agar Mueller-Hinton e BHI foram fornecidos
pela Dialab diagnésticos (Montes Claros, MG, Brasil). Discos estéreis (6 mm diametro,
Sensibiodisc) e discos, contendo 30 pug do antibidtico cloranfenicol foram obtidos da
Cecon (S&o Paulo, SP, Brasil).

IV.2.2 METODOS

IV.2.2.1 Determinagdo da atividade antimicrobiana in vitro de extratos e
compostos quimicos do café frente a enterobactérias pelo método de difusdo em
agar

Foram avaliadas as atividades antimicrobianas de trés extratos aquosos de café
(marcas A, B e C) e das substancias: acidos caféico, clorogénico e protocatéico,
cafeina e trigonelina, na concentragéo de 2 mg/mL sobre enterobactérias. Foi usado o
método de difusdo em agar (NUNAN et al., 1985; NCCLS, 2000), utilizando-se discos
estéreis (Sensibiodisc, Cecon, SP) de 6 mm de didmetro. Culturas de cada bactéria
foram plagueadas em agar nutriente e incubadas em estufa (Forma Scientific, Marietta,
OH, EUA) a 36,5 + 1,0 °C, durante 24 h. O inéculo foi padronizado, transferindo-se
colénias do agar nutriente para um tubo de solugdo salina esterilizada até obter
turbidez de 50% de transmitédncia em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120,
Maywood, IL, EUA) a 580 nm, o que, apds plaqueamento, correspondeu a 10°
UFC/mL. Dessa suspenséo foram retirados 200 uL e semeados homogeneamente, em
superficie de placas de Petri de 150 mm, contendo agar Mueller Hinton, com auxilio de
alca de Drigalski. Os discos foram impregnados com 20 uyL dos extratos e das
substancias do café e colocados na superficie do agar, semeado com cada uma das
bactérias. As placas foram mantidas por 30 min a temperatura ambiente e incubadas a
36,5 £ 1,0 °C, por 48 h. Os halos de inibicdo foram medidos com paquimetro,
considerando-se o diametro total, incluindo o disco. Discos contendo 20 pL de agua
destilada esterilizada e o antibidtico cloranfenicol (30 pg, Cecon, SP, Brasil) foram

empregadas como controle. As anadlises foram efetuadas com trés repeticdes e os
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resultados expressos pela média do diametro dos halos de inibicdo. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e as médias, comparadas pelo teste de Tukey

(p <£0,05), empregando-se o software GraphPad Prism versao 4.03.

IV.2.2 2 Determinacéo da influéncia da concentracdo dos compostos quimicos do
café nainibicdo de S. enterica pelo método de diluicdo em placa de microtitulo

A influéncia das diferentes concentragées dos acidos caféico, clorogénico e
protocatéico e da cafeina e trigonelina, sobre o crescimento de S. enterica, foi
determinada pelo método de diluicdo em placa de microtitulo.

Foram empregadas placas de microtitulo, com 96 cavidades, € nos primeiros
pocos foram adicionados 200 uL de cada substancia nas concentragdes de 8,0, 10,0 e
12,0 mg/mL. Nos demais pogos foram depositados 100 puL de agua destilada
esterilizada, que foi usada para as diluicbes. Foram feitas diluicbes seriadas com 100
ML, a partir dos primeiros pogos, empregando-se uma micropipeta multicanal (Wheaton,
Ecublens, Suicga), resultando em 12 concentragcbes para cada substancia (1,0; 1,25;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 mg/mL). Em cada pogo, foram
adicionados 95 pL de BHI e 5 pL de in6culo padronizado de S. enterica (108 UFC/mL),
para obtencdo de um volume final de 200 uL. As placas foram agitadas em mesa
agitadora (Tecnal, modelo TE 140, SP, Brasil) por 1 min a 150 rpm e incubadas a 36,5
+ 1,0 °C. Ap6s 18 h, foram adicionados 20 yL de solugdo (5 mg/mL) de sal de
tetrazdlio [brometo 3-(4,5—dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazol — MTT, Sigma, St. Louis,
EUA] filtrado em unidade filtrante esterilizada (poro 0,22 um, Millipore, Sdo Paulo, SP,
Brasil), em cada poco. Em seguida, cada placa foi agitada por 1 min a 150 rpm, e
mantida a 36,5 £ 1,0 °C, por 30 min. A leitura de absorbancia a 595 nm foi realizada
em espectrofotdbmetro leitor de microplaca (Bio-Rad, modelo 550, EUA). Foram
preparados controle negativo, contendo cloranfenicol e controle positivo, sem
substancia inibidora. A percentagem de inibicdo foi calculada de acordo com a
equacao: % inibicdo = 100(Ac-As)/Ac (THE UNITED..., 2006), sendo A a absorbancia
para o controle (Ac) e para as amostras (As). Cada experimento foi realizado trés

vezes com cinco réplicas em cada.
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IV.2.2.3 Determinacado das concentracdes inibitorias de 50% (ICso) € 90% (ICqo) de
alguns compostos quimicos do café na S. enterica

As concentragdes inibitérias de 50% e de 90% (ICso € ICq) de S. enterica foram
determinadas para os acidos clorogénico, protocatéico e caféico, cafeina e trigonelina.
O ajuste dos dados obtidos no item anterior foi realizado por regressdo nao-linear,
empregando-se o logaritmo da concentragdo versus a percentagem de inibigdo. Os
valores das ICsg e ICy calculados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), usando o software GraphPad Prism
(4.03).

IV.2.2.4 Influéncia da concentracdo de alguns compostos quimicos do café e do
tempo de contato nainibicdo de S. enterica

Para o estudo cinético da influéncia da concentragdao de compostos quimicos
sobre o crescimento de S. enterica foi empregado o método turbidimétrico (NCCLS,
2000; THE UNITED...,, 2006). Foram avaliadas as seguintes substancias: acido
protocatéico, cafeina e trigonelina, nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL,
nos tempos de 0 a 8 h (em intervalos de 1 h) e em 24 h. A tubos contendo 9 mL de
BHI adicionou-se 1 mL das concentracdes de cada substancia e 100 uL do in6culo. O
in6culo foi padronizado, transferindo-se col6nias do agar nutriente para um tubo de
solucao salina esterilizada, em que foi medida a turbidez a 25% de transmitancia em
espectrofotobmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580 nm, o que, apds
plaqueamento, correspondeu a 10° UFC/mL. Os tubos foram incubados a 36,5 + 1,0
°C e foi realizada a leitura de transmitancia a 530 nm.

Os dados foram transformados em absorbancia (A= 2 — log T) e os resultados
expressos em percentagem de inibicdo % inibicdo = 100(Ac-As)/Ac (THE UNITED...,
2006), sendo A a absorbancia para o controle (Ac) e para as amostras (As).

Foram preparados controles negativos (contendo cloranfenicol) e positivo (sem
substancia inibidora). Esse ultimo foi preparado inoculando o meio de cultura (BHI)
com 100 uL do in6culo. Cada experimento foi realizado trés vezes com trés réplicas

em cada.
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IV.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS E COMPOSTOS FENOLICOS
E NITROGENADOS DO CAFE FRENTE A ENTEROBACTERIAS

Na Tabela IV.1 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos aquosos de café, utilizando-se o método de difusdo em

agar frente a algumas espécies de enterobactérias.

Tabela IV.1. Diametro dos halos de inibicado obtidos pelo método de difusdo em agar
para extratos aquosos de café frente a espécies de enterobactérias

Microrganis- Halos de inibic&o (mm)
mos Extratos aquosos Controle *
A B C

C. freundii 71+0,6°" 6,9+0,5° 70+05° 32,7+1,7
E. aerogenes 84+0,6%® 82+0,7%® 8,7+0,3% 25,0+2,3
E. cloacae 9,0+1,0° 9,3+1,32 97+13%® 322+1,2
E. coli 81+04% 81+03% 82+05% 28,3+1,5
K. oxytoca 75+0,7%® 7,7+0,3% 75+0,5° 30,8+0,8
P. hauseri 92+1,1°2 93+1,1° 9,8+0,6° 20,9 + 1,1
P. mirabilis 81+05% 88+0,3% 88+04%® 21,2+0,8
S. enterica 81+1,3% 79+12% 83+1,6%® 27,3+0,9
S. marcescens 9,2+0,3°2 92+0,8% 91+0,1%® 27,4+1,6

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b,c) na mesma coluna sao

significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

médias nas linhas.* cloranfenicol.

Nao houve diferencga significativa entre as

Nao foram observadas diferengas significativas na atividade antimicrobiana dos
extratos obtidos de diferentes marcas de café para as espécies pesquisadas. Isso
ocorreu apesar das diferengcas nas caracteristicas fisico-quimicas, como pH, cor e
teores de cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos, entre as marcas de café. Dessa
forma, as variacbes observadas para pH (4,88 a 5,29), para luminosidade (20,92 a
29,4), para teores de cafeina (2,10 a 2,23 mg/mL), de trigonelina (0,49 a 1,63 mg/mL) e
de acidos clorogénicos (0,08 a 1,79 mg/mL) ndo foram suficientes para afetar o efeito

antibacteriano.
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Por outro lado, foram observadas diferencas significativas na sensibilidade das
diferentes espécies de enterobactérias pesquisadas. Halos de inibicdo maiores foram
observados para P. hauseri, para todas as marcas de café estudadas, indicando uma
maior sensibilidade dessa espécie aos extratos de café, em relagdo as demais. E.
cloacae apresentou halos maiores em relagdo a duas das marcas de café investigadas,
porém, igual a P. hauseri. Halos menores foram observados para C. freundii, indicando
uma menor sensibilidade desse aos extratos do café. Para as outras espécies
avaliadas, observou-se uma sensibilidade intermediaria.

Na Tabela IV.2 estdo apresentados os resultados da atividade antimicrobiana de
alguns compostos quimicos do café, sobre as enterobactérias, empregando-se o
método de difusdo em agar.

Todas as substancias apresentaram atividade antibacteriana na concentragao
testada (2 mg/mL). Os efeitos inibitérios do acido caféico e da trigonelina foram
estatisticamente iguais em relagdo as enterobactérias utilizadas. Entretanto, para os
acidos clorogénico e protocatéico observou-se uma variagdo na atividade. Halos
maiores foram observados para S. marcescens e menores para C. freundii,
comparados aos obtidos para as demais enterobactérias. A cafeina apresentou
atividade sobre todas as enterobactérias, sendo mais efetiva contra P. hauseri e S.
marcescens e menos, para C. freundii, E. aerogenes, K. oxytoca e P. mirabilis.

De uma maneira geral, ndo foram verificadas diferencas na atividade
antimicrobiana entre as substdncias em relacdo a cada uma das enterobactérias
estudadas. Porém, tanto para E. cloacae, quanto para E. aerogenes, uma menor
sensibilidade foi observada em relagéo a cafeina.

IBRAHIM et al. (2006) observaram atividade antimicrobiana da cafeina para E.
coli O157:H7 em diferentes concentragdes (0,25 - 2,00 g/ 100 mL). No presente
estudo, a atividade antimicrobiana da cafeina foi relatada pela primeira vez para
enterobactérias, exceto para E. coli para a qual foi confirmada.

De acordo com a literatura, compostos fendlicos como os acidos caféico e
protocatéico apresentam atividade antimicrobiana pela alteracdo da estrutura e funcao
da membrana citoplasmatica, ruptura da forgca motriz do préton, do fluxo de elétrons e
do transporte ativo (SIKKEMA et al., 1995; WALSH et al., 2003; BURT, 2004). O
mecanismo de agéo toxica dos compostos fendlicos para os microrganismos inclui
também a oxidacdo de compostos, possivelmente envolvendo reagdo dos grupos

sulfidrila, ou por meio de reagcdes nao-especificas com proteinas (COWAN, 1999). No
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entanto, levando-se em conta o grande numero de compostos quimicos presentes nos
extratos de café, considera-se que a atividade antimicrobiana ndo possa ser atribuida a
apenas uma substancia, podendo assim, envolver varios tipos de mecanismo para a
acgao inibitéria (BURT, 2004).

Tabela IV.2. Diédmetro dos halos de inibicdo obtidos pelo método de difusdo em agar
para compostos quimicos do café a 2 mg/mL frente a espécies de enterobactérias

Microrganis- Halos de inibicdo (mm)
mos Substancias Controle
Acido Ac. cloro- Ac. Pro- Cafeina Trigone- *
caféico génico tocatéico lina
C. freundii 72+08 68+04° 70x05° 70+00° 70+05 327+17
E. aerogenes  84+0,8* 86+04% 84+0,1° 7,0£0,0” 86+12* 250+2,3
E. cloacae 10,0+ 1,3* 9,6+12% 10,0+0,9% 7,7+1,2* 9,1+0,8* 322+12
E. coli 80+04 80+05* 80+05* 80+1,0* 81+05 283+15
K. oxytoca 75+05 78+10%® 76+05* 7,0+00° 74%05 308+0,8
P. hauseri 87+08 91+11%® 93+08% 97+15° 86+08 209+1,1
P. mirabilis 83+03 89+04%® 80+05® 73+06° 89+08 212+0,8
S. enterica 83+18 79+12%® 84+14% 83+06* 88+12 273+09
S. marcescens 92+08 9,7+09°% 10,0+22?% 72+0,3% 96+19 274+16

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b) e (x,y) na mesma coluna e na
mesma linha, respectivamente, sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, p <0,05).
* cloranfenicol.

IV.3.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DAS SUBSTANCIAS QUIMICAS DO
CAFE NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na Figura IV.1 podem ser visualizadas as alteragdes obtidas na placa de
microtitulo, apds a adicdo do sal de tetrazolio (MTT). Observa-se, que na cavidade no
qual o meio de cultura apresentou coloracdo amarela, o crescimento ndo foi
evidenciado pela reacao com o MTT. Na cavidade na qual ocorreu a mudanga de cor
do meio de cultura para roxo, houve a reagcdo com o MTT com a formacido da
formazana, evidenciando a presencga de células viaveis (TWENTYMAN & LUSCOMBE,
1987).

realizada em espectrofotdmetro leitor de microplacas.

No entanto, € importante salientar que a leitura de absorbancia (595 nm) foi

Na Figura IV.2 pode ser observada a influéncia da concentracédo das substancias
investigadas sobre o crescimento de S. enterica, utilizando-se o método de diluicdo em

placa de microtitulo. Foi calculado o percentual de inibicdo de crescimento de S.



Capitulo IV - Atividade antibacteriana in vitro de extratos e de compostos fendlicos e nitrogenados... 87

enterica atribuido as substancias do café, em diferentes concentragdes, em relacéo ao
controle (meio de cultura inoculado com S. enterica).

Foi observado que o acido protocatéico, a cafeina e a trigonelina promoveram
uma consideravel inibigdo, mesmo nas concentragées mais baixas, enquanto o acido
clorogénico (CGA) inibiu 50% do crescimento do microrganismo teste nas
concentragbes acima de 8,0 mg/mL. A concentracdo de cafeina encontrada nos
extratos de café (2,10 a 2,23 mg/mL) é suficiente para garantir uma inibicdo de S.
enterica préxima a 50%.

Na Tabela IV.3 estdo apresentados os resultados da absorbancia em caldo BHI
inoculado com S. enterica, apds contato, a 36,5 + 1,0 °C por 18 h, com algumas
substancias do café em diversas concentragdes. Foram utilizados 12 pontos,
correspondendo a 12 concentragdes, para verificar também o perfil das substancias em
um tempo fixo de contato (18 h).

Observou-se para todas as substancias que, a medida que a concentragao
aumentava, maior era a atividade (menores valores de absorbéancia). Para substancias
como a trigonelina, a cafeina e o acido protocatéico, foi visto que a partir de 8,0 mg/mL,
mesmo com um aumento da concentragdo, nao se verificou um aumento da atividade.

A partir dos dados apresentados na Tabela 1V.3, foi possivel calcular, para cada
substancia, a concentracao inibitéria a 50% e a 90% (ICsp e 1Cq). Para o calculo foi
utiizado um programa computacional (Graphpad Prism versdo 4.03) que permitiu

verificar a melhor adequacao de modelo nao linear para a curva dose-resposta.
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Figura IV.1. Fotografia de uma placa de microtitulo inoculada com S. enterica, apds 18
h de incubacéao a 36,5 °C.

amarelo — auséncia de crescimento, roxo — crescimento.
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Figura IV.2. Percentual de inibicdo de S. enterica para diferentes concentragdes de
substancias quimicas do café obtido pelo método de diluicdo em placa de microtitulo

ap6s 18 h de incubagcdo a 36,5 °C. [acido protocatéico (—*—), cafeina (* 7~ =), trigonelina
( ), acido clorogénico (—™ ) e acido caféico (—%*)].

Na Tabela IV.4 estdo apresentadas as equagbes de regressao nao-linear,

resultantes do ajuste das curvas pelo modelo sigmoidal dose-resposta, e as ICsp € I1Cqp.
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Tabela IV.3. Absorbéancia a 595 nm em caldo BHI inoculado com S. enterica apds 18 h
de contato com diferentes concentracbes de acido caféico, acido clorogénico, acido
protocatéico, cafeina e trigonelina em placa de microtitulo

Concentragao Substancia/Absorbancia a 595 nm
(mg/mL) Acido Acido Acido Cafeina Trigonelina
caféico clorogénico protocatéico
1,0 1,96 £ 0,36 1,54 £ 0,25 1,95 £ 0,07 1,61 £ 0,30 1,89+ 0,32
1,25 1,87 £ 0,17 1,39+ 0,14 1,93 £ 0,03 1,65 £ 0,29 1,75+ 0,43
1,5 1,86 £ 0,25 1,42 £ 0,11 1,80 £ 0,11 1,48 £ 0,28 1,63 £ 0,35
2,0 1,73 10,20 1,67 £ 0,34 1,41+£0,16 1,46 £ 0,13 1,38 £ 0,81
2,5 1,68 £ 0,18 1,60 £ 0,38 1,01 £0,12 1,22 £ 0,22 1,36 £ 0,74
3,0 1,70+ 0,18 1,54 £ 0,35 0,71 +£0,26 0,84 £+ 0,13 0,37 £ 0,15
4,0 1,42+ 0,42 1,43+£0,24 0,09 £ 0,01 0,31 £ 0,06 0,41 +£0,30
5,0 1,53+0,18 1,30 £ 0,44 0,10 £ 0,02 0,30 £ 0,09 0,08 £ 0,02
6,0 1,63 +£0,14 0,82 + 0,57 0,09 £ 0,01 0,19+ 0,07 0,06 £ 0,01
8,0 0,54 £0,13 0,20+£0,13 0,11 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,06 £ 0,01
10,0 0,73 £ 0,37 0,12 £ 0,02 0,13 £ 0,01 0,14 £ 0,02 0,06 £ 0,01
12,0 0,57+ 0,12 0,08 £ 0,01 0,11 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,06 £ 0,01

Médias de triplicatas (+ desvio padrao).

A analise estatistica indicou que os dados obtidos pelo método de placa de
microtitulo seriam ajustados, usando-se uma regressao nao linear e um modelo
sigmoidal dose resposta com inclinagao variavel, obtendo-se para esse modelo valores
de coeficiente de determinacéo (R?) superiores a 0,83 (Tabela IV.4). As equacdes da
regressao foram usadas para calcular os valores das ICsp e ICgp dos compostos
quimicos do café para S. enterica.

Valores mais baixos das ICsg e 1Cqo, significando maior atividade antimicrobiana,
foram encontrados para acido protocatéico, cafeina e trigonelina, ndo havendo, porém,
diferenca entre eles. Para os acidos caféico e clorogénico foram obtidos valores mais
altos das IC5p e ICgqp, confirmando que essas substancias sdo menos eficientes na
inibicdo do crescimento de S. enterica.

Os valores encontrados de 4,14 mg/mL e 9,27 mg/mL de ICyy dos acidos
protocatéico e caféico para a inibicdo da S. enterica foram maiores do que os
observados por FURUHATA et al. (2002) para inibicdo de L. pneumophila, que foram
de 0,156 e 0,625 mg/mL, respectivamente.
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Tabela IV.4. Equagbes e coeficientes de determinagdo das regressdes obtidas para
algumas substancias do café por modelo sigmoidal de relagdo dose resposta e
concentragdes inibitérias de 50% e de 90% para S. enterica

Compostos Regresséo nao-linear Concentracéao
inibitéria (mg/mL)
Modelo sigmoidal dose resposta” R? ICso ICoo
Acido caféico Y= 24,57+[52,53/1+(10°%%%)*13,59] 0,91 6,62 +0,2 9,27 +0,2
a a

Acido clorogénico Y= 20,88+[79,12/1+(10%7%%)*6,31] 0,83 484+09 7,12+07

Acido protocatéico Y= 8,66+[91,28/1+(10%°%)*4,52] = 0,97 2,45+0,2 4,14+0,3
C Cc

Cafeina Y= 25,58+[66,39/1+(10°%¢%)*5,71] 0,91 2,58 +0,2 4,96 + 0,8
C Cc

Trigonelina Y = 3,47+[96,53/1+(10%%°%)*320] 0,84 2,15+0,5 3,82+0,8
C Cc

A Inclinagdo variavel. Médias de friplicatas (+ desvio padrao) com letras diferentes na mesma coluna
(a,b,c) séo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

Pelo método de diluicdo em placa de microtitulo foi possivel verificar diferencas
na atividade antimicrobiana, entre as substancias estudadas, nao verificadas
anteriormente pelo método de difusdo em agar.

Considerando-se os resultados obtidos pelo método de diluicdo em placa de
microtitulo, realizou-se um estudo cinético para investigar o efeito das substancias que
apresentaram os menores valores de IC, a saber: acido protocatéico, cafeina e
trigonelina. Na Figura V.3 (a,b,c) tém-se as curvas de absorbancia versus tempo que
representam o estudo cinético das substancias estudadas, em relacdo a diferentes
concentragoes.

A inibicdo causada por diferentes concentragbes das substancias selecionadas
foi investigada pelo método turbidimétrico e acompanhada durante 24 h de contato. A
curva de crescimento padrao de S. enterica pode ser observada a partir da curva
originada do crescimento na auséncia de substancia inibidora. Dessa forma, podem
ser considerados os seguintes tempos na curva de crescimento da bactéria: 0 a 2 h,
correspondendo a fase de adaptacéo ou fase lag; entre 2 e 5 h, fase exponencial de
crescimento; e, apds 5 h, atingindo a fase estacionaria. Verificou-se, assim, a agdo das

substancias avaliadas sobre S. enterica na fase exponencial de crescimento.
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Figura IV.3. Influéncia da concentracdo e do tempo de contato do acido protocatéico
(a), cafeina (b) e trigonelina (c) sobre o crescimento de S. enterica.
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Observou-se para o acido protocatéico (Figura 1V.3a) e para a cafeina (Figura
IV.3b) uma atividade similar em todas as concentragdes estudadas. Na concentragéo
de 8,0 mg/mL, essas substancias inibiram completamente a bactéria, em todos os
tempos de contato avaliados. Nas concentragdes de 0,5; 1,0; e 2,0 mg/mL as curvas
de crescimento foram paralelas a curva padrdao, porém, com um patamar inferior,
indicando reducao proporcional a concentragao.

O acido protocatéico na concentragao de 4,0 mg/mL atuou imediatamente apds
o contato com o microrganismo, impedindo por completo o seu crescimento, até 5 h.
Pode-se notar uma alteracdo no perfil da curva de crescimento, encontrando-se a fase
de crescimento exponencial apos 5 h.

Assim, pode-se observar que o acido protocatéico e a cafeina apresentaram um
perfil antimicrobiano melhor, com manutencéo da atividade ao longo de todo o periodo,
seguindo-se a eles a trigonelina.

A percentagem de inibigdo das diferentes concentragdes das substéncias do
café sobre S. enterica, pelo método turbidimétrico, apés 24 h de incubacgao, esta
apresentada na Tabela IV.5.

Os maiores efeitos antimicrobianos foram verificados pela cafeina e pelo acido
protocatéico nas concentragbes entre 2,0 e 8,0 mg/mL, apés 24 h de contato.
Observa-se que as maiores percentagens de inibigdo (83% a 97%) sobre S. enterica
foram alcancadas para todas as substdncias na concentragdo de 8,0 mg/mL. Na
concentracao de 4,0 mg/mL, tanto o acido protocatéico, quanto a cafeina inibiram a S.
enterica significativamente (59% e 70%), seguidos pela trigonelina (32%). Na
concentragéo de 2,0 mg/mL a cafeina foi responsavel por uma inibicdo de 43% e, na

concentragao de 1,0 mg/mL, a percentagem de inibicao foi de 27%.

Tabela IV.5. Percentagem de inibicdo para diferentes concentragdes das substancias
do café sobre S. enterica pelo método turbidimétrico, apos 24 h de contato

Concentracao % inibicdo/Substancias
(mg/mL) Acido protocatéico Cafeina Trigonelina
0,5 14,0 £ 3,0 %@ 21,0+ 4,072 12,0+ 1,02
1,0 21,0+7,0° 27,0+2,0° 19,0+ 3,0°
2,0 29,0 £ 5,02 43,0+4,07° 19,0 £2,0*°
4,0 59,0 + 9,0 ¥*P 70,0 +2,0*¢ 32,0 +6,0
8,0 97,0+2,0° 95,0 + 1,0 ¢ 83,0 +9,0*°

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (x,y,z) nas linhas e (a,b,c,d) nas colunas
sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Para o acido protocatéico e para a trigonelina, nas menores concentragdes
utilizadas (2,0 mg/mL e 1,0 mg/mL), a percentagem de inibigdo calculada foi em torno
de 20%. Verificou-se assim que, mesmo as menores concentragbes estudadas
provocaram uma inibigao relevante.

Diferencas que nao foram detectadas entre as substancias selecionadas do
café, empregando-se o método do disco difusdo, foram verificadas pelos métodos de
diluicdo em placa de microtitulo e turbidimétrico. No entanto, o método de difusdo em
agar tem sido o mais recomendado para uma fase de prospeccao de substancias
(“screening”). Esse método pode ser afetado pela velocidade e pela constante de
difusdo dos compostos no agar e, dessa forma, ndo seria capaz de medir a atividade
real (HEWITT, 1977; HERALD & DAVIDSON, 1983). Os métodos turbidimétrico e o de
diluicdo em placa de microtitulo sdo recomendados para investigacéo da influéncia da

concentracao no efeito inibitério.

IV.4. CONCLUSOES

Os extratos de café e os compostos quimicos acido caféico, acido clorogénico,
acido protocatéico, cafeina e trigonelina apresentaram atividade antimicrobiana para as
enterobactérias estudadas.

Nao foram observadas diferengcas na atividade antimicrobiana dos compostos
quimicos do café testados pelo método de difusdo em agar, em relagédo as
enterobactérias avaliadas; porém, foi visto que entre as espécies pode haver diferenca
de sensibilidade.

O efeito inibitério das substancias quimicas investigadas sobre S. enterica foi
afetado significativamente pelo aumento da concentragdo, até a concentragdo de 8,0
mg/mL, na qual o efeito ndo mais aumenta com o incremento da concentragao.

Os menores valores de ICsp e ICgq encontrados para o acido protocatéico, a
cafeina e a trigonelina indicaram uma maior atividade dessas substéncias, quando
comparadas com os acidos clorogénico e caféico.

A concentracao de cafeina encontrada nos extratos de café (2,10 a 2,23 mg/mL)

é suficiente para garantir uma inibicéo de S. enterica préxima a 50%.
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O acido protocatéico e a cafeina apresentaram um melhor perfil antimicrobiano,
sendo a atividade mantida ao longo de todo o periodo, até o tempo final de 24 h.

Pelo estudo cinético, a cafeina mostrou melhor desempenho, apresentando um
aumento significativo da atividade antimicrobiana com aumento da dose, em todo o
intervalo testado.

O acido protocatéico, a cafeina e a trigonelina sdo potenciais agentes

antimicrobianos naturais contra enterobactérias.
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CAPITULO V
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE COMPOSTOS QUIMICOS
DO CAFE EM DIFERENTES VALORES DE pH E EFICIENCIA
CONSERVANTE EM UM MODELO ALIMENTAR

RESUMO

A influéncia do pH na atividade antimicrobiana do acido clorogénico, acido
protocatéico, cafeina e trigonelina contra S. enterica sorovar Typhimurium foi
investigada em caldo infuso de cérebro e coragdo, pelo método de microplacas. A
atividade antimicrobiana foi determinada por leitura da absorbancia a 595 nm, apés
reacao com sal de tetrazdlio, empregando-se espectrofotdmetro leitor de microplacas.
Observou-se que o pH a 4,5, seguido de 5,5, promoveu um maior efeito inibitorio,
quando comparado aos valores de pH 6,5 e 7,5 para todos os compostos investigados.
Verificou-se que o pH modulou o efeito antimicrobiano desses compostos em meio de
cultura. Foi também avaliado o efeito conservante do acido protocatéico e da cafeina
em leite desnatado inoculado com S. enterica, empregando-se um teste de eficiéncia
conservante. O teste foi realizado em pH 4,5 e 5,5, durante 28 dias a 25 °C. Tanto o
acido protocatéico quanto a cafeina foram eficientes no controle de S. enterica no leite
desnatado ajustado para pH 4,5, sendo que o acido protocatéico foi capaz de inibir o

crescimento em trés ciclos logaritmicos.
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V.1. INTRODUCAO

Leite e produtos derivados sédo susceptiveis a contaminag&o por microrganismos
potencialmente patogénicos. Salmonella, E. coli, L. monocytogenes e S. aureus tém
sido isolados e implicados em infeccdes e intoxicacbes com esses produtos
(HOLLIDAY & BEUCHAT, 2003).

A deterioracdo de alimentos € o principal motivo de perdas e ocorre
principalmente pela presenga de bactérias e fungos. Existe uma tendéncia da industria
alimenticia em utilizar aditivos antimicrobianos para aumentar a vida de prateleira dos
alimentos (NAZER et al., 2005). O uso excessivo de aditivos quimicos, muitos deles
suspeitos de causar danos a saude humana, tem levado a industria a buscar novas
alternativas, seja a utilizacdo de processos que permitam a retirada dos conservantes
ou a adogao de formas mais naturais para a manutencdo e aumento da vida de
prateleira (TASSOU & NYCHAS, 1995). A demanda por aditivos seguros e indcuos
tem levado a pesquisa de novas substancias, especialmente as de origem natural.
Nesse sentido, novas perspectivas sdo abertas para a investigacdo de novos
conservantes para alimentos (NYCHAS, 1995; NEGI et al.,, 2004). Dessa forma, o
estudo de substancias presentes em alimentos e plantas comestiveis com
propriedades antimicrobianas e o seu uso como conservante natural € uma alternativa
para prolongar a vida de prateleira de alimentos (MATTHEWS & HAAS, 1993; RAMOS-
NINO et al., 1996).

Alguns estudos tém descrito a atividade antimicrobiana de extratos e de
compostos quimicos presentes no café (DAGLIA et al., 1994a; FURUHATA et al., 2002;
IBRAHIM et al., 2006). Entre os compostos presentes no café, com atividade
antimicrobiana, a cafeina e o acido protocatéico mostraram promissoras propriedades
contra enterobactérias (ALMEIDA et al., 2006). Entretanto, estudos sobre a eficiéncia
conservante dessas substéncias em modelos alimentares ndo foram encontrados na
literatura. Dois aspectos sao cruciais quando se trata da aplicagao pratica de
compostos quimicos na conservagdao de alimentos. O primeiro, relaciona-se as
alteragdes, apds a sua adigdo, nas propriedades organolépticas e na textura dos
alimentos. O segundo esta relacionado as interacbes desses compostos com

ingredientes do alimento e a influéncia dessa interacdo na atividade antimicrobiana
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(DEVLIEGHERE et al., 2004). Muitos estudos foram conduzidos in vitro, empregando-
se extratos ou compostos quimicos de café contra microrganismos. Entretanto, n&o
foram encontrados na literatura estudos em modelos alimentares considerando fatores
tais como pH, tempo, dentre outros, o que foi realizado no presente trabalho.

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia de diferentes valores de
pH na atividade antimicrobiana dos acidos clorogénico, protocatéico e da cafeina e
trigonelina sobre S. enterica. Foi também estudada a eficiéncia do acido protocatéico e
da cafeina como agentes conservantes em leite desnatado reconstituido, como um

modelo alimentar.

V.2. MATERIAL E METODOS

V.2.1 MATERIAL

V.2.1.1 Microrganismo e meios de cultura

Como microrganismo teste, foi utilizada uma linhagem de S. enterica sorovar
Typhimurium (ATCC 14028). Essa cultura foi mantida a -70 °C em caldo infuso de
cérebro e coragéo (BHI — Dialab, Montes Claros, MG, Brasil) e 20% de glicerol. Para a
realizacéo dos testes, as cepas foram reativadas pela transferéncia para agar nutriente
(Dialab, Montes Claros, MG, Brasil) e incubadas a 36,5 + 1,0 °C, por 18 h.

V.2.1.2 Compostos quimicos do cafée

Os compostos quimicos do café utilizados foram o acido clorogénico (Aldrich,
Milwaukee, WI, EUA, C44206), o acido protocatéico, (Sigma, St. Louis, MO, EUA,
P5630), a cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a trigonelina (Sigma, St. Louis,
MO, EUA, T5509).

V.2.1.3 Modelo alimentar
Como modelo alimentar, foi empregado leite em pd desnatado reconstituido
(LDR) com agua destilada na concentracdo de 10 g/100 mL. Este foi esterilizado em

autoclave em vapor fluente (100 °C), durante 30 min.
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V.2.2 METODOS

V.2.2.1 Estudo da influéncia do pH na atividade antimicrobiana dos acidos
clorogénico e protocatéico e da cafeina e trigonelina sobre S. enterica

O método de microplacas (VANDEN BERGHE & VLIETINCK, 1991; BRANDAO,
2004) foi usado para investigar a atividade antimicrobiana das substancias nos
diferentes valores de pH. O acido clorogénico, o acido protocatéico, a cafeina e a
trigonelina foram usados nas concentragoes de 4,84; 2,45; 2,58 e 2,15 mg/mL,
respectivamente, o que equivale as ICsy dessas substancias (Tabela IV.4) Cada uma
das substancias foi adicionada separadamente ao meio BHI com os seguintes valores
de pH, 4,5; 5,5; 6,5 e 7,5 (ajustado com H3PO4 ou NaOH). Aliquotas (195 uL) do meio,
com o pH ajustado, e com as substancias foram adicionadas a cavidades das placas
de microtitulagdo (96 pogos) que, em seguida, foram inoculadas com 5 yL do in6culo
padronizado. O indculo foi padronizado, transferindo-se colénias do agar nutriente para
um tubo de solugao salina esterilizada, no qual foi feita a medida de turbidez a 50% de
transmitancia em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580
nm, o que, apds plaqueamento, correspondeu a 10® UFC/mL. As placas foram
agitadas em mesa agitadora (Tecnal, modelo TE 140, SP, Brasil), por 1 min a 150 rpm,
e incubadas a 36,5 + 1,0 °C. Apds 18 h, foram adicionados em cada poco 20 uL de
solugcdo (5 mg/mL) de sal de tetrazdlio [brometo 3-(4,5—dimetiltiazol-2-ila)-2,5-
difeniltetrazol — MTT, Sigma, St. Louis, EUA] filtrado em unidade filtrante esterilizada
(poro 0,22 um, Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, cada placa foi agitada
em mesa agitadora por 1 min a 150 rpm, e mantida a 36,5 + 1,0 °C, por 30 min. A
leitura da absorbancia a 595 nm foi realizada em espectrofotdmetro leitor de microplaca
(Bio-Rad, modelo 550, EUA). Os resultados foram expressos em percentagem de
inibicdo em relagdo ao controle (BHI inoculado com a bactéria). Essa percentagem foi
calculada de acordo com a equagao % inibicdo = 100(Ac-As)/Ac (THE UNITED...,
2006), sendo A a absorbancia para o controle (Ac) e para a amostra (As). O controle
foi preparado inoculando-se o BHI (195 pL) com 5 pL do indéculo. Foram também
preparados controles (BHI + in6culo) com pH ajustado para 4,5; 5,5 e 6,5. O controle
negativo foi preparado inoculando-se o BHI (195 pL) com 5 pL do indéculo e

cloranfenicol (30 ug/200 uL).
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Cada experimento foi realizado trés vezes com trés réplicas em cada. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Bonferroni (p < 0,05), empregando-se o software GraphPad Prism versao 4.03.

V.2.2.2 Estudo da eficiéncia do acido protocatéico e da cafeina como
conservante em um modelo alimentar

Para este estudo foram empregadas as concentragbes inibitérias de 90%,
anteriormente calculadas (capitulo 1V), para o acido protocatéico e para a cafeina,
utilizando-se S. enterica e um protocolo para avaliagdo da eficiéncia conservante
adaptado da Farmacopéia Americana (THE UNITED..., 2006).

Para verificar a eficiéncia das substancias selecionadas como conservantes para
leite como modelo alimentar, adicionou-se acido protocatéico (4,14 mg/mL) e cafeina
(4,96 mg/mL) individualmente a tubos, contendo 18 mL de LDR, esterilizado, com pH
ajustado para os valores de 4,5 e 5,5. Os tubos foram inoculados com S. enterica
(10% v/v) e incubados a 25 + 1 °C, durante 28 dias. O ind6culo foi padronizado
transferindo-se colénias do agar nutriente para um tubo de solug&o salina esterilizada,
em que foi medida a turbidez a 50% de transmitancia em espectrofotdmetro (Coleman,
modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a 580 nm. A partir desse tubo, foi preparada a
diluicdo 107" e foram retiradas aliquotas de 2 mL, que foram usadas para inocular as
amostras de leite (18 mL). Apds tempos de contato especificos (0, 1, 7, 14, 21 e 28
dias), foram retiradas amostras para a contagem das células viaveis. A determinagao
das células viaveis foi feita por semeadura em profundidade de diluicbes apropriadas
das amostras em agar nutriente e incubacao a 36,5 + 1°C, por 48 h.

O controle foi preparado, inoculando-se o LDR com S. enterica (10% v/v),
incubando e realizando as contagens de células viaveis nos mesmos intervalos de
tempo das amostras. Foram ainda preparados dois controles LDR: um com pH
ajustado para 4,5 e outro para 5,5. Cada experimento foi realizado trés vezes, com
duas réplicas em cada. As curvas foram comparadas, empregando-se a area sob as
curvas e fazendo a analise de variancia e comparagdo de médias pelo teste de Tukey

(p = 0,05), empregando-se o software GraphPad Prism versao 4.03.
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V.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.3.1 INFLUENCIA DO pH SOBRE A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na Tabela V.1 estdo apresentados os percentuais de inibicdo de S. enterica
pelas substancias avaliadas nos valores de pH investigados. Foi evidenciado que o pH
interferiu na atividade antimicrobiana sobre S. enterica. Observou-se que, em pH 4,5,
tanto a cafeina, quanto o acido protocatéico, causaram inibicdes superiores a 96%,
enquanto a trigonelina e o acido clorogénico atingiram percentuais de inibigdo préximos
a 80%. Esses percentuais de inibigdo foram significativamente maiores do que aqueles
observados com pH 5,5, que foram estatisticamente diferentes dos percentuais
observados com pH 6,5 e 7,5. A percentagem de inibicdo exercida pela cafeina se
manteve elevada na faixa de pH de 4,5 a 5,5 (96% a 77%), mas apresentou diferencga
significativa entre esses valores. Em pH 7,5, a percentagem de inibicdo encontrada
para a cafeina foi menor (10,3%), mas nao diferiu da inibicdo encontrada para o acido
protocatéico (12,0%). A trigonelina, e o acido clorogénico ndo apresentaram inibicao
significativa de S. enterica em pH 7,5, observando-se percentuais de inibigao inferiores
a 5%.

Tabela V.1. Influéncia do pH na inibicdo de S. enterica por compostos quimicos do
café em caldo BHI, apés 18 h de contato

Substancia Percentual de inibicdo da S. enterica /pH
4,5 55 6,5 7,5

Acido clorogénico 83,7+1,4%2 421+14%° 154+11Y°  43+0,8%¢
Acido protocatéico 96,7 + 0,3 *? 375+4,1YP 21,0+4,16%Y° 12,0+0,2*°
Cafeina 96,0+0,9%  77,3+34*  429+33*  10,3+1,0*¢
Trigonelina 793+06%% 330124 19,2 + 3,9 ¥° 1,2+ 0,9

Médias de triplicatas (+ desvio padrdo) com letras diferentes (a,b,c,d) na mesma linha e (x,y) na mesma
coluna sao significativamente diferentes (Teste de Bonferroni, p < 0,05). Percentagem de inibi¢gdo no
controle com caldo BHI e ajuste de pH para 4,5 (80,5%); 5,5 (32,4%) e 6,5 (0%).

No caldo BHI com valores de pH ajustados para 4,5 e 5,5 foi constatada inibigéo

nos valores de 80,5% e 32,4%, respectivamente. No pH 6,5 ndo houve inibigao.



Capitulo V - Atividade antibacteriana de compostos quimicos do café em diferentes valores... 101

Verificou-se que o pH na faixa acida foi capaz de inibir S. enterica, mesmo sem a
presenca de substancias inibidoras.

A influéncia do pH na atividade antimicrobiana das substincias do café
investigadas assemelha-se a relatada na literatura, para substancias do tipo acido fraco
e para os Oleos essenciais. NYCHAS (1995), TASSOU et al. (1995) e BURT (2004), ao
investigarem as propriedades antibacterianas de 6leos essenciais, destacaram o fato
de que condicoes fisicas determinadas, tais como, baixo pH, baixas temperaturas e
baixas concentracdes de oxigénio aumentavam a ag¢ao antimicrobiana. Em estudo
realizado em produtos de panificacdo, empregando-se acidos fracos como
conservantes para inibicdo de fungos, foi observado que nenhum dos compostos
empregados teve um efeito inibitério em pH neutro (MARIN et al., 2002). WEN et al.
(2003) ao avaliarem atividade anti-listeria de acidos fendlicos em valores de pH 4,5; 5,5
e 6,5, observaram uma forte correlagdo entre pH e atividade antimicrobiana. Eles
observaram que a inibicdo promovida pelos acidos p-cumarico, ferulico e caféico
aumentava, a medida que o pH diminuia, e que, pelo acido clorogénico, a inibicao de
Listeria foi maior em pH ajustado para 6,5, fato esse, nao observado no presente
trabalho para o acido clorogénico, em relagdo aos percentuais de inibicdo sobre S.
enterica.

Esta estabelecido na literatura que a atividade antimicrobiana dos acidos fracos
€ dependente do pH, devido a influéncia desse parametro na proporcdo de moléculas
nao-dissociadas na solugdo (MARQUIS et al., 2003; WEN et al., 2003).

As constantes de dissociacdo (pKa) para alguns dos acidos fendlicos foram
apresentadas por RAMOS-NINO (1996), dentre eles, o acido caféico com pKa de 4,45.
No presente trabalho, os compostos fendlicos, como os &cidos clorogénico e
protocatéico, provavelmente, apresentaram uma maior proporcdo de moléculas nao-
dissociadas, nos valores menores de pH. Esse resultado esta de acordo com o
trabalho realizado por WEN et al. (2003), que verificaram que a atividade dos acidos
hidroxicinamicos investigados foi acentuada com o aumento concomitante na
proporcao dos acidos nao-dissociados, quando o pH do meio foi reduzido de 6,5 para
4,5,
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V.3.2 AVALIACAO DA EFICIENCIA CONSERVANTE DA CAFEINA E DO ACIDO
PROTOCATEICO EM UM MODELO ALIMENTAR

A cafeina e o acido protocatéico foram selecionados para o estudo da eficiéncia
conservante em um modelo alimentar, a base de LDR, pois essas substancias
apresentaram percentuais de inibicdo superiores e estatisticamente diferentes do
controle tanto no pH 4,5, quanto no pH 5,5.

As contagens obtidas a partir do LDR inoculado com 10° UFC/mL de S. enterica,
mantido a 25 + 1°C, durante 28 dias, com valores de pH ajustados para 4,5 e 5,5, na
presencga ou nao da cafeina e do acido protocatéico estdo apresentadas na Figura V.1.

Verificou-se, ao final de 28 dias, um aumento de trés ciclos logaritmicos na
contagem de células viaveis de S. enterica em LDR e que tanto o acido protocatéico,
quanto a cafeina, inibiram o crescimento da bactéria durante este periodo. Entretanto,
o efeito mais pronunciado foi observado na presenca do acido protocatéico em pH 4,5,
que foi capaz de inibir o crescimento em até trés ciclos logaritmicos, apds 28 dias de
contato, comparado com o controle.

No LDR, com ajuste de pH para 4,5 e 5,5, houve um crescimento menor do que
no LDR, sem ajuste de pH. Entretanto, no crescimento de S. enterica no LDR
adicionado de acido protocatéico, ajustado para os valores de pH 4,5 e 5,5, a inibicao
foi maior do que no LDR adicionado de cafeina.

O percentual de inibicao de S. enterica pela cafeina foi calculado, apds 28 dias a
25 + 1°C, considerando-se o controle (100% de crescimento). Essa substancia
apresentou percentual de inibicdo de S. enterica, tanto com o pH de 4,5, quanto com o
pH de 5,5, de 14%. Essa inibicdo observada no modelo alimentar, quando comparada
com 96% e 77%, em meio de cultura com pH 4,5 e 5,5 (Tabela V.1), respectivamente,
foi menor. A mesma comparacao pode ser feita para o acido protocatéico, que
contribuiu com 96% (pH=4,5) e 37% (pH=5,5) de inibicdo de S. enterica no experimento
em meio de cultura, e 32% (pH=4,5) e 21% (pH=5,5) no modelo alimentar, mostrando-
se menos eficiente no ultimo. No entanto, quando comparado com a cafeina, o acido
protocatéico apresentou uma maior atividade no modelo alimentar. HOLLEY & PATEL
(2005) relataram o efeito da presenga de gorduras, carboidratos, proteinas e sais
diminuindo a efetividade de agentes antimicrobianos em alimentos. Mesmo com a

auséncia de gordura no leite em po6 desnatado reconstituido, os outros constituintes
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presentes no leite influenciaram negativamente a atividade antimicrobiana da cafeina e
do acido protocatéico contra S. enterica.

Acido protocatéico (PRO)
10.0

—» LDRpH 6,5

LDR pH 5,5

LDR pH 4,5
—— LDR pH 5,5 + PRO
—=— LDR pH 4,5 + PRO

log UFC/mL

4.0 T T
0 10 20 30
tempo (dias)

Cafeina (CAF)

—¥—LDRpH 6,5

——LDR pH 5,5 + CAF
—=— LDR pH 4,5 + CAF
LDR pH 5,5
LDR pH 4,5
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Figura V.1. Contagem de células viaveis de S. enterica em LDR (pH 4,5 e 5,5) na

presenca de acido protocatéico (4,14 mg/mL) e de cafeina (4,96 mg/mL), durante 28
dias de contato, a 25 °C.

A comparagao estatistica da area sob a curva de crescimento para as

substancias (acido protocatéico e cafeina) nos dois valores de pH e dos controles (sem
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ajuste de pH, com ajuste de pH para 4,5 e 5,5) pode ser vista na Tabela V.2. Observa-
se que a area sob a curva de crescimento de S. enterica na presenga de acido
protocatéico com pH 4,5 e 5,5 foi menor do que nos outros tratamentos, inclusive nos
controles (LDR). A area sob a curva de crescimento de S. enterica na presenga de
cafeina, em ambos os pH, nao diferiu estatisticamente nem dos controles, nem do
tratamento com acido protocatéico. Esse fato indica que o acido protocatéico foi mais
eficiente, no controle do crescimento de S. enterica, do que a cafeina. Para os
controles (LDR sem ajuste de pH e com pH 5,5 e 4,5) ndo foi observada diferenca
estatistica entre as areas sob a curva, o que pode ser devido ao efeito tamponante do

leite.

Tabela V.2. Area sob a curva de crescimento de S. enterica em LDR (pH 4,5 e 5,5) na
presenca de cafeina (4,96 mg/mL) e de acido protocatéico (4,14 mg/mL), durante 28
dias de contato a 25 °C

Tratamento Area sob a curva
Controle 68,7 + 2,62
Controle pH 5,5 64,4 +0,0°
Controle pH 4,5 59,8 +0,0°
Cafeina pH 5,5 51,2+0,02
Cafeina pH 4,5 43,4 +0,0%
Acido protocatéico pH 5,5 40,3+17,0°
Acido protocatéico pH 4,5 19,9+7,7°

Médias de friplicatas (+ desvio padrao) com letras diferentes (a,b,c,d) sao significativamente diferentes
(Teste de Tukey, p < 0,05).
Controle: meio de cultura inoculado com a S. enterica em pH sem ajuste e com ajuste para 5,5 e 4,5.

Considerando-se a auséncia de um protocolo padrédo para estudos de eficiéncia
de conservante em alimentos, a comparacido dos resultados obtidos no presente
estudo com dados da literatura fica, em parte, comprometida por alguns aspectos,
dentre eles, objetivos e delineamentos experimentais diferentes; temperaturas de
incubacao, variando entre 4 e 37 °C; faixa de pH, variando entre 4 e 8; tempo de
exposicao, variando entre horas a semanas e indculo inicial variado (PAYNE et al.,
1989; KIM et al., 1995; KOUTSOUMANIS et al., 1999; SMITH-PALMER et al., 2001;
HOLLEY & PATEL, 2005). No entanto, em estudos comparando o crescimento de
microrganismos (L. monocytogenes, B. cereus, Salmonella) inoculados em alimentos,
contendo microrganismos produtores de substancias antimicrobianas, com o controle
sem essa cultura, foram observadas redugcbes que variaram de um a cinco ciclos

logaritmicos. Essas redugbes foram consideradas efetivas na conservagdo de
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alimentos, quando utilizadas culturas em associagao as boas praticas de fabricacao,
armazenamento e condi¢cdes de distribuicdo (DEVLIEGHERE et al., 2004). Assim, o
acido protocatéico que foi capaz de causar uma inibigdo de trés ciclos logaritmicos no
crescimento de S. enterica em LDR (pH 4,5), quando associado a outro método de
conservacgao, tal como a temperatura de refrigeragdao, ou alguma nova tecnologia de
preservagao, apresenta um potencial para aplicagdo como agente conservante em
alimentos acidos. Além disso, o uso de métodos combinados tem sido proposto na
literatura, considerando-se a teoria de barreiras, somando-se os efeitos de parametros
fisicos e quimicos (LEISTNER, 1992).

Verificou-se que durante os 28 dias em que o LDR 10% foi mantido a 25 + 1°C
em contato com o acido protocatéico e a cafeina, apesar da coagulagdo observada,
principalmente em pH 4,5, ndo foi observada nenhuma alteragdo na cor do produto.
OWEN & PALOMBO (2006) observaram alteragao de cor, em produto derivado do leite,
ao investigarem a atividade antibacteriana de extratos de plantas, contra Listeria. De
acordo com esses autores, a coloragao verde observada no produto poderia causar
uma rejei¢ao do produto pelo consumidor.

Em revisdo sobre novas tecnologias para preservagcdao de alimentos,
DEVLIEGHERE et al. (2004) destacaram que duas das limitagbes para o uso de
produtos naturais como conservantes sdo as mudangas sensoriais € a interagao do
composto com ingredientes do alimento. Apesar de nao ter sido observada alteragao
de cor, e nem de odor no modelo alimentar estudado, houve um efeito negativo
causado pelos componentes do leite na atividade antimicrobiana das substancias
testadas.

E importante avaliar substancias com atividade antimicrobiana em modelos
alimentares, para verificar uma possivel interferéncia como a interagao ou a diminuigcao
do efeito da substancia investigada, com a composi¢ao, temperatura, pH, entre outros
parametros dos alimentos (NYCHAS, 1995; KOUTSOUMANIS et al.,, 1999; BURT,
2004). Muitas vezes, uma maior concentragdo do composto € requerida no alimento
para atingir o mesmo efeito inibitério observado em meio de cultura (SHELEF, 1983;
BURT, 2004).
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V.4. CONCLUSOES

O pH modulou o efeito antimicrobiano da cafeina e do acido protocatéico, em
meio de cultura, sobre S. enterica, sendo a maior atividade em pH 4,5 comparada com
55;6,5e7,5.

No meio de cultura com pH 4,5 e com adicdo de cafeina ou do acido
protocatéico observaram-se inibi¢gdes iguais ou superiores a 96%.

No meio de cultura com pH 4,5 e com adigdo da trigonelina e do acido
clorogénico, os percentuais de inibicao foram préximos a 80%.

Utilizando como matriz alimentar o leite desnatado, com pH 4,5 e 5,5, tanto a
cafeina, quanto o acido protocatéico, apresentaram atividade antimicrobiana sobre a
bactéria investigada.

Nao foi verificada a influéncia do pH isoladamente sobre o crescimento de S.
enterica no modelo alimentar.

Os componentes do leite reduziram a agdo antimicrobiana das substancias
investigadas, no entanto, esses compostos apresentaram um percentual de inibigao

impactante para um possivel uso como conservantes em produtos alimenticios.
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CAPITULO VI
AVALIACAO DA MORFOLOGIA DE Salmonella enterica POR
MICROSCOPIAS OTICA E DE FORCA ATOMICA, APOS
CONTATO COM ACIDO PROTOCATEICO E CAFEINA

RESUMO

Foi investigado o efeito do acido protocatéico e da cafeina sobre a morfologia de
S. enterica sorovar Typhimurium, apo6s 24 h de contato. Foram empregadas as
microscopias Otica e de forca atbmica. Pela microscopia 6tica, foram observadas
algumas alteracdes na morfologia da célula, porém, a microscopia de for¢ca atdémica
possibilitou uma observacdo mais detalhada das células, possibilitando inclusive, a
realizacdo de medi¢cdes. Foi observado que S. enterica atingiu, apés 24 h de
crescimento, um comprimento de 2 um. Apdés contato durante 24 h, com o acido
protocatéico a célula apresentou-se menor, atingindo comprimento de 1 um. Apéds
contato com a cafeina, observou-se um aumento no comprimento de aproximadamente
3,5 vezes e pode-se inferir que 0 mecanismo de acdo da cafeina esteja relacionado a
formacdo do septo, durante a divisao celular. A microscopia de forca atbmica mostrou-
se sensivel para estudos de morfologia de bactéria, com a vantagem de facilitar e

reduzir o tempo de preparo da amostra.
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VI.1. INTRODUCAO

A expressédo da atividade antimicrobiana é freqlientemente muito clara, mas, em
muitos casos, 0 mecanismo de acdo de uma substancia antimicrobiana €
completamente desconhecido ou pouco conhecido (HOLLEY & PATEL, 2005).

Na MFA, uma sonda de silicio é suavemente forcada sobre a amostra e, a
medida que ela se move ao longo da superficie da amostra, seus movimentos sao
registrados, e uma imagem tridimensional é produzida. A grande vantagem da MFA é
a possibilidade de se observar a célula nas dimensodes x, y e z (BRAGA & RICCI, 1998;
2002).

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do acido protocatéico e da cafeina
sobre a morfologia de S. enterica, apds 24 h de contato. Foi avaliado o crescimento
por leitura de transmitancia e foram empregadas duas técnicas para avaliacdo da

morfologia da bactéria teste - a microscopia 6tica e a microscopia de forca atbmica.
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VI.2. MATERIAL E METODOS

VI.2.1 MATERIAL

VI.2.1.1 Compostos quimicos do café
Foram empregados o acido protocatéico (Sigma, St. Louis, MO, EUA, P5630) e
a cafeina (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

VI.2.1.2 Microrganismo e meios de cultura

Foi utilizada uma linhagem de S. enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028).
Essa cultura foi mantida a -70 °C em caldo infuso de cérebro e coracdo (BHI, Dialab,
Montes Claros, MG) e 20% de glicerol.

VI.2.1.3 Condic¢des de cultivo

A bactéria foi inoculada em &gar nutriente (Dialab, Montes Claros, MG) e
incubada a 36,5 £ 1,0 °C, durante 24 h em estufa (Forma Scientific, Marietta, OH,
EUA). O inéculo foi padronizado, transferindo-se 0os microrganismos em crescimento
para um tubo de solucao salina esterilizada, até obter uma turbidez equivalente a 50%
de transmitancia, em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL, EUA) a
580 nm, a qual, apds plaqueamento, correspondeu a 108 UFC/mL. Dessa suspens&o,
foram retirados 1000 pL e semeados em 9 mL de caldo BHI. Foram avaliados os
seguintes parametros: (i) adicdo do acido protocatéico (4,14 mg/mL); (i) adicdo do
acido protocatéico (4,14 mg/mL) com ajuste do pH do meio de cultura para 4,5; (iii)
adicdo da cafeina (4,96 mg/mL); (iv) adi¢cdo da cafeina (4,96 mg/mL) com ajuste do pH
do meio de cultura para 4,5; (v) controle sem adicdo de agente antimicrobiano; (vi)
controle sem adicdo de agente antimicrobiano e com ajuste do pH do meio de cultura
para 4,5. Os tubos foram incubados a 36,5 + 1,0 °C por 24 h.



Capitulo VI - Avaliacdo da morfologia de S. enterica por microscopias 6tica e de forca atdbmica... 110

VI.2.2 METODOS

VI.2.1 Avaliacdo do crescimento e do pH

No inicio do experimento (tempo = 0) e apdés 24 h de incubacédo, os tubos,
contendo caldo BHI, em todas as condicdes especificadas anteriormente, foram
agitados em agitador do tipo vortex (Phoenix AP56) e levados para leitura de
transmitancia a 580 nm em espectrofotdmetro (Coleman, modelo 6120, Maywood, IL,
EUA), para monitoramento do crescimento. A transmitancia foi posteriormente
transformada em absorbéncia (A= 2 — log T), para o calculo da percentagem de
inibicdo pela formula % inibicdo = 100(Ac-As)/Ac, sendo A a absorbancia nos tubos
controle (Ac) e na amostra (As).

A leitura do pH dos meios de cultura, em cada uma das condigbes descritas
apos 24 h, foi realizada em um pHmetro (DM20 Digimed, Santo Amaro, SP, Brasil).

Apos 24 h, foi retirada uma aliquota de 100 uL, de cada cultura, para
plagueamento em &gar nutriente por semeadura em profundidade. As placas foram
incubadas a 36,5 + 1,0 °C, por 24 h e a leitura foi realizada, considerando-se a

presenca, ou nao, de crescimento bacteriano.

VI.2.2 Preparo das amostras e observacao por microscopia 6tica

ApGs crescimento por 24 h, o material dos tubos controle (controle sem adi¢édo
de agente antimicrobiano), dos tubos com o acido protocatéico (adicdo do acido e
ajuste do pH do meio de cultura para 4,5) e com a cafeina (adicdo da cafeina e ajuste
do pH do meio de cultura para 4,5) foram levados para centrifugacao (Fanen, Excelsa
modelo 206, S&do Paulo, SP), a 4000 rpm, durante 5 min. Apds essa etapa, 0
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 3 mL de tampéo fosfato (pH = 7,1) no
tubo contendo o centrifugado e repetida a centrifugacdo (4000 rpm/5 min). ApoOs o
descarte do sobrenadante, o centrifugado foi ressuspendido com tampé&o fosfato e
depositado, com auxilio de alga de niquel-cromo, em lamina de vidro. Apds a secagem
e fixacdo, foi realizada a coloragcdo de Gram e as laminas foram observadas em
microscopio 6tico Olympus (PX 40) equipado com sistema de microfotografia. As
microfotografias foram efetuadas com objetiva de 100 x e com 6leo de imerséo,

resultando em um aumento de 1000 x.
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VI.2.3 Preparo das amostras e observacao por microscopia de forgca atdbmica

ApOs crescimento durante 24 h, o material dos tubos foi centrifugado, conforme
descrito no item VI.2.2. Apos o descarte do sobrenadante, foram adicionados 5 mL de
glutaraldeido a 2,5% em tampédo fosfato (pH = 7,1) e mantido durante 1 h na
temperatura ambiente, para fixacdo. Apoés esse periodo, foram adicionados 2 mL de
tampéo fosfato (pH = 7,1) e centrifugado a 4000 rpm, durante 5 min, duas vezes. Uma
parte do centrifugado obtido foi depositado em uma laminula de vidro e seco a
temperatura ambiente. Um microscopio de forca atdbmica, operando no modo de
contato intermitente (Dimension 3100, Digital Instruments, Santa Barbara, Califérnia,
EUA), foi usado para todas as imagens de MFA. O microscépio, equipado com um
“scanner”, possuia uma faixa maxima x-y de 100 por 100 pum e um controlador
(Nanoscope llla, Digital Instruments, Santa Barbara, CA, EUA). Foi empregada uma
sonda de silicio (Nanosensors), com constante de forca de 3,0 — 7,1 N/m, frequéncia de
oscilacdo de 75-98 Khz e raio de curvatura nominal de 5-10 nm. Todas as imagens
foram capturadas, usando-se ajuste de 512 x 512 pixels, e processadas.

Um campo de 30 por 30 um foi usado, para determinar a posicdo exata das
bactérias e, em seguida, menores escalas foram empregadas para aproximacao e
avaliacdo dos detalhes. As secgbes de interesse foram capturadas, analisadas e as
células foram medidas, empregando-se o “software” para andlise de imagens do
microscopio (Nanoscope versao 5.13 r10 sr3, Digital Instruments, Santa Barbara, CA,
EUA).
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VI.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

VI.3.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO E DO pH

As leituras de transmitancia a 580 nm apos 24 h de contato, para cada uma das
situacOes avaliadas, a percentagem de inibicdo e os valores de pH estdo apresentados
na Tabela VI.1. Foram observadas diferencas nas percentagens de inibicdo dos
diferentes tratamentos. Observa-se que tanto o &cido protocatéico quanto a cafeina,
em meio de cultura com ajuste do pH para 4,5, causaram uma inibicdo de S. enterica
superior a 90%, o que sugere que esse valor de pH é importante para a atividade
antimicrobiana. No meio de cultura, contendo as substancias, sem o ajuste do pH, as
percentagens de inibicdo foram de 54,9% e 37,7%, para o acido protocatéico e a
cafeina, respectivamente, sendo inferior a inibicdo causada apenas pelo pH ajustado
para 4,5, sem adicdo de substancia (64,6%). Percebe-se que o pH isoladamente,
causou uma inibicdo bastante expressiva no crescimento de S. enterica, o que explica
a maior atividade observada para as substancias no pH ajustado para 4,5.

Verificou-se a presenca de colbnias apds o plagueamento das amostras
originadas dos diferentes tratamentos. Observou-se, que as amostras com o pH
ajustado para 4,5 apresentavam uma densidade menor de colbnias. Sob essas
condi¢cdes experimentais, detectou-se, que tanto o 4cido protocatéico, quanto a cafeina

interferiram no crescimento da bactéria teste, caracterizando um efeito bacteriostatico.
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Tabela VI.1. Transmitancia e absorbancia, percentagem de inibi¢cdo e pH apés 24 h de
incubacdo de S. enterica em caldo BHI na presenca ou ndo de acido protocatéico ou
cafeina, e em pH ajustado ou ndo para 4,5

Caldo BHI Transmitancia (580 nm)  Absorbancia Inibicao pH
com Oh 24 h 24 h (% controle)  final
Acido protocatéico
pH 4,5 92,7+1,5 87,2+8,9 0,06 + 0,05 ¢ 90,8 4,32
pH ndo ajustado 93,0+4,2 19,2+1,1 0,29+0,02 ¢ 54,9 5,69
Cafeina
pH 4,5 99,0+1,4 88,5+5,2 0,05+ 0,03 ¢ 91,8 4,55
pH ndo ajustado 97,0+14 395+2,.1 0,40+ 0,02° 37,7 6,34
Controle
pH 4,5 96,0 £ 3,5 59,0 £ 0,0 0,23+0,00° 64,6 4,74
pH ndo ajustado 953+1,1 22,5+39 0,66 +0,10° 0 6,5

Controle = sem substancia. Médias de triplicatas + desvio padrdo com diferentes letras (a,b,c,d) para os
dados de absorbancia sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).

V.3.2 ESTUDO DA MORFOLOGIA DE S. enterica APOS CONTATO COM ACIDO
PROTOCATEICO E CAFEINA POR MICROSCOPIA OTICA

A microscopia o6tica (MO) possibilitou a avaliacdo da morfologia das bactérias
nos diferentes tratamentos. Na Figura VI.1la tem-se uma microfotografia por MO de
uma cultura de S. enterica apo6s 24 h de crescimento em caldo BHI, corada pelo
método de Gram. Nas Figuras VI.1b e VI.1c estdo as microfotografias em MO de
culturas de S. enterica em caldo BHI, apds contato com o acido protocatéico (4,14
mg/mL) e com a cafeina (4,96 mg/mL), respectivamente. Observa-se, qgue na amostra
controle (Figura VI.1a), os microrganismos apresentaram-se na forma de bastonetes
pequenos Gram-negativos, caracteristicos das bactérias do género Salmonella. Na
presenca do acido protocatéico (Figura VI.1b), as células do microrganismo
apresentaram-se de tamanho menor que aquelas sem adicdo de substancia
antimicrobiana (Figura VI.1a). Observa-se ainda que as células apresentaram um
formato mais arredondado e um aspecto de cocos. Portanto, houve alteracéo
morfologica na bactéria causada pelo acido protocatéico.

Comparando as Figuras VI.1a e VI.1c, observa-se que na presenca da cafeina
0s bastonetes apresentaram-se alongados, sugerindo um aumento da célula de cerca
de trés vezes. No entanto, mesmo com o maior aumento da MO (1000x), néo foi

possivel avaliar detalhes da superficie da bactéria, nem o comprimento dos bastonetes.
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Dessa forma, foi essencial a aplicacdo de uma metodologia mais sensivel, que
permitisse uma observagdo mais detalhada, e o entendimento das alteragbes na
morfologia da bactéria, causada pelas substancias em estudo.

VI.3.3 ESTUDO DA MORFOLOGIA DE S. enterica APOS CONTATO COM ACIDO
PROTOCATEICO E CAFEINA POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Na Figura V1.2, estdo apresentadas as imagens de S. enterica por microscopia
de forca atdbmica (MFA), controle e apds contato com acido protocatéico e cafeina.
Todas as imagens foram obtidas a partir do crescimento de S. enterica em caldo BHI,
apos 24 h de incubacgéo a 36,5 °C.

Na Figura VI.2a, esta apresentada a imagem obtida da superficie da lamina de
S. enterica, em um campo de 15 por 15 um, em condicbes normais de crescimento,
isto é, em caldo BHI sem o acréscimo de qualquer substancia. Na Figura VI.2b, esta
apresentada a imagem, em um campo de 30 por 30 um, de S. enterica ap6s contato
com o acido protocatéico. Na Figura VI.2c, esta apresentada a imagem de MFA, em
um campo de 15 por 15 um, de S. enterica, apos contato com a cafeina durante 24 h.

Pela imagem apresentada na Figura VI.2a, detecta-se que a metodologia
empregada no preparo da amostra para a MFA n&o alterou a morfologia nem o arranjo
das células, o que é essencial para a comparacdo com as imagens originadas a partir
de cultivos com tratamento com substancias antimicrobianas. Observa-se ainda que a
bactéria apresentou-se na forma de bastonetes cilindricos, com extremidades
arredondadas e dispostas em células isoladas, o que caracteriza a morfologia e o
arranjo dessa bactéria, em condices normais de crescimento. Observa-se também
que a superficie da célula apresenta-se uniforme e sem alteragBes aparentes.

Observa-se na Figura VI.2b que as células, apdés contato com o acido
protocatéico, apresentaram-se menores e com a superficie alterada. Em algumas
partes do campo, verifica-se a presenca de células com aspecto cocodide unidas, as
vezes, em grupos de trés. Em outras partes, verifica-se que a superficie da célula
apresenta-se irregular e com aparéncia rugosa, diferente da estrutura observada na
Figura VI.2a.

Observa-se na Figura VI.2c que algumas células apresentaram-se com alteracao
na superficie. Identificou-se, em alguns pontos, um inicio da formacédo de um possivel

septo, mas sem a real divisdo da célula.
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Figura VI.1. Microfotografia em microscépio 6tico de uma cultura de S. enterica, apos
24 h de crescimento em caldo BHI a 36,5 °C na auséncia (a) controle, e na presenca
de (b) 4,14 mg/mL de acido protocatéico e (c) 4,96 mg/mL de cafeina, corada pelo
método Gram com aumento de 1000 x.
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Figura VI.2. Imagens de microscopia de forca atbmica de S. enterica apos 24 h de
crescimento em caldo BHI a 36,5 °C na auséncia (a) controle (15x15 pum), e na
presenca de (b) 4,14 mg/mL de acido protocatéico (30x30 um), e (c) 4,96 mg/mL de
cafeina (15x15 pm).
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Pela comparacdo das imagens apresentadas na Figura VI.2a e VI.2c, observam-
se dois tipos distintos de células. Os bastonetes que cresceram na presenca da
cafeina (Figura VI.2c) diferenciam-se daqueles originados do crescimento, em
condicbes normais (VI.2a). Observa-se que a morfologia das células apos o contato
com a cafeina apresenta-se alterada. Para essas células, visualizam-se variacdes no
comprimento e na largura, apresentando-se assim maiores que a bactéria normal.

Pelas imagens obtidas pela MO e pela MFA, nota-se que a MFA permitiu a
observacéo da bactéria com uma maior riqueza de detalhes, podendo-se visualizar as
trés dimensdes da célula. Isso possibilita uma comparacdo da morfologia normal da
bactéria teste, com a morfologia apds o contato com as substancias investigadas, o
gue confere a MFA uma maior sensibilidade para este tipo de estudo.

As imagens capturadas foram tratadas de diferentes formas (visualizagdo do
topo, da superficie, medicbes) com o “software” para analise de imagens do
microscopio de forca atébmica.

Na Figura VI.3a, esta apresentada a mesma imagem mostrada na Figura VI.2a,
com um tratamento diferente, que possibilitou medir o comprimento da célula, em
condicBes normais. Pelas medidas realizadas, verifica-se que a célula tipica de S.
enterica, apés crescimento durante 24 h, atingiu um comprimento que variou entre 1,5
e 2,0 yum e uma largura de aproximadamente 1 um. Esses resultados estdo de acordo
com CHADFIELD & HINTON (2004), que observaram por microscopia eletronica de
varredura, que S. enterica atingiu comprimento de aproximadamente 2 um.

Na Figura V1.3b, esta apresentada a mesma imagem mostrada na Figura VI.2b,
com um tratamento da imagem diferente, possibilitando medir o comprimento da célula,
apos o contato com o acido protocatéico. Pelas medidas realizadas, verifica-se que
nessas condi¢cdes a célula de S. enterica, apds crescimento durante 24 h, atingiu um
comprimento de 1,2 pym.

Na Figura VI.3c, estd apresentada a mesma imagem mostrada na Figura VI.2c,
com um tratamento da imagem diferente, possibilitando a realizacdo da medida do
comprimento apds contato com a cafeina. Pelas medidas, verifica-se que nessas
condicdes, a célula de S enterica apresentou, aproximadamente, um comprimento 3,5
vezes maior, em relagdo a célula normal. Foram realizadas medidas das células, que

chegaram a atingir o comprimento de 5,51 um e com valores meédios de 4,6 pum.
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Figura VI.3. Imagens de microscopia de forgca atbmica de S. enterica apos 24 h de
crescimento em caldo BHI a 36,5 °C na auséncia (a) controle (15x15 um), e na
presenca de (b) 4,14 mg/mL de acido protocatéico (30x30 um), e (c) 4,96 mg/mL de
cafeina (15x15 pum).
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Pelas imagens observadas, acredita-se que a cafeina possa interferir no
processo de divisdo celular da bactéria, o qual envolve replicacdo do cromossomo,
segregacdo do material nuclear, septacdo e separacdo fisica das células (NAGAI &
TAMURA, 1972). Na década de 1970, varios pesquisadores investigaram mutantes de
E. coli com proteinas termosensiveis e a sua relacdo com o processo de divisdo celular
(RUFF et al., 1971; NAGAI & TAMURA, 1972; SANTOS & ALMEIDA, 1975). NAGAI &
TAMURA, (1972) observaram que ao manterem culturas de E. coli em temperaturas
elevadas (42 °C/60 min), as bactérias apresentavam-se na forma de filamentos, trés a
quatro vezes mais longos do que a célula normal, o que foi atribuido a uma proteina
termosensivel. SANTOS & ALMEIDA (1975) estudaram esses mutantes e verificaram
o efeito de diferentes temperaturas no alongamento da célula. Esses autores
verificaram que, ap6s 4 h de incubacado, nas temperaturas de 30 °C e 42 °C, o numero
de células viaveis aumentava em 30 °C e decrescia em 42 °C. Entretanto, a densidade
Otica aumentava em ambas as situacdes, 0 que comprovava que a massa celular
continuava crescendo, apesar de nao haver divisdo. CHADFIELD & HINTON (2004)
avaliaram o efeito de derivados do nitrofurano sobre a morfologia de S. enterica. Esses
autores verificaram, por microscopia de varredura, que a substancia investigada
causava uma inibicdo da divisdo celular, promovendo um aumento das células que
chegavam a atingir 20 a 30 um.

Ao calcular a densidade 6tica em absorbancia, a partir da férmula A=2-logT,
para os tratamentos empregados no presente estudo, foram observadas diferencas.
Para o caldo BHI adicionado de cafeina com pH 4,5, a absorbancia obtida foi de 0,05,
enguanto, para o controle, foi de 0,66. Ao comparar esse resultado com o obtido por
SANTOS & ALMEIDA (1975), pode-se verificar que a cafeina, além de causar um
alongamento da bactéria, evidenciado pelas imagens, também causou uma diminui¢éo
no seu crescimento. Considerando-se o0 exposto, pode-se pressupor que além da
interferéncia em algum mecanismo da divisdo celular, possivelmente, na formacéo do
septo, a cafeina também influencia na multiplicacéo.

Em relagdo ao mecanismo de acdo do acido protocatéico, muitos autores
verificaram que compostos fendlicos tem seu sitio de acdo na membrana
citoplasmatica, alterando sua estrutura e funcéo, alterando o transporte ativo e
coagulando o conteudo celular (SIKKEMA et al., 1995; BURT, 2004). No entanto, ndo
foi verificado pela microscopia extravasamento de constituintes celulares apds contato

da bactéria com o acido protocatéico.
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VI.4. CONCLUSOES

O acido protocatéico e a cafeina causaram alteragdes morfolégicas nas células
de S. enterica. ApOs 24 h de crescimento, em condigdes normais, S. enterica atingiu
um comprimento de 2 um. A bactéria, entretanto, em contato com o acido protocatéico,
apresentou morfologia cocéide e comprimento de 1 um, apés 24 h de crescimento. Por
outro lado, a bactéria, em contato com a cafeina, apresentou forma de bastonete e
comprimento de até 5,5 um, apos 24 h de crescimento.

Pode-se inferir que o mecanismo de acdo da cafeina esteja relacionado a
formacao do septo, durante a divisédo celular. Entretanto, o0 mecanismo de ac¢éo do
acido protocatéico ndao pdde ser explicado pela morfologia observada por meio das

microscopias Otica e de forca atémica.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

As guatro amostras de café empregadas neste estudo apresentaram teores de
acidos clorogénicos e trigonelina e valores de L* distintos, sugerindo diferentes graus
de torracao.

Os extratos de café e os compostos - acidos caféico, clorogénico, protocatéico,
cafeina e trigonelina - apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo nove enterobactérias investigadas.

Uma atividade antimicrobiana relevante foi observada para o extrato aquoso de
café e os cinco compostos quimicos testados sobre E. coli, S. enterica, S. aureus e S.
mutans.

N&o foi observada atividade antifiingica pelos extratos e compostos quimicos do
café sobre as duas leveduras e o fungo filamentoso investigados.

A associacdo do extrato aquoso do café com a cafeina apresentou um maior
efeito inibitério contra B. subtilis, ndo havendo um aumento na atividade para as
demais bactérias investigadas.

N&o foi observada influéncia da marca de café, do tipo de solvente extrator e do
processo de extracdo na inibicdo de S. mutans.

S. enterica se destacou, como a bactéria mais susceptivel ao extrato e a alguns
compostos quimicos do café, sendo que as concentracBes investigadas afetaram
significativamente a atividade antibacteriana.

O &cido protocatéico, a cafeina e a trigonelina apresentaram os menores valores
de ICsp e ICyo para S. enterica, indicando uma maior atividade antimicrobiana dessas
substancias comparadas aos acidos clorogénico e caféico.

A concentracdo de cafeina encontrada nos extratos aquosos de café (2,10 a
2,23 mg/mL) é suficiente para garantir uma inibicdo de S. enterica préxima a 50%.

O é&cido protocatéico e a cafeina apresentaram um melhor perfil antimicrobiano
para S. enterica no estudo cinético, sendo a atividade mantida ao longo de todo o
periodo do teste até o tempo final de 24 h.

O pH modulou o efeito antimicrobiano da cafeina e do acido protocatéico sobre

S. enterica em meio de cultura, sendo a maior atividade em pH 4,5.
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No teste de eficiéncia conservante em leite desnatado, usado como modelo
alimentar, em pH 4,5 e 5,5, tanto a cafeina quanto o acido protocatéico apresentaram
atividade antimicrobiana sobre a bactéria investigada.

Os componentes do leite reduziram a acédo antimicrobiana do acido protocatéico
e da cafeina, no entanto, essas substancias antibacterianas apresentaram uma inibicao
interessante para um possivel uso como conservantes em produtos alimenticios.

Por meio da microscopia o6tica e da microscopia de for¢ca atbmica verificaram-se
alteracbes morfoldgicas de S. enterica apds contato de 24 h com acido protocatéico e
cafeina, ou seja, reducdo a metade e aumento de até trés vezes, respectivamente no
comprimento. Pode-se inferir que 0 mecanismo de acao da cafeina esteja relacionado

a formacgé&o do septo, durante a diviséo celular.
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ANEXO A

Figura A.1 Perfil cromatografico dos acidos clorogénicos de uma amostra de café 1-
3CQA, 2- 5-CQA, 3- 4-CQA.
Condig6es cromatograficas coluna C-18 (5 um, 250 x 4,6 mm), detector UV a 325 nm.



